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IDENTIFICACAO DE RACAS DE Bremia lactucae EM 2011 NO ESTADO DE SAO
PAULO E AVALIAGCAO DE CULTIVARES COMERCIAIS DE ALFACE

RESUMO - A alface (Lactuca sativa L.) € uma das mais importantes hortalicas
cultivadas no mundo, porém com a intensificagdo da producao, a dificuldade em se
cultivar essa planta também tem aumentado, principalmente pela infestacdo das
areas de producao pelo fitopatdgeno, Bremia lactucae Regel, causador do mildio.
Apesar da existéncia de cultivares comerciais com a identificagcao de resisténcia ao
mildio, muitas delas apresentam-se ineficazes nas condi¢des brasileiras. Com base
no exposto, esta pesquisa teve por objetivos: identificacdo das racas de Bremia
lactucae no ano de 2011 nos principais municipios produtores de alface do Estado
de Sao Paulo e avaliagao das cultivares de alface comerciais quanto a resisténcia a
Bremia lactucae. Na primeira etapa da pesquisa, foram coletados isolados de B.
lactucae de diferentes municipios produtores de alface do Estado de Sao Paulo, no
ano de 2011. Ao término das coletas, multiplicaram-se os esporangios na cultivar
suscetivel Solaris, com posterior inoculacdo nas diferenciadoras. Realizaram-se as
avaliagcbes no mesmo dia do aparecimento da primeira esporulagdo na cultivar
suscetivel Green Tower. Na segunda etapa da pesquisa, foram avaliadas cultivares
de alface amplamente comercializadas no Estado de S&o Paulo. Para tanto, foram
semeadas, em caixas gerbox, forradas com papel germitex, sementes de cada
cultivar comercial. Posteriormente, foi inoculada nessas plantulas, solucdo de agua
destilada + esporangios de cada raga identificada até o ano de 2011. Os dados
encontrados permitiram concluir que foram identificadas duas novas ragas: SPBI:08
e SPBI:09, com as respectivas codificacoes: 31/63/51/00 e 31/63/19/00, e apenas as

cultivares comerciais Malice e Pira Roxa mostraram-se resistentes a Bremia lactucae

Palavras - chave: Lactuca sativa L.; mildio; cultivares comerciais; resisténcia



IDENTIFICATION OF RACES Bremia lactucae IN 2011 IN THE STATE OF SAO
PAULO AND EVALUATION OF COMMERCIAL LETTUCE CULTIVARS

ABSTRACT - Lettuce is one of the most important leafy vegetables grown in
Brazil, but with the intensification of production, the difficulty in cultivating this
vegetable has increased, mainly due the infestation of producing areas with Bremia
lactucae, the causing agent of downy mildew, the worst disease in lettuce. Despite
the existence of commercial cultivars with resistance to downy mildew identification,
many of these are ineffective in brazilian conditions. Based on the above, this study
aimed to: identify of B. lactucae races in 2011 in major cities lettuce growers of the
State of Sao Paulo and evaluation of commercial lettuce cultivars. In the first stage of
the research were collected isolates of B. lactucae from different municipalities
lettuce growers of the of Sdo Paulo State, in 2011. At the end of the collections,
multiplied the sporangias in susceptible cultivar Solaris, with subsequent inoculation
in differentiating. Evaluations were performed on the same day of the appearance of
the first sporulation in susceptible cultivar Green Tower. In the second stage of the
research, were evaluated lettuce cultivars widely marketed in the of Sao Paulo State.
So, were sown in gerboxes lined with paper germitex, seeds from each commercial
cultivar. Later, were inoculated in seedlings, solution of distilled water + sporangias of
each race identified by the year 2011. The data obtained showed that identified two
new races: SPBl: 08 and SPBI:09, with their encodings: 31/63/51/00 and
31/63/19/00, and only commercial cultivars 'Malice' and 'Pira Roxa' were resistant to
Bremia lactucae.

Keywords: Lactuca sativa L.; downy mildew; commercial cultivars; resistance
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1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L), é uma das mais importantes hortalicas cultivadas
no mundo, tanto em volume como em valor comercializado, apresentando 6tima
aceitacdo pelo consumidor, principalmente por constituir-se em boa fonte de
vitaminas (A, By, B2, Bs e C) e sais minerais (Ca, Fe, Mg, P, K e Na), além de
apresentar baixo valor calérico (MENEZES et al., 2001).

No Estado de Sao Paulo, entre os meses de janeiro a julho de 2011, foram
comercializadas, na CEAGESP, 28.815 toneladas de alface, com predominio do tipo
crespa, com aproximadamente 45% do mercado (AGRIANUAL, 2012). Destaca-se a
regiao do Cinturdo Verde de Sao Paulo como a maior produtora, sendo Mogi das
Cruzes o municipio com maior area (3.806 ha) (IEA, 2012). No entanto, areas
menores dessa cultura distribuem-se por todo o Estado, ao redor das principais
cidades, sendo seu aumento gradativo com o decorrer dos anos.

Com o incremento na producéo, a dificuldade em se cultivar essa hortalica
também tem aumentado mesmo em condi¢des ambientais adequadas, como o
outono e inverno, principalmente pela infestacdo das areas de producdo pelo
fitopatégeno, Bremia lactucae Regel, causador do mildio (YURI et al., 2004).

O controle da doenca baseia-se, principalmente, na aplicacdo de fungicidas
antes e durante o desenvolvimento dos sintoma, porém o uso indiscriminado desses
produtos pode ocasionar a selecdo de patégenos resistentes. Diante disso, 0 meio
mais eficaz para o controle do mildio € através do uso de cultivares resistentes. No
entanto, certas cultivares nao estao disponiveis para todas as areas e estagdes,
além disso, o patégeno € altamente variavel e dinamico, o que faz com que,
cultivares resistentes nao permanegam assim indefinidamente, sendo essa
resisténcia superada por novas ragas.

Existem no mercado variedades resistentes ao mildio da alface, entretanto,
nao sao variedades resistentes para todas as ragas, ndo permitindo o seu cultivo
sem 0 uso de fungicidas. No Brasil, as empresas que comercializam sementes de
alface identificam algumas cultivares como resistentes ao mildio, no entanto, a

maioria dessas cultivares sdo produzidas em outros paises, com condicdes



edafoclimaticas muito distintas das regides brasileiras. Isso ocasiona inseguranca
aos produtores, pois adquirem tais sementes com a garantia de que nao terao
problemas com a doenca, porém nem sempre isso acontece.

Diante do exposto, 0os objetivos da presente pesquisa foram: identificar racas
de Bremia lactucae no ano de 2011 nos principais municipios produtores de alface
do Estado de S&o Paulo e avaliar cultivares de alface comerciais quanto a
resisténcia ou suscetibilidade as ragas SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04,
SPBI:05, SPBI:06, SPBI:07 e a(s) raca(s) identificada(s) em 2011.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A alface

Considerada a hortalica folhosa de maior consumo no Brasil, a alface
(Lactuca sativa L.) se destaca como cultura de grande importancia econémica e
alimentar. O consumo se da na forma in natura nos mais variados tipos de saladas,
sendo que este vem aumentando de forma acentuada.

A alface, pertencente a familia Asteraceae, é originaria da Asia e trazida para
o Brasil pelos portugueses no século XVI. Tem origem de espécies silvestres,
encontradas em regides de clima temperado, no sul da Europa e na Asia Ocidental
(FILGUEIRA, 2008).

Apresenta ciclo curto e alta produtividade, além de ser cultivada o ano todo
devido sua adaptabilidade a diferentes condi¢des edafoclimaticas, sendo assim é
uma espécie muito atrativa aos agricultores. Entretanto, o seu cultivo apresenta
limitagbes, principalmente em virtude de sua sensibilidade as condi¢cdes adversas de
temperatura, umidade e precipitacdo (GOMES et al., 2005).

E uma planta herbacea com raiz pivotante, folhas simples, podendo ser lisa
ou crespa com varios tons de verde ou roxo, e flores amareladas presa ao caule
diminuto e esverdeado. Comercialmente as cultivares sdo divididas em tipo
repolhuda-crespa (americana), tipo repolhuda-manteiga, tipo solta-lisa, tipo solta-
crespa, tipo mimosa e tipo romana (FILGUEIRA, 2008).

No Brasil nos anos 80, o padrao de alface consumida era tipo lisa, mas com o
passar dos anos, essa passou a ser substituida gradativamente por outras, e
atualmente a alface crespa, com 13.084 toneladas comercializadas no CEAGESP-
SP, é a que se destaca (COSTA e SALA, 2005; AGRIANUAL, 2012).

A alface € suscetivel a ocorréncia de muitas doencas, e isso se torna uma
limitacdo para sua producdo. Segundo Filgueira (2003), sdo conhecidos
aproximadamente 75 diferentes tipos de doencas, devendo ser evitado, o quanto
possivel, o uso de produtos fitossanitarios para a cultura, pois estes podem

ocasionar resisténcia a determinados patégenos.



Segundo Pavan et al. (2005) as principais doencgas de ocorréncia no Brasil
séo: viroses (mosaico — LMV e vira-cabega), bacterioses, nematoses (Meloidogyne
spp.) e doencas fungicas (mancha de Alternaria e mildio).

2.2 Bremia lactucae

O agente causal do mildio, o fitopatégeno Bremia lactucae, que vive nas
células vivas do hospedeiro e que s6 pode ser cultivado em plantas vivas de alface,
pertence ao reino Straminipila e ao género Bremia que compreende oomicetos da
familia Peronosporaceae (MICHELMORE e INGRAM, 1982; ALEXOPOULQOS et al.,
1996), o qual, segundo llott et al. (1987), tem sido foco importante nos programas de
melhoramento, principalmente na Europa e nos Estados Unidos.

O mildio é uma doenca de distribuicdo mundial e é tido como um dos piores
problemas na cultura da alface, em casa de vegetacdo e em campo (ZAMBOLIM et
al., 2000), uma vez que apresenta alto poder destrutivo, sendo controlado,
principalmente, pelo uso de cultivares com fatores de resisténcia monogénicos
(KOCH e BLOK, 1985) ou pela aplicagédo de fungicidas (WU et al., 2000).

A doenca é particularmente importante em regides onde, durante o inverno,
existam condi¢Oes ambientais de alta umidade. Nessas condi¢bes, provocam graves
prejuizos econdmicos aos produtores, principalmente, na regido Sudeste em areas
do Cinturdo Verde de Sao Paulo (LEBEDA et al., 2001; PAVAN et al., 2005 ).

Os sintomas iniciam com manchas angulares de coloracdo verde-clara ou
levemente clorética na face superior da folha, tornando-se amarela ou necroética
apds a esporulacdo do fitopatdogeno. As lesbes sdo irregulares em tamanho e
freqlentemente delimitadas pelas nervuras. Sob condi¢des ambientais 6étimas,
esporangioforos e esporangios tornam-se visiveis apdés uma semana, principalmente
na face inferior das folhas. Lesdes velhas tornam-se necroticas, e os tecidos sao
invadidos por patégenos saprofitas secundarios (VAN BRUGGEN e SCHERM,1997).



Segundo WU et al. (2000) em condicbes de alta umidade, frutificacdes
brancas sdo formadas pelo patégeno na face inferior da folha, e o valor comercial do
produto é reduzido por essas infeccdes severas.

A esporulagdo de B. lactucae interage com efeito simultdneo de umidade
relativa e temperatura. A umidade € um dos fatores mais importantes com minimo de
UR de 80%; e a temperatura permitida para esporulacéo varia de 4°C a 20°C, com
6timo em torno de 15°C (SU et al., 2004).

Bremia lactucae tem exibido grande variacdo em sua viruléncia, e apresenta
tipos patogénicos que variam na sua capacidade de parasitar diferentes genoétipos
de Lactuca sativa, sendo tal variacao utilizada para categorizar patétipos como ragas
fisiologicas (CRUTE e DAVIS,1977; DATNOFF et al., 1994).

Pelo fato do ciclo de infeccdo da doenca ser policiclico, a redugao do in6culo
inicial tem efeito limitado no desenvolvimento maximo da doenca, uma vez que a
progressdo geométrica de multiplicacdo de novas infecgcbes resulta em rapido
aumento da doenca em sua fase critica (VALE et al., 2004).

Teoricamente a taxa de progresso de epidemias pode ser reduzida pelo
manejo do turno de irrigagdo, de forma a néo prolongar a duragdo do molhamento
foliar; pela frequéncia da aplicacdo de fungicidas; e pelo uso de cultivares com
resisténcia horizontal, com maiores periodos de laténcia, menores taxas de
crescimento de lesées e menor producéo de esporos por lesées (MESQUITA, 2008).

Como a variabilidade genética de B. lactucae € ampla, com varios relatos de
ragcas e de adaptacdes de insensibilidade a fungicidas (BONNIER et al., 1994),
torna-se necessario a identificacao anual das ragas nas principais regidées produtoras
de alface, para o desenvolvimento de cultivares com varios genes de resisténcia, e

consequentemente, controle mais eficaz da doenca.



2.3 Identificacao de racas de Bremia lactucae e resisténcia em cultivares
comerciais

A falta de identificacdo das racas de B. lactucae no Brasil é a grande
dificuldade de trabalhar com melhoramento genético de alface, visando resisténcia a
esse fitopatdbgeno (DALPIAN, 2005). Para tal identificagédo, faz-se uso de cultivares
diferenciadoras, as quais, segundo Van Ettekoven & Van Der Arend (1999) sao
divididas em quatro grupos, sendo atribuidos valores de 1 a 32 a cada cultivar, como
segue:

e Grupo 1: Lendnicky (1); UCDM 2 (2); Dandie (4); R4T57D (8); Valmaine
(16); Sabine (32).

e Grupo 2: LSE 57/15 (1); UCDM 10 (2); Capitan (4); Hilde 1l (8); Pennlake
(16); UCDM-14 (32).

e Grupo 3: Nun DM 15 (1); CG DM 16 (2); Nun DM 17 (4); Colorado (8); Ninja
(16); Discovery (32).

e Grupo 4: Argeles (1); RYZ 2164 (2); RZY 910457 (4); Bedford (8); Balestra
(16); Bellisimo (32).

De acordo com Van Ettekoven & Van Der Arend (1999), surgiram muitas
racas de B. lactucae em areas fora da Europa e muita confuséo foi criada quanto a
identificacdo das mesmas. Em razdo disso, criaram-se parcerias entre 6rgaos
publicos e empresas de melhoramento de alface, principalmente da Franca e da
Holanda, com o intuito de uniformizar o sistema de identificacdo. Para tal, utilizam-se
cédigos para cada raca, denominados de “Sextet Codes”, evitando que uma mesma
raga receba denominagdes diferentes em distintas regides do mundo. As cultivares
diferenciadoras utilizadas para a formacéao do “Sextet Codes” sdo as relacionadas na
Tabela 1.

Braz et al. (2007) verificaram em estudos realizados nos anos de 2003 e 2004
no Estado de Sao Paulo, a ocorréncia predominante da ragca SPBI:01, tendo como

fatores de resisténcia: R-17, R-18 e R-38. Em levantamentos nos anos de 2006 e



2007, trés novas ragas foram constatadas: SPBI:02, SPBI:03 e SPBI:04, tendo como
fatores de resisténcia o R-17, R-18, R-37 e R-38 (SOUZA et al., 2011). Em anos
posteriores (2008, 2009 e 2010), Castoldi (2011) e Castoldi et al. (2012) verificou o
surgimento de mais trés novas racas: SPBI:05, SPBI:06 e SPBI:07. Portanto,
atualmente, no Estado de S&o Paulo, ja foram identificadas sete racas de B.
lactucae.

Tabela 1. Relagdo das cultivares diferenciadoras de alface utilizadas para
identificacdo de racas de Bremia lactucae pelo sistema de “Sextet Codes”.

Numero do material Gene Dm Cultivar/Linhagem
- Dm-0 Green Towers
1 Dm-1 Lednicky
2 Dm-2 UC DM 2
3 Dm-3 Dandie
4 Dm-4 R4 T57 D
5 Dm-5 Valmaine
6 Dm-6 Sabine
7 Dm-7 LSE 57/15
8 Dm-10 UCDM 10
9 Dm-11 Capitan
10 Dm-12 Hilde I
11 Dm-13 Pennlake
12 Dm-14 UCDM 14
13 Dm-15 Nun DM 15
14 Dm-16 CG DM 16
15 R-17* Nun DM 17
16 R-18* Colorado
17 R-36* Ninja

18 R-37* Discovery
19 R-38* Argeles

* Genes cuja heranca monogénica dominante e posicao nos “clusters” do genoma da alface
nao foram determinados. Em trabalhos cientificos, recebem temporariamente a
denominacao R (VAN ETTEKOVEN & VAN DER AREND, 1999).

De acordo com o Plantum (2010), o International Bremia Evaluation Board
(IBEB) avaliou diversos isolados de Bremia lactucae de alface no ano de 2009,
verificando a existéncia de 27 ragas na Europa, sendo que, a maioria dos focos de
mildio em propriedades produtoras de alface, foram causados por novas ragas de B.

lactucae, tendo estas, somente importancia local.



O IBEB salienta que, embora as empresas produtoras de sementes
apresentem materiais com resisténcia aos isolados Bl:1 ao BIl:27, isto ndo é
totalmente seguro contra o fitopatdégeno, pois fornece ao produtor apenas protegcéao
temporaria, j& que através de mutagdes, a combinagédo dos varios genes existentes
numa mesma cultivar pode ser quebrada (PLANTUM, 2010).

Schettini et al. (1991) avaliando 18 isolados de B. lactucae coletados na
Flérida, durante os meses de junho a novembro de 1991, em alface para
processamento e para mercado in natura, ap6s inoculacdo nas cultivares
diferenciadoras, observaram que 50% dos isolados eram da raga 4, e 28% dos
isolados pertenciam a raca 3. Assim, os autores puderam recomendar as cultivares
mais adaptadas ao plantio na Flérida.

Segundo Crute e Jhonson (1976) uma alternativa para diminuir a pressao de
selecao do patégeno B. lactucae é a rotacao de culturas e o plantio de cultivares que
incorporem resisténcia de diferentes fontes. Falta de pressao de selecao, fatores de
viruléncia da populacdo do patégeno tendem a declinar rapidamente, assegurando
que os fatores de resisténcia sejam sempre eficientes.

O modelo de interagcdo gene-a-gene é o que pode explicar a resisténcia e a
suscetibilidade de muitas cultivares de alface a diversos isolados deste patégeno. O
mildio da alface tem sido controlado principalmente pela utilizagdo de cultivares com
fatores de resisténcias monogénicos, chamados de genes Dm (KOCH e BLOCK,
1985), normalmente expressando reacdao de hipersensibilidade (INGRAM et al.,
1976). Lebeda e Zinkernagel (2003) verificaram que a expressao geneética em uma
populagédo de patdogeno hospedeiro pode ser baseada na diferenga geografica.

Segundo Bonnier et al. (1994) o grupo de patétipos de mildio dos EUA
(Califérnia) ndo € o mesmo que ocorre no Brasil, pois o patotipo brasileiro suplanta a
resisténcia do gene Dm-4, que confere resisténcia aos existentes nos EUA.

Pissardi et al. (2006) classificaram as cultivares ‘Locarno’, ‘Leticia’, ‘Raider
Plus’, ‘Kazan’ e ‘Rubette’ como resistentes a raca SPBI:01, devido provavelmente a
existéncia do gene R-18, muito utilizado em cultivares comercias nos EUA e Europa
como fonte de resisténcia. J& as cultivares ‘Vera’, ‘Invicta’, ‘Renata’, ‘Gizele’,
‘Horténcia’, ‘Verbnica’, ‘Vanda’, ‘Katia’, ‘Elisa, ‘Lidia’, ‘Luisa’, ‘Regina’, ‘Daniele’,

‘Lady’, ‘Raider’ e ‘Lucy Brown’ foram consideradas suscetiveis, uma vez que



apresentaram mais de 90% de suas plantulas com pontos necréticos e/ou com
esporulacédo do fungo. No entanto, essas cultivares ainda ndo foram avaliadas em
relacao as demais racgas ja identificadas no Brasil.

A cultivar de alface crespa de cor vermelha intensa, denominada ‘Pira Roxa’,
obtida por Sala e Costa (2005) através do cruzamento entre o tipo Lolla Rossa 'RS
521998' e a ‘Gizela’, trata-se da primeira cultivar para o segmento de alface
vermelha com resisténcia a raga de B. lactucae identificada no Brasil.

De acordo com Araujo (2010) as plantulas das cultivares Colorado, Raider
Plus e Rubete apresentaram resisténcia a B. lactucae. A baixa porcentagem de
plantulas sadias verificadas nas cultivares Veronica, Elisa, Salinas 88, Grand Rapids,
Regina 71 e Horténcia e da linhagem AFX-020A-06 evidencia a susceptibilidade

desses genobtipos ao patdégeno B. lactucae.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Identificacao das racas de Bremia lactucae no ano de 2011

Nos meses de julho e agosto de 2011 foram coletados folhas de alface
contendo esporangios de B. lactucae (Figura 1) de diferentes municipios produtores
de alface do Estado de Sao Paulo, como: Sao José do Rio Preto, Catanduva,
Jaboticabal, Ribeirdo Preto, Dumont, Campinas, Atibaia, Itapira, Mogi Mirim, Bauru,
Botucatu, Salesopolis, Biritiba Mirim e Mogi das Cruzes (Figura 2). Cada amostra foi
considerada um isolado, totalizando 96 isolados. Nas demais cidades propostas no
projeto (Pirangi, Candido Mota, Presidente Prudente, Echapora e Marilia) ndo foram
encontradas plantas com esporulacao de B. lactucae.

As amostras foram embaladas em sacos plasticos identificados com a regido
da coleta, nome do produtor, nome da propriedade e nome da cultivar (Tabela 2) e
acondicionadas em caixas térmicas para o transporte até o Laboratério de Genética
e Melhoramento de Hortalicas, do Departamento de Produgdo Vegetal (UNESP-
FCAV), onde ficaram armazenadas em freezer a -21°C.

Ao término das coletas, para obtengdo de quantidades de esporangios
suficientes para utilizacao no teste de diferenciacao, realizou-se a multiplicagao dos
esporangios na cultivar suscetivel Solaris (devido ser uma cultivar comercial e de
facil disponibilidade de sementes).

Obtendo-se quantidades suficientes de esporangios, sementes de cultivares
diferenciadoras de alface foram semeadas separadamente em caixas plasticas
gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), forradas com papel germitex umedecido e dividido em
quatro partes iguais, sendo que em cada uma das partes foram semeadas 40
sementes de cada cultivar diferenciadora (Figura 3) e mantidas por 15 dias em
camara de incubacéao tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) na temperatura de
13°C e fotoperiodo de 12 h. Apesar da existéncia de 26 cultivares diferenciadoras,
cinco delas (RYZ 2164, RZY 910457, Bedford, Balestra e Bellisimo) ndo foram
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utilizadas no teste de identificagcdo de racas, pelo fato dos genes Dm ainda néo
terem sido determinados (VAN DER AREND').

Figura 1. Folha de alface, face inferior, contendo estruturas reprodutivas de
Bremia lactucae (eflorescéncia branca).

Figura 2. Locais de coleta dos isolados de Bremia lactucae no ano de 2011 no
Estado de Séo Paulo.

' VAN DER AREND (Lettuce breeder, Nunhems Seeds — Noordlandseweg 54 — 2691 KM's —
Gravenzande — The Netherlands). Comunicagéo pessoal, 2009.



Tabela 2. Relacdo dos isolados coletados em 2011 para identificacdo das
racas de Bremia lactucae no Estado de Sao Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-

FCAV, 2012.

N2 Regido de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar

1 S. J. Rio Preto Francisco P. Sobrinho Estancia Bortoluzzu Solaris

2 S. J. Rio Preto Francisco P. Sobrinho Estancia Bortoluzzu Lucy Brown
3 S. J. Rio Preto Vicente Navas Chacara Santa Maria

4 S. J. Rio Preto Vicente Navas Chacara Santa Maria

5 Catanduva Antdénio Moreschi Sitio Sao Luis Verbnica
6 Catanduva Antdénio Moreschi Sitio Sao Luis Lucy Brown
7 Catanduva Antdénio Moreschi Sitio Sao Luis

8 Jaboticabal Joao Bento Campizeni R.C.J. Maricato, 1540

9 Jaboticabal Jodo Bento Campizeni R.C.J. Maricato, 1540 Lucy Brown
10 Jaboticabal Jodo Bento Campizeni R.C.J. Maricato, 1540 July

11 Jaboticabal André Ishinossi R.C.J. Maricato, 896 Vanda
12 Jaboticabal André Ishinossi R.C.J. Maricato, 896

13 Jaboticabal André Ishinossi R.C.J. Maricato,896 Lucy Brown
14 Jaboticabal Edvanir Augusto Pereira Chacara Cosmos

15 Jaboticabal Edvanir Augusto Pereira Chacara Cosmos Lucy Brown
16 Jaboticabal Edvanir Augusto Pereira Chacara Cosmos Verona
17  Ribeirao Preto Natal Av. Bandeirantes Ver6nica
18  Ribeirao Preto Jorge Yoshito Yoshimi Av. Bandeirantes Lucy Brown
19  Ribeirao Preto Enzo Pavoni Chécara ltaliana Verdnica
20 Ribeirdo Preto Enzo Pavoni Chacara ltaliana Lucy Brown
21 Ribeirdao Preto Vera T. M. Monsegnore Chacara Sao Domingos

22  Ribeirdo Preto Edson Ap.di Donato Chacara Santa Maria Verdnica
23  Ribeirao Preto Edson Ap.di Donato Chacara Santa Maria Lucy Brown
24  Ribeirao Preto Luiz Oswaldo Chacara Vista Alegre

25  Ribeirao Preto Luiz Oswaldo Chacara Vista Alegre

26 Dumont Vera T. M. Monsegnore Chécara Bela Vista Lucy Brown
27 Dumont Vera T. M. Monsegnore Chacara Bela Vista

28 Campinas Nilza Rodrigues da Costa Chécara Anhanguera Vanda
29 Campinas Nilza Rodrigues da Costa Chacara Anhanguera

30 Campinas Nilza Rodrigues da Costa Chacara Anhanguera

31 Campinas Joel Pereira de S. Brito R. Antonio Mendonga Lucy Brown
32 Campinas Joel Pereira de S. Brito R. Antonio Mendonga Vanda
33 Campinas Joel Pereira de S. Brito R. Antonio Mendonga

34 Campinas Joel Pereira de S. Brito R. Antonio Mendonga

35 Campinas Jodo Rodovia Anhanguera

36 Campinas Jodo Rodovia Anhanguera

37 Campinas Jodo Rodovia Anhanguera

--- Propriedade ou cultivar ndo informada.
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Tabela 2. Relacdo dos isolados coletados em 2011 para identificacdo das
racas de Bremia lactucae no Estado de Sao Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-

FCAV,2012.

N° Regido de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar
38 Atibaia Justino Av. Pres. Vargas Verbnica/Vanda
39 Atibaia Justino Av. Pres. Vargas Lidia
40 Atibaia Justino Av. Pres. Vargas Lucy Brown
41 Atibaia Benedito Gaspar Sitio Kumai

42 Atibaia Benedito Gaspar Sitio Kumai

43 Atibaia Benedito Gaspar Sitio Kumai

44 Atibaia Avelino José da Silva -

45 Atibaia Avelino José da Silva -

46 Atibaia Avelino José da Silva -

47 ltapira José Maria de Campos Sitio Macuco Vanda

48 ltapira José Maria de Campos Sitio Macuco Dedinho/mimosa
49 Itapira José Maria de Campos Sitio Macuco Lucy Brown
50 Itapira José Maria de Campos Sitio Macuco Regiane
51 Itapira José Maria de Campos Sitio Macuco Estela/Elizabete
52 Itapira Jodo Benedito Codes Sitio Sanatana Vanda

53 Itapira Jodo Benedito Codes Sitio Sanatana Green Ball
54 Itapira Jodo Benedito Codes Sitio Sanatana Lucy Brown
55 Itapira Jodo Benedito Codes Sitio Sanatana Regiane
56 Mogi Mirim Manoel Guardia Chacara Guardia

57 Mogi Mirim Manoel Guardia Chacara Guardia

58 Mogi Mirim Manoel Guardia Chacara Guardia

59 Mogi Mirim Manoel Guardia Chacara Guardia

60 Bauru Silvia G. Indrigo Chacara S. Antonio Vanda

61 Bauru Silvia G. Indrigo Chacara S. Antonio Lucy Brown
62 Bauru Silvia G. Indrigo Chacara S. Anténio Elisa

63 Bauru Leonildes M. Rodrigues Chéacara Cozim Lucy Brown
64 Bauru Leonildes M. Rodrigues Chécara Cozim Vanda

65 Bauru Rildo de Jesus Chéacara Antoninho Vanda

66 Bauru Rildo de Jesus Chéacara Antoninho Lucy Brown
67 Bauru Rildo de Jesus Chéacara Antoninho

68 Botucatu Aparecido Bortoli Diaro Rua dos Costa,320

69 Botucatu Aparecido Bortoli Diaro Rua dos Costa,320 -

70 Botucatu Aparecido Bortoli Diaro Rua dos Costa,320 --

71 Botucatu Angelo Fumis Chacara Fumis

72 Botucatu Angelo Fumis Chacara Fumis Elisa

73 Botucatu Angelo Fumis Chéacara Fumis Lucy Brown
74 Salesopolis Evandro V. J. Miguel Sitio Rancho Alegre

75 Salesopolis Evandro V. J. Miguel Sitio Rancho Alegre Elisa

76 Salesopolis Evandro V. J. Miguel Sitio Rancho Alegre Vanda
77 Salesopolis Evandro V. J. Miguel Sitio Rancho Alegre

78 Salesopolis Paulo Roberto de Faria Massaishi Tokunaga Elisa

79 Salesopolis Paulo Roberto de Faria Massaishi Tokunaga Vera

80 Salesopolis Paulo Roberto de Faria Massaishi Tokunaga

81 Salesopolis Paulo Roberto de Faria Massaishi Tokunaga Vanda

82 Salesopolis
83 Salesopolis

Nilson Makoto Harano
Nilson Makoto Harano

Sitio Makoto Harano
Sitio Makoto Harano

--- Propriedade ou cultivar ndo informada
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Continuagéo.....

Tabela 2. Relag&o dos isolados coletados em 2011 para identificagdo das
racas de Bremia lactucae no Estado de Sao Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-
FCAV, 2012.

N° Regido de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar
84 Biritiba Mirim Satiko Togikato Sitio Progresso
85 Biritiba Mirim Satiko Togikato Sitio Progresso
86 Biritiba Mirim Marcelo dos P. Gomes
87 Biritiba Mirim Marcelo dos P. Gomes
88 Biritiba Mirim Vagner Ap. Nascimento Sitio Araujo
89 Biritiba Mirim Vagner Ap. Nascimento Sitio Arauljo --
90 Mogidas Cruzes Akihiro P. Shiketossi Vanda
91 Mogi das Cruzes Mauro de Melo Sitio Donizete
92 Mogi das Cruzes Mauro de Melo Sitio Donizete
93 Mogi das Cruzes Mauro de Melo Sitio Donizete Vanda
94 Mogi das Cruzes Celso Nakamura
95 Mogidas Cruzes Celso Nakamura Elisa
96 Mogi das Cruzes Celso Nakamura Solaris

--- Propriedade ou cultivar ndo informada.

Figura 3. Semeadura das cultivares diferenciadoras em caixas plasticas gerbox,
forradas com papel germitex umedecido e dividido em quatro partes iguais.

Transcorrido esse periodo realizou-se a inoculacdo com os isolados
coletados, de acordo com a técnica de llott et al. (1987), utilizando-se de
esporangios lavados de tecidos infestados do hospedeiro e agitados em agua
destilada. A suspensdo utilizada foi na concentragdo de 5 x 10* esporangios mL"
pulverizando-se as plantulas até o ponto de escorrimento.

Apés a inoculacao, as caixas foram recolocadas em camara de incubacéo tipo
BOD com temperatura de 13°C, sendo que durante as seis primeiras horas, foram
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deixadas em camara escura e, apds esse tempo, o fotoperiodo foi ajustado para 12
horas.

O monitoramento foi diario e quando houve o aparecimento da primeira
esporulacdo na cultivar suscetivel Green Towers (Dm-0), as cultivares
diferenciadoras foram avaliadas individualmente, verificando-se a presenga ou néo
de esporulacédo e de necrose, conforme metodologia proposta por Van Ettekoven &
Van Der Arend (1999). Essa metodologia baseia-se na colocagao de sinais +, (+), -
ou (-), de acordo com a porcentagem de niveis de danos nos tecidos vegetais de
alface, sendo colocado: +: quando mais de 80% das plantulas apresentarem lesdes
esporulantes; (+): quando mais de 80% das plantulas apresentarem pontos
necréticos e com muitas lesdes esporulantes; -: quando menos de 5% das plantulas
apresentarem lesdes esporulantes; e (-): quando as plantulas apresentarem pontos
necréticos e com poucas lesdes esporulantes.

Materiais que se mostraram suscetiveis a determinado isolado tiveram seus
valores somados dentro de cada grupo e o resultado foi separado por uma barra,
como demonstrado na Tabela 3, por meio da exemplificacdo da utilizacdo do

“Codigo Sextet” para as racgas identificadas no Estado de Sao Paulo até 2010.
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3.2. Avaliacao de cultivares de alface comerciais

Apés a identificacdo das racas de Bremia lactucae no ano de 2011, cerca de
40 sementes das cultivares de alface comercializadas no Estado de Sao Paulo,
foram separadas em grupos (americana, crespa, lisa e romana) (Tabela 4) e
semeadas separadamente em caixas plasticas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), forradas
com papel germitex umedecido. Juntamente com as cultivares comerciais foi
semeada a cultivar diferenciadora Green Towers (testemunha), para identificar
quando deveriam ser realizadas as avaliagées nas cultivares comerciais.

Estas caixas foram mantidas por 15 dias em camara de incubacao tipo BOD
(Biochemical Oxygen Demand) na temperatura de 13°C e fotoperiodo de 12 h.
Transcorrido esse periodo realizou-se a inoculagcdo com suspensdo de agua
destilada + esporangios de cada raga identificada at¢é o ano de 2011 na
concentragdo de 5 x 10* esporangios mL™" (de acordo com a técnica de llott et al.,
1987).

Apés a inoculacao, as caixas foram recolocadas em camara de incubacao tipo
BOD com temperatura de 13°C, sendo que durante as seis primeiras horas, foram
deixadas em camara escura e, apds esse tempo, o fotoperiodo foi ajustado para 12
horas.

O monitoramento foi diario e quando houve o aparecimento da primeira
esporulagédo na cultivar suscetivel 'Green Towers' (Dm-0) as cultivares comerciais
foram avaliadas individualmente, verificando-se a presenc¢a ou ndo de esporulagao e
de necrose.

A avaliacao foi numérica e posteriormente convertida em porcentagem, sendo
que: quando menos de 5% das plantulas apresentaram lesdes esporulantes e/ou
pontos necroéticos, foram consideradas resistentes a raga nela inoculada, ja quando
mais de 5% das plantulas apresentaram lesées esporulantes e/ou pontos necréticos

foram consideradas suscetiveis.
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Tabela 4. Cultivares de alface avaliadas, separadas por grupo (americana, crespa,
lisa e mimosa), e com a respectiva caracterizacdo das empresas quanto a
resisténcia as racas de Bremia lactucae.

Descricao da

Grupos Cultivares Empresa quanto a Empresas
resisténcia ao mildio
Lucy Brown N&o descrita Seminis (SEMINIS, 2012a)
Americana Mauren Nao descrita Feltrin (FELTRIN, 2012a)
Rafaela Nao descrita Feltrin (FELTRIN, 2012b)
Taina Nao descrita Sakata (SAKATA, 2012a)
Horténcia Nao descrita Hortec (HORTEC, 2012a)
Isabela N&o descrita Sakata (SAKATA, 2012b)
Malice Resistente Agristar (AGRISTAR, 2012)
Pira Roxa Resistente Tecnoseed (TECNOSEED, 2012)
Crespa Solaris Nao descrita Seminis (SEMINIS, 2012b)
Vanda Nao descrita Sakata (SAKATA, 2012c)
Veneranda Nao descrita Feltrin (FELTRIN, 2012c)
Vera N&o descrita Sakata (PORTAL HIDROPONIA, 2012)
Verbdnica Nao descrita Sakata (VIA HIDROPONIA, 2012)
Lisa Elisa Nao descrita Sakata (SAKATA, 2012d)
Stella Resistente Feltrin (FELTRIN, 2012d)
Mimosa Salad Bowl N&ao descrita Hortec (HORTEC, 2012b)




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao das racas de Bremia lactucae no ano de 2011

Os dados encontrados nos testes de diferenciacéo, realizados nos isolados
coletados no ano de 2011 encontram-se nas Tabelas 5 a 14.

No ano de 2011 foram encontrados seis coédigos: 63/63/51/00/00,
63/31/19/00, 63/63/19/00, 63/63/03/00, 31/63/51/00 e 31/63/19/00, sendo que 0s
dois ultimos correspondem as novas racas, denominadas SPBI:08 e SPBI:09,
respectivamente. Portanto, somando-se aos resultados de Braz et al. (2007), Souza
et al. (2011), Castoldi (2011), ja foram identificadas no Estado de Sao Paulo nove
racas de B. lactucae.

As racas SPBI:08 e SPBI:09 diferem de todas as racas anteriormente
identificadas, devido a resisténcia conferida pelo gene Dm-6 na formacao do “Sextet
Codes”. No entanto, esse gene devem ser usado em programas de melhoramento,
ja que confere resisténcia as demais ragas ja relatadas no Estado de Sao Paulo.

De acordo com Borém e Vieira (2009), é provavel que o surgimento de novas
ragas ocorra devido a mutagdes e mecanismos de recombinagéo génica. Entretanto,
no Brasil, a fase assexuada ainda nao foi relatada, o que reduz a possibilidade de
recombinacao génica.

Schettini et al. (1991) da mesma forma, evidenciaram que o surgimento de
novas ragas de B. lactucae em alface na Califérnia-EUA ocorreram devido a genes
de viruléncia que possam ter quebrado a resisténcia de cultivares resistentes locais.

Comparando com paises como EUA e Austrdlia, o Brasil possui baixa
frequéncia de racas fisiolégicas identificadas, isso pode ser explicado pelo modo de
reproducado predominante de B. lactucae em condicées brasileiras (BERGAMIM
FILHO et al., 1995).

Como a variabilidade genética de B. lactucae é ampla, com varios relatos de
racas e de adaptacdes de insensibilidade a fungicidas (BONNIER et al.,, 1994),
torna-se necessario a identificacdo anual das racas nas principais regides
produtoras de alface.
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Semelhante aos resultados encontrados em 2008 e 2009 por Castoldi et al.
(2012), a raga SPBI:01(63/63/51/00), foi a que apresentou maior ocorréncia (%) no
ano de 2011 (Tabela 15). Pissardi et al. (2005) também verificaram a presenca da
mesma no Estado de Minas Gerais. Isso evidencia a grande distribuicdo e
predominancia dessa raga, inclusive em Estado vizinho.

As racas SPBI:03 e SPBI:04, relatadas por Castoldi et al. (2012) com
significativa frequéncia em 2008 e 2009, respectivamente, ocorrem em menor
porcentagem das amostras, no ano de 2011, ou seja, em 19,79% e 9,38% das
amostras coletas (Tabela 8), respectivamente. A raca identificada em 2008
(CASTOLDI et al., 2012) e denominada SPBI:05, ndo foi relatada nos levantamentos
de 2010 (CASTOLDI, 2011) e 2011. Isso pode ter ocorrido devido as diferentes
pressdes de selecdo nos distintos anos de coletas, que podem ter sido causadas
pelo uso intensivo de fungicidas ou alteracao de cultivares.

De acordo com Zambolim et al. (2000) e Rodrigues et al. (2007), a
especificidade dos fungicidas, principalmente dos sistémicos, faz com que haja alto
risco de resisténcia adquirida pelo patégeno. Portanto, a alta pressdo de selecao
causada pelo uso intensivo de fungicidas, pode resultar na selegéo de isolados de
patdgenos resistentes em curto periodo de tempo.

Dessa forma, com o aparecimento da resisténcia, o controle do mildio, torna-
se dificil, levando o produtor ao uso incessante de fungicidas, o que favorece, cada
vez mais, o surgimento de novos patétipos e, consequentemente, necessidade

constante do desenvolvimento de cultivares resistentes.
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Tabela 15. Porcentagem de ocorréncia das ragas de Bremia lactucae no ano de
2011. Jaboticabal-SP, UNESP-FCAV, 2012.

Racas 2011
SPBI:01 (63/63/51/00) 54,17%
SPBI:02 (63/31/19/00) 2,08%
SPBI:03 (63/63/19/00) 19,79%
SPBI:04 (63/63/03/00) 9,38%
SPBI:08 (31/63/51/00) 12,50%
SPBI:09 (31/63/19/00) 2,08%

4.2 Avaliacao de cultivares comerciais de alface

Nas Tabelas 16 e 17 sdo apresentadas as porcentagens de plantulas com
lesbGes esporulantes e pontos necroticos, nas nove racas de Bremia lactucae, das
dezesseis cultivares comerciais de alface avaliadas.

Dentre os resultados, nota-se que apenas as cultivares ‘Malice’ e ‘Pira Roxa’
(ambas do tipo crespa) obtiveram 0% de plantulas com esporulagédo do patégeno
(Tabela 16) e 0% de plantulas necrosadas (Tabela 17) para todas as racas,
classificando-as como resistentes as racas SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI.04,
SPBI:05, SPBI:06, SPBI:07, SPBI:08 e SPBIL:09. Todas as demais -cultivares
comerciais sempre apresentaram porcentagem de esporulagdo e/ou necrose acima
de 5% a alguma raca, sendo, assim, consideradas suscetiveis. Estas ndo devem ser
utilizadas como doadoras de genes de resisténcia em programas de melhoramento
para resisténcia a B. lactucae, ja que respondem sintomaticamente quando
submetidas ao ataque do fitopatdégeno.

Apesar da cultivar ‘Vanda’ ndo apresentar plantulas com necrose, pode-se
considera-la suscetivel a todas as racas de Bremia lactucae identificadas até o
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momento no Estado de Sdo Paulo, pois mais de 5% das plantulas apresentaram
lesbes esporulantes.

Se for considerado que para serem resistentes, 85% das plantas ndo devem
apresentar esporulacdo do patégeno, ou seja, menos de 15% das plantas podem
apresentar esporulacdo, semelhante ao econtrado por Dalpian (2005), apenas as
cultivares Malice e Pira Roxa sao resistentes as nove ragas de B. lactucae.

De acordo com as Tabelas 16 e 17, a cultivar Stella, quando inoculada com
esporangios de SPBI:04, apresentou 100% das plantas com lesdes esporulantes e
50% das plantulas com pontos necréticos, o que contraria a descricdo da empresa
Feltrin quanto a resisténcia ao mildio. Esta suscetibilidade pode ter ocorrido pelo fato
da cultivar Stella ter sido originada em outro pais, com condicées edafoclimaticas
distintas das regides brasileiras.

As demais cultivares foram consideradas suscetiveis a todas as racas, com
excecao de ‘Rafaela’ (tipo americana) e ‘Verdnica’ (tipo crespa), que se
apresentaram resistentes, respectivamente, as racas SBPI:01 e SPBI:04; e SPBI.04
e SPBI:09.

Os dados encontrados no presente trabalho foram semelhantes aos
encontrados por Araujo (2010) que, avaliando nove cultivares comerciais de alface:
‘Colorado’, ‘Raider Plus’, ‘Verbnica’, ‘Rubete’, ‘Elisa’, ‘Salinas 88’, ‘Grand Rapids’,
‘Regina 71’ e ‘Horténcia’, quanto a resisténcia ao mildio, verificou que apenas trés:
Colorado, Raider Plus e Rubete apresentaram-se totalmente sadias, com baixa
porcentagem de plantas sem necrose e sem esporulagdo. Estes dados evidenciam
que grande numero de cultivares descritas como resistentes pelas empresas sao na
realidade suscetiveis a alguma raga de B. lactucae.

Segundo Araujo (2010) as plantulas sem esporulacao do patégeno presentes
nos genotipos suscetiveis podem ser consideradas falhas no processo de
inoculagao e avaliagao, em decorréncia do protocolo descrito por llott et al. (1987).

Pissardi et al. (2006), avaliando diferentes cultivares de alface quanto a
resisténcia as racas de B. lactucae provenientes de campos de producao de alface
do Estado de Sao Paulo, observaram a nao ocorréncia da doengca em até 15% nas
cultivares consideradas suscetiveis, provavelmente pela ndo ocorréncia do patégeno

Nos campos amostrados.
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Os dados permitiram identificar que de todas as cultivares comerciais
avaliadas apenas duas (Malice e Pira Roxa) mostraram-se resistentes a Bremia
lactucae, racas 1 a 9, podendo estas serem utilizadas nas regides produtoras de
alface infestadas, bem como, como fontes de resisténcia em programas de
melhoramento genético.

Das trés cultivares: 'Malice', 'Pira Roxa' e 'Stella' descritas pelas empresas
como resistentes a Bremia lactucae, apenas duas primeiras foram realmente
resistentes as racgas ja identificadas no Estado de Sao Paulo. Portanto, evidencia-se
a necessidade constante de avaliacdo da resisténcia a B. lactucae nas cultivares
comerciais de alface, antes de serem recomendadas aos produtores do Estado de
Sao Paulo.

Para conferir resisténcia a todas as racas encontradas no Estado de Sao
Paulo devem ser utilizados os genes ou fatores de resisténcia: DM-6, R-17, R-18 ou
R-38.

A avaliagdo das cultivares comerciais quanto as ragas de B. lactucae ja
identificadas no Estado de Sao Paulo, permitira aos olericultores do Estado a

escolha consciente.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

v Em 2011, o monitoramento de racas no Estado de Sao Paulo
possibilitou a identificacdo de duas novas racas: SPBI:08 e SPBI:09, com as
respectivas codificacoes: 31/63/51/00 e 31/63/19/00.

v Apenas as cultivares comerciais Malice e Pira Roxa mostraram-se
resistentes a Bremia lactucae, ragas 1 a 9, podendo estas serem utilizadas, nas
regides produtoras de alface, assim como fontes de resisténcia, em programas de

melhoramento genético.
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