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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi relatar o surgimento de ragas de
Bremia lactucae, agente causal do mildio nas principais regides
produtoras de alface do estado de Sdo Paulo. O estudo foi realizado
no Laboratorio de Melhoramento Genético de Hortaligas do Depar-
tamento de Producgdo Vegetal da UNESP, Campus de Jaboticabal.
No periodo de 2006 ¢ 2007, foram coletados 36 isolados de B.
lactucae de diferentes regides produtoras de alface no estado. Para
identificagdo das ragas foram utilizadas as cultivares diferenciadoras
conforme o codigo “Sextet”. Foram identificadas trés novas ragas,
SPBI1:02, SPBI:03 e SPBI:04 com os referidos comportamentos do
fungo: (63/31/19/00), (63/63/19/00) e (63/63/03/00). Os genes Dm-
14, Dm-17, Dm-18, Dm-37 ¢ Dm-38 conferem resisténcia a essas
novas ragas identificadas.

Palavras-chave: Lactuca sativa, genes Dm, resisténcia, melhora-

ABSTRACT

New races of Bremia lactucae, causal agent of lettuce downy
mildew, identified in Sao Paulo State, Brazil

The objective of this paper was to report new races of lettuce
downy mildew causal agent Bremia lactucae in Sao Paulo State.
The study was carried out in the laboratory of Crop Genetics in
the Department of Crop Science at the college of Agricultural and
Veterinary Sciences, Jaboticabal campus. A total of 36 isolates of B.
lactucae was collected in different regions. The identification of races
was based on compatibility reaction on the differential cultivars of
the “Sextet”. Three new races of B. lactucae, SPB1:02 (63/31/19/00),
SPBI:03 (63/63/19/00) and SPBI:04 (63/63/03/00) were identified
according to “Sextet” code. Genes Dm-14, Dm-17, Dm-18, Dm-37
and Dm-38 confer resistance to these new races identified.

Keywords: Lactuca sativa, Dm genes, resistance, genetic breeding.
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cultivo da alface (Lactuca sativa

L.) no estado de Sdo Paulo con-
centra-se em torno da grande Séo Paulo,
destacando-se Mogi das Cruzes como a
maior area produtora (CATI, 2008). Em
areas menores, essa cultura distribui-se
por todo o estado ao redor das principais
cidades. A cultura no estado de Sao
Paulo, em 2008, ocupou area de 5.800
ha, sendo produzidos 3.921 milhdes de
engradados de nove duzias. O cinturdo
verde de Sdo Paulo responde por gran-
de parte desse volume comercializado,
sendo a regido de Mogi das Cruzes
responsavel por 45% da produgdo do
estado (IEA, 2009).

Em um cenario econémico dificil
para os produtores de alface, o mildio,
doenga causada pelo oomiceto do reino
Stramenopila Bremia lactucae Regel,
¢ um problema grave, pois aumenta
os custos de producdo no inverno, jus-
tamente quando os precos praticados
sdo menores devido a maior oferta e
ao menor consumo. O mildio ¢ a mais
importante doenca nas condi¢des de
inverno, em regides de temperatura
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amena, as quais coincidem com as con-
digdes observadas nas grandes regides
produtoras de alface do Estado de Sao
Paulo (Pavan & Kurozawa, 1997).

Os danos notorios as lavouras de
alface no estado de Sdo Paulo tiveram
inicio a partir da década de 1990, porém
ainda é desconhecida como ocorreu a
entrada do patdogeno no Brasil, ou se o
mesmo ja existia aquela época.

Van Ettekoven & Van Der Arend
(1999), visando uniformizar a identifica-
¢do de ragas de B. lactucae, padronizou
por métodos de codigos denominados de
“Sextet”, em que cada raga possui um
codigo, evitando que uma mesma raga
receba denominag¢des diferentes em dis-
tintas regides do mundo. A necessidade
dessa uniformizagao ocorreu devido ao
surgimento de ragas de B. lactucae em
areas fora da Europa e muita confusio
foi criada quanto a sua identificacdo.

No periodo de 2003 a 2004, estudos
pioneiros de identificacdo de ragas,
utilizando-se a mesma metodologia
adotada também no presente trabalho,
foram desenvolvidos nas regides produ-

toras de alface do estado de Sao Paulo,
quando foi identificada a primeira raca
de B. lactucae, denominada de SPB1:01
que predominava nesse estado (Braz et
al.,2007).

Crute & Johnson (1976) citam que o
melhoramento para resisténcia da alface
ao mildio foi iniciado por Jagger nos
EUA (California) em 1926, e continuou
na Europa e Israel.

A identificacdo de racgas de B.
lactucae é necessaria para que progra-
mas de melhoramento com a cultura
da alface sejam desenvolvidos visando
o controle da doenga, visto que esse
patdgeno apresenta pouca variabilidade
genética devida seu modo mais facil
de reprodugdo ser assexuado, além de
poucos trabalhos com identificacdo de
ragas de B. lactucae no Brasil. Porém é
de extrema importancia o seu monitora-
mento, pois uma vez identificada a raga,
torna-se possivel selecionar também os
genes que conferem resisténcia a doen-
¢a, possibilitando assim o desenvolvi-
mento de linhagens de alface resistentes.

Diante do exposto, o objetivo do
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trabalho foi identificar a ocorréncia de
racas de mildio no periodo de 2006 a
2007 nas regides produtoras de alface
do estado de Sdo Paulo, visando auxiliar
programas de melhoramento genético
da cultura.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério
de melhoramento genético de hortaligas,
do Departamento de Producao Vegetal
da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Os isolados foram coletados em
campos de producdo de alface tipo
crespa de varios produtores. As areas
amostradas representaram as areas
produtoras de alface do estado de Sao
Paulo. Coletaram-se 20 folhas de alfa-
ce com sintomas de mildio em areas
de produtores, sendo cada amostra
assim considerada um isolado. Foram
coletados 36 isolados de B. lactucae
das regides: cinturdo verde (Mogi das
Cruzes, Ibiuna e Piedade), Campinas,
Botucatu, Ribeirdo Preto ¢ Marilia nos
anos de 2006 e 2007.

Em 2006, 20 isolados de B. lactucae
foram coletados em campo de produgao
de alface tipo crespa no periodo de julho
a agosto nas regioes: Ibitina ¢ Mogi das
Cruzes (3 isolados por regido), Araga-
tuba, Ribeirdo Preto, Rio Claro, Bauru,
Sdo Carlos, Campinas e Araraquara (2
isolados por regido).

Em 2007, 16 isolados de B. lactucae
foram coletados nas regides: Botucatu e
Bauru (1 isolado por regido), Piedade,
Araraquara, Jaboticabal e Biritiba Mirim
(2 isolados por regido),Ibitina e Ribeirao
Preto (3 isolados por regido).

Essas amostras foram embaladas em
sacos plasticos, identificadas ¢ acon-
dicionadas em caixas térmicas e, em
seguida, transportadas ao laboratério
da UNESP-FCAV para a manutencio
do in6culo.

A partir dos isolados coletados foram
preparadas suspensdes de esporangios
e inoculados na concentracdo de (1 x
103 esporangios/mL) por pulverizagdo
na cultivar suscetivel Cobham Green
(Dm-0/R?) em fase de plantulas e man-
tidas em estufa (BOD modelo EL212
eletrolab ) a 13°C e fotoperiodo de 12 h.

Aos 15 dias apds a inoculagdo
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observou-se esporulacdo dos isolados
nas plantulas inoculadas, e dai foram
mantidos no freezer a—20°C em tecidos
foliares de plantulas. Essa agdo foi re-
petida oito vezes consecutivamente para
aumentar a quantidade e a viabilidade
dos esporos que foram utilizados no
teste de diferenciagdo de ragas.

A inoculagdo dos isolados de B.
lactucae nas diferenciadoras de alface
foi feita de acordo com a técnica de Ilott
etal. (1987). Utilizaram-se esporangios,
lavados, de tecidos com presenca de es-
porulagdo e agitados em agua destilada.
A concentragdo foi a mesma adotada
para aumentar a quantidade de indculo
inicial, 1 x 10° esporangios/mL, obtida
através da contagem em camara de
Neubauer e pulverizados nas plantu-
las de cada cultivar diferenciadora de
alface, aplicando-se SmL da suspensao
para cada uma.

As sementes das cultivares diferen-
ciadora de alface (Cobham Green, Odra,
Lednicky, UC DM 2, Dandie, R4T57D,
Valmaine, Sabine, LSE 57/15, UC DM
10, Capitan, Hilde II, Pennlake, UC
DM 14, PIVT 1309, INRA DM 16, LS
102, Colorado, Ninja, Discovery ¢ Ar-
geles) foram semeadas separadamente.
Utilizou-se caixas plasticas gerbox (11
x 11 x 3,5 cm) forradas com papel ger-
mitex umedecido e divididas em quatro
partes iguais. Em cada uma das partes
foram semeadas 30 sementes de cada
cultivar diferenciadora. Apods 12 dias da
semeadura, obtiveram-se 30 plantulas de
cada material, realizando-se as inocu-
lagdes com os respectivos isolados. As
plantulas de cada diferenciadora apos as
inoculagdes foram mantidas em estufa
(BOD modelo EL212 eletrolab,) a 13°C
¢ fotoperiodo de 12 h.

Ap6s 15 dias da inoculago, foram
feitas as avaliacdes, quando apareceram
as esporulagdes na serie diferencial de
alface. As avaliagdes foram realizadas
nas plantulas, sendo estas avaliadas
individualmente, verificando-se a pre-
senca ou nao de lesdes esporulantes,
ou a reacdo necrotica com muitas ou
poucas lesdes esporulantes, seguindo
a metodologia proposta por Van
Ettekoven & Van Der Arend (1999).
Os critérios utilizados na avaliagdo dos
testes de diferenciacao de ragas recebem
o simbolo positivo: + quando >80%

das plantulas apresentaram-se com
lesdes esporulantes; simbolo positivo
entre paréntese: (+) quando >80% das
plantulas apresentaram pontos necroti-
cos e com muitas lesdes esporulantes;
simbolo negativo: - <5% das plantulas
com lesdes esporulantes; simbolo nega-
tivo entre paréntese: (-) plantulas com
pontos necroéticos € com poucas lesdes
esporulantes.

Todas as cultivares diferenciadoras
sdo divididas em quatro grupos e sdo
atribuidos valoresde 1,2,4,8,16e¢32a
cada cultivar, segundo a metodologia de
Van Ettekoven & Van Der Arend (1999)
como segue:

Grupo 1: Lednicky (1); UC DM 2
(2); Dandie (4); R4T57D (8); Valmaine
(16); Sabine (32).

Grupo 2: LSE 57/15 (1); UC DM 10
(2); Capitan (4); Hilde II (8); Pennlake
(16); UC DM 14 (32).

Grupo 3: PIVT 1309 (1); INRA DM
16 (2); LS 102 (4); Colorado (8); Ninja
(16); Discovery (32).

Grupo 4: Argeles (1).

Apbs a inoculagdo, todos os genoti-
pos da série diferencial caracterizados
como suscetiveis aos determinados iso-
lados tiveram seus valores somados den-
tro de cada grupo, e o resultado de cada
grupo representado e separado por uma
barra, da seguinte forma: 63/63/51/00.
No referido exemplo, todas as cultivares
do grupo 1 e 2 sdo suscetiveis (1 +2 +
4+ 8+ 16+32=063). Nas cultivares do
grupo 3, somente a LS 102 (Dm-17) e
Colorado (Dm-18) sdo resistentes (1 +
2+0+0+16+32=51). E por fim, a
cultivar Argeles do grupo 4 mostrou-se
resistente (0 = 00).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados trés comporta-
mentos de B. lactucae na regido produ-
tora do estado de Sao Paulo pelo codigo
“Sextet” 63/31/19/00, 63/63/19/00 e
63/63/03/00, caracterizando trés novas
ragas de B. lactucae SPBI:02, SPBI:03
e SPBI:04, respectivamente (Tabela 1).

A diferenca de comportamento de
B. lactucae, consiste na resisténcia
conferida pelo gene Dm-14 (UCDM-
14) da raca SPBI: 04 com resisténcia
dominante.
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Tabela 1. Reacdo de plantulas a inoculagdo com isolados de Bremia lactucae coletados na regido produtora de alface do Estado de Sao
Paulo em 2006 (seedling reaction to inoculation by isolates of Bremia lactucae collected in lettuce-producing region of Séo Paulo in 2006).

Jaboticabal, UNESP, 2009.

Cultivares diferenciadoras A B C D E F G H J K L M

Genes Dm 7 10 11 12 13 14 15 16 17 18 36 37 Cédigo
Sextet N 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18  “Sextet”
Valor 1 2 4 8 16 32 1 2 4 8 16 32

Isolados Locais Grupo 2 Grupo 3

IB-1 Ibitina + 4+ + + 4+ 4+ + + - - + - 63/63/19/00
IB-2 Ibitina + 4+ + + 4+ 4+ + + - - + - 63/63/19/00
IB-3 Ibitina + 4+ + + 4+ - + + - - + - 63/31/19/00
MC-1 Mogi dasCruzes + + + o+ 4+ - + o+ - - + - 63/31/19/00
MC-2 Mogi dasCruzes + + + + 4+ - + o+ - - + - 63/31/19/00
MC-3 Mogi dasCruzes + + + + o+ - + + - - + - 63/31/19/00
ARAC-1 Aragatuba + + + + + - + + - - + - 63/31/19/00
ARAC-2 Aragatuba + + + + o+ - + + - - + - 63/31/19/00
RP-1 Ribeirao Preto + + + o+ + + + + - - + - 63/63/19/00
RP-2 Ribeirdo Preto + 4+ + o+ 4+ o+ + + - - + - 63/63/19/00
RC-1 Rio Claro + 4+ o+ o+ 4+ - + + - - + - 63/31/19/00
RC-2 Rio Claro + + + 4+ o+ - + + - - + - 63/31/19/00
BAU-1 Bauru + + + + + 4+ + + - - - - 63/63/03/00
BAU-2 Bauru + + + + + 4+ + + - - - - 63/63/03/00
SC-1 Sdo Carlos + 4+ + + 4+ - + + - - + - 63/31/19/00
SC-2 Sao Carlos + +  + o+ + - + + - - + - 63/31/19/00
CAMP-1 Campinas + + + 4+ o+ - + + - - + - 63/31/19/00
CAMP-2 Campinas + + + 4+ o+ - + + - - + - 63/31/19/00
ARA-1 Araraquara + + +  + o+ - + + - - + - 63/31/19/00
ARA-2 Araraquara + + + o+ 4+ - + o+ - - + - 63/31/19/00
SPBI:02 + + o+ o+ + - + + - - + - 63/31/19/00
SPBI:03 + + + + + 4+ + + - - + - 63/63/19/00
SPBI:04 + + + + o+ 4+ + + - - - - 63/63/03/00

A=LSE 57/15; B= UC DM 10; C= Capitan; D= Hildell; E= Pennlake; F= UC DM 14; G=PIVT 1309; H=INRA DM 16; J=LS 102; K=
Colorado; L= Ninja; M= Discovery;

(-): reagdo incompativel (sem doenga); (+): reagcdo compativel (com doenga) [(-) incompatible reaction (without disease); (+)compatible
reaction (disease)].

Areagdo de plantulas a inoculagdo de Bremia lactucae L. nos anos de 2006 ¢ 2007, foi compativel (+) e assim tiveram seus valores somados
para todas as cultivares diferenciadoras representantes dos grupos DMO (‘Cobham Green’ e Odra) e grupo 1(Lednicky, UC DM-2, Dandie,
R4T57DM, Valmaine e Sabine). Ja para o grupo 4 constituido somente pelo gene DM-38 (Argeles), obteve reacdo incompativel (-) para

todos os isolados avaliados em ambos os anos de monitoramento, representando assim o valor zero separado por barra.

Foram identificadas no estado de
Sdo Paulo as ragas SPBI1:02, SPBI:03
e SPBIL:04 em 2006, mas somente as
racas SPBI1:02 e SPBI:03 tiveram suas
ocorréncias também verificadas em
2007 (Tabela 2). Portanto, somando-se
ao resultado de Braz et al. (2007), ja
foram identificadas quatro racas de B.
lactucae no estado de Sao Paulo.

A diferenca de comportamento das
racas de B. lactucae SPBI1:02, SPBI.03
SPBI:04 da raga anteriormente identifi-
cada como SPBI:01 (Braz et al., 2007),
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se deve a suscetibilidade conferida pelo
gene Dm-37 na formagdo do codigo
“Sextet”. O mesmo comportamento
do oomiceto SPBI1:01 (63/63/51/00)
também foi observado em 2004 no Sul
de Minas Gerais (Pissardi et al., 2005),
evidenciando ser uma raca de B.
lactucae que predominava na maioria
das regides produtoras de alface da
regido Sudeste do Brasil.

O surgimento de novas ragas pro-
vavelmente deve-se as mutagdes que,
embora raras, sdo 0s principais meca-

nismos criadores de novas combinagdes
de genes; entretanto, outros mecanismos
amplificam a variabilidade criada pela
mutagdo por meio da formagao de novas
combinagdes, os chamados mecanismos
de recombinagdo génica (Borém & Mi-
randa, 2007).

Os microorganismos que se repro-
duzem sexuadamente estdo entre os
que apresentam maior variabilidade
fitopatogénica, pois esse modo de repro-
dugdo gera uma recombinagdo meidtica
que aumenta a variabilidade genética,
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Tabela 2. Reagdo de plantulas a inoculagdo em isolados de Bremia lactucae coletados na regido produtora de alface do Estado de Sao
Paulo em 2007 (seedling reaction to inoculation by isolates of Bremia lactucae collected in lettuce-producing region of Sdo Paulo in 2007).

Jaboticabal, UNESP, 2009.

Cultivares diferenciadoras A B CcC D E F G H J K L M

Genes Dm 7 0 11 12 13 14 15 16 17 18 36 37 Codigo “Sex-
Sextet N° 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 tet”
Valor 1 2 4 8 16 32 1 2 4 8 16 32

Isolados Locais Grupo 2 Grupo 3

BOT-1 Botucatu + + + + + o+ + o+ - - + - 63/63/19/00
BAU-1 Bauru + + + o+ +  + + + - - + - 63/63/19/00
PIED-1 Piedade + + + o+ +  + + + - - + - 63/63/19/00
PIED-2 Piedade + + + o+ + o+ + + - - + - 63/63/19/00
ARA-1 Araraquara + + o+ o+ + o+ + 4+ - - 4+ - 63/63/19/00
ARA-2 Araraquara + + o+ o+ +  + + 4+ - - 4+ - 63/63/19/00
RIB-1 Ribeirao Preto + + +  + + o+ + + - - + - 63/63/19/00
RIB-2 Ribeirao Preto + + + o+ + o+ + 4+ - - + - 63/63/19/00
RIB-3 Ribeirao Preto + + + o+ + o+ + + - - + - 63/63/19/00
JAB-1 Jaboticabal + + + o+ + - + + - - + - 63/31/19/00
JAB-2 Jaboticabal + + + o+ + - + + - - + - 63/31/19/00
BM-1 Biritiba Mirim + + + o+ + - + + - - + - 63/31/19/00
BM-2 Biritiba Mirim + + + o+ + - + o+ - - + - 63/31/19/00
IB-1 Ibitina + + + o+ + + + 4+ - - + - 63/63/19/00
IB-2 Ibitna + + + o+ + + + 4+ - - + - 63/63/19/00
IB-3 Ibitna + + + o+ + + + - - + - 63/63/19/00
SPBI:02 + + + 4+ + - + + - - + - 63/31/19/00
SPBI1:03 + + + 4+ + + + 4+ - - 4+ - 63/63/19/00

A= LSE 57/15; B= UC DM 10; C= Capitan; D= Hildell; E= Pennlake; F= UC DM 14; G= PIVT 1309; H= INRA DM 16; J= LS 102; K=

Colorado; L= Ninja; M= Discovery;

(-): reagdo incompativel (sem doenga); (+): reagdo compativel (com doenga) [(-) incompatible reaction (without disease); (+)compatible

reaction (disease)].

favorecendo o aparecimento de novas
ragas que contém combinagdes inéditas
de genes de viruléncia. Entretanto, como
o modo de reprodugdo mais comum
em B. lactucae é assexuada, existe uma
baixa frequéncia de ragas fisiologicas
identificadas, ainda que a doenca seja
considerada de recente ocorréncia no
Brasil (Bergamin Filho et al., 1995).

A identificacdo de raca de B.
lactucae em 2006 na regiao produtora
de alface do estado de Sao Paulo, a
SPBI1:02 (63/31/19/00) apresenta um
comportamento muito semelhante a
raga identificada no Sul da Holanda
(63/31/51/00). Os genes que conferiram
resisténcia a essa ultima raca foram o
Dm-14,17 e 18 (Van Der Arend et al.,
2006).

Os genes Dm-14, Dm-17, Dm-18,
Dm-37 e Dm-38 conferem resisténcia
a essas novas racas identificadas. No
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entanto o gene Dm-17 encontrado no
fenotipo ‘LS-102’ (Lactuca serriola),
que é de uma espécie selvagem do
género Lactuca (Lebeda & Petrzelova,
2004) necessita para a introgressao
desse gene em cultivar com bom padrio
comercial, de um periodo maior de pes-
quisa para incorporacao da resisténcia.
Por isso, recomenda-se a utiliza¢do do
gene Dm-18 da cultivar diferenciadora
‘Colorado’, que por ser portadora do
gene Dm promissor a transferéncia da
resisténcia, e que, por ser encontrado em
cultivares comerciais na Europa, ¢ um
dos mais recomendados para a utilizagdo
em programas visando a resisténcia ao
mildio da alface em menor tempo.

Van Der Arend et al. (2006) identi-
ficaram atualmente na Europa 25 racas
de B. lactucae. Somente no periodo de
2000 a 2004 quatro novas ragas foram
identificadas e denominadas de B1:22;

BI:23; Bl:24 e B1:25 com os compor-
tamentos de B. lactucae: 59/63/09/00;
63/31/02/01;59/31/10/01 e 59/31/42/00,
respectivamente. O gene Dm-36 do ge-
nétipo ‘Ninja’ foi o tinico que conferiu
resisténcia presente em todas as quatro
novas ragas identificadas.

Na Califérnia-EUA, Schettini et al.
(1991) também se referem ao surgi-
mento de novas ragas de B. lactucae em
alface com genes de viruléncia de po-
tencialidades para quebrar a resisténcia
dos gendtipos comerciais locais.

O monitoramento de racas de
B. lactucae no estado de Sao Paulo

permitiu identificar trés novas ragas:
SPBI:02, SPBI:03 e SPBI1:04 com os res-

pectivos comportamentos 63/31/19/00;
63/63/19/00 e 63/63/03/00.

Os genes Dm-14, Dm-17, Dm-18,
Dm-37 e Dm-38 conferem resisténcia a
essas novas ragas identificadas. Portan-
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to, esses genes deverao ser utilizados em
programas de melhoramento genéticos
visando resisténcia a esse microorga-
nismo.
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