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GENÔMICA POPULACIONAL DE Bremia lactucae E VARIAÇÃO FENOTÍPICA 
PARA RESISTÊNCIA EM ALFACE NO BRASIL 

 
RESUMO - O míldio da alface é uma das doenças mais devastadoras da cultura 

da alface e é causada pelo oomiceto Bremia lactucae Regel, cuja alta variabilidade 
genética é estudada em todo o mundo. Seu controle envolve o manejo entre cultivares 
resistentes, aplicações de fungicidas e práticas culturais. No entanto, as cultivares 
disponíveis no Brasil são desenvolvidas por empresas estrangeiras, as quais se baseiam 
em fatores de virulência do patógeno predominantes em países da Europa e Estados 
Unidos. No Brasil, mais de 600 isolados já foram fenotipados desde o início dos 
monitoramentos, em 2003, porém, carece de estudos genético-moleculares para melhor 
compreensão das raças e fatores de virulência intrínsecos ao patógeno, assim como sua 
dinâmica populacional. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a resistência de 
cultivares de alface aos principais genótipos de B. lactucae coletados no Brasil e 
caracterizar molecularmente populações brasileiras do míldio em relação a populações 
de outros países. Ao todo, 49 cultivares de alface foram avaliadas para cinco genótipos 
de virulência de B. lactucae coletados nos estados de São Paulo e Rio Grande do Sul 
por meio da média de esporulação (PE) e latência (IL) dos patógenos. Apenas 20 
cultivares foram resistentes ao fenótipo de virulência RS04, o qual apresentou os maiores 
índices de PE e IL e esporulou em cultivares de todos os grupos. As cultivares foram 
parcialmente resistentes às raças de B. lactucae de SP, porém pouco adaptadas aos 
fenótipos de virulência do RS. SPBl:01 gerou a resposta mais variável entre os grupos 
de alface e as crespas são as mais eficientes no controle do míldio. Por meio de 
marcadores moleculares SNP, analisou-se 14 isolados brasileiros de B. lactucae, 
relacionando-os com outros 40 isolados coletados na Europa e Estados Unidos. A 
árvores filogenéticas e análise agrupamento permitiram caracterizar as populações em 
três clusters distintos, brasileiro, europeu e norte-americano. As populações brasileiras 
de B. lactucae foram geneticamente mais relacionadas com as populações europeias do 
que as norte-americanas, sendo os isolados de SP os mais proximamente relacionados. 
A maior parte da diversidade genotípica foi entre isolados de mesmo local, apesar das 
diferenças geográficas entre as populações. Por meio do índice de associação, infere-se 
que as populações brasileiras de míldio apresentam reprodução predominante 
assexuada e, consequentemente clonal. Conclui-se que as empresas produtoras de 
sementes devem considerar os monitoramentos de raças brasileiras de B. lactucae no 
desenvolvimento de cultivares, assim como o sequenciamento de mais isolados 
brasileiros, de maneira a aprimorar o entendimento acerca da complexa estrutura 
genética e dinâmica populacional do patógeno. 
Palavras-chave: Melhoramento genético; genômica, fitopatologia, hortaliças, genética 
de populações 
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POPULATION GENOMICS OF Bremia lactucae AND PHENOTYPIC DRIFT FOR 
RESISTANCE IN LETTUCE IN BRAZIL 

 
ABSTRACT - Lettuce downy mildew is one of the most devastating diseases of the 

lettuce crop and is caused by the oomycete Bremia lactucae Regel, whose high genetic 
variability is studied worldwide. Its control involves management of resistant cultivars 
combined, fungicide applications and cultural practices. However, the cultivars available 
in Brazil are developed by foreign companies, which base their breeding on pathogen 
virulence patterns prevalent in European countries and the United States. In Brazil, more 
than 600 isolates have been phenotyped since the beginning of monitoring in 2003, 
however, there is a lack of genetic and molecular studies to improve the knowledge about 
the races and virulence factors inherent to the pathogen, as well as their population 
dynamics. Thus, this study aimed to evaluate the resistance of lettuce cultivars to B. 
lactucae genotypes collected in Brazil, as well as to characterize molecularly Brazilian 
downy mildew populations and relate them to populations from other locations. A total of 
49 lettuce cultivars was tested to five B. lactucae virulence phenotypes collected in São 
Paulo (SP) and Rio Grande do Sul (RS) states by the mean of pathogen’s sporulation 
(PE) and latency (IL). Only 20 cultivars were resistant to the RS04 virulence phenotype, 
which had the highest of PE and IL in all types of lettuce. The cultivars were partially 
resistant to B. lactucae strains from SP, but less adapted to RS virulence phenotypes. 
SPBl:01 had the most variable response in all lettuce types and the loose-leaf ones are 
the most efficient in controlling the downy mildew. The SNP molecular marker was used 
to analyze 14 Brazilian isolates of B. lactucae and relate them to another 40 isolates from 
Europe and United States. Phylogenetic trees and cluster analysis allowed to characterize 
populations in three distinct clusters, Brazilian, European and North American. Brazilian 
B. lactucae populations were more genetically related to European populations than North 
American ones, whose SP isolates are the closest related to Europeans. Most genotypic 
diversity was between isolates from the same location, although there are geographical 
differences among the populations. By the association index was possible to infer that 
Brazilian populations that the asexual reproduction are predominant and therefore clonal 
characteristics. Then, it’s conclusive that seed companies should consider Brazilian 
particular strains from monitoring in their breeding programs, as well more isolates from 
Brazil must be sequenced to improve the understanding of the complex genetic structure 
of the pathogen and its population dynamics.  
Keywords: Plant breeding, genomics, phytopathology, vegetables, population genetics. 
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

As hortaliças tem como protagonista do grupo das folhosas a alface (Lactuca 

sativa L), cujo consumo e importância econômica e social são amplamente difundidos e 

reconhecidos em todo o mundo. A sua diversidade fenotípica, ciclo curto de produção (60 

a 90 dias após a semeadura) aliado à riqueza nutricional favorecem a difusão de sua 

popularidade.  

No entanto, as condições ideias de cultivo da hortaliça, temperatura amena e 

umidade relativa alta, favorecem também a ocorrência de doenças, entre as quais 

destaca-se o míldio da alface, causada pelo oomiceto Bremia lactucae Regel, 

considerada a doença mais devastadora da cultura em todo o mundo (Michelmore e 

Wong, 2008). A infecção pelo patógeno causa manchas amarelecidas no tecido foliar, as 

quais evoluem para necrose e, consequentemente, perdas de até 80% da produção 

podem ocorrer (Töfoli, Domingues e Ferrari, 2014; Fall et al., 2015).  

As medidas de controle envolvem o manejo de cultivares de alface portadoras de 

genes de resistência ao patógeno (Dm ou FR), práticas culturais e aplicações de produtos 

fitossanitários, devendo estes serem aplicados preventivamente. No entanto, 

especificidades das cultivares disponíveis no mercado em termos de resistências às 

raças do patógeno não estão alinhados à estrutura populacional brasileira do míldio, a 

qual é monitorada pelo Núcleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) 

locado na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de Jaboticabal. Tal núcleo 

já identificou diversos padrões de virulência nas regiões sudeste e sul do país (Braz et 

al., 2007; Souza et al., 2011; Castoldi et al., 2012; Galatti et al., 2012; Nunes et al., 2016; 

Franco et al., 2020). 

Assim, conhecer a eficiência das cultivares de alface em relação à resistência às 

raças brasileiras do míldio se faz necessário, tanto a nível informativo aos olericultores, 

quanto na tentativa de compreender os mecanismos genéticos aplicados no 

desenvolvimento dessas cultivares pelas empresas produtoras. A princípio, sabe-se que 

https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-020-02154-y#ref-CR35
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-020-02154-y#ref-CR9
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as populações brasileiras de B. lactucae tem proximidade com as europeias em termos 

de fatores de virulência, o que favorece as empresas produtoras de sementes, visto que 

a maioria delas são sediadas na Europa e se baseiam nas populações locais do míldio 

(Marin et al., 2019). Entretanto, estudos genético-moleculares relacionados com a 

estrutura populacional brasileira de B. lactucae brasileira é incipiente e carece dessa 

caracterização para elucidação da dinâmica populacional do patógeno, assim como para 

compreender-se as similaridades genéticas dessas com as populações de outros países. 

Desta maneira, é necessária a unificação dos esforços em torno das pesquisas 

relacionadas com o patógeno ao redor do mundo, de modo a compreender a 

complexidade genética do mesmo e como os materiais genéticos de alface têm 

respondido aos genes de virulência do patógeno. 

A partir do exposto, objetiva-se avaliar a resistência de cultivares de alface em 

relação à isolados de B. lactucae e elucidar os mecanismos genético-moleculares 

intrínsecos às populações brasileiras do patógeno e como elas se relacionam com as 

demais populações de B. lactucae ao redor do mundo.   

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Lactuca sativa e sua importância 
 

A alface (Lactuca sativa L.) é uma espécie da família Asteraceae originária de 

regiões do Mediterrâneo, sendo atualmente a hortaliça folhosa mais consumida e 

economicamente importante em todo o mundo (Paim et al., 2020). Apresenta boas 

propriedades organolépticas (brilho, aroma, textura e sabor) e nutricionais, baixo valor 

calórico e elevada quantidade de fibras, minerais (cálcio, ferro, fósforo, magnésio, 

potássio e sódio e zinco) e vitaminas (vitamina C, tiamina, riboflavina, niacina, vitamina 

B6, vitamina A, vitamina E, vitamina K e ácido fólico) (USDA, 2018; DIS, 2020). 

A reprodução da espécie ocorre, predominantemente, por autogamia com 

ocorrência de cleistogamia com a antese pela manhã e cada flor se abre apenas uma 

vez (Ryder, 1999; Sala e Costa, 2016). O fruto é do tipo aquênio, cuja semente está ligada 
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ao fruto pela região do funículo desenvolvido a partir do ovário com um único óvulo (Sala 

e Nascimento, 2014). A alface é delicada e sensível às condições climáticas como 

temperatura extrema e luminosidade, cujo florescimento se dá sob dias longos e 

temperaturas altas, enquanto os dias curtos e temperaturas amenas favorecem o 

desenvolvimento vegetativo (Filgueira, 2013; IAC, 2017). A temperatura ideal para o 

desenvolvimento é entre 15,5 e 18,3°C, apesar de tolerar faixas entre 26,6 a 29,4ºC, por 

alguns dias, desde que as temperaturas noturnas sejam baixas.  

 Os maiores produtores mundiais da cultura são China, Estados Unidos e Índia 

com 31, 3,7 e 1,2 milhões de toneladas em 2018, respectivamente (FAOSTAT, 2020). 

Nos EUA, a cultura é importante economicamente, movimentado cerca de 3 bilhões de 

dólares ao ano, cujos estados da Califórnia e Arizona despontam como principais 

produtores representando 73% e 27% do total produzido no país, respectivamente 

(USDA, 2020).  

No Brasil, a alface é a hortaliça folhosa mais produzida, seguida de repolho e 

couve, as quais, conjuntamente com o brócolis, são cultivadas em 174 mil hectares 

(Anuário Brasileiro de Horti&Fruti, 2019).  Dessa área, 86,8 mil hectares (49,9%) são 

destinados à produção de alface por cerca de 670 mil produtores, com volume produzido 

de 575 mil toneladas (Anuário Brasileiro de Horti&Fruti, 2019). 

O estado de São Paulo possui a maior área de produção de alface no Brasil com 

12,35 mil hectares, o que representa 31% da produção nacional, com um total 

comercializado de 52.080 toneladas entre janeiro e dezembro de 2018 (Agrianual, 2020; 

IEA, 2020). Em São Paulo, as maiores regiões produtoras estão localizadas no Cinturão 

Verde, cujos municípios de Sorocaba, São Paulo e Mogi das Cruzes foram responsáveis 

por 85% do montante de alface em 2019 (IEA, 2020). Assim, além do valor econômico e 

alimentar, o cultivo de alface também tem grande importância social, na geração de 

empregos diretos e indiretos, pois demanda grande quantidade de mão-de-obra, desde 

o cultivo até a comercialização. 

Segundo a Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de São Paulo 

(CEAGESP), os principais grupos de alface consumidos no país, em ordem decrescente 

de comercialização são: americana, crespa, mimosa, lisa e romana. As alfaces podem 
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ser folhas soltas ou formando cabeça que, de acordo com a cultivar, podem apresentar 

coloração variável entre verde-amarelado ao verde-escuro até diferentes tons de roxo 

(IAC, 2017).  A definição dos tipos de alface é importante porque a diversidade nas 

características morfológicas e fisiológicas entre os grupos determina grandes diferenças 

na conservação pós-colheita e, consequentemente, nos aspectos de manuseio da cultura 

(Henz e Suinaga, 2009). De acordo com Lebeda et al. (2008), cada grupo apresenta 

diferenças nas características superficiais da folha, as quais incluem o número de 

tricomas, a espessura do tecido vegetal, sua composição cerosa e número e posições 

dos estômatos. Tais diferenças podem determinar o sucesso da infecção de patógenos 

e subsequente inserção das estruturas de infecção, assim como ocorre com o míldio da 

alface causado pelo patógeno Bremia lactucae Regel (Lebeda et al., 2008). 

 A cutícula, por exemplo, é de estrutura extremamente variável entre espécies 

vegetais, dada sua composição por cutina, ceras e hidrocarbonetos, além de estar 

intimamente associada à parede celular das células da epiderme, sendo, portanto, uma 

barreira físico-química para penetração direta de microrganismos, especialmente 

algumas espécies fúngicas (Serrano et al., 2014). Logo abaixo da cutícula, encontra-se 

a parede celular, a qual representa também barreira físico-química a microrganismos 

devido à complexa constituição celulósica, hemicelulósica, pectinosa e ligninosa, cujas 

composições também podem variar conforme a espécie vegetal a qual pertencem 

(Dallagnol e Araújo Filho, 2018). Além disso, atualmente há grande diversidade de 

características presentes nas cultivares de alface disponíveis no mercado, como as 

relacionada a doenças, como resistência ao vírus do mosaico da alface (Lettuce mosaic 

virus - LMV), resistência às raças europeias e americanas do míldio (Bremia lactucae) e 

à fusariose (Fusarium oxysporum f. sp lactucae), tolerância a bacterioses, bem como 

aquelas relacionadas com a fisiologia da planta, como redução do ciclo,  tolerância ao 

pendoamento precoce, menor perecebilidade pós-colheita, entre outras.  

A resistência relacionada a doenças é a mais promissora no cultivo dessa 

hortaliça, já que no Brasil, o custo com insumos para a produção de 1.600 engradados 

ha-1 de alface é R$ 6.080,45, sendo que 10,29% do valor total são gastos com fungicidas 

(Agrianual, 2020). Além disso, o uso de proteção química apresenta inconvenientes tais 
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como a persistência de resíduos, altos custos, baixa eficiência e alta pressão de seleção 

sobre o patógeno, favorecendo a seleção de linhagens resistentes a fungicidas, 

principalmente quando o organismo patogênico apresenta alta variabilidade genética, 

como ocorre com B. lactucae (Schettini e Michelmore, 1991; Brown et al., 2004; Xu, 2011; 

Petrželová et al., 2013). Neste sentido, o alinhamento entre o uso de cultivares resistentes 

às enfermidades que acometem a cultura, assim como o tratamento preventivo das 

mesmas, traria benefícios e proporcionaria maior durabilidade da resistência dos genes 

incorporados às cultivares disponíveis no mercado.  

 

2.2 Oomiceto Bremia lactucae – o míldio da alface 
 

Os oomicetos são organismos semelhantes aos fungos em suas estruturas de 

crescimento e de infecção, porém, genética e bioquimicamente distintos dos mesmos, 

sendo mais intimamente relacionados com as algas marrons (Sogin e Silberman, 1998; 

Baldauf, 2003). Esses patógenos são capazes de infectar tanto plantas quanto animais e 

geram impactos econômicos globais (Meyer, 1991; Crute, 1992; Havekort, et al., 2008). 

Entre os patógenos de plantas, estão os causadores da requeima da batata 

(Phytophthora infestans) (Erwin e Ribeiro, 1996; Haas et al., 2009), morte repentina do 

roble em carvalho-roble, (Phytophthora ramorum) (Rizzo et al., 2005), podridão radicular 

Phytophthora (Amorim e Melo, 2002; Silva et al., 2017), Pythium spp. (Agrios, 2004; 

Lévesque et al.; 2010), da ferrugem das Brássicas (Albugo spp.)(Ploch e Thines, 2011) e 

míldios (Bremia, Peronospora, Plasmopora spp.)(Braz et al., 2003; Thines, 2014; Gessler 

et al., 2011), assim como diversas doenças de animais ao infectarem peixes (Saprolegnia 

spp.) (Heath, 1969), afanomicose (Aphanomyces astaciI) (Svoboda et al., 2017) em 

mamíferos, incluindo humanos (Pythium insidiosum) (Rujirawat et al., 2018). Neste 

contexto, os patógenos responsáveis por causarem as doenças do míldio são 

organismos biotróficos da família Peronosporaceae, os quais são intensamente 

estudados devido à sua complexa interação com os hospedeiros.  

Bremia lactucae é estritamente biotrófico e é o patógeno responsável pela doença 

mais devastadora da cultura da alface, o míldio da alface (Michelmore et al., 2009). 
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Temperaturas amenas (15-25°C), longos períodos de molhamento foliar (3-4h) 

favorecem o desenvolvimento da doença (Crute 1992; Scherm e van Bruggen, 1994; 

Lebeda et al., 2002; Fall et al., 2015). Seu ciclo de infecção envolve ciclos primários 

(sexual) e secundários (assexual), representados por oósporos, geralmente presentes no 

solo, e esporângios, respectivamente (Michelmore et al.,1988). O patógeno ainda é capaz 

de sobreviver em resíduos vegetais, hortas caseiras e até mesmo em espécies selvagens 

do gênero Lactuca, acarretando, portanto, a geração de diversas fontes de inóculo 

(Kunjeti et al., 2016).  

Os sintomas do míldio da alface, tipicamente, ocorrem de forma angular, por 

manchas amarelo-claras delineadas pelas nervuras das folhas na face adaxial, enquanto 

na abaxial correspondente, sinais do patógeno são facilmente observados sob 

conformação pulverulenta e esbranquiçada (Mieslerova et al., 2013). Os esporangióforos 

emergem através dos estômatos e produzem grande número de esporângios assexuais 

que se depositam em outros tecidos vegetais. Ao germinarem, infectam o tecido vegetal 

através das células epidérmicas e desenvolvem micélios cenocíticos, os quais irão 

crescer intercelularmente pelo mesófilo, obtendo nutrientes via haustórios que irão 

invaginar o plasmalema da planta (Michelmore et al., 2009). A dispersão dos esporos 

também pode ocorrer pela água e correntes de ar até encontrarem novos hospedeiros 

(Seaman, 2015). O sucesso da infecção irá resultar em esporulação no tecido foliar, o 

qual é responsável pelo aparecimento dos sintomas da doença após 7 a 14 dias após o 

início da infecção (Carisse e Philion, 2002; Reuveni e Cohen, 2020). Tecidos foliares 

infectados pelo míldio ocasionam lesões no tecido,  tornando-os porta de entrada para 

outros patógenos oportunistas de planta e até mesmo patógenos humanos tais como a 

Escherichia coli e Salmonella enterica, os quais acentuam ainda mais as perdas pós-

colheita da alface, as quais podem chegar a 80% (Seaman, 2015; Simko, et al., 2015; 

Fall et al., 2015).  

Assim, para compreender a dinâmica populacional do patógeno, sua diversidade 

genética e  sua complexa relação com os hospedeiros, o monitoramento da doença, a 

detecção de raças e alterações populacionais do patógeno tem sido estudados em 

diversos países da Europa, assim como na Austrália, Estados Unidos (EUA) e Brasil 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-03-16-0143-R#b38
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-03-16-0143-R#b51
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-03-16-0143-R#b51
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-03-16-0143-R#b53
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(Crute e Johnson, 1976; Lebeda, 1984; van Ettekoven e van Arend, 1999; Lebeda e 

Zinkernagel, 2003; Lebeda e Petrželová, 2004; Sharaf et al., 2007;  Trimboli e 

Nieuwenhuis, 2011; Castoldi et al., 2012;  Petrželová e Lebeda, 2013; Braz et al., 2016; 

van Hese et al., 2016; Franco et al., 2020). 

Historicamente, na tentativa de avaliar a distribuição e variação da virulência na 

população de B. lactucae da Europa, em 1998 foi criado o International Bremia Evaluation 

Board (IBEB), o qual foi estabelecido por pesquisadores de empresas públicas e privadas 

na Europa a fim de padronizar procedimentos para identificação e classificação de 

variação em populações europeias de B. lactucae (Guenard et al., 1999; van Ettekoven 

e van Arend, 1999). Isso proporcionou a definição de um conjunto de cultivares 

diferenciadoras, as quais desde então são periodicamente atualizadas, assim como os 

protocolos para fenótipos de virulência e denominação de raças.  

Na Europa, mais de 100 padrões de virulência diferentes são encontrados a cada 

ano e cerca de 36 foram denominadas como raças de B. lactucae (ISF, 2020). No oeste 

dos EUA, pesquisadores da Universidade da Califórnia (IBEB-US) têm monitorado e 

arquivado isolados de B. lactucae da Califórnia e do Arizona desde 1982 e nove raças já 

foram descritas (IBEB-US, 2020). Outros grupos também acompanharam populações de 

B. lactucae na Europa, a fim de avaliarem a distribuição e variação da virulência para 

então passarem a recomendar genes de resistência específicos ao míldio, denominados 

genes Dm (Downy mildew) (Lebeda e Zinkernagel, 2003; Nishiguchi e Futai, 2010; 

Trimboli e Nieuwenhuis, 2011; Petrželová et al., 2013; Nordskog et al., 2014).  

No Brasil, o Núcleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) estuda o 

míldio desde 2003 no estado de São Paulo e, até 2015, já coletou, multiplicou e avaliou 

mais de 600 isolados de B. lactucae e 17 fenótipos foram descritos (Braz et al., 2007; 

Souza et al., 2011; Castoldi et al., 2012; Galatti et al., 2013; Nunes et al., 2016). Nos 

estados de Minas Gerais, Paraná e Rio Grande do Sul, cinco, quatro e oito fenótipos 

foram descritos em 2010, 2015 e 2016, respectivamente (Vargas et al., 2012; Franco et 

al., 2020).  

Assim, diante da abrangência das pesquisas em diversos países com o míldio da 

alface, a fim de coordenar globalmente os estudos em relação à doença, esforços na 
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Europa e no oeste dos Estados Unidos tornaram-se formalmente coordenados com duas 

entidades, o IBEB europeu (IBEB-EU) e IBEB-US que operam sob a organização guarda-

chuva IBEB-Global (IBEB-G) (ISF, 2020). Isto significa grande progresso na 

compreensão da dinâmica de B. lactucae, não só para a Europa e Estados Unidos, mas 

também para os outros países que também realizam este trabalho. 

As estratégias para controle do míldio da alface incluem a combinação de 

cultivares resistentes, aplicação de fungicidas sistêmicos e práticas culturais (Hovius et 

al., 2007). Para se alcançar resultados satisfatórios a partir do uso de produtos 

fitossanitários, primeiramente precisa-se alinhar os momentos corretos de aplicação, 

considerando-se modelos preventivos em relação ao potencial de desenvolvimento da 

doença (Fall et al., 2015; Kunjeti et al., 2016). Caso contrário, culminará na redução da 

sua eficiência devido à supressão da resistência pelas populações do patógeno (van 

Hese et al., 2016; Michelmore et al., 2017; Tobar-Tosse et al., 2017). Em relação às 

cultivares desenvolvidas para resistência às raças do míldio, o uso contínuo de materiais 

genéticos portadores dos mesmos genes de resistência culmina com a seleção de novas 

raças capazes de suprimir tal resistência presente nas plantas, ocasionando coevolução 

do hospedeiro e do patógeno (Mcdonald, 2014; Ceresini, 2018). Além disso, as cultivares 

desenvolvidas para resistência às populações locais podem ser suscetíveis a fenótipos 

patogênicos oriundos de outras populações dependendo dos fatores de virulência que 

estas comportam. Assim, a compreensão dos mecanismos evolucionários que 

fundamentam e rearranjam a variação e a diversidade genética em estrutura de 

população de B. lactucae é essencial para antecipar o comportamento do patógeno, 

sendo essas as chaves para o sucesso em programas de melhoramento voltados para 

resistência de cultivares de alface ao míldio (Mcdonald, 2014; Ceresini, 2018; Gil, 2018). 

A maioria dos patógenos de plantas apresentam grande potencial de se 

diferenciarem geneticamente e existe alta probabilidade de alguns indivíduos 

desenvolverem ou já apresentarem variações genéticas capazes de suprimir a defesa 

das plantas e reduzirem o controle por meio do uso de fungicidas (Gil, 2018). No caso do 

patógeno B. lactucae, a supressão da resistência é fortemente influenciada pela alta 

variabilidade genética, a qual lhe confere capacidade de se adaptar rapidamente às 
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diversas estratégias de manejo e limitando, portanto, o controle permanente da doença. 

Vários mecanismos têm sido propostos como geradores de alta diversidade genética 

incluindo a hipermutabilidade de regiões genômicas que codificam efetores (Dong et al., 

2015), mudanças de ploidia (Bertier et al., 2013; Li et al., 2016;) e parassexualidade 

(Spring e Zipper, 2016).  

Compreender os mecanismos de interação entre hospedeiros do gênero Lactuca 

e as raças de B. lactucae tem sido objeto de intenso estudo e é uma das relações gene-

a-gene (raça-específica) mais bem caracterizadas (Crute e Johnson, 1976, Farrara et al., 

1987, Parra et al., 2016). Neste sentido, a resistência de Lactuca spp. a B. lactucae ocorre 

quando genes dominantes de resistência da planta (Dm) ou fatores de resistência (FR) 

reconhecem os genes dominantes de avirulência no patógeno (Avr), reação conhecida 

como hipersensibilidade, a qual irá prevenir a ocorrência do dano (Crute, 1992; Lebeda 

et al., 2002; Gill et al., 2015; Parra et al., 2016). Portanto, o tipo de resistência 

predominante é monogênica dominante, completa ou qualitativa, também sendo 

denominada de resistência vertical. Entretanto, há indícios de resistência incompleta de 

genes Dm variando conforme as condições edafoclimáticas e do isolado de B. lactucae, 

tal como observado por Judelson e Michelmore (1992) ao constatarem que baixas 

temperaturas podem reduzir a eficiência de diversos genes Dm. Até o momento, 50 genes 

de resistência ao míldio da alface (Dm ou FR) já foram reportados, descritos e 

caracterizados (Crute, 1992; Michelmore e Wong, 2008; Parra et al., 2016; ISF, 2020). 

 

2.3 O sequenciamento genético e as populações de Bremia lactucae 
 

Desde a finalização do projeto genoma humano em 2003, progressos 

extraordinários foram obtidos a partir das tecnologias de sequenciamento genético, as 

quais caminharam para redução dos custos por megabase e acresceram em número de 

diversidade dos genomas sequenciados (Goodwin et al., 2016). Assim, no início de 2005, 

novas ferramentas foram desenvolvidas, sendo anacronicamente denominadas de 

Sequenciamento de Nova Geração (NGS), reformulando totalmente as pesquisas 

genômicas em termos de custo e magnitude (Salk et al., 2017) (Shendure et al., 2017).  
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O NGS permite a geração de dados de sequências de DNA em escalas muito 

maiores e céleres do que as tradicionais tecnologias de sequenciamento, como o 

sequenciamento de Sanger, por exemplo. Isso ocorre devido aos múltiplos ciclos de ação 

de extensão nucleotídica mediada por enzimas polimerases ou por ciclos interativos de 

ligação oligonucleotídica (Voelkerding et al., 2009). Assim, o NGS é capaz de gerar 

centenas de megabases de sequências de nucleotídeos em apenas uma corrida, a 

depender da plataforma utilizada.  

As tecnologias NGS transformaram os estudos de variação genética em humanos, 

assim como em diversos organismos, elucidaram as bases genéticas de diversas 

doenças e contribuíram acentuadamente nos avanços e compreensões da organização, 

regulação e funções de regiões genômicas com uma singularidade sem precedentes 

(Goodwin et al., 2016). Múltiplas plataformas NGS foram desenvolvidas desde então, 

cada qual com suas características fundamentais e aplicações para compreensão das 

inúmeras estruturas de DNA existentes.  

Entre as aplicações do NGS, está a possibilidade de se calcular a distância 

genética entre organismos a partir do genoma de referência, utilizando-se do 

sequenciamento de DNA, seja de todo o genoma (Whole Genome Sequencing – WGS), 

ou de todo o exoma (Whole Exome Sequencing – WES) (Park e Kim, 2016). Estas 

técnicas permitem a comparação das sequências genéticas obtidas com o genoma de 

referência, cujas variações genéticas podem ser visualizadas por meio de marcadores 

moleculares como o SNP (Polimorfismo de Nucleotídeo Único), permitindo a observação 

de variações estruturais, número de cópias de regiões específicas do genoma que varia 

entre indivíduos, assim como diversas outras análises possíveis por meio dos softwares 

disponíveis atualmente, as quais podem ser aplicadas em organismos de qualquer 

natureza, sejam animais, plantas ou microrganismos (Dale et al., 2019; Tedersoo et al., 

2020; Sanchez-Mazas, 2020)  

O sequenciamento completo do genoma permite a investigação de tipos 

específicos de genes. Sequenciar o genoma de diferentes espécies e, em alguns casos, 

múltiplos indivíduos de cada espécie tem proporcionado resultados comparativos 

satisfatórios em relação aos genes e suas funções (Govers e Gijzen, 2006; Tyler et al., 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tedersoo%2C+Leho
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2006; Lévesque et al., 2010; Links et al., 2011; Kemen et al., 2011; Lamour et al., 2012; 

Jian et al., 2013;). Estudo sobre diferentes patossistemas tem identificado importantes 

fatores patogênicos. Isso tem sido feito detectando diferenças/ausências, abundância e 

expressão de genes candidatos associados com a patogênese por meio de 

caracterização dos domínios aos quais pertencem (Gil, 2018). A exemplo, a seleção 

assistida por marcadores tem permitido localizar regiões de característica quantitativa 

(QTLs) em espécies selvagens de Lactuca spp que conferem alta resistência ao 

patógeno B. lactucae, as quais tem potencial de facilitar a piramidação de múltiplos genes 

Dm em cultivares de alface, aumentando as barreiras evolucionárias do patógeno e 

incrementando a durabilidade da resistência à doença (Parra et al., 2020; Parra et al., 

2021). 

Os marcadores moleculares são considerados os pilares na detecção e 

caracterização de oomicetos patogênicos de plantas (Arafa e Shirasawa, 2018). Entre os 

marcadores mais utilizados para análise de populações está o SNP, o qual detecta 

diferenças entre indivíduos, sequências de DNA ou espécies considerando o mesmo 

gene a nível de uma única base nitrogenada, além de apresentar a vantagem de abranger 

o genoma como um todo e ser de natureza bialélica (Arafa e Shirasawa, 2018). Diante 

disso, múltiplas plataformas de genotipagem SNP de alto rendimento tem sido 

desenvolvidas, incluindo as plataformas GoldenGate (Fan et al., 2003), Infinium 

(Steemers e Gunderson, 2007), TaqMan (Livak et al., 1995) e KASPar (KBiosciences, 

www.kbioscience.co.uk).  

Nos últimos anos, o sequenciamento de alto rendimento associado ao uso de 

marcadores SNP tem gerado relevantes avanços em pesquisas com diversos oomicetos, 

tais como Pythium spp (Stasko et al., 2016; Rujirawat et al., 2017; Onziga Dramadri et al., 

2020) Phythophthora spp. (Hansen et al., 2016, Ludke et al., 2019; Maurice et al., 2019; 

Siddique et al., 2019), Albugo spp. (Mcmullan et al., 2015; Awika et al., 2019; Jouet et al., 

2019) Pseudoperonospora spp (Quesada-Ocampo et al., 2012; Wallace, 2016; Gent et 

al., 2019) e Bremia lactucae (Gil, 2018; Fletcher et al., 2019; Parra et al., 2020). 

Entende-se, portanto, que os estudos moleculares recentes abriram possibilidades 

de caracterização detalhada de populações de microrganismos patogênicos e revelaram 

http://www.kbioscience.co.uk/
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782019000100450#B11
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variação genética considerável em B. lactucae (Choi et al., 2011; Studholme et al., 2011; 

Michelmore et al., 2013; Hubbard et al., 2015). Agora é possível determinar as sequências 

nucleares e mitocondriais para um grande número de isolados (Martin, 2008; Mammella 

et al., 2013). 

Bremia lactucae é um modelo informativo para populações e estudos de 

comparação genômica, visto à sua característica biotrófica e consequente íntima relação 

com o hospedeiro (Michelmore et al., 2009). As populações de B. lactucae são altamente 

adaptáveis e suprimem a resistência das cultivares a fungicidas em curto período de 

tempo, tornando-se problema crônico para a cultura da alface. Por este motivo, os 

programas de melhoramento precisam, continuamente, buscar por novas fontes de 

resistência ao míldio, assim como novos genes de resistência (Crute, 1992; Lebeda et 

al., 2014; Parra  et al., 2016). 

Entre as especificidades associadas ao alto potencial genético-adaptativo inerente 

ao patógeno está o fato de que, em comparação com outros organismos de oomicetos, 

a estrutura de população de B. lactucae não se correlaciona com os fenótipos de 

(a)virulência, o que já foi observado em patógenos como Phytophthora cubensis (Kitner 

et al., 2015). Esta falta de correlação pode ser devido a dois fenômenos que têm sido 

estudados em B. lactucae. 1) A heterocariose, a qual parece ser causada por hibridização 

somática, é comum no míldio da alface (Michelmore e Ingram, 1980; Michelmore e 

Sansome, 1982). Isso resulta em múltiplos genótipos não relacionados fazendo parte de 

um único isolado cujo padrão de virulência é resultado da ação combinada de efetores e 

loci inibidores dominantes (Fletcher et al., 2019). 2) Receptores multidomínios, em que o 

mesmo fenótipo de virulência pode resultar do reconhecimento de diferentes proteínas 

efetoras por um mesmo receptor (Gil, 2018). Relações como esta são também descritas 

para interações entre planta e bactérias e é consistente pela observação de que, 

eventualmente, a avirulência é mapeada para diferentes locais do genoma dependendo 

do grau de parentesco das populações (Dodds e Rathjen, 2010).  

A descoberta de fontes duráveis de resistência às doenças nas plantas depende 

do entendimento do potencial evolutivo e das forças evolutivas que agem sobre a 

população do patógeno. Sabe-se que as forças evolutivas como mutação, migração, 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-020-03711-z#ref-CR7
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-020-03711-z#ref-CR14
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-020-03711-z#ref-CR26
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deriva genética, seleção e recombinação podem alterar a frequência de genes em 

populações e moldar sua estrutura genética (Mcdonald, 2014; Milgroom, 2015). 

Entretanto, mutação e seleção são importantes, porém, de maneira menos significativa 

em relação às demais. As forças evolutivas de maior impacto são a migração, deriva 

genética e recombinação, processos dos quais afetam grande número de loci de maneira 

parcialmente igualitária (Grünwald et al., 2016). A maioria dos estudos de genética de 

população de fungos e oomicetos fitopatogênicos se relacionam com esses tipos de 

abrangência genômica e efeitos demográficos (Grünwald e Goss, 2011; Milgroom, 2015). 

A mutação ocorre em todos os organismos e são geralmente baixas (<10-7 

mutações por nucleotídeo por geração), sendo 1.000 vezes menor em microrganismos 

(Lynch et al., 2016). Isoladamente de outras forças evolutivas, mutações provavelmente, 

não ocorrem a taxa suficientemente alta para produzirem alterações detectáveis nas 

frequências alélicas, ou seja, não seriam capazes de causar suplantação da resistência 

(Thurow et al., 2018). No entanto, estudos recentes com populações clonais de fungo 

sugerem que a utilização de doses subletais de fungicidas são capazes de gerarem novos 

fenótipos, o que pode levar ao surgimento de novas raças virulentas e resistentes aos 

fungicidas (Amaradasa e Everhart, 2016). Assim, quando a mutação é acompanhada de 

seleção direcional, mutantes virulentos aumentam rapidamente em frequência e 

provocam a perda da eficácia do gene de resistência (Thurow et al., 2018). Além disso, 

a mutação, frequentemente, é responsável por gerar epidemias, em que as doenças se 

proliferam rapidamente quando o patógeno encontra hospedeiros pouco adaptados, ou 

seja, quando a maioria das plantas são suscetíveis ou mesmo quando novas variantes 

suplementares ao conjunto genético dos patógenos existentes no local, dão origem a 

novos patótipos de virulência (Goss et al., 2009; Martin et al., 2013).  

Já a deriva genética é relacionada à composição genética da população 

(frequência alélica, por exemplo), a qual pode ser comparada aos processos de 

amostragem em que os grupos amostrados representam o todo, cujas frequências 

alélicas são intimamente influenciadas pelo tamanho da população, ou seja, quanto 

menor o tamanho desta, maior o efeito da deriva (Ceresini, 2018). Entre os efeitos da 

deriva está a fixação de alelos ou genótipos (populações clonais), cujo efeito é reduzir os 
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níveis de variação genética disponíveis. Populações de patógenos com grande tamanho 

efetivo tendem a apresentar menor deriva genética e, como consequência, maior 

variabilidade genética (mais alelos) e maior estabilidade ao longo do tempo (Zhan, 2016). 

Eventos de deriva são numerosos em fitopatógenos, especialmente quando infectam 

culturas anuais, uma vez que ocorrem reduções severas no tamanho da população do 

patógeno quando a fonte de alimento desaparece, processo denominado efeito de 

gargalo (bottlenecks) (Thurow et al., 2018). Além disso, também podem ocorrer eventos 

fundadores, em que uma nova população tem início a partir de um pequeno número de 

indivíduos, ou seja, contem pequena fração da variação genética da população parental 

(Linde, 2010). Assim, no caso de populações clonais, como as de B. lactucae, porções 

alélicas das populações originais podem dar origem a outras populações em regiões 

geográficas distintas, diferenciando-se conforme o manejo aplicado, assim como a 

diversidade de hospedeiros disponíveis.  

A clonalidade das populações de B. lactucae está intimamente relacionada com a 

sua forma de reprodução predominantemente assexual. Ao mesmo tempo, grande parte 

do ciclo de vida do patógeno é heterotálica, o qual permite a reprodução sexual de 

isolados através da fusão de hifas, havendo, portanto, a troca de material genético entre 

os mesmos (Michelmore e Wong, 2008). O heterotalismo é determinado por dois 

haplótipos de locus único, cuja compatibilidade de B1 é conferida pela característica 

homozigota recessiva e a de B2 pela característica heterozigótica, condição conhecida 

como “mating type” (Michelmore, 1982; Michelmore e Wong, 2008). Assim, quando essas 

hifas de “mating types” opostos entram em contato físico, a esporulação assexual é 

suprimida e grupos de gametângios são formados no ponto de contato. No entanto, a 

coexistência de ambos os “mating types” no mesmo local é variável, onde há maior 

recorrência em países da Europa (Lebeda e Petrželová, 2004), tais como a Alemanha 

(Lebeda e Zinkernagel, 2003); Bélgica (van Hese et al., 2016); República Tcheca, França 

(Petrželová e Lebeda, 2003), ocorrendo também nos Estados Unidos, nos estados da 

Califórnia e Nova York (Ilott et al., 1989; Yuen e Lorbeer, 1987), não havendo relatos de 

“mating types” B1 e B2 ocorrendo simultaneamente no Brasil, até o momento.  

https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.0032-0862.2004.01003.x#b23
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De maneira a mensurar os efeitos das forças evolutivas sobre as populações de 

patógenos, a predominância reprodutiva, assim como a diversidade genética entre 

populações ancestrais e descendentes e, a partir dessas, inferir sobre a história evolutiva 

de espécies e dessas populações, diversas ferramentas analíticas podem ser utilizadas. 

Entre elas tem-se os índices de fixação (F), entre as quais destacam-se a de diversidade 

alélica e diferenciação genética entre populações para calcular o fluxo gênico (FST) (Zhu 

et al., 2015; Sasseron et al., 2020), o coeficiente de endogamia (FIS) (Li et al., 2016; 

Hassan et al., 2020) para oomicetos e fungos basidiomicetos que são heterocários, 

diploides, ambos visando determinar o modo reprodutivo predominante nas populações 

de fitopatógenos e propostos por Sewal Wright (1969, 1978, 1984), além das medidas de 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) para determinação do equilíbrio gamético entre 

populações de fungos haploides. Os índices FST e FIS variam de 0 a 1, em que valores 

próximos a 1 para FST expressam alto grau de diferenciação genética entre populações, 

enquanto valores negativos para FIS geralmente expressam excesso de 

heterozigozidade ou redução da heterozigozidade quando positivos próximos a zero 

(Weir e Cockerham, 1984). 

Sabe-se que a diversidade genotípica é métrica importante para populações 

clonais ou parcialmente clonais, as quais são usualmente encontradas em 

microrganismos (Grünwald et al., 2017). Assim, as ferramentas baseadas na análise de 

diversidade por locus, como o índice de diversidade de Nei, é frequentemente utilizado 

para avaliação de dissimilaridade entre isolados de oomicetos (Pánek et al., 2016; Vitale 

et al., 2018; Taylor et al., 2019). Este índice afere a probabilidade de um indivíduo 

apresentar heterozigozidade em um dado locus, ou seja, permite a comparação dos 

níveis de heterozigosidade entre e dentro das populações, bem como a obtenção de 

estimativa de divergência a partir de uma base diferente daquela que fundamenta as 

estimativas de FST (Nei, 1972; Moraes e Derbyshire, 2003). Outro índice frequentemente 

utilizado para avaliações de (dis)similaridade em organismos fitopatogênicos é o Índice 

de Diversidade de Simpson, o qual estima a probabilidade de dois genótipos 

selecionados aleatoriamente na população serem diferentes em escala, podendo ser 0 
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(sem diferença entre os genótipos) ou 1 (todos os genótipos são diferentes) (Simpson, 

1949; Redekar et al., 2019; Weiland et al., 2020).  

De maneira a inferir sobre a forma predominante forma de reprodução das 

populações em análise, o índice de associação permite observar se há equilíbrio ou 

desequilíbrio de ligação (DL) entre pares, visto que se baseia nas permutações 

cromossômicas decorrentes das recombinações entre alelos durante os processos de 

reprodução dos indivíduos (Agapow e Burt, 2001). Para tal, duas variações do mesmo 

índice podem ser aplicadas, sendo o IA e r2. O IA estima com precisão a taxa de 

recombinação da população, enquanto o r2 leva em conta o histórico de recombinação e 

mutação ocorridas entre os loci (Castro, 2008; Oliveira, 2014). Em testes de associação, 

zero é esperado em populações cuja forma de recombinação é livre, ou seja, 

predominância de reprodução sexuada entre os indivíduos da população. Porém, quando 

os valores são superiores a zero, remete-se a desequilíbrio de ligação entre os loci e 

consequente ausência ou pouco frequente taxa de reprodução sexuada (clonal) 

(Carstens et al., 2017). 

Diante do exposto, compreende-se que a partir de uma coleção internacional de 

isolados de B. lactucae e o mapeamento completo de um genoma de referência, torna-

se possível empregar tecnologias atuais de sequenciamento, permitindo-se analisar 

processos demográficos e de diversidade genética envolvendo o patógeno, assim como 

explorar abordagens comparativas do genoma e então favorecer o entendimento a 

respeito da diversidade dos genes efetores e a ação dos processos de seleção das 

espécies em diversos locais.   

 

3 REFERÊNCIAS 
 
Agapow PM, Burt A (2001). Indices of multilocus linkage disequilibrium. Molecular 
Ecology Notes, 1(1‐2):101-102. 
 
 
AGRIANUAL 2020: Anuário estatístico da agricultura brasileira. São Paulo: FNP – 
Consultoria e Agroinformativos, p. 110-112. 
 
 



17 
 

Agrios GN (2005). Plant Pathology. 5ed. Academic Press. St Paul. 922p 
 
 
Amaradasa BS, Everhart, S. E (2016).  Effects of sublethal fungicides on mutation rates 
and genomic variation in fungal plant pathogen, Sclerotinia sclerotiorum. PloS one, 
11(12):e0168079. 
 
 
Amorim EPDR, Melo ISD (2002). Ação antagônica de rizobactérias contra Phytophthora 
parasitica e P. citrophthora e seu efeito no desenvolvimento de plântulas de 
citros. Revista Brasileira de Fruticultura, 24(2):565-568, 2002. 
 
 
ANUÁRIO BRASILEIRO DE HORTI&FRUTI 2019. Santa Cruz do Sul: Editora Gazeta 
Santa Cruz, 2018. 96 p. Disponível em: http://www.abcsem.com.br/upload/ 
arquivos/HortiFruti_2019_DUPLA.pdf. Acesso em: 19 out. 2020. 
 
 
Arafa RA, Shirasawa K (2018). Technical review of molecular markers and next-
generation sequencing technology to manage plant pathogenic oomycetes. African 
Journal of Biotechnology, 17(12):369-379.  
 
 
Awika HO, Marconi TG, Bedre R, Mandadi KK, Avila CA (2019). Minor alleles are 
associated with white rust (Albugo occidentalis) susceptibility in spinach (Spinacia 
oleracea). Horticulture Research, 6(1):1-15. 
 
 
Baldauf SL (2003). The deep roots of eukaryotes. Science, 300(5626): 1703-1706. 
 
 
Bertier L, Leus L, D’hondt L, De Cock AWAM, Höfte M (2013). Host adaptation and 
speciation through hybridization and polyploidy in Phytophthora. PLoS ONE, 8:e85385. 
 
 
Brown S, Koike ST, Ochoa OE, Laemmlen F, Michelmore RW (2004). Insensitivity to the 
fungicide fosetyl-aluminum in California isolates of the lettuce downy mildew pathogen, 
Bremia lactucae. Plant Disease, 88(5):502-508.  
 
 
Braz LT, Dalpian T, Camargo M, Pissardi MA (2007). Identification of races of Bremia 
lactucae in São Paulo, Brazil. Acta Horticulturae, p. 317-322. 
 
 



18 
 

Braz LT, Diniz GMM, Castoldi R, Nunes RC, Galatti FS, Camargo M, Marin MV, Dalpian 
T, Souza JO, Gomes RF, Rabelo HO (2016). Monitoring races of Bremia lactucae in the 
State of São Paulo from 2003 to 2012. Acta Horticulturae, 1127: 325-330. 
 
 
Carisse O, Philion V (2002). Meteorological factors affecting periodicity and concentration 
of airborne spores of Bremia lactucae. Canadian Journal of Plant Pathology, 24(2):184-
193.  
 
 
Carstens E, Linde CC, Slabbert R, Miles AK, Donovan NJ, Li H, ... e Schutte GC (2017). 
A global perspective on the population structure and reproductive system of Phyllosticta 
citricarpa. Phytopathology, 107(6):758-768. 
 
 
Castoldi R, Charlo HCO, Dalpian T, Melo DM, Botelho AP, Braz LT (2012). Identification 
of new Bremia lactucae races in lettuce in São Paulo state. Horticultura Brasileira, 
30:209–213. 
 
 
Castro CM, Pereira AS (2008). Mapeamento por associação em plantas: conceitos 
básicos e perspectivas de uso no melhoramento de batata. Embrapa Clima Temperado. 
Documentos. 30p 
 
 
Ceresini PC (2018). Estrutura Genética de Populações, Abordagens Analíticas e 
Estratégias de Manejo Durável de Doenças Baseadas no Potencial Evolutivo de 
Fitopatógenos. In: Dallagnol LJ (Eds.). Resistência genética: de plantas a patógenos. 
Pelotas: Ed. UFPel, p. 103–125. 
 
 
Crute IR (1992). The role of resistance breeding in the integrated control of downy mildew 
(Bremia lactucae) in protected lettuce. In: Breeding for Disease Resistance. Springer, 
Dordrecht, p. 95-102. 
 
 
Crute IR, Johnson G (1976). The genetic relationship between races of Bremia lactucae 
and cultivars of Lactuca sativa. Annals of Applied Biology, 83:125-137. 
 
 
Choi YJ, Thines M, Runge F, Hong SB, Telle S, Shin, HD (2011). Evidence for high 
degrees of specialisation, evolutionary diversity, and morphological distinctiveness in the 
genus Bremia. Fungal Biology, 115(2):102-111,  
 
 



19 
 

Dallagnol JL, Araújo Filho JV (2018). Uma visão geral da resistência genética da planta 
a microrganismos; In: Doenças Baseadas no Potencial Evolutivo de Fitopatógenos. In: 
Dallagnol LJ (Eds.). Resistência genética: de plantas a patógenos. Pelotas: Ed. UFPel, 
p. 13–64. 
 
 
Dale AL, Feau N, Everhart SE, Dhillon B, Wong B, Sheppard J, ... e Brasier CM. (2019). 
Mitotic recombination and rapid genome evolution in the invasive forest pathogen 
Phytophthora ramorum. MBio, 10(2). 
 
 
DIS – DEPARTAMENTO DE INFORMÁTICA EM SAÚDE. Alface, crespa, crua. São 
Paulo, 20 jan. 2016. Disponível em <http://www.dis.epm.br/servicos/nutri/pu 
blic/alimento/nutriente/id/11252>. Acesso em: 15 out. 2020. 
 
 
Dodds PN, Rathjen JP (2010). Plant immunity: towards an integrated view of plant 
pathogen interactions. Nature Reviews Genetics, 11:539–548. 
 
 
Dong S, Raffaele S, Kamoun S (2015). The two-speed genomes of filamentous 
pathogens: waltz with plants. Current Opinion in Genetics & Development, 35:57–65. 
 
 
Dramadri OI, Amongi W, Kelly JD, Mugisha Mukankusi C (2020). Genome‐wide 
association analysis of resistance to Pythium ultimum in common bean (Phaseolus 
vulgaris). Plant Breeding, 139(6):1168-1180. 
 
 
Erwin DC, Ribeiro OK (1996). Phytophthora diseases worldwide. American 
Phytopathological Society (APS Press). 562p. 
 
 
Farrara BF, Ilott TW, Michelmore, RW (1987). Genetic analysis of factors for resistance 
to downy mildew (Bremia lactucae) in species of lettuce (Lactuca sativa and L. 
serriola). Plant Pathology, 36(4):499-514. 
 
 
FAO - Food and Agriculture Organization –. FAOSTAT: Crops. Disponível em: 

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC. Acesso em: 10 out. 2020.  

 

 



20 
 

Fall ML, van der Heyden H, Beaulieu C, Carisse O (2015). Bremia lactucae Infection 
Efficiency in Lettuce is Modulated by Temperature and Leaf Wetness Duration Under 
Quebec Field Conditions. Plant Disease, 99:1010–1019. 
 
 
Fan JB, Oliphant A, Shen R, Kermani BG, Garcia F, Gunderson, KL, ... e Galver, L 
(2003).  In: Cold Spring Harbor symposia on quantitative biology. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, p. 69-78. 
 
 
Filgueira FAR (2013). Novo manual de olericultura: agrotecnologia moderna na produção 
e comercialização de hortaliças. Viçosa: UFV. 421 p. 
 
 
Fletcher K, Gil J, Bertier LD, Kenefick A, Wood, KJ, Zhang L, ... e Michelmore RW (2019). 
Genomic signatures of heterokaryosis in the oomycete pathogen Bremia lactucae. Nature 
communications, 10(1):1-13. 
 
 
Franco CA, Marin MV, Silva, EHC, Soares, RS, Candido, WS, Souza, LN, Caprio, CH, 
Vidal RL, Panizzi, RC, Braz, LT (2020). Monitoring virulence of Bremia lactucae as a 
breeding tool against lettuce downy mildew from south and southwest Brazilian 
regions. European Journal of Plant Pathology, p. 1-11.   
 
 
Galatti FS, Castoldi R, Braz LT, Panizzi RC (2012). Monitoramento de raças de Bremia 
lactucae em 2010 e 2011 no Estado de São Paulo. Summa Phytopathologica, Botucatu, 
38:271-279. 
 
 
Gent DH, Adair N, Knaus BJ, Grünwald NJ (2019). Genotyping-by-sequencing reveals 
fine-scale differentiation in populations of Pseudoperonospora humuli. Phytopathology, 
109(10):1801-1810. 
 
 
Gessler C, Pertot I, Perazzolli M (2011). Plasmopara viticola: a review of knowledge on 
downy mildew of grapevine and effective disease management. Phytopathologia 
Mediterranea, 50(1):3-44. 
 
 
Gil J (2018). Integrative Genomics of Bremia lactucae, 156p. Tese (Doutorado em 
Filosofia – Patologia de Plantas). University of California, Davis. 
 
 



21 
 

Gill US, Lee S, Mysore KS (2015). Host versus nonhost resistance: distinct wars with 
similar arsenals. Phytopathology, 105(5):580-587.  
Goodwin S, Mcpherson, JD, Mccombie, WR (2016). Coming of age: ten years of next-
generation sequencing technologies. Nature Reviews Genetics, 17(6):333.  
 
 
Goss EM, Larsen M, Chastagner GA, Givens, DR, Grünwald NJ (2009). Population 
genetic analysis infers migration pathways of Phytophthora ramorum in US nurseries. 
PLoS Pathogens, 5(9):e1000583. 
 
 
Govers F e Gijzen M (2006). Phytophthora genomics: the plant destroyers’ genome 
decoded. Molecular Plant-Microbe Interactions, 19:1295–1301. 
 
 
Guenard M, Cadot V, Boulineau F e Fontanges HD (1999). Collaboration between 
breeders and GEVES-SNES for the harmonization and evaluation of a disease resistance 
test: Bremia lactucae of the lettuce. In: Eucarpia Leafy Vegetables' 99, Olomouc 
(Czech Republic), p. 8-11. Palacky University. 
 
 
Grünwald NJ, Everhart SE, Knaus BJ, Kamvar ZN (2017). Best practices for population 
genetic analyses. Phytopathology, 107(9):1000-1010. 
 
 
Grünwald NJ, Goss EM (2011). Evolution and population genetics of exotic and re-
emerging pathogens: novel tools and approaches. The Annual Review of 
Phytopathology, 49:249–267. 
 
 
Grünwald NJ, Mcdonald BA, Milgroom MG (2016). Population genomics of fungal and 
oomycete pathogens. The Annual Review of Phytopathology, 54:323-346. 
 
 
Haas BJ, Kamoun S, Zody MC, Jiang RH, Handsaker RE, Cano LM, ... e Bozkurt TO 
(2009). Genome sequence and analysis of the Irish potato famine pathogen Phytophthora 
infestans. Nature, 461(7262):393-398. 
 
 
Hansen ZR, Knaus BJ, Tabima JF, Press CM, Judelson HS, Grünwald NJ, Smart, CD 
(2016). SNP-based differentiation of Phytophthora infestans clonal lineages using locked 
nucleic acid probes and high-resolution melt analysis. Plant Disease, 100(7):1297-1306.  
 
 



22 
 

Hassan S, Xie B, Li Y, Li HH, Ling J, Yaseen M, ...  e Tahir M (2020). Population Genetic 
Analysis of Phytophthora Infestans in Sichuan. Research Square, Southwestern China, 
14p. 
Haverkort AJ, Struik PC, Visser RGF, Jacobsen, EJPR. (2009). Applied biotechnology to 
combat late blight in potato caused by Phytophthora infestans.  Potato Research, 
52(3):249-264. 
 
 
Heath, IB (1969). Structural aspects of the growth and reproduction of Saprolegnia 
spp. 431f. Tese (Doutorado em Filosofia). University of London.  
 
 
Henz PG, Suinaga F (2009). Tipos de alface cultivados no Brasil. Brasília: Embrapa 
Hortaliças-Comunicado Técnico (INFOTECA-E), 7p. 
  
 
Hubbard A, Lewis CM, Yoshida K, Ramirez-Gonzalez RH, De Vallavieille-Pope C, 
Thomas J, ... e Saunders DG (2015). Field pathogenomics reveals the emergence of a 
diverse wheat yellow rust population. Genome biology, 16(1):23. 
 
 
Hovius MHY, Carisse O, Philion V, McDonald MR (2007). Field evaluation of weather-
based spray programs for the control of downy mildew of lettuce (Lactuca sativa), caused 
by Bremia lactucae, in Quebec and Ontario. Canadian Journal of Plant Patholology, 
29:9–17. 
 
 
IBEB-US Lettuce Downy Mildew (Bremia lactucae) (2020). The Bremia Database 
Disponível em: https://bremia.ucdavis.edu/bremia_database.php. Acesso em: 22 set. 
2020. 
 
 
IEA – Instituto de Economia Agrícola (2020). Área e produção dos principais produtos da 
agropecuária. Disponível em: http://ciagri.iea.sp.gov.br/nia1/subjetiva.aspx?codsis=1&i 
dioma. Acesso em: 10 out. 2020. 
 
 
Ilott TW, Hulbert SH e Michelmore RW (1989). Genetic analysis of the gene-for-gene 
interaction between lettuce (Lactuca sativa) and Bremia lactucae. Phytopathology, 79: 
888–897. 
 
 
INSTITUTO AGRONÔMICO DE CAMPINAS – IAC (2017). Boletim Técnico: Aspectos 
Fitossanitários da Cultura da Alface. Instituto Biológico, 29. 126p. 
 



23 
 

 
ISF (2020). The International Bremia Evaluation Board (IBEB). Disponível em: 
http://www.worldseed.org/our-work/plant-health/other-initiatives/ibeb/. Acesso em: 15 
mai. 2020. 
 
 
Jiang RH, De Bruijn I, Haas BJ, Belmonte R, Löbach L, Christie J, ... e Dumas B 
(2013). Distinctive expansion of potential virulence genes in the genome of the oomycete 
fish pathogen Saprolegnia parasitica. PLoS Genet, 9(6): e1003272. 
 
 
Jouet, A., Saunders, D. G., Mcmullan, M., Ward, B., Furzer, O., Jupe, F., ... e Van 
Oosterhout, C (2019).  Albugo candida race diversity, ploidy and host‐associated 
microbes revealed using DNA sequence capture on diseased plants in the field. New 
Phytologist, 221(3):1529-1543. 
 
 
Judelson HS e Michelmore RW (1992). Temperature and genotype interactions in the 
expression of host resistance in lettuce downy mildew. Physiological and Molecular 
Plant Pathology, 40(4):233-245. 
 
 
Kemen E, Gardiner A, Schultz-Larsen T, Kemen AC, Balmuth AL, Robert-Seilaniantz A, 

... e Jones, JD (2011). Gene gain and loss during evolution of obligate parasitism in the 

white rust pathogen of Arabidopsis thaliana. PLoS Biology, 9(7):e1001094. 

 

 

Kitner M, Lebeda A, Sharma R, Runge F, Dvořák P, Tahir A, ... e Thines M (2015). 

Coincidence of virulence shifts and population genetic changes of Pseudoperonospora 

cubensis in the Czech Republic. Plant Pathology, 64:1461–1470. 

 

 

Kunjeti SG, Anchieta A, Martin FN, Choi YJ, Thines M, Michelmore RW, ... e Klosterman 

SJ (2016). Detection and quantification of Bremia lactucae by spore trapping and 

quantitative PCR. Phytopathology, 106(11):1426-1437. 

 

 

Lamour KH, Mudge J, Gobena D, Hurtado-Gonzales OP, Schmutz J, Kuo A, ... e Bharti 

AK (2012). Genome sequencing and mapping reveal loss of heterozygosity as a 

mechanism for rapid adaptation in the vegetable pathogen Phytophthora 

capsici. Molecular Plant-Microbe Interactions, 25(10):1350-1360. 

 

 



24 
 

Lebeda A (1984). Race-specific factors of resistance to Bremia lactucae in the world 
assortment of lettuce. Scientia horticulturae, 22(1-2):23-32. 
 
 
Lebeda A, Křístková E, Kitner M, Mieslerová B, Jemelková M, e Pink DA (2014). Wild 
Lactuca species, their genetic diversity, resistance to diseases and pests, and exploitation 
in lettuce breeding. European Journal of Plant Pathology, 138(3): 597-640. 
 
 
Lebeda A, Petrželová I (2004). Variation and distribution of virulence phenotypes of 
Bremia lactucae in natural populations of Lactuca serriola. Plant Pathology, v. 53, p. 
316–324. 
 
 
Lebeda A, Pink DAC, Astley D (2002). Aspects of the interactions between wild Lactuca 
spp. and related genera and lettuce downy mildew (Bremia lactucae). In: Spencer- Phillips 
PTN, Gisi U, Lebeda A. (Ed.). Advances in downy mildew research. Holanda: Kluwer 
Academic Publishers, p. 85–117. 
 
 
Lebeda A, Sedlářová M, Petřivalský M, e Prokopová J (2008). Diversity of defence 
mechanisms in plant–oomycete interactions: a case study of Lactuca spp. and Bremia 
lactucae. European Journal of Plant Pathology, 122(1):71-89. 
 
 
Lebeda A e Zinkernagel V (2003). Characterization of new highly virulent German isolates 
of Bremia lactucae and efficiency of resistance in wild Lactuca germplasm. Journal of 
Phytopathology, 151:274–282. 
 
 
Lévesque CA, Brouwer H, Cano L, Hamilton JP, Holt C, Huitema E, ... e Zerillo MM (2010). 
Genome sequence of the necrotrophic plant pathogen Pythium ultimum reveals original 
pathogenicity mechanisms and effector repertoire. Genome Biology, 11(7):1-22. 
 
 
Li X, Yin L, Ma L, Zhang Y, An Y, e Lu J (2016). Pathogenicity variation and population 
genetic structure of Plasmopara viticola in China. Journal of phytopathology, 164(11-
12):863-873. 
 
 
Li Y, Shen H, Zhou Q, Qian K, van der Lee T, e Huang S (2017). Changing Ploidy as a 
Strategy: The Irish Potato Famine Pathogen Shifts Ploidy in Relation to Its Sexuality. 
Molecular Plant-Microbe Interactions, 30:45-52.  
 
 



25 
 

Linde CC (2010). Population genetic analyses of plant pathogens: new challenges and 
opportunities. Australasian Plant Pathology, 39:23-28. 
 
 
Links MG, Holub E, Jiang RHY, Sharpe AG, Hegedus D, Beynon E, Sillito D, Clarke WE, 
Uzuhashi S, Borhan MH (2011). De novo sequence assembly of Albugo candida reveals 
a small genome relative to other biotrophic oomycetes. BMC Genomics, 12(503). 
doi:10.1186/1471-2164 12-503. 
 
 
Livak KJ, Flood SJ, Marmaro J, Giusti W, e Deetz K (1995). Oligonucleotides with 
fluorescent dyes at opposite ends provide a quenched probe system useful for detecting 
PCR product and nucleic acid hybridization. Genome Research, 4(6):357-362. 
 
 
Ludke WH, Schuster I, Silva FLD, Montecelli TDN, Soares BDA, Oliveira ABD, e Volpato 
L (2019). SNP markers associated with soybean partial resistance to Phytophthora 
sojae. Crop Breeding and Applied Biotechnology, 19(1):31-39. 
 
 
Lynch M, Ackerman MS, Gout JF, Long H, Sung W, Thomas WK, Foster PL (2016). 
Genetic drift, selection and the evolution of the mutation rate. Nature Reviews Genetics, 
17(11):704. 
 
 
Mammella MA, Martin FN, Cacciola SO, Coffey MD, Faedda R, e Schena L (2013). 
Analyses of the population structure in a global collection of Phytophthora nicotianae 
isolates inferred from mitochondrial and nuclear DNA sequences. Phytopathology, 
103(6):610-622. 
 
 
Marin MV, Franco CA, Smilde D, Panizzi RC, Braz LT (2019). Distribution of races and 
virulence factors of Bremia lactucae in the main lettuce production area in Brazil. Journal 
of Plant Pathology, 102(2):395-407. 
 
 
Martin MD, Cappellini E, Samaniego JA, Zepeda ML, Campos PF, Seguin-Orlando, A, ... 
e Mieczkowski PA (2013). Reconstructing genome evolution in historic samples of the 
Irish potato famine pathogen. Nature Communications, 4:2172. 
 
 
Maurice S, Montes MS, Nielsen BJ, Bødker L, Martin MD, Jønck CG, ... e Rosendahl, S 
(2019). Population genomics of an outbreak of the potato late blight pathogen, 
Phytophthora infestans, reveals both clonality and high genotypic diversity. Molecular 
plant pathology, 20(8):1134-1146. 



26 
 

Mcdonald, BA (2014). Using dynamic diversity to achieve durable disease resistance in 
agricultural ecosystems. Tropical Plant Pathology, 39(3):191-196. 
 
 
Mcmullan M, Gardiner A, Bailey K, Kemen E, Ward BJ, Cevik V, ... e van Oosterhout, C 
(2015). Evidence for suppression of immunity as a driver for genomic introgressions and 
host range expansion in races of Albugo candida, a generalist parasite. Elife, 4:e04550. 
 
 
Meyer FP (1991). Aquaculture disease and health management. Journal of animal 
science, 69(10):4201-4208. 
 
 
Michelmore RW, Christopoulou M, e Caldwell KS (2013). Impacts of resistance gene 
genetics, function, and evolution on a durable future. Annual review of phytopathology, 
51:291-319. 
 
 
Michelmore RW, Coaker G, Bart R, Beattie G, Bent A, Bruce T, ... e Eves-Van Den Akker, 
S (2017). Foundational and translational research opportunities to improve plant health. 
Molecular Plant-Microbe Interactions. 30(7):515-516. 
 
 
Michelmore RW, Ilott T, Hulbert SH, Farrar, B. (1988). The downy mildews. In: Advances 
in plant pathology. Academic Press, p. 53-79. 
 
 
Michelmore RW e Ingram DS (1982). Secondary Homothallism in Bremia lactucae. 
Transactions of the British Mycological Society, 75:47–56. 
 
 
Michelmore RW e Sansome ER (1982) Cytological studies of heterothallism and 
secondary homothallism in Bremia lactucae. Transactions of the British Mycological 
Society, 79:291–297. 
 
 
Michelmore RW, Ochoa O e Wong J (2009). Bremia lactucae and lettuce downy mildew. 
In: Oomycete Genetics and Genomics: Diversity, Interactions and Research Tools, 
Lamour K, Kamoun S, Eds.; John Wiley e Sons: Hoboken, NJ, USA, p. 241-262. 
 
 
Michelmore RW e Wong J (2008). Classical and molecular genetics of Bremia lactucae, 
cause of lettuce downy mildew. European Journal of Plant Pathology, 122(1):19-30. 
 
 



27 
 

Mieslerová B, Lebeda A, Petrželová I, Korbelova P. (2013). Incidence of lettuce downy 
mildew (Bremia lactucae) and powdery mildew (Golovinomyces cichoracearum) in natural 
populations of prickly lettuce (Lactuca serriola). Plant Protection Science, 49(Special 
Issue): S24-S32. 
 
 
Milgroom MG (2015). Population Biology of Plant Pathogens: Genetics, Ecology, and Ev. 
399p. 
 
 
Moraes PLRD e Derbyshire MTVDC (2003).  Diferenciação genética e diversidade em 
populações naturais de Cryptocarya aschersoniana Mez (Lauraceae). Biota Neotropica, 
3(1):1-10. 
 
 
Nei M (1972). Genetic distance between populations. The American Naturalist, 106: 
283–292. 
 
 
Nishiguchi S, Futai K (2010).  Race of Bremia lactucae (Downy mildew of lettuce) in Hyogo 
Prefecture. Annual Report of The Kansai Plant Protection Society, 52:81-83.  
 
 
Nordskog B, Elameen A, Gadoury DM, Hermansen A (2014). Virulence characteristics of 
Bremia lactucae populations in Norway. European journal of plant pathology, 
139(4):679-686.  
 
 
Nunes RC, Castoldi R, Gomes RF, Tobar-Tosse DE, Braz LT (2016). Levantamento de 
raças do agente causador do míldio da alface no Estado de São Paulo em 2012 e 
2013. Summa Phytopathologica, 42:53–58. 
 
 
Oliveira MBD (2014). Análise de desequilíbrio de ligação e diversidade genética em 
soja utilizando marcadores moleculares. 72f. Tese (Doutorado em Genética e 
Melhoramento) – Universidade Estadual de Maringá.  
 
 
Paim BT, Crizel RL, Tatiane SJ, Rodrigues R, Rombaldi CV, Galli V (2020). Mild drought 
stress has potential to improve lettuce yield and quality. Scientia 
Horticulturae, 272:109578. 
 
 
Pánek M, Fér T, Mráček J, e Tomšovský M (2016). Evolutionary relationships within the 
Phytophthora cactorum species complex in Europe. Fungal biology, 120(6-7):836-851. 



28 
 

Park ST, Kim J (2016). Trends in next-generation sequencing and a new era for whole 
genome sequencing. International neurourology journal, 20(Suppl 2): S76. 
 
 
Parra L, Maisonneuve B, Lebeda A, Schut J, Christopoulou M, Jeuken M, ... e Michelmore 
RW (2016). Rationalization of genes for resistance to Bremia lactucae in 
lettuce. Euphytica, 210(3):309-326. 
 
 
Parra L, Nortman K, Sah A, Truco MJ, Ochoa O e Michelmore RW (2020). Identification 
and mapping of new genes for resistance to downy mildew in lettuce. Theoretical and 
Applied Genetics, 134(2):519-528. 
 
 
Parra, L. B., Simko, I., Michelmore, R. (2021). Identification of major quantitative trait loci 
controlling field resistance to downy mildew in cultivated lettuce (Lactuca sativa L.). 
Phytopathology, 111(3):541-547. 
 
 
Petrzelová I e Lebeda A (2003). Distribution of compatibility types and occurrence of 
sexual reproduction in natural populations of Bremia lactucae on wild Lactuca serriola 
plants. Acta Phytopathologica et Entomologica Hungarica, 38(1-2):43-52. 
 
 
Petrželová I, Lebeda A, Kosman E (2013). Distribution, disease level and virulence 
variation of Bremia lactucae on Lactuca sativa in the Czech Republic in the period 1999-
2011. Journal of Phytopathology, 161:503–514. 
 
 
Ploch S, Thines M (2011). Obligate biotrophic pathogens of the genus Albugo are 
widespread as asymptomatic endophytes in natural populations of 
Brassicaceae. Molecular ecology, 20(17):3692-3699. 
 
 
Quesada-Ocampo LM, Granke LL, Olsen J, Gutting HC, Runge F, Thines M, ... e 
Hausbeck MK (2012). The genetic structure of Pseudoperonospora cubensis 
populations. Plant disease, 96(10):1459-1470. 
 
 
Redekar NR, Eberhart JL, Parke JL (2019). Diversity of Phytophthora, Pythium, and 
Phytopythium species in recycled irrigation water in a container nursery. Phytobiomes 
Journal, 3(1):31-45. 
 
 



29 
 

Reuveni, M, Cohen, YR (2020). Essential Tea Tree Oil Activity against Bremia lactucae 
in Lettuce. Agronomy, 10(6):836-846. 
 
 
Rizzo DM, Garbelotto M, Hansen EM (2005). Phytophthora ramorum: integrative research 
and management of an emerging pathogen in California and Oregon forests. Annual 
Review of Phytopathology, 43:309-335. 
 
 
Rujirawat T, Patumcharoenpol P, Lohnoo T, Yingyong W, Kumsang Y, Payattikul P, ... e 
Kittichotirat W (2018).  Probing the phylogenomics and putative pathogenicity genes of 
Pythium insidiosum by oomycete genome analyses. Scientific reports, 8(1):1-14. 
 
 
Rujirawat T, Sridapan T, Lohnoo T, Yingyong W, Kumsang Y, Sae-Chew P, ... e Krajaejun 
T (2017). Single nucleotide polymorphism-based multiplex PCR for identification and 
genotyping of the oomycete Pythium insidiosum from humans, animals and the 
environment. Infection, Genetics and Evolution. 54:429-436. 
 
 
Ryder EJ (1999). Lettuce, endive and chicory. Boca Raton: CAB, 208 p. 
 
 
Sala FC, Costa, C.P da C (2016). Melhoramento de alface. In: Nick C, Borém A. 
Melhoramento de hortaliças. 1 ed. Viçosa: UFV, p. 95-127. 
 
 
Sala FC, Nascimento WM (2014). Produção de sementes de alface. In: Nascimento, WM 
(Ed). Produção de sementes de hortaliças, DF: Embrapa, 1:17-42.  
 
 
Salk JJ, Schmitt MW, Loeb LA (2018).  Lawrence A. Enhancing the accuracy of next-
generation sequencing for detecting rare and subclonal mutations. Nature Reviews 
Genetics, 19(5):269. 
 
 
Sanchez-Mazas A (2020). A review of HLA allele and SNP associations with highly 
prevalent infectious diseases in human populations. Swiss Medical Weekly, 
150(1516):202-214. 
 
 
Sasseron GR, Benchimol-Reis LL, Perseguini JM, Paulino JFC, Bajay MM, Carbonell SA, 
e Chiorato AF (2020). Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli genetic variability assessed by 
new developed microsatellites. Genetics and Molecular Biology, 43(2). 
 



30 
 

Scherm, H, van Bruggen, AHC (1994). Weather variables associated with infection of 
lettuce by downy mildew (Bremia lactucae) in coastal California. Phytopathology, 
84(8):860-865. 
 
 
Schettini TM, Legg EJ e Michelmore RW (1991). Insensitivity to metalaxyl in California 
populations of Bremia lactucae and resistance of California lettuce cultivars to downy 
mildew. Phytopathology, 81(1):64-70. 
 
 
Seaman A (2015). Production guide for organic lettuce. New York State Integrated Pest 
Management Program, Cornell University (New York State Agricultural Experiment 
Station, Geneva, NY). Disponível em: https://ecommons.cornell.edu/bitstream/handle/18 
13/42895/2016-org-lettuce-NYSIPM.pdf?sequence=2&isAllowe d=y. Acesso em: 17 out. 
2020. 
 
 
Serrano M, Coluccia F, Torres M, L’haridon F, Métraux JP (2014). The cuticle and plant 
defense to pathogens. Frontiers in plant science, 5:274. 
 
 
Sharaf K, Lewinsohn D, Nevo E, Beharav A (2007). Virulence patterns of Bremia lactucae 
in Israel. Phytoparasitica, Bet Dagan, 35(1):100-108. 
 
 
Shendure J, Balasubramanian S, Church M, Gilbert W, Rogers J, Schloss JA, Waterston 
RH (2017). DNA sequencing at 40: past, present and future. Nature, 550, (7676):345-
353.  
 
 
Siddique MI, Lee HY, Ro NY, Han K, Venkatesh J, Solomon AM, ... e KANG, BC (2019). 
Identifying candidate genes for Phytophthora capsici resistance in pepper (Capsicum 
annuum) via genotyping-by-sequencing-based QTL mapping and genome-wide 
association study. Scientific reports, 9(1):1-15. 
 
 
Silva TA, Amorim EPDR, Costa JPV, Costa MGS, Santos DV (2017). Influência da 
cobertura morta e da adubação no controle da podridão radicular em mudas de citros 
(Phytophthora nicotianae). Revista Ciência Agrícola, 14(1):37-44. 
 
 
Simko I, Zhou Y, Brandl MT (2015). Downy mildew disease promotes the colonization of 
romaine lettuce by Escherichia coli O157: H7 and Salmonella enterica. BMC 
microbiology, 15(1):1-9. 
 



31 
 

Simpson, E. H. Measurement of diversity (1949). Nature, 163(4148):688-688. 
 
 
Sogin, ML e Silberman JD (1998). Evolution of the protists and protistan parasites from 
the perspective of molecular systematics. International journal for parasitology, 
28(1):11-20. 
 
 
Souza JO, Dalpian T, Braz LT, Camargo M (2011). Novas raças de Bremia lactucae, 
agente causador do míldio da alface, identificadas no estado de São Paulo. Horticultura 
Brasileira, 29:282-286. 
 
 
Spring O, Zipper R (2016). Asexual recombinants of Plasmopara halstedii pathotypes 
from dual infection of sunflower. PloS one, 11(12):e0167015. 
 
 
Stasko AK, Wickramasinghe D, Nauth BJ, Acharya, B., Ellis, M. L., Taylor, C. G., ... e 
Dorrance, A. E (2016). High‐Density Mapping of Resistance QTL Toward Phytophthora 
sojae, Pythium irregulare, and Fusarium graminearum in the Same Soybean 
Population. Crop Science, 56(5):2476-2492. 
 
 
Steemers, FJ e Gunderson, KL (2007). Whole genome genotyping technologies on the 
BeadArray™ platform. Biotechnology Journal: Healthcare Nutrition Technology, 
2(1):41-49. 
 
 
Studholme DJ, Glover RH e Boonham N (2011). Application of high-throughput DNA 
sequencing in phytopathology. Annual review of phytopathology, 49:87-105. 
 
 
Svoboda J, Mrugała A, Kozubíková‐Balcarová e Petrusek A (2017). Hosts and 
transmission of the crayfish plague pathogen Aphanomyces astaci: a review. Journal of 
Fish Diseases, 40(1):127-140. 
 
 
Taylor AS, Knaus BJ, Grünwald NJ e Burgess T (2019). Population genetic structure and 
cryptic species of Plasmopara viticola in Australia. Phytopathology, 109(11):1975-1983.  
 
 
Tedersoo L, Drenkhan R, Anslan S, Morales‐Rodriguez C, Cleary M (2019). High‐
throughput identification and diagnostics of pathogens and pests: overview and practical 
recommendations.  Molecular ecology resources, 19(1):47-76. 
 



32 
 

Trimboli DS, Nieuwenhuis J (2011). New races of Bremia lactucae on lettuce in Australia. 
Australasian Plant Disease Notes, 6(1):62-63. 
 
 
Thines M (2014). Phylogeny and evolution of plant pathogenic oomycetes—a global 
overview. European Journal of Plant Pathology, 138(3):431-447. 
 
 
Thurow LB, Castro CM e Pereira AS (2018). Melhoramento de plantas visando à 
resistência a patógenos. In: Dallagnol LJ. (Eds.). Resistência genética: de plantas a 
patógenos. Pelotas: Ed. UFPel, p. 65–102. 
 
 
Tobar-Tosse DE, Candido WDS, Marin MV, Panizzi RC, Barbosa JC, Braz LT (2017). 
Resistance of green leaf lettuce lines to the Bremia lactucae races identified in São Paulo 
State. Summa Phytopathologica, 43(1):55-57. 
 
 
Tyler BM, Tripathy S, Zhang X, Dehal P, Jiang RH, Aerts A, ... e Chapman J (2006). 
Phytophthora Genome Sequences Uncover Evolutionary Origins and Mechanisms of 
Pathogenesis. Science (80-. ):313:1322–1327. 
 
 
US Department of Agriculture – USDA (2020). Vegetables Annual Summary.  Disponível 
em: https://www.nass.usda.gov/Publications/Todays_Reports/reports/vegean20.pdf. 
Acesso em: 25 out. 2020. 
 
 
van Ettekoven K, van Arend A (1999). Identification and denomination of “new” races of 
Bremia lactucae. In: Eucarpia meeting on leafy vegetables genetics and breeding, 
Olomuc: Czech Republic, Proceedings…p. 105 – 107.  
 
 
van Hese N, Huang CJ, De Vleesschauwer D, Delaere I, Pauwelyn E, Bleyaert P e Höfte 
M (2016). Evolution and distribution of virulence characteristics of Belgian Bremia 
lactucae populations between 2008 and 2013. European Journal of Plant Pathology, 
144(2):431-441. 
 
 
Vargas PF, Túlio FA, Andrade MAP (2012). Monitoramento de raças de Bremia Lactucae 
em alface no Estado de Minas Gerais em 2010. Ciência et Praxis, 5:p. 7–10. 
 
 
Voelkerding KV, Dames SA, Durtschi JD (2009). Next-generation sequencing: from basic 
research to diagnostics. Clinical chemistry, 55(4):641-658.  



33 
 

Vitale S, Scotton M, Vettraino AM, Vannini A, Haegi A, Luongo L, ... e Belisario A 
(2019). Characterization of Phytophthora cinnamomi from common walnut in Southern 
Europe environment. Forest Pathology, 49(1):e12477. 
 
 
Wallace EC (2016). Population structure of Pseudoperonospora cubensis on 
Commercial and Non-commercial Cucurbits in North Carolina Determined by 
Simple Sequence Repeats (SSRs). 103f. Dissertação (Mestrado em Ciência – Patologia 
de Plantas). Universidade Estadual da Carolina do Norte.  
 
 
Weiland JE, Scagel CF, Grünwald NJ, Davis, EA, Beck, BR, Foster, ZS e Fieland, VJ 
(2020). Soilborne Phytophthora and Pythium Diversity From Rhododendron in 
Propagation, Container, and Field Production Systems of the Pacific Northwest. Plant 
Disease, 104(6):1841-1850. 
 
 
Weir BS, Cockerham CC (1984). Estimating F-statistics for the analysis of population 
structure. evolution, p. 1358-1370. 
 
 
Wright S (1969). Evolution and the genetics of populations, volume 3: experimental 
results and evolutionary deductions. University of Chicago Press. 
 
 
Wright S (1978). Evolution and the genetics of populations, volume 3: experimental 
results and evolutionary deductions. University of Chicago Press. 
 
 
Wright S (1984). Evolution and the genetics of populations, volume 3: experimental 
results and evolutionary deductions. University of Chicago Press. 
 
 
Yuen JE, Lorbeer JW (1987). Natural and experimental production of oospores of Bremia 
lactucae in lettuce in New York. Plant Disease, 71:63–64. 
 
 
Xu L (2011). Development of molecular approaches in the study of lettuce downy 
mildew (Bremia lactucae) population biology. 244f. Tese (Doutorado em Filosofia em 
Ciência Vegetal e Ambiental). University of Warwick 
 
 
Zhan J (2016). Population Genetics in Plant Pathogens. eLS. 7p.  
 
 



34 
 

Zhu W, Yang LN, Wu EJ, Qin CF, Shang LP, Wang ZH e Zhan J (2015). Limited sexual 
reproduction and quick turnover in the population genetic structure of Phytophthora 
infestans in Fujian, China. Scientific reports, 5:10094. 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



35 
 

CAPÍTULO 2 - Reação de cultivares de alface a fenótipos de virulência de Bremia 
lactucae 

 

RESUMO - A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliça folhosa mais consumida no 

Brasil. Porém, a produção nacional enfrenta dificuldades de manejos, principalmente no 

outono inverno, devido à presença do míldio da alface, causada pelo oomiceto Bremia 

lactucae Regel. As medidas de controle consistem no manejo entre materiais 

geneticamente resistentes e aplicações de fungicidas, porém as cultivares disponíveis no 

mercado são desenvolvidas por empresas estrangeiras, as quais se baseiam nos fatores 

de virulência predominantes em populações europeias e norte americanas. Este trabalho 

consiste em avaliar a resistência de cultivares de alface à fenótipos de virulência de B. 

lactucae coletados no Brasil. O trabalho avaliou a resistência de 49 cultivares de alface à 

isolados de B. lactucae coletados no estado de São Paulo (SP) (SPBl:01, SPBl:02, 

SPBl:03) e Rio Grande do Sul (RS) (RS04 e RS05), cujo delineamento experimental foi 

inteiramente casualizados com três repetições. Após a inoculação, durante 15 dias, 

avaliaram-se a porcentagem de plantas esporuladas (PE) e o índice de latência (IL) das 

cultivares. As médias de PE e IL foram submetidas a análise de variância e teste de 

Tukey. De todas as cultivares avaliadas, 14 cultivares foram resistentes a todos os 

fenótipos de virulência de B. lactucae e apenas 20 cultivares foram resistentes ao fenótipo 

de virulência RS04, o qual apresentou os maiores índices de PE e IL e esporulou em 

cultivares de todos os grupos. As cultivares foram parcialmente resistentes aos fenótipos 

de virulência de B. lactucae de SP, porém pouco adaptadas aos do RS. A raça SPBl:01 

gerou a resposta mais variável entre os grupos de alface e o grupo crespa é o mais 

eficiente no controle do míldio.  

Palavras-chave: Lactuca sativa L., míldio, resistência, melhoramento genético, raças.  
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CHAPTER 2 - Reaction of lettuce cultivars to Bremia lactucae virulence phenotypes 
 

ABSTRACT – Lettuce is the most consumed leafy vegetable in Brazil. However, 
the national production faces management difficulties mainly during fall and winter due to 
the presence of lettuce downy mildew, a devastating disease caused by the oomycete 
Bremia lactucae Regel. Its management control consists on combining genetically 
resistant materials, cultural practices, and chemical protection, however the cultivars 
available on the market are developed by foreign companies, which based their virulence 
patterns of European and North American populations of downy mildew. Thus, this study 
aims in evaluating the resistance of lettuce cultivars inoculated with of B. lactucae 
virulence phenotypes collected in Brazil. A total of 49 lettuce cultivars were selected due 
to their economic importance and avirulence genes plus a susceptible one used as 
control, being all inoculated by B. lactucae virulence phenotypes collected in the state of 
São Paulo (SP) (SPBl: 01, SPBl: 02, SPBl: 03) and the state of Rio Grande do Sul (RS) 
(RS04 and RS05). The experimental design was entirely randomized with three replicants. 
During 15 days after inoculation, the percentage of sporulated plants (PE) and the latency 
index (LI) of the cultivars were scored. The means of PE and LI were analyzed for variance 
and Tukey's test. Twenty cultivars were resistant to all B. lactucae virulence phenotypes. 
Only 14 cultivars were resistant to the RS04, which had the highest PE and LI values and 
sporulated in cultivars of all lettuce groups. The cultivars were partially resistant to the 
virulence phenotypes of B. lactucae from SP, but little adapted to those from RS. The race 
SPBl:01 generated the most floating response among the lettuce groups and the loose-
leaf plants were the most efficient in controlling downy mildew.  
Keywords: Lactuca sativa L., downy mildew, resistance, genetic breeding, races. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliça folhosa mais consumida no Brasil, cuja 

produção total foi de 52.080 toneladas em 2019 sendo o estado de São Paulo o principal 

produtor, responsável por 31% da produção nacional, seguido pelos estados de Minas 

Gerais e Rio de Janeiro (Agrianual, 2020). 

Apesar do ciclo curto para obtenção do produto comercial, a produção de alface 

traz dificuldades de manejo, principalmente durante o outono e inverno. Nesta época, 

devido às condições climáticas favoráveis à ocorrência do míldio da alface, cujo agente 

causal é o oomiceto Bremia lactucae Regel, grandes prejuízos na produção podem 

ocorrer. Seus sintomas são observados tanto em campo aberto quanto em cultivo 

protegido, o que a caracteriza como sendo uma das doenças mais limitantes em 

condições de baixa temperatura e de longos períodos de molhamento foliar (Lebeda et 

al., 2002, Michelmore e Wong, 2008, Lopes et al., 2010). 

O manejo da doença é, frequentemente, realizado pela combinação de cultivares 

portadoras de genes de resistência ao míldio e controle químico. Entretanto, a resistência 

das cultivares comerciais pode ser quebrada devido à coevolução da população do 

patógeno perante a genética do hospedeiro. Além disso, há vários relatos de raças 

fisiológicas capazes de suprimir a resistência dos genes, as quais são resultantes da 

pressão de seleção ocasionada pela aplicação indiscriminada de fungicidas, limitando o 

controle permanente da doença (Johnson e Crute, 1975; Schettini et al., 1991; Brown et 

al., 2004). Dessa forma, o manejo do míldio da alface exige o fornecimento contínuo de 

novos genes de resistência e o monitoramento constante da população do patógeno nas 

áreas produtoras (Lebeda et al., 2007). 

Em termos de distribuição, já foram descritas 36 raças na Europa e nove nos 

Estados Unidos, segundo a “International Bremia Evaluation Board” (ISF, 2020). No 

estado de São Paulo, o monitoramento de raças de B. lactucae vem sendo realizado 

desde 2003 pelo Núcleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) da UNESP 

– FCAV, o qual já identificou 17 raças até 2015, assim como vêm desenvolvendo 
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linhagens resistentes às principais raças incidentes no estado de São Paulo (Braz et al., 

2016, Tobar-Tosse et al., 2017, Marin et al., 2020). 

No Brasil, as empresas que comercializam sementes de alface identificam 

algumas cultivares como resistentes ao míldio, no entanto, a maioria dessas cultivares 

são desenvolvidas em programas de melhoramento locados em outros países, sob 

condições edafoclimáticas distintas das regiões brasileiras, não considerando os padrões 

de virulência das raças brasileiras. Isso, além reduzir a eficiência das cultivares em 

resistirem à infecção e propagação do míldio, ocasiona insegurança aos produtores, pois 

a resistência dos materiais pode ser quebrada por raças locais do patógeno. Além disso, 

há empresas que divulgam materiais como sendo resistentes à diversas raças do 

patógeno que não tem ocorrência no Brasil.  Portanto, evidencia-se a necessidade 

constante de avaliação da resistência à B. lactucae nas cultivares comerciais de alface 

às raças identificadas nos monitoramentos, antes de serem recomendadas aos 

produtores. 

Neste sentido, objetiva-se verificar a resistência de cultivares comerciais de alface 

frente às principais raças de B. lactucae já identificadas através do monitoramento, de 

modo a avaliar se essas cultivares são, de fato, eficientes contra o míldio da alface. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção das cultivares e isolados de Bremia lactucae 
 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Genética e Melhoramento de 

Olerícolas, do Departamento de Produção Vegetal (UNESP-FCAV) localizado no 

município de Jaboticabal-SP.  

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema 

fatorial de 49 x 5 com três repetições, sendo o primeiro fator as cultivares de alface 

testadas e o segundo fator os fenótipos de virulência de Bremia lactucae (SPBl:01, 

SPBl:02, SPBl:03 e RS04 e RS05) identificados pelos monitoramentos realizados desde 

2003 pelo grupo NEOM.  



39 
 

A seleção das cultivares de alface foi realizada por meio de consulta em portfólio 

de empresas especializadas em melhoramento genético vegetal e produção de sementes 

de hortaliças, cuja seleção das mesmas baseou-se na descrição da resistência genética 

à B. lactucae e suas respectivas raças. Ao todo, 47 cultivares descritas como portadoras 

de genes de resistência a raças de B. lactucae e também a cultivar suscetível Vanda, por 

ser comumente utilizada pelos olericultores, assim como a cultivar Solaris, a qual foi 

utilizada como testemunha de suscetibilidade (Tabela 1). A aquisição das sementes 

ocorreu por vias comerciais e também por doações pelas empresas produtoras. 

 

Tabela 1. Cultivares de alface selecionadas para a avaliação da 
resistência/suscetibilidade à isolados de Bremia lactucae identificadas no estado de São 
Paulo e Rio Grande do Sul, empresa responsável pela comercialização e grupo de alface.  

Cultivar Empresa Grupo Cultivar Empresa Grupo 

Silvana Sakata Americana Ofelia Vilmorin Lisa 

Ludmilla Enza Zaden Americana Graffiti Vilmorin Lisa 

Lais Hortec Americana Lobela Enza Zaden Lisa 

Lectrice Bejo Americana Regianemil Sakata Lisa 

Escarcha RZ Rijk Zwaan  Americana Natalia RZ Rijk Zwaan Lisa 

Rubette RZ Rijk Zwaan Americana Elisângela Agristar Lisa 

Raíssa Hortec Americana Marcela Hortec Lisa 

Cibele Agristar Americana Milamil Sakata Mimosa 

Red Star Agristar Crespa Imperal Agristar Mimosa 

Brida Hortec Crespa Imperial-Roxa Agristar Mimosa 

Jade Sakata Crespa Angelica Sakata Mimosa 

Isadora Sakata Crespa Maira Sakata Mimosa 

Carmin Sakata Crespa Querido Vilmorin Mimosa 

Scarlet Sakata Crespa Pleasance Bejo Mimosa 

Valentina Sakata Crespa Oakly Bejo Mimosa 

Vanda Sakata Crespa Rouxaï RZ Rijk Zwaan Mimosa 

Solaris Seminis Crespa Kiribati RZ Rijk Zwaan Mimosa 

Lirice Vilmorin Crespa Mondaï RZ Rijk Zwaan Mimosa 

Myrtel Bejo Crespa Kristine RZ Rijk Zwaan Mimosa 

Model Bejo Crespa Tudela RZ Rijk Zwaan Romana  

Jonction RZ  

Rijk Zwaan  Crespa Adranita Enza Zaden Romana 

Carmolí RZ Rijk Zwaan Crespa Aslan Enza Zaden Romana 

Inês Sakata Lisa Salvius RZ Rijk Zwaan Romana 

Larissa Sakata Lisa Rosaine RZ Rijk Zwaan Minirromana  

Bocado Vilmorin Lisa - - - 

http://www.rijkzwaan.pt/wps/wcm/connect/RZ+PT/Rijk+Zwaan/Products_and_Services/Products/Brands/Salanova
http://www.rijkzwaan.pt/wps/wcm/connect/RZ+PT/Rijk+Zwaan/Products_and_Services/Products/Brands/Salanova
http://www.rijkzwaan.pt/wps/wcm/connect/RZ+PT/Rijk+Zwaan/Products_and_Services/Products/Brands/Salanova
javascript:pctopage(3,'JONCTION%20RZ%20(81-45)')
http://www.rijkzwaan.pt/wps/wcm/connect/RZ+PT/Rijk+Zwaan/Products_and_Services/Products/Brands/Salanova
http://www.rijkzwaan.pt/wps/wcm/connect/RZ+PT/Rijk+Zwaan/Products_and_Services/Products/Brands/Salanova
http://www.rijkzwaan.pt/wps/wcm/connect/RZ+PT/Rijk+Zwaan/Products_and_Services/Products/Brands/Salanova
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Foram testados cinco fenótipos de virulência de B. lactucae (Tabela 2). Três deles 

são caracterizados como raças fisiológicas, os quais são denominados SPBl:01 e 

SPBl:02 (Braz et al., 2007) e SPBl:03 (Souza et al., 2011), em que “SP” representa o 

estado em que foi coletado (São Paulo) e “Bl”, a nomenclatura internacional para raças 

de B. lactucae (ISF, 2020), seguida do numeral que os diferencia. Os outros dois 

fenótipos de virulência, RS04 e RS05 (Franco et al, 2020), foram coletados no estado do 

Rio Grande do Sul, os quais, até o momento, não foram caracterizados como raças, 

porém, foram testados por apresentarem padrões de virulência distintos dos encontrados 

no estado de São Paulo. Todos os fenótipos de virulência de B. lactucae foram 

multiplicados e diferenciados pelo monitoramento de raças de B. lactucae realizado 

desde 2003 pelo Núcleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) (Tabela 2), 

baseando-se na metodologia proposta por van Ettekoven e van Arend (1999). Para 

identificação do padrão de virulência dos isolados, utilizou-se o Código sexteto EU-C, 

desenvolvido pelo “International Bremia Evaluation Board” (IBEB) (Tabela 3) (Tabela 4).  

Todas as cultivares comerciais selecionadas foram testadas quanto à resistência em 

relação a todos os fenótipos de virulência de B. lactucae citados. 

 

Tabela 2. Isolados de Bremia lactucae coletados no estado de São Paulo e no estado do 
Rio Grande do Sul, ano de coleta e identificação da raça no Brasil. 

Identificação do 
fenótipo de 
virulência 

Estado da coleta Ano da coleta 
Identificação como 

raça brasileira 

SPBar05/15 São Paulo 2004 SPBl:01 

SP22/15 São Paulo 2004 SPBl:02 

SP140/15 São Paulo 2006 SPBl:03 

            RS04/15 Rio Grande do Sul 2015 N/N1 

RS05/15 Rio Grande do Sul 2015 N/N 

1N/N: Não Nominada 
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Tabela 3. Identificação do padrão de virulência dos isolados coletados no estado de São 
Paulo e Rio Grande do Sul, utilizando o Código sexteto EU-C, desenvolvido pelo 
International Bremia Evaluation Board (IBEB). 
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Gene Dm/FR 0 3 4 14 15 16 18  38 
 
 

?1 ? ? ? ? ? 

Raça/ 
Fenótipo de 
virulência 

  

SPBl:01 + + + + + + - + - - + (-) - (-) (-) - 31/09/00 

SPBl:02 + + + - + + - (-) - - + - - (-) (-) (-) 26/08/00 

SPBl:03 + + + + + + - + - - - (-) - - (-) (-) 31/01/00 

RS04/15 + + + - - + + + - (-) (-) - - - + - 51/01/02 

RS05/15 + - + - - + + + (-) (-) - - - (-) - - 50/01/00 
1Cultivares diferenciadoras com “?” contém fatores de resistência não denominados ainda (Parra et al., 
2016; ISF, 2020). 

 

Tabela 4. Padrões de virulência de isolados coletados no estado de São Paulo e Rio 
Grande do Sul e seus respectivos fatores de virulência/genes identificados.  

Raça/Fenótipo de 
virulência 

Fatores de virulência/genes 
Número de fatores de 

virulência1 

SPBl:01 v3, v 4, v14, v15, v16, vRSal-1, vRYZ 910,457 7 
SPBl:02 v3, v4, v15, v16, vRYZ 910,457  5 
SPBl:03 v3, v4, v14, v15, v16, vRsal-1 6 

RS04 v3, v4, v16, v18, vRsal-1, vDesign 6 
RS05 v4, v16, v18, vRsal-1 4 

1Número de fatores de virulência/genes foram obtidos pela somatória do número de cultivares 
diferenciadoras suscetíveis, desconsiderando-se a cultivar padrão de suscetibilidade Green Towers.  

 

2.2 Multiplicação dos isolados 
 

Os fenótipos de virulência de B. lactucae foram multiplicados em cultivar comercial 

de alface Solaris (Bayer-Seminis), as quais foram semeadas em caixas plásticas Gerbox 

(11 x 11 x 3,5 cm) esterilizadas com solução de 1:1 de hipoclorito comercial e álcool etílico 

70%, forradas com papel de germinação autoclavado umedecido com 10 ml de água 

destilada e autoclavada. Cada caixa foi dividida em três partes equidistantes onde, em 

cada parte, foram semeadas, aproximadamente, 20 sementes, totalizando 60 sementes 
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por caixa. Estas foram mantidas por 15 dias em câmara de incubação tipo B.O.D. 

(“Biochemical Oxygen Demand”) sob temperatura de 16°C e fotoperíodo de 12h até 

apresentarem folhas cotiledonares expandidas e aptas a receberem o inóculo.  

Transcorrido este período, iniciou-se o processo de preparo da solução de 

inoculação, realizado de acordo com a técnica de Ilott et al. (1987) modificada por Marin 

et al. 2019 pela adição de surfactante Tween 20® na concentração de sete gotas por litro 

de água. Assim, procedeu-se à coleta das folhas cotiledonares visivelmente esporuladas 

de plântulas previamente inoculadas, as quais foram removidas cuidadosamente com 

auxílio de pinças esterilizadas, transferidas para tubos Falcon de 50 ml e adicionada água 

destilada em volume suficiente para cobrir o material vegetal, agitando-o em Vortex® até 

suspensão dos esporos. Esta foi filtrada, utilizando-se gaze esterilizada e filtrado 

transferido para tubo Falcon de 50 ml. Após, o filtrado foi submetido à centrifugação a 

1900 rpm por cinco minutos a 5°C, formando-se pellet na face inferior do tubo, sendo o 

sobrenadante descartado, a fim de reduzir contaminantes da suspensão. Ressuspendeu-

se o pellet com 5 a 10 ml de água destilada e autoclavada e aferiu-se a concentração da 

suspensão com o emprego de hemacitômetro (câmara de Neubauer), de acordo com o 

método descrito por Alfenas e Mafia (2016).  

A inoculação das plântulas foi realizada por névoa produzida por borrifadores 

convencionais para cada fenótipo de virulência de B.lactucae, de modo que a solução 

fosse espalhada uniformemente sobre as folhas cotiledonares das plântulas até atingir-

se o ponto de escorrimento. Após a inoculação, as caixas foram recolocadas em câmara 

de incubação tipo BOD com temperatura de 13°C, durante as seis primeiras horas em 

câmara escura e depois o fotoperíodo foi ajustado para 12 h. Assim que os esporângios 

se tornaram visíveis, fato previsto para ocorrer entre 6 e 12 dias, todo o processo foi 

repetido procurando-se obter concentração superior a 1x105 esporângios mL-1, 

necessária para inoculação nas cultivares comerciais.  
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2.3 Teste de resistência das cultivares comerciais 
 

Para o teste de resistência, todas as cultivares foram semeadas em caixas 

plásticas Gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), higienizadas conforme descrito para multiplicação 

dos isolados, forradas com papel de germinação dividido em seis partes iguais e 

umedecido com 15 ml de água destilada e autoclavada. Cada uma das partes foi 

identificada com o nome da cultivar e semeadas 15 sementes de cada cultivar, 

considerando-se uma caixa plástica para cada uma das três repetições. As caixas foram 

mantidas por 10 dias em câmara de incubação tipo BOD à temperatura de 13ºC e 

fotoperíodo de 12 h até o momento em que apresentaram os cotilédones totalmente 

expandidos, aptos para receberem o inóculo.  

Em cada caixa plástica contendo as cultivares foi borrifada de 2 a 3 ml da 

suspensão de esporos com concentração de 1x105 esporângios ml-1, os quais foram 

distribuídos uniformemente sobre as folhas cotiledonares das plântulas. Após a 

inoculação, as caixas foram recolocadas em câmara de incubação tipo BOD com 

temperatura de 13°C, onde durante as seis primeiras horas foram deixadas em câmara 

escura e depois o fotoperíodo foi ajustado para 12 h.  

A quantificação de severidade da doença determinada pelo índice de latência (IL), 

utilizando-se a escala de notas proposta por Mesquita (2008), a qual varia de 0 a 12, 

onde a nota 12 é dada as plântulas que apresentaram os primeiros sinais de 

esporulações em menor espaço de tempo e a nota 0 àquelas que apresentaram os 

primeiros sinais de esporulações em maior espaço de tempo.  

Avaliou-se a resistência/suscetibilidade por meio do monitoramento diário da 

cultivar suscetível Solaris, baseado na escala proposta por Lebeda e Petrželová (2010) 

modificada.  Quando as plântulas de Solaris apresentaram os primeiros sinais do 

patógeno sobre as folhas, as cultivares, nas três repetições, passaram a ser avaliadas 

individualmente, fazendo-se a contagem do número de plântulas que apresentaram 

esporângios. A média final de plantas esporuladas (PE) foi obtida pela relação entre a 

média de plantas esporuladas ao longo de 15 dias e a porcentagem de plantas 

germinadas para cada cultivar, considerando-se as três repetições.  Este método 
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classifica a resposta de resistência/suscetibilidade em resistente (RC), quando as 

plântulas não apresentam esporângios (PE ≤ 5%), resistência incompleta (RI), quando a 

esporulação é limitada (5%<PE≤20%) seguida de necroses macroscopicamente visíveis 

ou cloroses, e resposta heterogênea (RH) (20%<PE<40%),  quando há mistura de 

plântulas completamente resistentes e plântulas completamente suscetíveis e em 

suscetível (S) quando mais de 40% das plântulas apresentam esporângios visíveis. 

 

2.4 Análise estatística 
 

Foram considerados os fatores cultivares (C), fenótipos de virulência (BL), 

fenótipos de virulência agrupados por regiões de coleta (BLSP e BLRS) e grupos de alface 

(GA) para as variáveis Porcentagem de Esporulação (PE) e Índice de Latência (IL). Para 

cada uma das variáveis, realizou-se análise de variância para as interações entre os 

fatores: i) cada cultivar e todos fenótipos de virulência agrupados (C1-48+Controle x BL); ii) 

todas as cultivares agrupadas e cada fenótipo de virulência (C+controle x BL1-5); iii) fenótipos 

de virulência de regiões distintas (BLSP x BLRS);  iv) cada grupo de alface e todos os 

fenótipos de virulência agrupados (GA1-6+Controle x BL); v) cada grupo de alface e cada um 

dos fenótipos de virulência separadamente (GA1-6+Controle x BL1-5). Quando a interação 

entre os fatores foi significativa, considerando as variáveis analisadas (PE e IL), aplicou-

se o teste de Tukey 1% de probabilidade. Todas as análises e gráficos foram performadas 

por meio do software R (R Core Team, 2016).  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para ambas as variáveis (PE e IL), houve variação significativa entre todas as 

interações a 1% de probabilidade (p<0,001). As cultivares Graffiti, Bocado, Lirice, Lobela, 

Jade, Valentina, Model, Myrtel, Natália RZ, Oakly RZ, Carmolí RZ, Rouxaï RZ Jonction 

RZ e Rosaine RZ foram resistentes aos cinco fenótipos de virulência de Bremia lactucae, 

cujas médias da porcentagem de esporulação (PE) variaram de 0,00 a 0,22% e índice de 

latência (IL) de 0,00 a 0,07 (Quadro 1) (Tabela 5). As cultivares Vanda e Solaris 
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apresentaram PE de 47,98% e 44,97% e IL de 9,49 e 8,67, respectivamente, sendo 

suscetíveis a todos os fenótipos de virulência de B. lactucae testados, concordando com 

a ausência de genes Dm e/ou FR conhecidos ao patógeno conforme descrito no portfólio 

das respectivas empresas produtoras. Segundo a escala de classificação de resistência 

utilizada, 11 (22,92%) cultivares apresentaram resistência incompleta, 6 (12,50%) 

resposta heterogênea e 24 (50,00%) foram suscetíveis a ao menos um dos fenótipos de 

virulência de B. lactucae. Os índices PE e IL variaram em diferentes proporções, 

indicando ação diferencial dos genes de resistência frente aos fenótipos de virulência de 

B. lactucae para estas características.  

Agrupando-se as raças paulistas SPBl:01, SPBl:02 e SPBl:03, 36 cultivares 

apresentaram resistência (75,00%) às três simultaneamente, enquanto 37 foram 

resistentes à SPBl:01, 40 (83,33%) à SPBl:02 e 43 (89,58%) à SPBl:03 (Quadro 1). A 

partir do monitoramento de raças de B. lactucae, a três raças paulistas estão entre as 

mais estáveis e altamente agressivas dentro da população monitorada entre os anos de 

2003 e 2015, visto que ao menos uma delas já foi encontrada em 32, dos 33 municípios 

amostrados na maioria dos anos e sob alta frequência (Marin et al., 2019). A esporulação 

de SPBl:01(11,96%) e SPBl:02(11,94%), por conseguinte, foi semelhante e superior a 

SPBl:03(9,67%), no entanto, a primeira foi a mais patogênica entre as raças paulistas, 

cujo IL foi de 2,91. Essa patogenicidade pode estar relacionada com os fatores de 

virulência, visto que a SPBl:01 possui dois fatores de virulência a mais que SPBl:02 e um 

a mais que SPBl:03 (Tabela 4). Mais fatores de virulência não, necessariamente, 

implicam em maior patogenicidade, mas aumentam as chances de o hospedeiro não 

apresentar os genes de resistência compatíveis com os mesmos. 

 

Tabela 5. Média da porcentagem de esporulação (PE)1 e índice de latência (IL)2 de todos 
os fenótipos de virulência de Bremia lactucae testados em cultivares de alface. 

Cultivares de alface (PE)1 Cultivares de alface (IL)2 

Vanda 47,98 ± 0,87 a Solaris 9,49 ± 0,05 a 

Solaris 44,97 ± 0,27 a Brida 8,87 ± 0,07 b 

Brida 37,86 ± 0,70 b Vanda 8,67 ± 0,13 b 

Imperial roxa 29,71 ± 2,28 b Imperial Roxa 6,47 ± 0,43 c 

Cibele 12,56 ± 0,34 c Marcela 4,73 ± 0,77 d 

Kristine 11,82 ± 0,96 cd Ludmilla 3,47 ± 0,29 e 
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Larissa 11,70 ± 0,28 cd Cibele 3,40 ± 0,00 e 

Red star 11,33 ± 0,36 cde Laís 3,00 ± 0,53 f 

Scarlet 10,83 ± 0,40 cde Aslan 2,80 ± 0,20 fg 

Inês 10,71 ± 0,20 cde Mondai 2,47 ± 0,59 gh 

Elisângela 10,70 ± 0,53 cde Kiribati 2,40 ± 0,23 hi 

Angélica 10,63 ± 0,37 cde Raíssa 2,40 ± 0,20 hi 

Regianemil 9,71 ± 1,02 cdef Silvana 2,33 ± 0,53 hi 

Querido 9,07 ± 3,33 cdefg Kristine 2,26 ± 0,07 hi 

Imperial 9,06 ± 2,02 cdefg Lectrice 2,26 ± 0,57 hij 

Aslan 8,44 ± 2,18 cdefg Regianemil 2,20 ± 0,42 ijk 

Isadora 7,94 ± 0,87 cdefg Larissa 2,10 ± 0,27 jkl 

Carmin 6,44 ± 0,46 cdefg Angélica 1,87 ± 0,07 jkl 

Ludmilla 6,25 ± 0,73 cdefg Imperial 1,87 ± 0,07 jkl 

Milamil 6,13 ± 0,36 cdefg Scarlet 1,87 ± 0,07 kl 

Marcela 6,03 ± 0,76 cdefg Elisângela 1,80 ± 0,00 kl 

Silvana 5,76 ± 0,65 cdefg Inês 1,80 ± 0,00 kl 

Ofelia 5,72 ± 0,62 cdefg Pleasance 1,80 ± 0,00 kl 

Mondai 5,00 ± 0,44 cdefg Red Star 1,80 ± 0,00 kl 

Pleasance 4,80 ± 0,72 cdefg Carmin 1,60 ± 0,00 lm 

Raissa 4,16 ± 0,23 cdefg Ofélia 1,60 ± 0,00 lm 

Lectrice 3,61 ± 0,19 defg Querido 1,60 ± 0,00 lm 

Adranita 2,81 ± 0,96 defg Isadora 1,53 ± 0,07 lmn 

Kiribati 2,62 ± 0,25 efg Milamil 1,40 ± 0,12 mn 

Laís 2,18 ± 0,55 efg Rubette 1,40 ± 0,00 mn 

Rubette 2,11 ± 0,00 fg Adranita 1,20 ± 0,23 n 

Salvius 0,93 ± 0,79 fg Maira 0,60 ± 0,31 o 

Escarcha 0,79 ± 0,38 fg Bocado 0,47 ± 0,47 opq 

Maira 0,73 ± 0,29 fg Salvius 0,40 ± 0,40 opq 

Tudela 0,52 ± 0,17 fg Escarcha 0,33 ± 0,33 qr 

Bocado 0,31 ± 0,22 fg Tudela 0,20 ± 0,20 r 

Rosaine 0,22 ± 0,02 g Rosaine 0,07 ± 0,07 r 

Carmoli 0,02 ± 0,00 g Carmolí 0,00 ± 0,00 r 

Lobela 0,00 ± 0,81 g Lobela 0,00 ± 0,00 r 

Grafitti 0,00 ± 0,00 g Graffiti 0,00 ± 0,00 r 

Jade 0,00 ± 0,00 g Jade 0,00 ± 0,00 r 

Jonction 0,00 ± 0,00 g Jonction 0,00 ± 0,00 r 

Lirice 0,00 ± 0,00 g Lirice 0,00 ± 0,00 r 

Model 0,00 ± 0,00 g Model 0,00 ± 0,00 r 

Myrtel 0,00 ± 0,00 g Myrtel 0,00 ± 0,00 r 

Natalia 0,00 ± 0,00 g Natália 0,00 ± 0,00 r 

Oakly 0,00 ± 0,00 g Oakly 0,00 ± 0,00 r 

Rouxai 0,00 ± 0,00 g Rouxai 0,00 ± 0,00 r 

Valentina 0,00 ± 0,00 g Valentina 0,00 ± 0,00 r 
1,2Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01) 
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Quadro 1. Resposta de resistência/suscetibilidade de cultivares e grupos de alface aos cinco fenótipos de virulência 
de Bremia lactucae. 

Cultivar Grupo 

Fenótipos de virulência  

Cultivar Grupo 

Fenótipos de virulência 

RS05 RS04 
SPBl 
:01 

SPBl: 
02 

SPBl:  
03 

RS05 RS04 
SPBl: 

01 
SPBl: 

02 
SPBl: 

 03 

Silvana AM1 RCa Sd RC RC RC Ofelia LS RC S RC RC RC 

Ludmilla AM RIb S S RI RC Graffiti LS RC RC RC RC RC 

Laís AM RHc RI RI RC RC Lobela LS RC RC RC RC RC 

Lectrice AM RC RH RC RC RC Regianemil LS RC S RC RC RC 

Escarcha RZ AM RC RI RC RC RC Natalia RZ LS RC RC RC RC RC 

Rubette RZ AM RC RI RC RC RC Elisângela LS RC S RC RC RC 

Raíssa AM RI RC S RI R Marcela LS RC RC RH RI RH 

Cibele AM RC S RC RC RI Milamil MM4 RC S RC RC RC 

Red Star CR2 RC S RC RC RC Imperial MM RC S RC RC RC 

Brida CR S S S S S Imperial-Roxa MM S RC S S RH 

Jade CR RC RC RC RC RC Angélica MM RC S RC RC RC 

Isadora CR RC S RC RC RC Maira MM RC RI RC RC RC 

Carmin CR RC S RC RC RC Querido MM RC RH RC RC RC 

Scarlet CR RC S RC RC RC Pleasance MM RC S RC RC RC 

Valentina CR RC RC RC RC RC Oakly MM RC RC RC RC RC 

Vanda CR S S S S S Rouxai RZ MM RC RC RC RC RC 

Lirice CR RC RC RC RC RC Kiribati RZ MM RI RC RI RC RC 

Myrtel CR RC RC RC RC RC Mondai RZ MM RC S RH RI RC 

Model CR RC RC RC RC RC Kristine RZ MM RC S RC RC RC 

Jonction RZ CR RC RC RC RC RC Tudela RZ RM5 RC RI RC RC RC 

Carmoli RZ CR RC RC RC RC RC Adranita RM RC RC RC RC RC 

Inês LS3 RC S RC RC RC Aslan RM S RC S S RC 

Larissa LS RC S RC RC RC Salvius RZ RM RC RI RC RC RC 

Bocado LS RC RC RC RC RC Rosaine RZ MR6 RC RC RC RC RC 
1Americana; 2Crespa; 3Lisa; 4Mimosa; 5Romana, 6Minirromana  
 aRC: Resistência completa; bRI: Resistência incompleta; cRH: Resposta heterogênea; dS: Suscetível 

 



48 
 

SPBl:01 esporulou semelhantemente e foi mais patogênica quando comparada a 

RS05 (Figura 1). Já SPBl:02 e RS05 não diferiram quanto à PE e foram superiores à 

SPBl:03 para esta característica, enquanto os ILs foram semelhantes para os três 

fenótipos de virulência. A raça SPBl:01 possui quatro fatores de virulência a mais que 

RS05, os quais conferiram a SPBl:01 maior celeridade no processo infeccioso nas 

plantas, o qual é verificado pelo maior IL, ou seja, menos barreiras genéticas e físico-

químicas foram encontradas por essa raça ao entrar em contato com o tecido foliar das 

cultivares testadas.  

 

 

Já SPBl:02 possui sete fatores de virulência, quebra a resistência dos genes e 

Dm3 e Dm15, efeito este ausente em RS05, enquanto este possui cinco fatores de 

virulência e quebra a resistência do gene Dm18, o que não ocorre com a SPBl:02 (Tabela 

4). Apesar da maior composição de genes de virulência de SPBl:02, observou-se 

similaridade com RS05 em relação a PE e IL, a qual pode estar relacionada à resistência 
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Figura 1. Médias da porcentagem de esporulação (PE) e do índice de 
latência (IL) de fenótipos de virulência de Bremia lactucae em cultivares de 
alface. 1,2Médias sobre as barras grafadas em letras na cor preta 
representam a média da porcentagem de esporulação (PE), na cor 
vermelha representam o índice de latência (IL). Médias seguidas pela 
mesma letra, para a mesma variável, não diferem entre si pelo teste de 
Tukey (p<0,01). 
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incompleta dos genes Dm na raça paulista. Associado a isto, pode haver maior 

variabilidade genética em populações oriundas do sul do país, cujo clima favorável 

durante grande parte do ano propicia à B. lactucae maior diversidade de hospedeiros da 

família Asteraceae, o que contribui para a sua adaptabilidade à estrutura genética dos 

mesmos, já que o patógeno é capaz de se adaptar rapidamente (Lebeda e Zinkernagel, 

2003; Petrželová et al., 2013). 

 Os fenótipos de virulência RS04 e RS05, conjuntamente, esporularam em maior 

número de plantas e foram mais patogênicos que as raças do estado de São Paulo (SP) 

(Figura 2). Segundo Marin et al. (2019), existe similaridade entre as populações de B. 

lactucae europeias e californianas com as do estado de São Paulo. Isto favorece a 

resistência das cultivares de alface para as raças paulistas, pois as companhias de 

sementes delineiam seus programas de melhoramento genético de alface para 

resistência ao míldio com base na frequência dos genes Dm e FR nas populações de B. 

lactucae, em grande parte, nos Estados Unidos e países da Europa. Estudos sobre a 

população de B. lactucae no sul do Brasil passaram a ser realizados a partir de 2015, 

portanto carece de futuros monitoramentos para melhor entendimento da estrutura e 

dinâmica populacional do patógeno nessa região. 

Considerando, individualmente, os fenótipos de virulência de B. lactucae 

encontrados no Rio Grande do Sul (RS), 43(89,58%) cultivares foram resistentes a RS05, 

20 (41,67%) resistentes a RS04 e 16 (33,33%) cultivares foram resistentes a ambos. 

Ambos compartilham dos fatores de virulência v4, v16, v18 e vRsal-1 e, individualmente, 

RS04 possui os fatores v3, v4, v16, v18, vRsal-1 e vDesign, enquanto RS05 porta os 

fatores v4, v16, v18, vRSal-1 (Tabela 4). Assim, infere-se que o conjunto de genes Dm 

presente nas cultivares avaliadas foram mais eficientes em controlar o desenvolvimento 

do míldio para o conjunto de fatores de virulência presentes em RS05, enquanto os 

fatores de virulência v3 e vDesing presentes em RS04 podem estar relacionados com a 

maior suscetibilidade das cultivares a este fenótipo de virulência. 
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Agrupando-se os fenótipos de virulência de São Paulo e os do Rio Grande do Sul 

separadamente, tem-se que os valores de PE e IL observados entre os dois estados (SP 

e RS) (Figura 2) e entre os isolados de B. lactucae do RS foram altamente influenciados 

pelo fenótipo de virulência RS04. Este foi o mais patogênico e com maior espectro de 

dispersão de esporos entre as cultivares, visto que sua PE (22,49%) e IL (5,16) foram os 

maiores entre os demais fenótipos de virulência do patógeno, chegando a valores de 

88,05% e 77,12% superiores à raça SPBl:01, respectivamente (Figura 1). Além disso, 

das 20 cultivares resistentes ao RS04, 14 foram também resistentes a todos os fenótipos 

de virulência de B. lactucae. Observa-se, portanto, que a maioria das cultivares testadas 

não oferecem resistência a RS04 e os genes que a conferem exercem forte influência na 

resistência aos demais fenótipos de virulência de B. lactucae avaliados. Geneticamente, 

o fenótipo de virulência RS04 diferencia-se das raças SPBl:01, SPBl:02 e SPBl:03, 

principalmente, por quebrar a resistência do gene Dm18, enquanto também se diferencia 

de RS05 como citado anteriormente. Relatos sobre a quebra desse gene de resistência 
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Figura 2. Médias da porcentagem de esporulação (PE) e do índice de 

latência (IL) de fenótipos de virulência de Bremia lactucae do estado de 

São Paulo (SP) e Rio Grande do Sul (RS) em cultivares de alface. 1,2Médias 

sobre as barras grafadas em letras na cor preta representam a média da 

porcentagem de esporulação (PE), na cor vermelha representam o índice 

de latência (IL). Médias seguidas pela mesma letra, para a mesma variável, 

não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,001). 
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também foram observados em populações de Bremia na Austrália (Trimboli e 

Nieuwenhuis, 2011).  

Sendo assim, a compreensão da estrutura populacional B. lactucae de outras 

regiões em termos de genes Dm e fatores de virulência são fundamentais para evitar-se 

a supressão dos genes de resistência das cultivares por novas raças emergentes, a 

exemplo do que vem ocorrendo com o fenótipo de virulência RS04, visto que o controle 

permanente do míldio da alface exige o fornecimento contínuo de novos genes de 

resistência (Lebeda et al., 2007).  

Todos os grupos de alface apresentaram PE e IL inferiores ao controle (Solaris) 

para todos os fenótipos de virulência de B. lactucae (Figura 3). O grupo crespa 

apresentou PE inferior apenas ao controle considerando todos os fenótipos de virulência 

de B. lactucae conjuntamente, característica fortemente influenciada pela cultivar crespa 

Vanda, a qual, juntamente com a cultivar Solaris, são suscetíveis e não portam genes 

Dm conhecidos de resistência do míldio dentre as 48 cultivares testadas. No entanto, 

53,84% das cultivares de alfaces crespas foram resistentes aos cinco fenótipos de 

virulência de B. lactucae, seguida pelas lisas (40%), mimosas (16,67%) e uma cultivar do 

grupo minirromana (Quadro 1). Todas as cultivares do grupo crespa resistentes a RS04 

foram resistentes também a todas os outros fenótipos de virulência de B. lactucae, 

relação esta que não ocorreu nos demais grupos de alface.  

Entre as cultivares portadoras de genes de resistência ao míldio, considerando os 

cinco fenótipos de virulência de B. lactucae conjuntamente, observou-se maior 

patogenicidade nas cultivares do grupo americana, sendo estas, portanto, as menos 

eficientes em termos de resistência à infecção inicial pelo patógeno (Figura 3). No 

entanto, isso não refletiu na sua PE, visto que esporulou em menor número de plantas 

(4,32%) do que as cultivares do grupo lisa (6,28%) e mimosa (7,25%), equiparando-se 

com as romanas (3,78%) para esta característica (Tabela 6). Considerando as três raças 

paulistas, 50% das alfaces americanas avaliadas apresentaram resistência, 75% foram 

resistentes a duas raças, enquanto nenhuma cultivar deste grupo foi resistente aos dois 

fenótipos de virulência do RS. Os grupos mimosa e lisa não diferiram para esporulação 
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e patogenicidade, enquanto as cultivares menos afetadas pelo patógeno foram do grupo 

romana seguidas do grupo minirromana, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A raça SPBl:01 foi a que mais discriminou os grupos de alface em termos de PE e 

IL, demonstrando que esta é, entre os fenótipos de virulência de B. lactucae testados, a 

raça paulista que mais apresentou resistência incompleta e resposta heterogênea para 

as cultivares testadas (Figura 4) (Quadro1). SPBl:03 foi a raça mais estável e menos 

agressiva em termos de PE, visto que cinco grupos de cultivares de alface apresentaram 

a mesma resposta para esta característica, três dos quais (romana, mimosa e americana) 

foram os menores índices entre todos os fenótipos de virulência de Bremia (Figura 4). Já 
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Figura 3. Médias da porcentagem de esporulação (PE) e do índice de 
latência (IL) de  fenótipos de virulência de Bremia lactucae inoculados em 
grupos de cultivares de alface. 1,2Médias sobre as barras grafadas em 
letras na cor preta representam a média da porcentagem de esporulação 
(PE), as letras na cor vermelha representam o índice de latência (IL). 
Médias seguidas pela mesma letra, para a mesma variável, não diferem 
entre si pelo teste de Tukey (p<0,01). 
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o fenótipo de virulência RS04 foi o único a esporular em ao menos uma cultivar entre 

todos os grupos, além de apresentar as maiores PE para cultivares do grupo lisa, 

mimosa, crespa, americana e minirromana. Pode-se afirmar, portanto, que os grupos de 

cultivares de alface apresentaram resposta similarmente eficazes em resistirem à 

presença da SPBl:03, porém, instáveis à SPBl:01 e pouco eficientes em resistirem ao 

conjunto genético de virulência de RS04.  

Entre as hipóteses para a resposta diferencial dos genes Dm  presentes nas 

cultivares, está o fato de que existe resistência incompleta em genes Dm e essa pode 

variar dependendo das condições ambientais e do isolado de B. lactucae, condição que 

já foi verificada em genes Dm6, Dm7 e R18 (Crute, 1992; Michelmore e Wong, 2008; 

Parra et al., 2016). Além disso, algumas empresas de melhoramento se utilizam da 

cultivar Grand Rapids como fonte de resistência, cujo fenótipo quantitativo de resistência 

é manifestado apenas na vida adulta da planta e apresenta herança poligênica 

(resistência horizontal) (Norwood et al., 1983; Grube e Ochoa, 2005; Simko et al., 2013). 

Assim, a associação de resistência quantitativa e qualitativa através da combinação entre 

a piramidação de múltiplos genes Dm com loci de características quantitativa (QTLs) 

pode proporcionar maior durabilidade da resistência contra B. lactucae em diferentes 

estágios de desenvolvimento da planta (Parra et al., 2020) 

SPBl:02 foi a única raça que não esporulou em dois grupos de alface 

simultaneamente (romana e minirromana), no entanto, SPBl:01 foi a que mais esporulou 

e foi patogênica em cultivares do grupo romana, cultivares das quais também inibiram a 

esporulação da raça SPBl:03 (Figura 4). A PE de RS05 não diferiu de SPBl:02 e SPBl:03 

para os grupos minirromana, crespa e americana. Comparando-se dois a dois, esses três 

fenótipos de virulência compartilham de esporulação semelhante para quatro grupos de 

alface, sendo as SPBl:02 e SPBl:03, portanto, mais parecidas com RS05 do que com 

SPBl:01 para esta característica.  

Existe influência do grupo de alface sobre a resistência a determinado fenótipo de 

virulência de B. lactucae, visto que os genes de resistência se comportaram de maneira 

distinta entre os mesmos. A exemplo, cultivares Mondaï (mimosa) e Rosaine 

(minirromana), ditas resistentes às raças europeias Bl:16,21,23,32EU e Bl:16-
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26,31,32EU, respectivamente, foram resistentes a todos os fenótipos de virulência de 

míldio avaliados, enquanto as cultivares romanas Salvius (Bl:16-26,32EU), Aslan (Bl: EU-

16-28,30-32EU) e Adranita (Bl: EU-16-27,29,32EU) apresentaram resposta variável entre 

suscetível, resistência incompleta e resistente. Assim, infere-se que as estratégias de 

incorporação dos genes de Dm e FR nas cultivares podem variar entre as companhias 

de sementes ou mesmo entre as cultivares, cujas diferenças podem se dar em termos de 

piramidação dos genes, métodos de melhoramento para fixação das características ou 

mesmo a ação combinada desses fatores com a estrutura morfológica das cultivares. 

Fatores fisiológicos e bioquímicos intrínsecos à relação patógeno-hospedeiro também 

influenciam na patogênese, tornando a interação Bremia-hospedeiro ainda mais 

complexa, tais como adesão dos esporos na superfície da planta, formação dos tubos 

germinativos, apressórios e estruturas de penetração no tecido vegetal e reconhecimento 

do pré-haustório e pós-haustório, este que ocorre baseado na combinação específica 

entre os Dm/Avr, tornam a interação Bremia-hospedeiro ainda mais complexa 

(Latijnhouwers et al., 2003; Mansfield et al., 1997). 

Não existem estudos acerca do fluxo gênico e migratório entre populações de 

Bremia lactucae no Brasil, mas sabe-se que a eficácia das novas cultivares com genes 

de resistência é observada apenas temporariamente, até que novos genes de virulência 

ocorram dentro da população do patógeno (Petrželová et al., 2013). Segundo Marin et al. 

(2019), as fontes de resistência para o estado de São Paulo podem ser baseadas nos 

genes Dm17, Dm18 e R38 e fatores de resistência das cultivares diferenciadoras Balesta 

e Bellíssimo (Código sexteto EU-A). No entanto, a alta variabilidade e adaptação genética 

intrínseca à espécie B. lactucae, aliada a introdução de diferentes fenótipos de virulência 

na população, são capazes de reduzir consideravelmente a eficácia das cultivares de 

alface disponíveis no mercado, como foi observado para o fenótipo de virulência RS04. 

Até o momento, padrões de virulência semelhantes a RS04 não foram encontrados em 

isolados coletados no estado de São Paulo. Assim, genes Dm associados à resistência 

ao fenótipo de virulência RS04 devem ser introduzidos em programas de melhoramento 

de cultivares de alface, visto que a busca por novas fontes de resistência tem que ser 
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contínua e prioritária em programas de melhoramento de alface (Crute, 1992; Lebeda et 

al., 2002, Lebeda et al., 2014). 

As empresas produtoras de sementes devem considerar o monitoramento de 

raças de Bremia lactucae desenvolvidos no Brasil em seus programas de melhoramento, 

pois as cultivares disponíveis no mercado carecem de resistência específica aos 

fenótipos de virulência brasileiros do patógeno. Recomenda-se também o uso do 

conjunto de fenótipos de virulência de B. lactucae testados para avaliação da eficiência 

das cultivares disponíveis no mercado brasileiro, assim como para o desenvolvimento de 

linhagens resistentes à B. lactucae, visto o potencial informativo sobre a resistência frente 

à presença do patógeno. Além disso, a localização de QTLs associadas à resistência ao 

míldio em espécies selvagens de Lactuca spp e suas introgressões em espécies 

cultivadas devem ser consideradas pelas empresas de melhoramento, visto a sua 

característica poligênica, a qual, associada a piramidação de múltiplos genes Dm, têm a 

capacidade de proporcionar resistência durável e efetiva contra o míldio (Parra et al., 

2020) (Parra et al., 2021).  

 

4 CONCLUSÕES 

 

- As cultivares de alface testadas são mais adaptadas em resistirem ao conjunto 

genético de virulência das raças de B. lactucae coletadas no estado de São Paulo em 

relação aos fenótipos de virulência do Rio Grande do Sul; 

- O fenótipo de virulência  RS04 quebra a resistência da maioria das cultivares e 

genes Dm, associados à resistência devendo ser considerado em programas de 

melhoramento; 

- Cultivares do grupo de alface crespa apresentam maior resistência aos cinco 

fenótipos de virulência de B. lactucae enquanto o grupo americana foi o mais suscetível 

à infecção inicial pelo patógeno; 

- O conjunto de fenótipos de virulência de B. lactucae apresentados foram 

eficientes em discriminar as cultivares de alface em termos de resistência, 
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recomendando-se o uso destes em programas de melhoramento brasileiro sobre o míldio 

da alface.  

 

5 REFERÊNCIAS 
 
 
AGRIANUAL 2020: Anuário estatístico da agricultura brasileira. São Paulo: FNP – 
Consultoria e Agroinformativos, p. 110-112. 
 
 
Alfenas AC, Mafia RG (2016). Métodos em Fitopatologia. Viçosa. 2aEd. UFV. 516p.  
 
 
Braz LT, Dalpian T, Pissardi MA (2007). Identification of races of Bremia lactucae in São 
Paulo, Brazil. Acta Horticulturae, Seoul-Korea, 760:317- 321. 
 
 
Braz LT, Diniz GMM, Castoldi R, Nunes RC.; Galatti, FS, Camargo, M.  Marin MV, Dalpian 
T, Souza JO, Gomes RF, Rabelo HO (2016). Monitoring races of Bremia lactucae in the 
State of São Paulo from 2003 to 2012. Acta Horticulturae, 1127:325-330.  
 
 
Brown S, Koike ST, Ochoa OE, Laemmlen F, Michelmore RW (2004). Insensitivity to the 
fungicide fosetyl-aluminum in California isolates of the lettuce downy mildew pathogen, 
Bremia lactucae. Plant Disease, 88 (5):502-508.  
 
 
Crute IR (1992). The role of resistance breeding in the integrated control of downy mildew 
(Bremia lactucae) in protected lettuce. Euphytica, Dordrecht, 63(1/2):95-102. 
 
 
Grube RC, Ochoa OE (2005). Comparative genetic analysis of field resistance to downy 
mildew in the lettuce cultivars ‘Grand Rapids’ and ‘Iceberg’. Euphytica, 142(3):205-215. 
 
 
Franco CA, Marin MV, Silva, EHC, Soares, RS, Candido, WS, Souza, LN, Caprio CH, 
Vidal RL, Panizzi, RC, Braz LT (2020). Monitoring virulence of Bremia lactucae as a 
breeding tool against lettuce downy mildew from south and southwest Brazilian 
regions. European Journal of Plant Pathology, 159(1):179-189. 
 
 



58 
 

IEA – Instituto de Economia Agrícola (2020). Área e produção dos principais produtos da 
agropecuária. Disponível em: http://ciagri.iea.sp.gov.br/nia1/subjetiva.a spx?codsis 
=1&idioma. Acesso em: 10 out. 2020. 
 
 
Ilott TW, Durgan ME, Michelmore RW (1987). Genetics of virulence in California 
populations of Bremia lactucae (Lettuce Downy Mildew). Phytopathology, Saint Paul, 
77(10):1381-1386. 
 
 
ISF (2020). The International Bremia Evaluation Board. Disponível em: 
http://www.worldseed.org/our-work/plant-health/other-initiatives/ibeb/. Acesso em: 15 
mai. 2020. 
 
 
Johnson AG, Crute IR (1975). Bremia and the way it affects lettuce varieties which are 
resistant. The Grower, 25:742-743. 
 
 
Latijnhouwers M, de Wit PJ, Govers F (2003). Oomycetes and fungi: Similar weaponry to 
attack plants. Trends in Microbiology, 11:462–469. 
 
 
Lebeda A, Křístková E, Kitner M, Mieslerová B, Jemelková M, Pink DAC (2014). Wild 
Lactuca species, their genetic diversity, resistance to diseases and pests, and exploitation 
in lettuce breeding. European Journal of Plant Pathology, 138:597–640. 
 
 
Lebeda A, Petrželová I (2010). Screening for resistance to lettuce downy mildew (Bremia 
lactucae). In: Miranda M, Lebeda A. (Ed.). Mass screening techniques for selecting 
crops resistant to disease. p. 245–256. Vienna: IAEA. 
 
 
Lebeda A, Pink DAC, Astley D (2002). Aspects of the interactions between wild Lactuca 
spp. and related genera and lettuce downy mildew (Bremia lactucae). In Phillips, PTN, 
Gisi U, Lebeda A. (Ed.). Advances in downy mildew research. p. 85–117. Dordrecht: 
Springer. 
 
 
Lebeda A, Ryder EJ, Grube R, Dolezalova I, Kristkova E (2007). Lettuce (Asteraceae; 
Lactuca spp.). In: Singh R, Boca Raton FL. (Ed.). Genetic resources, chromosome 
engineering, and crop improvement series, vegetable crops. p. 377–472. EUA: CRC 
Press. 
 



59 
 

Lebeda, A, Sedlářová, M, Petřivalský, M, Prokopová, J (2008). Diversity of defence 
mechanisms in plant–oomycete interactions: a case study of Lactuca spp. and Bremia 
lactucae. European Journal of Plant Pathology, 122(1):71-89. 
 
 
Lebeda A, Zinkernagel V (2003).  Evolution and distribution of virulence in the German 
population of Bremia lactucae. Plant Pathology, 52 (1):41-51. 
 
 
Lopes CA, Quezado-Duval, AM, Reis, A (2010). Doenças da alface. Brasília: Embrapa 
Hortaliças, 68p. 
 
 
Mansfield JW, Bennett M, Bestwick C, Woods-Tör (1997). A phenotypic expression of 
gene-for-gene interaction involving fungal and bacterial pathogens: Variation from 
recognition to response. In Crute, IR, Holub, EB e Burdon, JJ (Eds.) The gene-for-gene 
relationship in plant parasite interactions. p. 265-291. Wallingford. 
 
 
Marin MV, Franco CA, Smilde D, Panizzi RC, Braz LT (2019). Distribution of races and 
virulence factors of Bremia lactucae in the main lettuce production area in Brazil. Journal 
of Plant Pathology, 102(2):395-407. 
 
 
Mesquita PG (2008). Biologia, Epidemiología e controle do míldio (Bremia lactucae) 
da alface (Lactuca sativa) em viveiro. 145 f. Dissertação (Mestrado em Fitopatologia) 
– Universidade de Brasília, Brasília, DF. 
 
 
Michelmore RW, Wong J (2008). Classical and molecular genetics of Bremia lactucae, 
cause of lettuce downy mildew. European Journal of Plant Pathology, Dordrecht, 122 
(1):19-30. 
 
 
Norwood JM, Crute IR, Johnson AG, Gordon PL (1983). A demonstration of the 
inheritance of field resistance to lettuce downy mildew (Bremia lactucae Regel.) in 
progeny derived from cv. Grand Rapids. Euphytica, 32(1):161-170. 
 
 

Parra L, Maisonneuve B, Lebeda A, Schut J, Christopoulou M, Jeuken M, Mchale L, Truco 
MJ, Crute IR, Michelmore RW (2016). Rationalization of genes for resistance to Bremia 
lactucae in lettuce. Euphytica, 210:309-326. 
 



60 
 

Parra L, Nortman K, Sah A, Truco MJ, Ochoa O, Michelmore RW (2020). Identification 
and mapping of new genes for resistance to downy mildew in lettuce. Theoretical and 
Applied Genetics, 134(2):519-528. 
 
 
Parra LB, Simko I, Michelmore R (2021). Identification of major quantitative trait loci 
controlling field resistance to downy mildew in cultivated lettuce (Lactuca sativa L.). 
Phytopathology, 111(3):541-547. 
 
 
Petrželová I, Lebeda A, Kosman E (2013). Distribution, disease level and virulence 
variation of Bremia lactucae on Lactuca sativa in the Czech Republic in the period 1999–
2011. Journal of Phytopathology, 161(7-8):503-514. 
 
 
R Core Team (2016). R: a Language and Environment for Statistical Computing. R 
Foundation for statistical computing. Vienna, Austria. 
 
 
Simko I, Atallah AJ, Ochoa OE, Antonise R, Galeano CH, Truco MJ, Michelmore RW 
(2013). Identification of QTLs conferring resistance to downy mildew in legacy cultivars of 
lettuce. Scientific reports, 3(1):1-10. 
 
 
Souza JO, Dalpian T, Braz LT, Camargo M (2011). Novas raças de Bremia lactucae, 
agente causador do míldio da alface, identificadas no estado de São Paulo. Horticultura 
Brasileira, 29:282-286. 
 
 
Schettini T, Legg E, Michelmore RW (1991). Insensitivity to metalaxyl in California 
populations of Bremia lactucae and resistance of California lettuce cultivars to downy 
mildew. Phytopathology, 81:64–70. 
 
 
Tobar-Tosse DE, Candido WDS, Marin MV, Panizzi RC, Barbosa JC, Braz LT (2017). 
Resistance of green leaf lettuce lines to the Bremia lactucae races identified in São Paulo 
State. Summa Phytopathologica, 43(1):55-57. 
 
 
Trimboli DS, Nieuwenhuis J (2011). New races of Bremia lactucae on lettuce in Australia. 
Australasian Plant Disease Notes, 6 (1):62-63.  
 
 



61 
 

van Ettekoven K, van der Arend A (1999). Identification and denomination of “new” races 
of Bremia lactucae In: Eucarpia meeting on leafy vegetables genetics and breeding. 
p. 105 – 107. Olomuc: Czech Republic, Proceedings… 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



62 
 

CAPÍTULO 3 - Estrutura populacional de isolados brasileiros de Bremia lactucae  
analisada por meio de marcadores moleculares SNPs 

 
RESUMO – Bremia lactucae Regel é causador do míldio da alface, umas das 

principais e mais estudas doenças da cultura devido a complexa e altamente adaptável 
estrutura genética. A caracterização fenotípica e molecular das raças do patógeno é 
realizada em diversos países, cuja última é principalmente feita via marcadores 
moleculares, esta, ainda incipiente para as raças brasileiras de B. lactucae. Neste 
sentido, o objetivo deste estudo é caracterizar molecularmente via marcadores 
moleculares SNP isolados de B. lactucae coletados no Brasil. 14 isolados brasileiros de 
B. lactucae coletados dos estados de São Paulo (SP), Paraná (PR) e Rio Grande do Sul 
(RS) em 2015, 2016 e 2017 foram fenotipados, multiplicados em laboratório e suas 
soluções de esporos preparadas para extração de DNA. Este foi extraído pelos métodos 
CTAB e PowerSoil, quantificados e as bibliotecas construídas baseadas nos protocolos 
Illumina, a partir fragmentos de DNA de 350 pb. As sequências genômicas resultantes 
foram agrupadas com as de outros 40 isolados da Europa e Estados Unidos, as quais 
foram deduplicadas, trimadas pra qualidade, alinhadas com genoma de referência e 
filtradas para cobertura genômica mínima de 10x, distância entre SNPs de 4000 bp e 
qualidade genômica de 40.  3040 sites SNPs foram utilizados para análise de diversidade 
e estratificação da análise populacional utilizando-se AMOVA e Árvore de Extensão 
Mínima assim como Análise Discriminante de Componentes Principais (DAPC). A partir 
da distância genética de Nei, os isolados foram agrupados em três grupos, o brasileiro, o 
norte-americano e o europeu, o qual também foi corroborado pela DAPC. As populações 
brasileiras de B. lactucae são geneticamente mais relacionadas com as populações 
europeias do que as norte-americanas, sendo os isolados de SP aqueles que mais se 
aproximam dos europeus. Efeitos de deriva genética a partir de populações europeias de 
B. lactucae podem estar relacionadas com a proximidade deste com a população 
brasileira.  A maior parte da diversidade genotípica é entre isolados de mesmo local, 
embora haja diferenças geográficas entre as populações. Por meio do índice de 
associação, infere-se que as populações brasileiras de míldio apresentam reprodução 
predominante assexuada e, consequentemente caraterística clonal. O sequenciamento 
é eficiente em caracterizar populações do míldio, porém, sequenciar mais isolados 
brasileiros é necessário para melhor compreensão dos fenômenos genético-adaptativos 
recorrentes dentro e dentre as populações do patógeno, assim como a dinâmica 
populacional entre os locais de ocorrência da doença.   
Palavras-chave: Míldio da alface; Lactuca sativa L.; genômica, genética de população; 
sequenciamento 
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CHAPTER 3 - Population structure of brazilian isolates of Bremia lactucae analyzed  
 by SNPs molecular markers 

 
ABSTRACT Bremia lactucae Regel is the cause of downy mildew of lettuce, one 

of the main and most studied diseases of the crop due to its complex and highly adaptable 
genetic structure. The phenotypic and molecular description of the pathogen races are 
done in several countries mainly by molecular markers, but molecular studies about the 
pathogen are incipient in Brazil. Then this study aims to describe molecularly B. lactucae 
isolates collected in Brazil by SNP markers. 14 B. lactucae Brazilian isolates from states 
of São Paulo (SP), Paraná (PR) and Rio Grande do Sul (RS) collected in 2015, 2016 and 
2017 were phenotyped, multiplied in laboratory and had their spore solutions prepared for 
DNA extraction. Their DNA were extracted by CTAB and PowerSoil methods, quantified 
and the libraries were constructed using Illumina protocols from 350 bp fragments lengths. 
The resulting genomic sequences were pooled with those from 40 other isolates from 
Europe and the United States, which were deduplicated, trimmed for quality, aligned to 
the reference genome, and filtered for minimum genomic coverage of 10x, SNP distance 
of 4000 bp, and genomic quality of 40. 3040 SNPs sites were analyzed for diversity and 
population stratification analysis using AMOVA, Minimum Spanning Tree and 
Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC). Nei’s genetic distance grouped 
the isolates in three clusters, the Brazilian, North American and European, what is consent 
with the observed for DAPC analysis. The Brazilian populations of B. lactucae are more 
closely related with the Europeans than the North-Americans and the isolates from SP 
are the closest ones. Genetic drift from Europeans B. lactucae populations could explain 
the genetic closeness of them with the Brazilian ones. The greatest genotypic diversity 
was from isolates from the same location, despite the geographic differences among 
these populations. The association index showed that the Brazilian populations has 
predominant asexual reproduction and for this reason, are practically clonal. Genetic 
sequencing is efficient to describe downy mildew populations, but sequencing more 
Brazilian isolates is required for better understanding of the recurrent genetic adaptation 
capabilities that occurs inside and among the pathogen populations and also to clarify the 
population dynamics among the disease occurrence locations.  
Keywords: Lettuce downy mildew; Lactuca sativa L.; genomics, population genetics; 
sequencing 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O oomiceto Bremia lactucae Regel, causador da doença do míldio da alface, é um 

organismo biotrófico pertencente à família Peronosporaceae, cujos mecanismos de 

infecção e multiplicação são frequentemente estudados devido à sua íntima e complexa 

relação com o hospedeiro. Tal complexidade está relacionada com a sua alta 

variabilidade genética, havendo diversos relatos de raças fisiológicas e adaptações a 

fungicidas ao longo dos anos (Brown et al., 2004; Michelmore e Wong, 2008; van Hese 

et al., 2016).  

O monitoramento das raças do míldio tem sido realizado por vários pesquisadores 

de todo o mundo, na tentativa de elucidar a dinâmica populacional do mesmo, assim 

como os mecanismos genéticos envolvidos na sua alta variabilidade (Lebeda, 1984; 

Lebeda e Zinkernagel, 2003; Sharaf et al., 2007; Trimboli e Nieuwenhuis, 2011; Braz et 

al., 2016).  

No Brasil, o monitoramento de raças do míldio ocorre desde 2003 conduzido pelo 

Núcleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) locado na Universidade 

Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de Jaboticabal, o qual já identificou 17 fenótipos de 

virulência, sendo quatro deles (SPBl:01, SPBl:02, SPBl:03 e SPBl:04) mais frequentes 

(Braz et al., 2007; Souza et al., 2011; Castoldi et al., 2012; Galatti et al., 2012; Nunes et 

al., 2016; Marin et al., 2019). O International Bremia Evaluation Board locado nos EUA 

(IBEB-US) e na Europa (IBEB-EU) já identificaram nove e 36 raças de B. lactucae, 

respectivamente, entretanto, apenas a raça Bl:21EU, encontrada a Itália, apresenta o 

mesmo padrão de virulência do fenótipo SPBl:17, encontrado no Brasil (estado de São 

Paulo). Os grupos americano e europeu tem investido em estudos moleculares acerca 

das especificidades genéticas do patógeno e suas raças, o que proporcionou a abertura 

e caracterização detalhada de populações desse patógeno e revelaram uma variação 

genética considerável em B. lactucae (Choi et al., 2011; Studholme et al., 2011; 

Michelmore et al., 2013; Hubbard et al., 2015, Gil, 2018).  

Sabe-se que, em termos de fatores de virulência, existe similaridade entre as 

populações do míldio encontradas no estado de São Paulo com as populações europeias 
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e californianas (Marin et al., 2019). No entanto, a caracterização a nível molecular de 

isolados brasileiros é incipiente, carecendo de estudos mais aprofundados para a 

confirmação das raças, das características de virulência e de como geneticamente ocorre 

o surgimento de novos fenótipos de virulência de B. lactucae. Além disso, a partir do 

sequenciamento genético dos isolados coletados no Brasil, torna-se possível compará-

los com isolados de outros países, favorecendo a compreensão da dinâmica populacional 

do patógeno e, consequentemente, unificando a pesquisa e favorecendo o 

desenvolvimento de cultivares de alface resistentes ao míldio. Assim, para favorecer o 

controle mais duradouro da doença, é importante entender as bases moleculares 

fundamentais relacionadas com a evolução do patógeno.   

Entre as ferramentas moleculares mais difundidas para análise populacional de 

patógenos, está o marcador molecular SNP (Single Nucleotide Polymorphic), o qual 

oferece a vantagem de ser numeroso, presente em todo o genoma e altamente 

informativo em termos de desequilíbrio de ligação (Maruki e Lynch, 2015). A partir deste 

marcador, torna-se possível calcular a diversidade genética e estrutural da população 

com alta precisão, além de permitir-se inferir sobre as forças evolucionárias atuantes nas 

populações analisadas (Grünwald e Goss, 2011).  

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar molecularmente a estrutura de 

populações brasileiras de Bremia lactucae a partir de sequenciamento genético e 

marcadores SNPs, comparando-as com populações do patógeno oriundas de outros 

países. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Coleta e manutenção de isolados 
 

Ao todo, 54 isolados de Bremia lactucae foram selecionados para análise de 

variação genética e genômica de populações (Tabela 1). Os isolados brasileiros de 

Bremia lactucae utilizados no atual experimento são oriundos de coletas nos anos de 

2015, 2016 e 2017 e fazem parte do banco genético da espécie, sendo fruto do 
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monitoramento de raças realizado pelo Núcleo de Estudos em Genética e Melhoramento 

de Plantas, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de Jaboticabal. Os 

isolados estrangeiros foram fazem parte do banco de dados de Bremia lactucae mantido 

pelo Genome Center, locado na University of California, no município de Davis, Califórnia, 

EUA. A partir deste banco, os isolados europeus são historicamente utilizados para 

caracterizar genes de resistência Dm em alface (Ilott et al., 1989), cujo monitoramento de 

raças é coordenado pelo IBEB desde os anos 2000s, o qual já caracterizou mais de 6.530 

isolados (ISF, 2020). Os demais isolados são fruto do monitoramento de raças para 

caracterização dos fenótipos de virulência das populações de B. lactucae estadunidense, 

o qual é realizado desde os anos 1980s no estado da Califórnia e desde os anos 2000s 

em outros estados do oeste dos Estados Unidos. Além disso, o banco genético contem 

coleções históricas de B. lactucae coletadas em diversos países da Ásia e Oceania.  

A coleta dos isolados brasileiros se deu de maneira randômica, a partir da 

amostragem de folhas de cultivares comerciais de alface apresentando sinais e sintomas 

de míldio durante o inverno nos meses de junho a setembro, cujas condições de umidade 

e temperatura são favoráveis ao desenvolvimento do patógeno. Em laboratório, os 

isolados foram multiplicados e mantidos por meio de constantes inoculações em cultivar 

suscetível Solaris previamente às suas respectivas diferenciações fenotípicas.  

 
Tabela 1. Isolados de Bremia lactucae e seus respectivos locais/ano de coleta e 
identificação como raça fisiológica.  

Identificação do 
isolado1 

Município/Estado/País 
de coleta2 Ano de coleta 

Identificação como 
raça  

SPBar05/15 - /SP/BRA 2015 SPBl:01 

SP140/15 - /SP/BRA 2015 SPBl:03 

SP140_1/15 - /SP/BRA 2015 N/N 

RS01/15 Maquiné/RS/BRA 2015 N/N 

RS02/15 Maquiné/RS/BRA 2015 N/N 

RS03/15 Maquiné/RS/BRA 2015 N/N 
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RS07/15 
Flores da 

Cunha/RS/BRA 
2015 N/N 

PR03/16 
São José dos 

Pinhais/PR/BRA 
2016 N/N 

PR04/16 
São José dos 

Pinhais/PR/BRA 
2016 N/N 

PR16/16 Colombo/PR/BRA 2016 N/N 

PR18/16 Colombo/PR/BRA 2016 N/N 

SP118/17 
São José do Rio 
Preto/SP/BRA 

2017 N/N 

SP134/17 Lajeadinho/RS/BRA 2017 N/N 

SP143/17 Salesópolis/SP/BRA 2017 N/N 

P24 Ventura/CA/EUA 1982 Bl: 2US 

M40 Moonpark/CA/EUA 1983 Bl: 1US 

M42 Salinas/CA/EUA 1983 Bl: 2US 

D33 Salinas/CAEUA 1990 Bl: 3US 

D49 Salinas/CA/EUA 1990 Bl: 4US 

D55 Salinas/CA/EUA 1990 Bl: 2US 

622b King City/CA/EUA 1998 Bl: 6US 

1017 Salinas/CA/EUA 2004 N/N 

1034 Yuma/AZ/EUA 2005 N/N 

1181 Salinas/CA/EUA 2008 N/N 

1363 Yuma/AZ/EUA 2012 Bl: 8US 

1365 - /CA/EUA 2012 N/N 

1376 King City/CA/EUA 2012 Bl: 7US 

1410 King City/CAEUA 2013 N/N 

1412 King City/CA/EUA 2013 N/N 

1428 Santa Maria/CA/EUA 2014 N/N 
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1469 Huron/CA/EUA 2014 N/N 

1474 Yuma/AZ/EUA 2014 N/N 

1474fil Yuma/AZ/EUA 2014 N/N 

1485 King City/CA/EUA 2014 N/N 

1486 King City/CA/EUA 2014 N/N 

1549 - /CA/EUA 2014 N/N 

1689 Watsonville/CA/EUA 2015 N/N 

1764 San Lucas/CA/EUA 2015 N/N 

1806 Chualar/CA/EUA 2015 Bl: 7US 

1825 - /CA/EUA 2016 N/N 

6B Europa Pré-1980s N/N 

7C Europa Pré-1980s N/N 

SF5 Finlândia Pré-1980s N/N 

IL4 Israel Pré-1980s N/N 

AM Austrália Pré-1980s N/N 

1834 -/CA/EUA 2016 N/N 

BL1 Europa Pré-1980s Bl: 1EU 

BL14 Holanda 1980s Bl: 14EU 

BL20 Europa 1999 Bl: 20EU 

BL23 França 2001 Bl: 23EU 

BL24 Holanda 2002 Bl: 24EU 

BL31 Europa 2013 Bl: 31EU 

BL33 Europa 2016 Bl: 33EU 

BL34 Europa 2017 Bl: 34EU 

1As duas primeiras letras da identificação da amostra correspondem ao estado em que foram originadas, seguido do 
número do isolado e do ano em que foi coletado. 2Múltiplos municípios/países de coleta ou dados inexistentes. 
3N/N: Não nomidado 



69 
 

Para a classificação fenotípica dos isolados brasileiros, utilizou-se o conjunto de 

cultivares diferenciadoras EU-C proposto pelo IBEB, o qual é composto por três grupos 

de seis cultivares diferenciadoras em cada um dos grupos. O código gerado é a soma 

dos valores que cada diferenciadora representa (crescendo em escala de 2) quando se 

mostra suscetível ao isolado testado, sendo esta metodologia proposta por van Ettekoven 

e van Arend (1999). Códigos sexteto diferentes representam fenótipos distintos do 

patógeno. A resposta de resistência/susceptibilidade a B. lactucae em cultivares de alface 

no conjunto diferencial EU-C dos isolados selecionados identificados, no Brasil, nos 

estados de São Paulo, Paraná e Rio Grande do Sul encontram-se na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Resposta de resistência/susceptibilidade a isolados de B. lactucae identificados 
no Brasil, estados de São Paulo, Paraná e Rio Grande do Sul, com base no conjunto 
diferencial EU-C. 
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Gene Dm ou RF 

0 3 4 14 15 16 18 37 38 25 ? ? ? ? ? ? 

Valor do código sexteto 

0 1 2 4 8 16 32 1 2 4 8 16 32 1 2 4 

Isolado 
 

Código 
sexteto 

SPBl:01 + + + + + + - + - - + (-) - (-) (-) - 31/09/00 

SPBl:03 + + + + + + - + - - - (-) - - (-) (-) 31/01/00 

SP140_1/15 + + + + + + - (+) (-) - (-) (-) - (+) + (-) 31/01/03 

RS01/15 + + + + + + - - - - (-) (-) - - + (-) 31/00/02 

RS02/15 + + + + + + - - - - (-) (-) - - + - 31/00/02 

RS03/15 + + + - - + + - - (-) + - - - - - 51/08/00 

RS07/15 + + + + + + - - - - (-) (-) - - + - 31/00/02 

PR03/16 + + + + + + - + - - - - - - - - 31/01/00 

PR04/16 + + + + + + + + - - + + - - - - 63/25/00 

PR16/16 + + + + + + - + - - - + - - (-) - 31/17/00 

PR18/16 + + + + + + - + - - - - - - - - 31/01/00 

SP118/17 + + + + + + - - - - (-) - - - + - 31/00/02 

RS134/17 + + + + + + - (-) - - - (-) - - + (-) 31/00/02 

SP143/17 + + + + + + - - - - (-) (-) - - + - 31/00/02 
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Cada um dos isolados foi inoculado na cultivar Solaris, bem como nas cultivares 

diferenciadoras, de acordo com a técnica de Ilott et al. (1987) sob concentração de 5x104 

esporângios ml-1. Após a inoculação, as plântulas foram mantidas em câmara de 

incubação tipo B.O.D. (“Biochemical Oxygen Demand”) sob temperatura de 13°C e 

fotoperíodo de 12h. As observações ocorreram aos 7, 11 e 15 dias, classificando as 

plântulas como + quando a esporulação foi abundante, (+) esporulação esparsa superior 

a 50%, (-) esporulação esparsa inferior a 50% e – na ausência de esporulação. Assim, 

as cultivares cuja resposta à inoculação é classificada em + ou (+), são suscetíveis, 

enquanto as – e (-), resistentes. A partir do padrão de suscetibilidade apresentado por 

cada isolado, determina-se os fatores de virulência, assim como permite-se recomendar 

os genes Dm e FR para uso em programas de melhoramento genético.  

 

2.2 Preparo das amostras para extração de DNA 

 

Folhas cotiledonares contendo esporângios visíveis de B. lactucae foram 

coletados de quatro caixas Gerbox contendo o mesmo isolado e transferidos para tubo 

Falcon de 50 ml. Ao mesmo, adicionou-se água destilada e autoclavada suficiente para 

lavar a cobertura vegetal, agitou-se o tubo em Vortex, a fim de suspender os esporos 

aderidos à superfície foliar, e estes foram transferidos para outro tubo Falcon de mesmo 

volume. Após, foram submetidos a centrifugação a 1.900 rpm, a 10°C por 10 minutos, 

descartando-se o sobrenadante. Ao mesmo, adicionou-se 10 ml de água destilada, 

ressuspendeu-se o pellet e homogeneizou-se a solução, transferindo-se alíquotas de 2 

ml da solução de esporos a tubos Eppendorf de 2 ml. Estes foram submetidos a 

centrifugação a 10.000 rpm, 4°C por 20 min, descartando-se o sobrenadante. Por fim, 

adicionou-se 1 ml de etanol 100% em cada um dos tubos, ressuspendeu-se o pellet e 

manteve-se os tubos refrigerados em freezer -20°C até prosseguir-se com a extração de 

DNA. Todo o processo foi realizado para cada um dos isolados de B. lactucae utilizados.  

Os métodos de extração de DNA utilizados para cada um dos isolados encontram-

se no Quadro 1.  
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Quadro 1. Isolados de Bremia lactucae e os respectivos métodos de extração de DNA 
utilizados.  

Isolado Método de Extração 

SPBar05/15 CTAB e PowerSoil Dneasy Kit 

SP140/15 CTAB 

SP140_1/15 CTAB e PowerSoil Dneasy Kit 

RS01/15 CTAB 

RS02/15 CTAB 

RS03/15 CTAB 

RS07/15 CTAB 

PR03/16 CTAB 

PR04/16 CTAB 

PR16/16 CTAB e PowerSoil Dneasy Kit 

PR18/16 CTAB 

SP118/17 CTAB e PowerSoil Dneasy Kit 

RS134/17 CTAB e PowerSoil Dneasy Kit 

SP143/17 CTAB e PowerSoil Dneasy Kit 

 

2.3 Pré-lavagem com Sorbitol e extração de DNA – método CTAB 

 

Previamente ao início do protocolo de extração, procedeu-se à remoção de 

impurezas contidas nos pellets de cada um dos isolados utilizando-se tampão de 

lavagem, de modo a torná-los menos viscosos, túrbidos e de coloração marrom. O 

tampão de lavagem utilizado foi a base de Sorbitol (100 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,35M 

Sorbitol, 5 mM EDTA pH 8.0, 1% (p/v) Polivinilpirrolidona (peso molecular médio: 40,000; 

PVP- 40), o qual passou a estar pronto para uso após a adição de 2-mercaptoetanol (1% 

v/v), logo antes do início do protocolo de extração. Para cada tubo contendo os pellets 

dos isolados de B. lactucae, adicionou-se 1 mL de tampão de lavagem, homogeneizando-

se a solução por agitação manual e, posteriormente, centrifugando-os por cinco minutos 

a 5.000 rpm em temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante contendo 

polissacarídeos e polifenóis foi descartado, sendo o processo repetido até os pellets 

atingirem a coloração marrom clara ou verde, estando assim aptos para início da 

extração.  

Após o descarte da solução a base de Sorbitol, os pellets formados de esporos de 

cada isolado, foram ressuspendidos com 700 µL de tampão de extração contendo 

100mM Tris-HCL, pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20mM de EDTA e 2% p/v CTAB, o qual foi 
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preparado logo antes da utilização ao adicionar-se 10 µL de β-mercaptoetanol por mL de 

tampão. A suspensão de esporos foi transferida para microtubos de 2 mL contendo 200 

µL de esferas de vidro esterilizadas Rain-X® de dimensão 425-600nm, sendo 

posteriormente agitadas em Vortex a 15.000 rpm em temperatura ambiente por três 

minutos. O líquido foi transferido para tubos cônicos de 2 mL. As esferas de vidro foram 

então removidas por enxágue diversas vezes com, aproximadamente, 1 mL de tampão 

de extração. As amostras foram então incubadas a 65°C por 30 minutos sob agitação 

frequente após adicionar-se 15 µL de 10 mg.ml-1 de solução de RNAse.  

A extração de DNA com fenol:clorofórmio foi realizada a base álcool 

fenol:clorofórmio:isoamil na proporção volumétrica de 25:24:1, sendo adicionado aos 

tubos o mesmo volume utilizado para o tampão de extração (700 µL), os quais foram 

manualmente agitados por inversão durante 10 minutos sob temperatura ambiente. As 

amostras foram então centrifugadas a 10.000 rpm em temperatura ambiente por 10 

minutos. A fase aquosa (superior), composta por ácidos nucleicos, foi cuidadosamente 

transferida com pipeta para novos tubos cônicos de 2 mL, evitando-se coletar detritos 

provenientes das demais fases aquosas.  

A segunda extração foi realizada ao adicionar-se ao volume de ácido nucleico, 

mesmo volume de solução 24:1 de álcool clorofórmio:isoamil. Posteriormente, o DNA foi 

precipitado pela adição de 0,10 volume de acetado de sódio 3M pH 5,2 e volume 0,7 de 

isopropanol e incubado overnight a -20°C. Após a incubação, centrifugaram-se os tubos 

a 13.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente, descartando-se o sobrenadante 

e o pellet de DNA foi lavado com etanol 70%, seguido de centrifugação por 10 minutos a 

10.000 rpm. Os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos com pipeta e os tubos 

contendo os pellets de ácido nucleico foram mantidos abertos à temperatura ambiente 

até evaporar todo o etanol. Em seguida, os pellets foram ressuspendidos com 100 µL de 

10 mM Tris-HCl com pH 8,0, livre de DNAse e contendo 0,1 mg mL-1 de RNAse, sendo 

incubado a 37°C por 30 minutos. Por fim, o a quantificação de DNA de cada um dos 

isolados de B. lactucae foi examinada em fluorômetro Qubit 3.0 de acordo com protocolo 

estabelecido pelo fabricante utilizando-se o Qubit dsDNA HS Assay Kit (alta 

sensibilidade, 0,2ng até 100ng), em que se adicionou 1 µL da amostra de DNA de cada 
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isolado para 199 µL de solução de trabalho padrão do kit. As amostras de DNA de cada 

um dos isolados de B. lactucae foram armazenadas em freezer -20 °C para futuras 

análises.  

 

2.4 Extração de DNA – método PowerSoil Dneasy® 
 

Todos os estágios de extração foram realizados de acordo com o protocolo 

delineado pelo Kit Qiagen Dneasy® PowerSoil® Pro. Os pellets formados de esporos dos 

isolados foram ressuspendidos em etanol 100% e centrifugados a 15.000 rpm em 

centrífuga Eppendorf por um minuto, sendo o sobrenadante cuidadosamente descartado. 

Aos pellets, adicionaram-se 250 µL de buffer de eluição, ressuspendendo-o e transferindo 

a solução para tubos PowerBead Pro, onde adicionaram-se 800 µL de Tampão de Lise 

(CD1) (Quadro 2) e agitaram-se os tubos horizontalmente em Vortex por 10 minutos à 

máxima velocidade.  

Os tubos foram então centrifugados por um minuto a 15.000 rpm e o sobrenadante 

foi transferido para tubos “Microcentrifuge” de 2 mL em que foram adicionados 200 µL de 

solução CD2, centrifugando-os novamente a 15.000 rpm à temperatura ambiente. 

Descartando-se o pellet, o sobrenadante foi transferido para novos tubos 

“Microcentrifuge” de 2 ml em que foram adicionados 600 µL de solução CD3, agitando-

os em Vortex por 1 minuto. Desta solução, 650 µL (solução lisada) foram transferidos 

para coluna MP Spin, centrifugando-a a 15.000 rpm por 1 minuto, descartando-se o 

filtrado e repetindo-se a operação até a solução lisada se esgotar. Em seguida, a coluna 

MP Spin foi, cuidadosamente, transferida para tubos de coleta de 2 ml, onde foram 

adicionados 500 µL de solução de eluição (EA solution) e centrifugou-se os tubos a 

15.000 rpm por um minuto e descartou-se o filtrado. A seguir, retornou-se as colunas MP 

Spin para os tubos de coleta utilizados anteriormente onde foram adicionados 500 µL de 

solução C5 através da coluna, centrifugando-se os tubos novamente por 1 minuto a 

15.000 rpm e descartou-se o filtrado. A mesma coluna MP Spin foi transferida para novos 

tubos de coleta de 2 ml e submetidos à centrifugação a 16.000 rpm, sendo a coluna então 

transferida para novos tubos de eluição de 1,5 mL. À mesma coluna MP Spin, adicionou-
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se 100 µL de solução C6 especificamente no centro da membrana filtrante, a qual foi 

então submetido a 15.000 rpm por um minuto. Ao fim, descartou-se a coluna, o DNA 

extraído dos isolados de B. lactucae e após a quantificação de DNA em fluorômetro Qubit 

3.0 como descrito anteriormente, as amostras estavam prontas para construção das 

bibliotecas.  

 

2.5 Bibliotecas genômicas 
 

As bibliotecas foram preparadas a partir de DNA genômico de alto peso molecular 

(>20 kb). Estas foram indexadas e preparadas utilizando-se kits de reagentes e 

protocolos das empresas Illumina (San Diego, CA), NEB (Ipswich, MA), e Enzymatics 

(Beverly, MA). As seleções de tamanho dos fragmentos de DNA, assim como sua 

purificação, foram realizadas por meio da ligação de adaptadores para fragmentos de 

350 bp utlizando-se 0.8 Agencourt Ampure beads XP (Beckman Coulter, Brea, CA) e 

eluídos em 20 μL de tampão de eluição.  As concentrações foram checadas e ajustadas 

para obter-se “pools” de 20 bibliotecas em que cada uma delas fosse individualmente e 

igualmente representadas. O “pool” de bibliotecas foi sequenciado pelo DNA 

Technologies Core locado na UC Davis Genome Center (http://genomecenter.ucdavis.ed 

u) por meio dos sistemas de sequenciamento Hiseq 4000 e Miseq, ambos Illumina, 

gerando, em média, 30 milhões (15 M forward + 15M reverse) de leituras pair-end (PE) 

codificadas para cada isolado de B. lactucae. 

 

2.6 Processamento das leituras e análises dos dados 
 

Para cada um dos isolados, sequências genômicas matrizes FASTQ foram 

deduplicadas utlizando-se o software SuperDeduper v.2.0 (Petersen et al., 2015) e foram 

trimados para qualidade e acoplamento de adaptadores sob comprimento mínimo de 25 

pb em complemento com filtração para qualidade de 20 pb com o software BBDuk, o qual 

é utilitário do BBmap v37.68 (BBMap - Bushnell B. -sourceforge.net/projects/bbmap/).  

As sequências Illumina foram mapeadas de acordo com o genoma de referência 

para Bremia lactucae, o isolado SF5, versão 8.0 por meio do software BWA-MEM 
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algoritmo v0.7.16a (Cheema e Dics, 2009; Li, 2013). Em seguida, foram adicionados 

grupos de leitura à cada um dos isolados, de maneira a identificá-los no pós-agrupamento 

das sequências, o qual foi realizado por meio da ferramenta Picard-Tools 2.18.4 

(http://broadinstutute.github.io/picard). Os isolados SPBar05/15, SP118/17 e SP134/17, 

SP140_1/15, SP143/17 e PR16/16 foram ressequenciados, e as novas leituras foram 

agrupadas com as correspondentes realizadas primeiramente, utilizando-se Samtools 

1.10 (Li et al., 2009).  

A cobertura genômica foi obtida pelo uso da ferramenta BEdTools2 v2.27.0 

multicov (Quinlan, 2014), utilizando-se coordenadas para elementos repetidos e arquivos 

BAM gerados pelo alinhamento das sequências genômicas dos isolados em relação ao 

genoma de referência SF5. Para o presente estudo, foram utilizados isolados cujas 

leituras proporcionaram cobertura genômica ≥ 10x, tendo seus SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism) chamados por meio do software Freebayes 1.3.1 (Garrison e Marth, 

2012).  

As variáveis foram então filtradas utilizando-se a ferramenta VCFTools V0.1.15 

(Danecek et al., 2011), descartando-se indels e os seguintes critérios foram adotados: i) 

sem dados perdidos em nenhum dos indivíduos; ii) localização dentro de uma área de 

cobertura média para todos os isolados de, no mínimo 10x; iii) qualidade genômica 

mínima de 40; iv) distância mínima de 4000 pb entre um e outro SNP, de maneira a evitar 

amostragens de SNPs conectados.  

O arquivo vcf resultante foi de 3.040 sites de SNPs em todos os 54 isolados. Este 

arquivo foi transformado em elemento “genclone” utilizando-se o pacote de dados vcfr 

(Knaus et al., 2017) vinculado ao software R (R Core Team, 2016. O arquivo “genclone” 

foi então usado para diferenciação de diversidade e estratificação da análise populacional 

utilizando-se AMOVA e Árvore de Extensão Mínima por meio do pacote POPPR (Kamvar 

et al., 2014), assim como análises DAPC (Análise Discriminante de Componentes 

Principais) oriundas do pacote Adegenet (Paradis et al., 2017). A diversidade genotípica 

de entre os isolados foi analisada considerando-se a intensidade e uniformidade de dois 

índices em conjunto: 1) Índice de Diversidade de Simpson, o qual analisa os genótipos 

como um todo e então estima a probabilidade de dois genótipos selecionados 

http://broadinstutute.github.io/picard
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aleatoriamente serem diferentes entre si, partindo-se de 0 (sem diferença genotípica) até 

1 (distintos); 2) Índice de Diversidade de Nei, o qual examina as frequências de fatores 

de diferenciação ou a probabilidade esperada que um indivíduo tem de ser heterozigoto 

para um dado locus (Paradis et al., 2017) 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As leituras de todos os isolados foram mapeadas de acordo com o genoma de 

referência do isolado SF5 v.8, cuja média de SNPs obtidos foi em torno de 1,3 milhão por 

isolado, enquanto a média da cobertura genômica dos isolados alcançou 51,92x. (Tabela 

3).  

Tabela 3. Profundidade coberta do genoma (PCG), porcentagem coberta do genoma 
(%CG) número total de SNPs (SNPs TOTAL) de isolados de Bremia lactucae. 

Isolado PCG %CG SPNs TOTAL Isolado PCG %CG SPNs TOTAL 

SPBar05/15 33 31,17 1.548.946 1474fil 49 49,20 1.589.576 
SP140/15 14 18,99 1.326.040 1474 87 79,73 1.560.439 

SP140_1/15 12 17,44 1.287.326 1485 56 55,24 1.312.709 
SP118/17 37 71,98    705.987 1486 79 47,26 1.271.414 
RS134/17 10 30,96 1.254.673 1549 98 82,90 1.214.521 
SP143/17 22 27,20 1.449.637 1689 49 56,42 1.365.570 
PR03/16 44 27,33 1.543.508 1764 54 55,18 1.247.299 
PR04/16 42 24,17 1.578.016 1806 45 73,38 1.355.301 
PR16/16 9 31,17 1.879.078 1825 56 91,98 1.305.521 
PR18/16 25 19,32 1.465.344 1834 59 90,64 1.312.991 
RS01/15 30 69,08 1.532.907 BL1 72 65,21 1.428.669 
RS02/15 33 28,05 1.516.860 BL14 67 92,78 1.467.271 
RS03/15 16 25,37 1.405.420 BL20 56 80,88 1.507.206 
RS07/15 35 55,58 1.537.822 BL23 91 83,92 1.512.544 

622b 85 68,61 1.300.525 BL24 27 84,53 1.239.579 
SF5 161 99,29 1.312.511 BL31 45 92,85 1.614.259 
P24 134 93,48    820.835 BL33 65 89,55 1.297.828 
1017 84 84,88 1.513.271 BL34 56 61,49 1.420.546 
1034 64 62,42 1.179.325 M40 47 64,19 1.485.361 
1181 118 78,32 1.588.567 M42 76 69,25 1.591.486 
1363 12 46,10 1.039.673 D33 59 86,55 1.340.886 
1365 60 66,28 1.238.022 D49 27 81,45 1.107.893 
1376 20 62,94 1.240.006 D55 44 79,04 1.340.886 
1410 89 42,23 1.169.016 IL4 13 97,97 1.318.240 
1412 54 93,10 1.235.017 AM 11 96,71 1.310.814 
1428 63 79,30 1.559.962 6B 47 61,71    890.585 
1469 13 62,73    904.108 7C 76 97,76 1.084.905 
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Após a filtragem dos SNPs pelos critérios descritos anteriormente, selecionou-se 

um conjunto de 3.040 SNPs, sob ausência de dados perdidos, área de cobertura 

genômica de, no mínimo 10x e espaçadas por ao menos 4000 pares de bases (pb) para 

evitar SNPs fortemente ligados uns aos outros. Os SNPs selecionados foram utilizados 

para identificar regiões sujeitas a pressões de seleção que podem ser relevantes do ponto 

de vista evolucionário do patógeno. Para tal, primeiramente, estabeleceu-se a estrutura 

genética fundamental do conjunto de isolados avaliados, de modo a testar se a 

estratificação das populações e subpopulações proposta corresponde à genética em 

termos temporais e de locais de coleta (Quadro 3). 

 
Quadro 3. Divisão hierárquica proposta de populações de Bremia lactucae baseadas em 
origens geográficas e época de coleta. 

Origem geográfica Época de coleta Isolados 

Brasil – São Paulo 2015 SP140, SP140_1, SPBar05 

Brasil – São Paulo 2017 SP118, SP143 

Brasil – Rio Grande do Sul 2015 RS01, RS02, RS03, RS07 

Brasil – Rio Grande do Sul 2017 RS134 

Brasil – Paraná 2016 PR03, PR04, PR16, PR18 

Europa Pré-1980s BL1, 6B, 7C e SF5 

Europa 1980s BL14, D33, D49, D55 

Europa 1990s BL20 

Europa 2000s BL23, BL24 

Europa 2010s BL31, BL33, BL34 

Oeste EUA 1980s P24, M40, M42 

Oeste EUA 1990s 622b 

Oeste EUA 2000s 1017, 1034, 1181 

Oeste EUA 2010s 
1363, 1365, 1376, 1410, 1412, 1428,1469, 1474, 

1474-filt, 1485, 1486,1549, 1689, 1764, 1806, 
1825, 1834 

Israel Pré-1980s IL4 

Austrália Pré-1980s AM 

 

Os SNPs selecionados foram utilizados para construção da árvore filogenética 

pelo método “Neighbor-Joining” baseada na distância genética de Nei (Nei, 1972) (Figura 

1). A árvore gerada está de acordo com a estrutura de população esperada, cuja 

população brasileira se diferencia das populações europeias e americanas, assim como 

estas também se agrupam separadamente (Figura 1A). Observa-se que a população 

brasileira de B. lactucae apresenta proximidade genética às populações americanas e 
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europeias, no entanto, ao adicionar-se o estrato “Época de Coleta” às populações, 

percebe-se que as subpopulações brasileiras se mantem agrupadas, porém, 

geneticamente mais próximas das subpopulações europeias das décadas de 1990s, 

2010s e 1990s, respectivamente (Figura 1B). A raça europeia mais próxima da população 

brasileira de B. lactucae é a BL:20, seguida das raças Bl:31, Bl:33, Bl:34, Bl:1 e Bl:14, as 

quais são mais proximamente aparentadas aos isolados de SP, SP134 e SP140 

(SPBl:02) e SP140_1 e do RS, RS03, este fenotipicamente próximo à raça BL:20 (Figura 

1C). No entanto, caracterizar a proximidade genética de populações do míldio apenas 

por meio dos fenótipos de virulência não é recomendado, visto que estudos recentes 

sobre oomicetos indicam que a estrutura genética da população de B. lactucae não se 

correlaciona totalmente com os fenótipos de (a)virulência (Gil, 2018).  

Entre as hipóteses para que esse fenômeno ocorra está a heterocariose, a qual 

tende a ser causada por hibridização somática e já foi observada em isolados de B. 

lactucae coletados nos últimos 37 anos, tanto na Europa quanto nos Estados Unidos 

(Michelmore e Ingram,1980; Michelmore e Sansome, 1982). A heterocariose gera 

consequências fenotípicas distintas para o mesmo isolado, incluindo diferenças na taxa 

de esporulação do mesmo, de maneira que derivativos de esporo único provenientes de 

um único isolado, podem apresentar-se como sendo raças distintas em testes fenotípicos 

de (a)virulência (Fletcher et al., 2019).  Neste sentido, reconhecer ancestralidade dos 

isolados de B. lactucae brasileiros com base nos fenótipos de (a)virulência se torna 

prejudicada, visto que isolados oriundos da Europa e Estados Unidos, mesmo 

geneticamente próximos, podem ter passado a apresentar fenótipos distintos ao serem 

inseridos em populações brasileiras. 
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Figura 1. Árvore filogenética baseada no método “Neighbor 
joining” de 54 isolados de Bremia lactucae. A) Distância 
genética baseada no Local de Coleta dos isolados; B) 
Distância genética baseada no Local de Coleta e Época de 
Coleta dos isolados; C) Distância genética dos isolados 
sem agrupamento dos mesmos por estratos.  
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Para compreender a estrutura genética básica da população, aplicou-se a análise 

discriminante de componentes principais (DAPC) (Jombart, 2010). Esta análise 

determinou que 70% da variância foi decorrente de três clusters formados (Figura 2). 

Estes três clusters tiveram esperada dispersão genética e está de acordo com as 

diferenças geográficas entre as populações em que: o cluster de coloração verde 

corresponde à população brasileira, enquanto os cluster de coloração azul e vermelha 

correspondem à população dos Estados Unidos e Europa, respectivamente. Os 

resultados da DAPC são consistentes com aqueles obtidos pela dispersão genética dos 

isolados observada na Árvore de Extensão Mínima e, portanto, a distância genética de 

Nei pode ser considerada uma estimativa válida para relacionar questões genético-

nucleares das populações analisadas (Figura 3).  

A diversidade genotípica de cada estrato (Local de Coleta e Ano de Coleta) foi 

analisada considerando-se a intensidade e uniformidade de dois índices em conjunto, o 

Índice de Diversidade de Simpson e Índice de Diversidade de Nei (Tabela 4). Entre as 

subpopulações brasileiras, os resultados são consistentes considerando o ano de 2015, 

pois apresentou maior índice de diversidade genética (λ), visto serem isolados de regiões 

geograficamente diferentes. Em contrapartida, isolados de 2016, todos coletados no 

estado do Paraná, apresentaram intermediária diversidade genética (λ) e o maior índice 

Nei entre as subpopulações brasileiras, indicando maior probabilidade de haver número 

de loci em heterozigozidade e, consequentemente, possível estágio de maior adaptação 

genética. Por fim, os isolados coletados no estado de SP em 2017 são os menos 

geneticamente diversos, no entanto, com relativa heterozigozidade, o que indica que 

essas populações, apesar de próximas, tem alterado seus loci. O patógeno B. lactucae 

apresenta alta capacidade de se modificar geneticamente, a qual pode ser ocasionado 

pela pressão de seleção sofrida seja pelo manejo inadequado de fungicidas e/ou 

cultivares portadoras de genes de resistência, assim como para a sobrevivência em 

outros organismos da família Asteraceae além da Lactuca sativa durante períodos que 

esta não está sendo cultivada. 
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Figura 2. Estrutura de população de isolados de Bremia lactucae para 54 isolados de Bremia lactucae coletados 
no Brasil (BRA), Estados Unidos (EUA), Europa (EUR), Austrália (AUS) e Israel (ISR) baseada na Análise 
Discriminante de Componentes Principais (DAPC).  
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Figura 3. Árvore de Extensão Mínima baseada na distância genética de Nei para 54 isolados de Bremia lactucae coletados 
no Brasil (BRA), Estados Unidos (EUA), Europa (EUR), Austrália (AUS) e Israel (ISR). As cores dos nódulos de cada isolado 
representam sua origem geográfica.  
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Tabela 4. Índices populacionais para isolados de B. lactucae baseados na época e local 
de coleta considerando o número de genótipos múltilocus (MLG), Índice de Simpson (λ) 
e Índice de Diversidade de Nei.  

MLG1 Época de 
coleta 

Local de 
Coleta 

eMLG2 SE3 

Índice de 
Simpson 

 (λ)4 

Índice de 
Diversidade 

de Nei5 

7 2015 Brasil 7 0,00E+00 0,857 0,00475 
4 2016 Brasil 4 0,00E+00 0,750 0,00486 
3 2017 Brasil 3 0,00E+00 0,667 0,00554 
4 Pré-1980s Europa 4 0,00E+00 0,750 0,00835 
1 1980s Europa 1 0,00 0,00 0,01538 
1 1990s Europa 1 0,00 0,00 0,01368 
2 2000s Europa 2 0,00E+00 0,500 0,00613 
3 2010s Europa 3 0,00E+00 0,667 0,00538 
3 1980s Oeste EUA 3 0,00E+00 0,667 0,00532 
3 1990s Oeste EUA 3 0,00E+00 0,667 0,00383 
3 2000s Oeste EUA 3 0,00E+00 0,667 0,00466 

17 2010 Oeste EUA 10 2,31E-07 0,941 0,00589 

Total: 52    2,74e+0-6   
1MLG: Número de genótipos multilocus observados. 2eMLG: número de MLGs esperados na menor porção 
amostral ≥ 10 baseada na rarefação. 3SE: Erro padrão baseado no eMLG. 4Índice de Diversidade de Nei: 
probabilidade de heterozigozidade esperada (esperada) que um indivíduo será heterozigoto em um dado 
locus. 5Índice de Simpson (lambda): um menos a soma dos quadrados da frequência genotípica, sendo 
este a estimativa da probabilidade de dois genótipos selecionadas aleatoriamente serem diferentes em 
escala partindo-se de 0 (sem diferença entre os genótipos) e 1 (todos os genótipos são diferentes).  
 

Para analisar-se as diferenças nas populações em diferentes anos de coleta foram 

significantes, foi realizada análise de variância molecular com correção para clones 

(Excoffier et al., 1992) (Grünwald et al., 2003). A análise mostrou que, embora haja 

diferença na estrutura populacional devido às diferenças geográficas (φ = 0,40; Pval < 

0,001) a maior parte da variância (59,94%) ocorre entre os próprios indivíduos das 

populações do Brasil, Europa e Estados Unidos (Figura 4) (Tabela 5). Entre as épocas 

de coleta, a variância foi de apenas 10,39% e índice de fixação de 0,15, indicando a baixa 

diferenciação entre as populações do mesmo local em anos distintos.  

Além disso, realizou-se a análise de permutações, de maneira a testar a hipótese 

de que cada população apresenta desequilíbrio de ligação, o qual é inferido por meio do 

índice de associação (Figura 5). P foi igual a 0.001 na população brasileira, europeia e 

americana, anulando a hipótese de que não há ligação entre os marcadores, o que 

significa, portanto, que as populações analisadas são predominantemente clonais.  
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Figura 4. Teste de aleatorização de significância AMOVA. Os valores 
observados são representados pelas linhas verticais, enquanto os 
valores permutados são representados pelos histogramas na cor cinza. 
A) Variação entre Épocas de Coleta. B) Variação entre Locais de Coleta. 
C) Variação entre isolados de locais distintos. D) Variação entre isolados 
do mesmo local. 

 

Tabela 5. Partição da variância genética em covariantes para calcular os índices de 
fixação a partir da AMOVA, para as características de local de coleta e ano de coleta, 
respectivamente.  

Análise do estrato proposto Variação (%) Índice de Fixação(φ) P 

Entre EUA, EUR e BRA 29,67 0,40 <0,001 
Entre as coleções anuais de 
cada local, EUA, EUR, BRA 

10,39 0,15 <0,001 

Entre os isolados de cada local 
(EUA, EUR, BRA) 

59,94 0,30 <0,001 

B

C

 

D 

A 

Variação entre isolados de mesmo local 
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Figura 5. Distribuição das permutações aleatórias do 
índice de associação em Bremia lactucae. 
Populações do Brasil (BRA), Europa (EUR) e Estados 
Unidos (EUA). A linha vertical tracejada em azul 
representa o índice de associação, o qual está fora do 
limite esperado para populações de reprodução 
sexuada.  
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Assim, pela estimativa apontada pelo associação, o qual se mostrou fora dos limites 

esperados para populações de reprodução sexuada, foi possível determinar que todas 

as três populações são de reprodução predominantemente assexuada. Para o Brasil e 

Estados Unidos, esses resultados são esperados, visto que no Brasil, não há relatos 

recentes de diferentes “mating types”, no entanto, esperava-se que a população europeia 

apresentasse índices mais elevados de reprodução sexuada, visto que “mating types” B1 

e B2 ocorrem com frequência na população (Lebeda e Petrželová, 2004). 

A partir da análise genética dessas populações, foi possível observar que as 

subpopulações brasileiras são mais próximas das subpopulações europeias, visto que as 

mesmas não são completamente diferenciadas e independentes umas das outras. Parte 

desse compartilhamento genético pode ser devido a introdução de alelos durante 

ocasionais eventos de migração e deriva genética ao longo dos anos, já que as regiões 

onde os isolados brasileiros foram encontrados passaram por épocas de colonização 

europeia, sendo a influência e migração recorrentes até os dias atuais.  Em congruência 

ao índice de fixação obtido entre os locais (φ = 0,40), é possível que as populações 

brasileiras de B. lactucae sejam fruto de deriva genética por efeito fundador, a qual ocorre 

quando poucos indivíduos de uma dada população originam outra, de maneira que as 

frequências alélicas desta, representam parcialmente a população original (Mcdonald e 

Mcdermott, 1993; Mcdonald e Linde, 2002). Porém, aferir sobre as razões pelas quais 

essa diferenciação é parcial depende de sequenciar mais isolados de diferentes locais, 

procurando-se aumentar o tamanho efetivo da população e, consequentemente, 

fornecendo mais informações a respeito da dinâmica populacional aparente em cada um 

dos locais e como eles se relacionam. 

Entre as hipóteses para a baixa dispersão genética dos isolados brasileiros estão 

a menor pressão de seleção que ocorre sobre os mesmos em termos de período de 

ocorrência da doença, utilização de cultivares resistentes e manejo da cultura em relação 

à presença do patógeno. No Brasil, a ocorrência do míldio se dá nos meses de junho a 

setembro, realizada, predominantemente por pequenos e médios produtores, cujo uso 

de cultivares resistentes, assim como fungicidas registrados para B. lactucae são 

incipientes. Já na Europa, a ocorrência do míldio já foi relatada em diversos países 
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geograficamente distintos, cujos períodos de ocorrência do míldio podem se estender 

desde abril até novembro, o uso de cultivares portadoras de genes de resistentes é 

recorrente, assim como o de fungicidas registrados para a cultura. Não diferente, o 

principal estado produtor de alface nos EUA, a Califórnia, tem sua produção 

prioritariamente realizada por grandes empresas, cujo uso de cultivares resistentes e 

fungicidas são frequentes. Estes fatores, associados à introdução do patógeno B. 

lactucae no Brasil posteriormente aos demais países, pode ter contribuído para o 

agrupamento mais intenso dos isolados em termos de distanciamento genético   

O estudo das populações de B. lactucae brasileiras é um vislumbre de como a 

ocorrência da doença se deu e vem ocorrendo no Brasil ao longo dos anos, assim como 

o quão próxima essas populações de diferentes estados são umas das outras. A 

característica basicamente clonal, assim como a baixa diferenciação genética entre os 

isolados brasileiros é uma vantagem a ser explorada do ponto de vista de controle 

genético do patógeno. No entanto, apesar de geneticamente próximas a outros países, a 

população brasileira do míldio apresenta características próprias que as diferencia das 

demais e carece de estudos específicos para se incrementar a eficiência no manejo da 

doença. Assim, o sequenciamento genético de novos isolados brasileiros proporcionará 

melhor entendimento da dinâmica populacional existente entre os indivíduos de cada 

estado, assim como fenômenos de deriva genética e migração que possivelmente 

ocorrem nas mesmas, de maneira a elucidar os mecanismos de adaptação genética das 

populações de B lactucae, assim como contribuir para a compreensão da complexa 

engenharia genética da espécie. 

 

4 CONCLUSÕES 

 

- As populações de míldio brasileiras de B. lactucae podem ser fruto de deriva 

genética por efeito fundador proveniente de populações europeias,  

- A raça BL:20 é a mais próxima das brasileiras, principalmente considerando os 

isolados do estado de São Paulo; 
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- As populações do Brasil, Europa e Estados Unidos pertencem a grupos 

geneticamente distintos, havendo a necessidade de analisar as populações 

individualmente para fins de melhoramento genético de cultivares de alface;  

- É necessário o sequenciamento genético de mais isolados brasileiros para 

melhor compreensão da dinâmica e estrutura populacional da espécie de ocorrência no 

Brasil.  
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