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GENOMICA POPULACIONAL DE Bremia lactucae E VARIACAO FENOTIPICA
PARA RESISTENCIA EM ALFACE NO BRASIL

RESUMO - O mildio da alface € uma das doeng¢as 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 o0 manejo entre cultivares
resistentes, aplicacbes de fungicidas e praticas culturais. No entanto, as cultivares
disponiveis no Brasil sdo desenvolvidas por empresas estrangeiras, as quais se baseiam
em fatores de viruléncia do patdégeno predominantes em paises da Europa e Estados
Unidos. No Brasil, mais de 600 isolados ja foram fenotipados desde o inicio dos
monitoramentos, em 2003, porém, carece de estudos genético-moleculares para melhor
compreensao das ragas e fatores de viruléncia intrinsecos ao patégeno, assim como sua
dindmica populacional. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a resisténcia de
cultivares de alface aos principais genétipos de B. lactucae coletados no Brasil e
caracterizar molecularmente populacdes brasileiras do mildio em relacdo a populacdes
de outros paises. Ao todo, 49 cultivares de alface foram avaliadas para cinco genétipos
de viruléncia de B. lactucae coletados nos estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul
por meio da média de esporulacdo (PE) e laténcia (IL) dos patégenos. Apenas 20
cultivares foram resistentes ao fenotipo de viruléncia RS04, o qual apresentou 0s maiores
indices de PE e IL e esporulou em cultivares de todos os grupos. As cultivares foram
parcialmente resistentes as racas de B. lactucae de SP, porém pouco adaptadas aos
fendtipos de viruléncia do RS. SPBI:01 gerou a resposta mais variavel entre 0os grupos
de alface e as crespas sdo as mais eficientes no controle do mildio. 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
arvores filogenéticas e andlise agrupamento permitiram caracterizar as populacdes em
trés clusters distintos, brasileiro, europeu e norte-americano. As populagdes brasileiras
de B. lactucae foram geneticamente mais relacionadas com as popula¢des europeias do
gue as norte-americanas, sendo os isolados de SP os mais proximamente relacionados.
A maior parte da diversidade genotipica foi entre isolados de mesmo local, apesar das
diferencas geogréficas entre as populacées. Por meio do indice de associacéo, infere-se
que as populacdes brasileiras de mildio apresentam reproducdo predominante
assexuada e, consequentemente clonal. Conclui-se que as empresas produtoras de
sementes devem considerar 0s monitoramentos de racas brasileiras de B. lactucae no
desenvolvimento de cultivares, assim como 0 sequenciamento de mais isolados
brasileiros, de maneira a aprimorar o entendimento acerca da complexa estrutura
genética e dindmica populacional do patdgeno.

Palavras-chave: Melhoramento genético; genbmica, fitopatologia, hortalicas, genética
de populacbes



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 S&o
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.
SPBI: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.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1 INTRODUCAO GERAL

As hortalicas tem como protagonista do grupo das folhosas a alface (Lactuca
sativa L), cujo consumo e importancia econémica e social sdo amplamente difundidos e
reconhecidos em todo o mundo. A sua diversidade fenotipica, ciclo curto de producéo (60
a 90 dias apos a semeadura) aliado a riqueza nutricional favorecem a difusdo de sua
popularidade.

No entanto, as condi¢cdes ideias de cultivo da hortalica, temperatura amena e
umidade relativa alta, favorecem também a ocorréncia de doencas, entre as quais
destaca-se o mildio da alface, causada pelo oomiceto Bremia lactucae Regel,
considerada a doenca mais devastadora da cultura em todo o mundo (Michelmore e
Wong, 2008). A infeccao pelo patégeno causa manchas amarelecidas no tecido foliar, as
quais evoluem para necrose e, consequentemente, perdas de até 80% da producao
podem ocorrer (Tofoli, Domingues e Ferrari, 2014; Fall et al., 2015).

As medidas de controle envolvem o manejo de cultivares de alface portadoras de
genes de resisténcia ao patdogeno (Dm ou FR), praticas culturais e aplica¢des de produtos
fitossanitarios, devendo estes serem aplicados preventivamente. No entanto,
especificidades das cultivares disponiveis no mercado em termos de resisténcias as
racas do patégeno nao estao alinhados a estrutura populacional brasileira do mildio, a
qgual é monitorada pelo Nucleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM)
locado na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal. Tal nucleo
ja identificou diversos padrdes de viruléncia nas regides sudeste e sul do pais (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 eficiéncia das cultivares de alface em relacdo a resisténcia as
racas brasileiras do mildio se faz necessario, tanto a nivel informativo aos olericultores,
quanto na tentativa de compreender 0s mecanismos genéticos aplicados no

desenvolvimento dessas cultivares pelas empresas produtoras. A principio, 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

as populacdes brasileiras de B. lactucae tem proximidade com as europeias em termos
de fatores de viruléncia, o que favorece as empresas produtoras de sementes, visto que
a maioria delas séo sediadas na Europa e se baseiam nas populacdes locais do mildio
(Marin et al.,, 2019). Entretanto, estudos genético-moleculares relacionados com a
estrutura populacional brasileira de B. lactucae brasileira é incipiente e carece dessa
caracterizacao para elucidacéo da dinamica populacional do patégeno, assim como para
compreender-se as similaridades genéticas dessas com as popula¢cdes de outros paises.
Desta maneira, € necesséaria a unificacdo dos esforcos em torno das pesquisas
relacionadas com o patégeno ao redor do mundo, de modo a compreender a
complexidade genética do mesmo e como 0S materiais genéticos de alface tém
respondido aos genes de viruléncia do patégeno.

A partir do exposto, objetiva-se avaliar a resisténcia de cultivares de alface em
relacdo a isolados de B. lactucae e elucidar os mecanismos genético-moleculares
intrinsecos as populacdes brasileiras do patdgeno e como elas se relacionam com as

demais populacdes de B. lactucae ao redor do mundo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lactuca sativa e sua importancia

A alface (Lactuca sativa L.) € uma espécie da familia Asteraceae originaria de
regides do Mediterraneo, sendo atualmente a hortalica 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
calorico e elevada quantidade de fibras, minerais (calcio, ferro, fésforo, magnésio,
potassio e sddio e zinco) e vitaminas (vitamina C, tiamina, riboflavina, niacina, vitamina
B6, vitamina A, vitamina E, vitamina K e acido folico) (USDA, 2018; DIS, 2020).

A reproducdo da espécie ocorre, predominantemente, por autogamia com
ocorréncia de cleistogamia com a antese pela manha e cada flor se abre apenas uma

vez (Ryder, 1999; Sala e Costa, 2016). O fruto € do tipo aquénio, cuja semente esta ligada



ao fruto pela regido do funiculo desenvolvido a partir do ovario com um Unico 6vulo (Sala
e Nascimento, 2014). A alface € delicada e sensivel as condi¢cbes climaticas como
temperatura extrema e luminosidade, cujo florescimento se da 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 29,4°C, por
alguns dias, desde que as temperaturas noturnas sejam baixas.

Os maiores produtores mundiais da cultura s&o China, Estados Unidos e India
com 31, 3,7 e 1,2 milhdes de toneladas em 2018, respectivamente (FAOSTAT, 2020).
Nos EUA, a cultura é importante economicamente, movimentado cerca de 3 bilhdes de
délares ao ano, cujos estados da Califérnia e Arizona despontam como principais
produtores representando 73% e 27% do total produzido no pais, respectivamente
(USDA, 2020).

No Brasil, a alface é a hortalica folhosa mais produzida, seguida de repolho e
couve, as quais, conjuntamente com o brécolis, sdo cultivadas em 174 mil hectares
(Anuario Brasileiro de Horti&Fruti, 2019). Dessa éarea, 86,8 mil hectares (49,9%) sao
destinados a producéo de alface por cerca de 670 mil produtores, com volume produzido
de 575 mil toneladas (Anuario Brasileiro de Horti&Fruti, 2019).

O estado de Séo Paulo possui a maior area de producéo de alface no Brasil com
12,35 mil hectares, o que representa 31% da producdo nacional, com um total
comercializado de 52.080 toneladas entre janeiro e dezembro de 2018 (Agrianual, 2020;
IEA, 2020). Em Sao Paulo, as maiores regides produtoras estéo localizadas no Cinturdo
Verde, cujos municipios de Sorocaba, Sdo Paulo e Mogi das Cruzes foram responsaveis
por 85% do montante de alface em 2019 (IEA, 2020). Assim, além do valor econdémico e
alimentar, o cultivo de alface também tem grande importancia social, na geracdo de
empregos diretos e indiretos, pois demanda grande quantidade de mé&o-de-obra, desde
o cultivo até a comercializagao.

Segundo a Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo
(CEAGESP), os principais grupos de alface consumidos no pais, em ordem decrescente

de comercializacdo sé&o: americana, crespa, mimosa, lisa e romana. As alfaces podem



ser folhas soltas ou formando cabeca que, de acordo com a cultivar, podem apresentar
coloracdo variavel entre verde-amarelado ao verde-escuro até diferentes tons de roxo
(IAC, 2017). A definicdo dos tipos de alface é importante porque a diversidade nas
caracteristicas morfologicas e fisiolégicas entre os grupos determina grandes diferencas
na conservacao pés-colheita e, consequentemente, nos aspectos de manuseio da cultura
(Henz e Suinaga, 2009). De acordo com Lebeda et al. (2008), cada grupo apresenta
diferencas nas caracteristicas superficiais da folha, as quais incluem o numero de
tricomas, a espessura do tecido vegetal, sua composi¢do cerosa e numero e posi¢des
dos estbmatos. Tais diferencas podem determinar o sucesso da infeccdo de patégenos
e subsequente insercdo das estruturas de infec¢do, assim como ocorre com o mildio da
alface causado pelo patégeno Bremia lactucae Regel (Lebeda et al., 2008).

A cuticula, por exemplo, é de estrutura extremamente variavel entre espécies
vegetais, dada sua composi¢cdo por cutina, ceras e hidrocarbonetos, além de estar
intimamente associada a parede celular das células da epiderme, sendo, portanto, uma
barreira fisico-quimica para penetracdo direta de microrganismos, especialmente
algumas espécies fungicas (Serrano et al., 2014). Logo abaixo da cuticula, encontra-se
a parede celular, a qual representa também barreira fisico-quimica a microrganismos
devido a complexa constituicdo celulésica, hemiceluldsica, pectinosa e ligninosa, cujas
composicdes também podem variar conforme a espécie vegetal a qual pertencem
(Dallagnol e Araujo Filho, 2018). Além disso, atualmente h& grande diversidade de
caracteristicas presentes nas cultivares de alface disponiveis no mercado, como as
relacionada a doencas, como resisténcia ao virus do mosaico da alface (Lettuce mosaic
virus - LMV), resisténcia as racas europeias e americanas do mildio (Bremia lactucae) e
a fusariose (Fusarium oxysporum f. sp lactucae), tolerancia a bacterioses, bem como
aguelas relacionadas com a fisiologia da planta, como reducédo do ciclo, tolerancia ao
pendoamento precoce, menor perecebilidade pds-colheita, entre outras.

A resisténcia relacionada a doencas é a mais promissora no cultivo dessa
hortalica, ja que no Brasil, o custo com insumos para a producdo de 1.600 engradados
ha! de alface é R$ 6.080,45, sendo que 10,29% do valor total sdo gastos com fungicidas

(Agrianual, 2020). Além disso, o0 uso de prote¢do quimica apresenta inconvenientes tais



como a persisténcia de residuos, altos custos, baixa eficiéncia e alta pressao de selecéo
sobre o patdgeno, favorecendo a selecdo de linhagens resistentes a fungicidas,
principalmente quando o organismo patogénico apresenta alta variabilidade genética,
como ocorre com B. lactucae (Schettini e Michelmore, 1991; Brown et al., 2004; Xu, 2011;
Petrzelova et al., 2013). Neste sentido, o alinhamento entre o uso de cultivares resistentes
as enfermidades que acometem a cultura, assim como o tratamento preventivo das
mesmas, traria beneficios e proporcionaria maior durabilidade da resisténcia dos genes

incorporados as cultivares disponiveis no mercado.

2.2 Oomiceto Bremia lactucae — o mildio da alface

Os oomicetos sdo organismos semelhantes aos fungos em suas estruturas de
crescimento e de infec¢do, porém, genética e bioquimicamente distintos dos mesmos,
sendo mais intimamente relacionados com as algas marrons (Sogin e Silberman, 1998;
Baldauf, 2003). Esses patdgenos sdo capazes de infectar tanto plantas quanto animais e
geram impactos econdmicos globais (Meyer, 1991; Crute, 1992; Havekort, et al., 2008).
Entre os patdégenos de plantas, estdo o0s 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), podrid&o radicular
Phytophthora (Amorim e Melo, 2002; Silva et al., 2017), Pythium spp. (Agrios, 2004;
Lévesque et al.; 2010), da ferrugem das Brassicas (Albugo spp.)(Ploch e Thines, 2011) e
mildios (Bremia, Peronospora, Plasmopora spp.)(Braz et al., 2003; Thines, 2014; Gessler
etal., 2011), assim como diversas doengas de animais ao infectarem peixes (Saprolegnia
spp.) (Heath, 1969), afanomicose (Aphanomyces astacil) (Svoboda et al., 2017) em
mamiferos, incluindo humanos (Pythium insidiosum) (Rujirawat et al., 2018). Neste
contexto, os patdégenos responsaveis por causarem as doencas do mildio séo
organismos biotroficos da familia Peronosporaceae, 0s quais sdo intensamente
estudados devido a sua complexa interagcdo com os hospedeiros.

Bremia lactucae é estritamente biotrofico e € o patdégeno responsavel pela doenga

mais devastadora da cultura da alface, o mildio da alface (Michelmore et al., 2009).



Temperaturas amenas (15-25°C), longos periodos de molhamento foliar (3-4h)
favorecem o desenvolvimento da doenca (Crute 1992; Scherm e van Bruggen, 1994;
Lebeda et al., 2002; Fall et al., 2015). Seu ciclo de infeccdo envolve ciclos primarios
(sexual) e secundarios (assexual), representados por odsporos, geralmente presentes no
solo, e esporangios, respectivamente (Michelmore et al.,1988). O patégeno ainda é capaz
de sobreviver em residuos vegetais, hortas caseiras e até mesmo em espécies selvagens
do género Lactuca, acarretando, portanto, a geracdo de diversas fontes de indculo
(Kunjeti et al., 2016).

Os sintomas do mildio 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 patégeno sdo facilmente observados sob
conformacao pulverulenta e esbranquicada (Mieslerova et al., 2013). Os esporangiéforos
emergem através dos estbmatos e produzem grande niumero de esporangios assexuais
gue se depositam em outros tecidos vegetais. Ao germinarem, infectam o tecido vegetal
através das células epidérmicas e desenvolvem micélios cenociticos, os quais irdo
crescer intercelularmente pelo mesofilo, obtendo nutrientes via haustorios que iréo
invaginar o plasmalema da planta (Michelmore et al., 2009). A dispersdo dos esporos
também pode ocorrer pela dgua e correntes de ar até encontrarem novos hospedeiros
(Seaman, 2015). O sucesso da infecgéo ira resultar em esporulacédo no tecido foliar, o
qual é responsével pelo aparecimento dos sintomas da doenca apés 7 a 14 dias apos o
inicio da infeccao (Carisse e Philion, 2002; Reuveni e Cohen, 2020). Tecidos foliares
infectados pelo mildio ocasionam lesdes no tecido, tornando-os porta de entrada para
outros patdgenos oportunistas de planta e até mesmo patégenos humanos tais como a
Escherichia coli e Salmonella enterica, 0os quais acentuam ainda mais as perdas poés-
colheita da alface, as quais podem chegar a 80% (Seaman, 2015; Simko, et al., 2015;
Fall et al., 2015).

Assim, para compreender a dinAmica populacional do patégeno, sua diversidade
genética e sua complexa relacdo com os hospedeiros, 0 monitoramento da doenca, a
deteccdo de racas e alteracbes populacionais do patégeno tem sido estudados em

diversos paises da Europa, assim como na Australia, Estados Unidos (EUA) e Brasil
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(Crute e Johnson, 1976; Lebeda, 1984; van Ettekoven e van Arend, 1999; Lebeda e
Zinkernagel, 2003; Lebeda e Petrzelova, 2004; Sharaf et al., 2007; Trimboli e
Nieuwenhuis, 2011; Castoldi et al., 2012; Petrzelova e Lebeda, 2013; Braz et al., 2016;
van Hese et al., 2016; Franco et al., 2020).

Historicamente, na tentativa de avaliar a distribuicdo e variacdo da viruléncia na
populacao de B. lactucae da Europa, em 1998 foi criado o International Bremia Evaluation
Board (IBEB), o qual foi estabelecido por pesquisadores de empresas publicas e privadas
na Europa a fim de padronizar procedimentos para identificacdo e classificacdo de
variacdo em populacdes europeias de B. lactucae (Guenard et al., 1999; van Ettekoven
e van Arend, 1999). Isso proporcionou a definicho de um conjunto de cultivares
diferenciadoras, as quais desde entdo sao periodicamente atualizadas, assim como 0s
protocolos para fenétipos de viruléncia e denominacgéo de racas.

Na Europa, mais de 100 padrdes de viruléncia diferentes sdo encontrados a cada
ano e cerca de 36 foram denominadas como racas de B. lactucae (ISF, 2020). No oeste
dos EUA, pesquisadores da Universidade da Califérnia (IBEB-US) tém monitorado e
arquivado isolados de B. lactucae da Califérnia e do Arizona desde 1982 e nove racgas ja
foram descritas (IBEB-US, 2020). Outros grupos também acompanharam populacfes de
B. lactucae na Europa, a fim de avaliarem a distribuicdo e variacdo da viruléncia para
entdo passarem a recomendar genes de resisténcia especificos ao mildio, denominados
genes Dm (Downy mildew) (Lebeda e Zinkernagel, 2003; Nishiguchi e Futai, 2010;
Trimboli e Nieuwenhuis, 2011; Petrzelova et al., 2013; Nordskog et al., 2014).

No Brasil, o Nucleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) estuda o
mildio desde 2003 no estado de Sao Paulo e, até 2015, ja coletou, multiplicou e avaliou
mais de 600 isolados de B. lactucae e 17 fendétipos 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, Parana e Rio Grande do Sul, cinco, quatro e oito fenotipos
foram descritos em 2010, 2015 e 2016, respectivamente (Vargas et al., 2012; Franco et
al., 2020).

Assim, diante da abrangéncia das pesquisas em diversos paises com o mildio da

alface, a fim de coordenar globalmente os estudos em relagdo a doenca, esforcos na



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 organizacdo guarda-
chuva IBEB-Global (IBEB-G) (ISF, 2020). Isto significa grande progresso na
compreensao da dindmica de B. lactucae, ndo s6 para a Europa e Estados Unidos, mas
também para os outros paises que também realizam este trabalho.

As estratégias para controle do mildio da alface incluem a combinacdo de
cultivares resistentes, aplicacdo de fungicidas sistémicos e praticas culturais (Hovius et
al., 2007). Para se alcancar resultados satisfatérios a partir do uso de produtos
fitossanitarios, primeiramente precisa-se alinhar os momentos corretos de aplicacéo,
considerando-se modelos preventivos em relacdo ao potencial de desenvolvimento da
doenca (Fall et al., 2015; Kunjeti et al., 2016). Caso contrario, culminara na reducéo da
sua eficiéncia devido a supressdo da resisténcia pelas populacbes do patégeno (van
Hese et al., 2016; Michelmore et al., 2017; Tobar-Tosse et al., 2017). Em relacdo as
cultivares desenvolvidas para resisténcia as racas do mildio, o uso continuo de materiais
genéticos portadores dos mesmos genes de resisténcia culmina com a selecéo de novas
ragas capazes de suprimir tal resisténcia presente nas plantas, ocasionando coevolugéo
do hospedeiro e do patdgeno (Mcdonald, 2014; Ceresini, 2018). Além disso, as cultivares
desenvolvidas para resisténcia as populacdes locais podem ser suscetiveis a fenotipos
patogénicos oriundos de outras populacdes dependendo dos fatores de viruléncia que
estas comportam. Assim, a compreensdo dos mecanismos evolucionarios que
fundamentam e rearranjam a variacdo e a diversidade genética em estrutura de
populacdo de B. lactucae é essencial para antecipar o comportamento do patdgeno,
sendo essas as chaves para o0 sucesso em programas de melhoramento voltados para
resisténcia de cultivares de alface ao mildio (Mcdonald, 2014; Ceresini, 2018; Gil, 2018).

A maioria dos patégenos de plantas apresentam grande potencial de se
diferenciarem geneticamente e existe alta probabilidade de alguns individuos
desenvolverem ou ja apresentarem variacdes genéticas capazes de suprimir a defesa
das plantas e reduzirem o controle por meio do uso de fungicidas (Gil, 2018). No caso do
patdogeno B. lactucae, a supressao da resisténcia € fortemente influenciada pela alta

variabilidade genética, a qual Ihe confere capacidade de se adaptar rapidamente as



diversas estratégias de manejo e limitando, portanto, o controle permanente da doenca.
Véarios mecanismos tém sido propostos como geradores de alta diversidade genética
incluindo a hipermutabilidade de regides gendmicas que codificam efetores (Dong et al.,
2015), mudancas de ploidia (Bertier et al., 2013; Li et al., 2016;) e parassexualidade
(Spring e Zipper, 2016).

Compreender os mecanismos de interacdo entre hospedeiros do género Lactuca
e as racas de B. lactucae tem sido objeto de intenso estudo e é uma das relacdes gene-
a-gene (raca-especifica) mais bem caracterizadas (Crute e Johnson, 1976, Farrara et al.,
1987, Parra et al., 2016). Neste sentido, a resisténcia de Lactuca spp. a B. lactucae ocorre
guando genes dominantes de resisténcia da planta (Dm) ou fatores de resisténcia (FR)
reconhecem o0s genes dominantes de aviruléncia no patdgeno (Avr), reacdo conhecida
como hipersensibilidade, a qual ir4 prevenir a ocorréncia do dano (Crute, 1992; Lebeda
et al., 2002; Gill et al., 2015; Parra et al.,, 2016). Portanto, o tipo de resisténcia
predominante é monogénica dominante, completa ou qualitativa, também sendo
denominada de resisténcia vertical. Entretanto, h& indicios de resisténcia incompleta de
genes Dm variando conforme as condi¢fes edafoclimaticas e do isolado de B. lactucae,
tal como observado por Judelson e Michelmore (1992) ao constatarem que baixas
temperaturas podem reduzir a eficiéncia de diversos genes Dm. Até o momento, 50 genes
de resisténcia ao mildio da alface (Dm ou FR) ja foram reportados, descritos e
caracterizados (Crute, 1992; Michelmore e Wong, 2008; Parra et al., 2016; ISF, 2020).

2.3 O sequenciamento genético e as populacdes de Bremia lactucae

Desde a finalizacdo do projeto genoma humano em 2003, progressos
extraordinarios foram obtidos a partir das tecnologias de sequenciamento genético, as
quais caminharam para reducdo dos custos por megabase e acresceram em numero de
diversidade dos genomas sequenciados (Goodwin et al., 2016). Assim, no inicio de 2005,
novas ferramentas foram desenvolvidas, sendo anacronicamente denominadas de
Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), reformulando totalmente as pesquisas

genbmicas em termos de custo e magnitude (Salk et al., 2017) (Shendure et al., 2017).
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O NGS permite a geracdo de dados de sequéncias de DNA em escalas muito
maiores e ceéleres do que as tradicionais tecnologias de sequenciamento, como 0O
sequenciamento de Sanger, por exemplo. Isso ocorre devido aos multiplos ciclos de acdo
de extensao nucleotidica mediada por enzimas polimerases ou por ciclos interativos de
ligacdo oligonucleotidica (Voelkerding et al.,, 2009). Assim, o0 NGS é capaz de gerar
centenas de megabases de sequéncias de nucleotideos em apenas uma corrida, a
depender da plataforma utilizada.

As tecnologias NGS transformaram os estudos de variagdo genética em humanos,
assim como em diversos organismos, elucidaram as bases genéticas de diversas
doencas e contribuiram acentuadamente nos avancos e compreensdes da organizacao,
regulacéo e funcdes de regides gendmicas com uma singularidade sem precedentes
(Goodwin et al., 2016). Mdltiplas plataformas NGS foram desenvolvidas desde entéo,
cada qual com suas caracteristicas fundamentais e aplicacdes para compreensao das
inUmeras estruturas de DNA existentes.

Entre as aplicagbes do NGS, estd a possibilidade de se calcular a distancia
genética entre organismos a partir do genoma de referéncia, 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 comparacao das sequéncias genéticas obtidas com o genoma de
referéncia, cujas variacdes genéticas podem ser visualizadas por meio de marcadores
moleculares como o SNP (Polimorfismo de Nucleotideo Unico), permitindo a observacéo
de variacfes estruturais, numero de copias de regides especificas do genoma que varia
entre individuos, assim como diversas outras analises possiveis por meio dos softwares
disponiveis 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 investigacdo de tipos
especificos de genes. Sequenciar o genoma de diferentes espécies e, em alguns casos,
multiplos individuos de cada espécie tem proporcionado resultados comparativos

satisfatorios em relacdo aos genes e suas func¢des (Govers e Gijzen, 2006; Tyler et al.,
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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 patogénicos. Isso tem sido feito detectando diferengcas/auséncias, abundéancia e
expressdo de genes candidatos associados com a patogénese por meio de
caracterizacdo dos dominios aos quais pertencem (Gil, 2018). A exemplo, a selecéo
assistida por marcadores tem permitido localizar regiées de caracteristica quantitativa
(QTLs) em espécies selvagens de Lactuca spp que conferem alta resisténcia ao
patégeno B. lactucae, as quais tem potencial de facilitar a piramidacdo de multiplos genes
Dm em cultivares de alface, aumentando as barreiras evolucionarias do patégeno e
incrementando a durabilidade da resisténcia a doenca (Parra et al., 2020; Parra et al.,
2021).

Os marcadores moleculares sao considerados os pilares na deteccdo e
caracterizacao de oomicetos patogénicos de plantas (Arafa e Shirasawa, 2018). Entre os
marcadores mais utilizados para andlise de populacdes esta o SNP, o qual detecta
diferencas entre individuos, sequéncias de DNA ou espécies considerando 0 mesmo
gene a nivel de uma Unica base nitrogenada, além de apresentar a vantagem de abranger
0 genoma como um todo e ser de natureza bialélica (Arafa e Shirasawa, 2018). Diante
disso, multiplas plataformas de genotipagem SNP de alto rendimento tem sido
desenvolvidas, incluindo as plataformas GoldenGate (Fan et al., 2003), Infinium
(Steemers e Gunderson, 2007), TagMan (Livak et al., 1995) e KASPar (KBiosciences,
www.kbioscience.co.uk).

Nos ultimos anos, 0 sequenciamento de alto rendimento associado ao uso de
marcadores SNP tem gerado relevantes avancos 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 caracterizagdo detalhada de populaces de microrganismos patogénicos e revelaram
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variacdo genética consideravel em B. lactucae (Choi et al., 2011; Studholme et al., 2011,
Michelmore et al., 2013; Hubbard et al., 2015). Agora é possivel determinar as sequéncias
nucleares e mitocondriais para um grande numero de isolados (Martin, 2008; Mammella
et al., 2013).

Bremia lactucae € um modelo informativo para populacdes e estudos de
comparacao gendmica, visto a sua caracteristica biotréfica e consequente intima relacao
com o hospedeiro (Michelmore et al., 2009). As populacdes de B. lactucae sao altamente
adaptaveis e suprimem a resisténcia das cultivares a fungicidas em curto periodo de
tempo, tornando-se problema cronico para a cultura da alface. Por este motivo, 0s
programas de melhoramento precisam, continuamente, buscar por novas fontes de
resisténcia ao mildio, assim como novos genes de resisténcia (Crute, 1992; Lebeda et
al., 2014, Parra et al., 2016).

Entre as especificidades associadas ao alto potencial genético-adaptativo inerente
ao patdégeno esta o fato de que, em comparacdo com outros organismos de oomicetos,
a estrutura de populacdo de B. lactucae ndo se correlaciona com os fenétipos de
(a)viruléncia, o que ja foi observado em patégenos como Phytophthora cubensis (Kitner
et al., 2015). Esta falta de correlacdo pode ser devido a dois fenbmenos que tém sido
estudados em B. lactucae. 1) A heterocariose, a qual parece ser causada por hibridizacéo
somatica, € comum no mildio da alface (Michelmore e Ingram, 1980; Michelmore e
Sansome, 1982). Isso resulta em multiplos genétipos nao relacionados fazendo parte de
um unico isolado cujo padrao de viruléncia é resultado da acdo combinada de efetores e
loci inibidores dominantes (Fletcher et al., 2019). 2) Receptores multidominios, em que o
mesmo fendtipo de viruléncia pode resultar do reconhecimento de diferentes proteinas
efetoras por um mesmo receptor (Gil, 2018). Relacées como esta sdo também descritas
para interacfes entre planta e bactérias e € consistente pela observacdo de que,
eventualmente, a aviruléncia é mapeada para diferentes locais do genoma dependendo
do grau de parentesco das populacdes (Dodds e Rathjen, 2010).

A descoberta de fontes duraveis de resisténcia as doencas nas plantas depende
do entendimento do potencial evolutivo e das forcas evolutivas que agem sobre a

populacdo do patdégeno. Sabe-se que as forgcas evolutivas como mutacdo, migracao,
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deriva genética, selecdo e recombinacdo podem alterar a frequéncia de genes em
populacbes e moldar sua estrutura genética (Mcdonald, 2014; Milgroom, 2015).
Entretanto, mutacdo e selecdo sdo importantes, porém, de maneira menos significativa
em relagdo as demais. As forcas evolutivas de maior impacto sdo a migragéo, deriva
genética e recombinacao, processos dos quais afetam grande numero de loci de maneira
parcialmente igualitaria (Grinwald et al., 2016). A maioria dos estudos de genética de
populacdo de fungos e oomicetos fitopatogénicos se relacionam com esses tipos de
abrangéncia gen6mica e efeitos demograficos (Grinwald e Goss, 2011; Milgroom, 2015).

A mutacdo ocorre em todos os organismos e sdo geralmente baixas (<10
mutacdes por nucleotideo por geracdo), sendo 1.000 vezes menor em microrganismos
(Lynch et al., 2016). Isoladamente de outras forgas evolutivas, mutagdes provavelmente,
ndo ocorrem a taxa suficientemente alta para produzirem alteracdes detectaveis nas
frequéncias alélicas, ou seja, ndo seriam capazes de causar suplantacdo da resisténcia
(Thurow et al., 2018). No entanto, estudos recentes com popula¢cdes clonais de fungo
sugerem que a utilizacao de doses subletais de fungicidas sao capazes de gerarem novos
fenotipos, o que pode levar ao surgimento de novas ragas virulentas e resistentes aos
fungicidas (Amaradasa e Everhart, 2016). Assim, quando a mutacdo € acompanhada de
selecdo direcional, mutantes virulentos aumentam rapidamente em frequéncia e
provocam a perda da eficacia do gene de resisténcia (Thurow et al., 2018). Além disso,
a mutacédo, frequentemente, é responsavel por gerar epidemias, em que as doencas se
proliferam rapidamente quando o patégeno encontra hospedeiros pouco adaptados, ou
seja, quando a maioria das plantas sdo suscetiveis ou mesmo quando novas variantes
suplementares ao conjunto genético dos patdgenos existentes no local, dao origem a
novos patotipos de viruléncia (Goss et al., 2009; Martin et al., 2013).

J4 a deriva genética € relacionada a composi¢cdo genética da populacdo
(frequéncia alélica, por exemplo), a qual pode ser comparada aos processos de
amostragem em que 0S grupos amostrados representam o todo, cujas frequéncias
alélicas sdo intimamente influenciadas pelo tamanho da populagéo, ou seja, quanto
menor o0 tamanho desta, maior o efeito da deriva (Ceresini, 2018). Entre os efeitos da

deriva esta a fixagdo de alelos ou genotipos (populagdes clonais), cujo efeito é reduzir os
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niveis de variacdo genética disponiveis. Popula¢cdes de patégenos com grande tamanho
efetivo tendem a apresentar menor deriva genética e, como consequéncia, maior
variabilidade genética (mais alelos) e maior estabilidade ao longo do tempo (Zhan, 2016).
Eventos de deriva sdo numerosos em fitopatdgenos, especialmente quando infectam
culturas anuais, uma vez que ocorrem reducdes severas no tamanho da populacdo do
patdogeno 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 populacdo tem inicio a partir de um pequeno nimero de
individuos, ou seja, contem pequena fracdo da variacao genética da populacao parental
(Linde, 2010). Assim, no caso de populacdes clonais, como as de B. lactucae, por¢cdes
alélicas das populagbes originais podem dar origem a outras populacdes em regides
geogréficas distintas, diferenciando-se conforme o manejo aplicado, assim como a
diversidade de hospedeiros disponiveis.

A clonalidade das populacfes de B. lactucae esta intimamente relacionada com a
sua forma de reproducao predominantemente assexual. Ao mesmo tempo, grande parte
do ciclo de vida do patdgeno € heterotalica, o qual permite a reproducdo sexual de
isolados através da fuséo de hifas, havendo, portanto, a troca de material genético entre
os mesmos (Michelmore e Wong, 2008). O heterotalismo é determinado por dois
haplotipos de locus unico, cuja compatibilidade de Bi1 é conferida pela caracteristica
homozigota recessiva e a de Bz pela caracteristica heterozigética, condicdo conhecida
como “mating type” (Michelmore, 1982; Michelmore e Wong, 2008). Assim, quando essas
hifas de “mating types” opostos entram em contato fisico, a esporulagdo assexual é
suprimida e grupos de gametangios sédo formados no ponto de contato. No entanto, a
coexisténcia de ambos os “mating types” no mesmo local € variavel, onde ha maior
recorréncia em paises da Europa (Lebeda e Petrzelova, 2004), tais como a Alemanha
(Lebeda e Zinkernagel, 2003); Bélgica (van Hese et al., 2016); Republica Tcheca, Franca
(Petrzelova e Lebeda, 2003), ocorrendo também nos Estados Unidos, nos estados da
Califérnia e Nova York (llott et al., 1989; Yuen e Lorbeer, 1987), ndo havendo relatos de

“mating types” B1 e B2 ocorrendo simultaneamente no Brasil, até 0 momento.
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De maneira a mensurar os efeitos das forcas evolutivas sobre as populagbes de
patdogenos, a predominancia reprodutiva, assim como a diversidade genética entre
populac6es ancestrais e descendentes e, a partir dessas, inferir sobre a histdria evolutiva
de espécies e dessas populagbes, diversas ferramentas analiticas podem ser utilizadas.
Entre elas tem-se os indices de fixacéo (F), entre as quais destacam-se a de diversidade
alélica e diferenciacdo genética entre populagdes para calcular o fluxo génico (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 sdo heterocarios,
diploides, ambos visando determinar o modo reprodutivo predominante nas populacées
de fitopatégenos e propostos por Sewal Wright (1969, 1978, 1984), além das medidas de
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para determinacdo do equilibrio gamético entre
populacdes de fungos haploides. Os indices FST e FIS variam de 0 a 1, em que valores
préximos a 1 para FST expressam alto grau de diferenciacéo genética entre populacgées,
enquanto valores negativos para FIS geralmente expressam excesso de
heterozigozidade ou reducédo da heterozigozidade quando positivos préximos a zero
(Weir e Cockerham, 1984).

Sabe-se que a diversidade genotipica € métrica importante para populacdes
clonais ou parcialmente clonais, as quais sao usualmente encontradas em
microrganismos (Grinwald et al., 2017). Assim, as ferramentas baseadas na analise de
diversidade por locus, como o indice de diversidade de Nei, é frequentemente utilizado
para avaliacdo de dissimilaridade entre isolados de oomicetos (Panek et al., 2016; Vitale
et al.,, 2018; Taylor et al., 2019). Este indice afere a probabilidade de um individuo
apresentar heterozigozidade em um dado locus, ou seja, permite a comparacdo dos
niveis de heterozigosidade entre e dentro das populacdes, bem como a obtencdo de
estimativa de divergéncia a partir de uma base diferente daquela que fundamenta as
estimativas de FST (Nei, 1972; Moraes e Derbyshire, 2003). Outro indice frequentemente
utilizado para avaliacbes de (dis)similaridade em organismos fitopatogénicos € o indice
de Diversidade de Simpson, o qual estima a probabilidade de dois gendtipos

selecionados aleatoriamente na populagdo serem diferentes em escala, podendo ser 0
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(sem diferenca entre os gendtipos) ou 1 (todos os gendtipos sao diferentes) (Simpson,
1949; Redekar et al., 2019; Weiland et al., 2020).

De maneira a inferir sobre a forma predominante forma de reprodugédo das
populac6es em andlise, o indice de associacdo permite observar se ha equilibrio ou
desequilibrio de ligacdo (DL) entre pares, visto que se baseia nas permutacdes
cromossOmicas decorrentes das recombinacdes entre alelos durante os processos de
reproducao dos individuos (Agapow e Burt, 2001). Para tal, duas variagbes do mesmo
indice podem ser aplicadas, sendo o Ia e r>. O Ia estima com precisdo a taxa de
recombinacédo da populacédo, enquanto o r? leva em conta o histérico de recombinacéo e
mutac&o ocorridas entre os loci (Castro, 2008; Oliveira, 2014). Em testes de associacao,
zero € esperado em populagbes cuja forma de recombinacdo € livre, ou seja,
predominancia de reproducao sexuada entre os individuos da populacéo. Porém, quando
0s valores sdo superiores a zero, remete-se a desequilibrio de ligacédo entre os loci e
consequente auséncia ou pouco frequente taxa de reproducdo sexuada (clonal)
(Carstens et al., 2017).

Diante do exposto, compreende-se que a partir de uma colecao internacional de
isolados de B. lactucae e 0 mapeamento completo de um genoma de referéncia, torna-
se possivel empregar tecnologias atuais de sequenciamento, permitindo-se analisar
processos demogréficos e de diversidade genética envolvendo o patégeno, assim como
explorar abordagens comparativas do genoma e entdo favorecer o entendimento a
respeito da diversidade dos genes efetores e a acdo dos processos de selecdo das

espécies em diversos locais.
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CAPITULO 2 - Reacéo de cultivares de alface a fenétipos de viruléncia de Bremia
lactucae

RESUMO - A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais consumida no
Brasil. Porém, a producdo nacional enfrenta dificuldades de manejos, principalmente no
outono inverno, devido a presenca do mildio da alface, causada pelo oomiceto Bremia
lactucae Regel. As medidas de controle consistem no manejo entre materiais
geneticamente resistentes e aplicacdes de fungicidas, porém as cultivares disponiveis no
mercado s&o desenvolvidas por empresas estrangeiras, as quais se baseiam nos fatores
de viruléncia predominantes em populagdes europeias e norte americanas. Este trabalho
consiste em avaliar a resisténcia de cultivares de alface a fenétipos de viruléncia de B.
lactucae coletados no Brasil. O trabalho avaliou a resisténcia de 49 cultivares de alface a
isolados de B. lactucae coletados no estado de S&o Paulo (SP) (SPBI:01, SPBI:02,
SPBI:03) e Rio Grande do Sul (RS) (RS04 e RS05), cujo delineamento experimental foi
inteiramente casualizados com trés repeticdes. Apos a inoculacdo, durante 15 dias,
avaliaram-se a porcentagem de plantas esporuladas (PE) e o indice de laténcia (IL) das
cultivares. As médias de PE e IL foram submetidas a analise de variancia e teste de
Tukey. De todas as cultivares avaliadas, 14 cultivares foram resistentes a todos o0s
fendtipos de viruléncia de B. lactucae e apenas 20 cultivares foram resistentes ao fenétipo
de viruléncia RS04, o qual apresentou os maiores indices de PE e IL e esporulou em
cultivares de todos os grupos. As cultivares foram parcialmente resistentes aos fenétipos
de viruléncia de B. lactucae de SP, porém pouco adaptadas aos do RS. A raca SPBI:01
gerou a resposta mais variavel entre os grupos de alface e o grupo crespa é o mais
eficiente no controle do mildio.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., mildio, resisténcia, melhoramento genético, racas.
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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
Séo Paulo (SP) (SPBI: 01, SPBI: 02, SPBI: 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
SPBI: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 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € a hortalica folhosa mais consumida no Brasil, cuja
producéo total foi de 52.080 toneladas em 2019 sendo o estado de Sao Paulo o principal
produtor, responsavel por 31% da producéo nacional, seguido pelos estados de Minas
Gerais e Rio de Janeiro (Agrianual, 2020).

Apesar do ciclo curto para obtencdo do produto comercial, a producao de alface
traz dificuldades de manejo, principalmente durante o outono e inverno. Nesta época,
devido as condi¢des climaticas favoraveis a ocorréncia do mildio da alface, cujo agente
causal € o oomiceto Bremia lactucae Regel, grandes prejuizos na producdo podem
ocorrer. Seus sintomas sao observados tanto em campo aberto quanto em cultivo
protegido, 0 que a caracteriza como sendo uma das doencas mais limitantes em
condi¢cBes de baixa temperatura e de longos periodos de molhamento foliar (Lebeda et
al., 2002, Michelmore e Wong, 2008, Lopes et al., 2010).

O manejo da doenca €, frequentemente, realizado pela combinagéo de cultivares
portadoras de genes de resisténcia ao mildio e controle quimico. Entretanto, a resisténcia
das cultivares comerciais pode ser quebrada devido a coevolugdo da populacdo do
patdgeno perante a genética do hospedeiro. Além disso, h&a varios relatos de racas
fisiologicas capazes de suprimir a resisténcia dos genes, as quais sdo resultantes da
presséo de selecédo ocasionada pela aplicacao indiscriminada de fungicidas, limitando o
controle permanente da doenca (Johnson e Crute, 1975; Schettini et al., 1991; Brown et
al., 2004). Dessa forma, o manejo do mildio da alface exige o fornecimento continuo de
novos genes de resisténcia e 0 monitoramento constante da populacdo do patégeno nas
areas produtoras (Lebeda et al., 2007).

Em termos de distribuicdo, j4 foram descritas 36 racas na Europa e nove nos
Estados Unidos, segundo a “International Bremia Evaluation Board” (ISF, 2020). No
estado de Sao Paulo, o0 monitoramento de racas de B. lactucae vem sendo realizado
desde 2003 pelo Nucleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) da UNESP
— FCAV, o qual ja identificou 17 racas até 2015, assim como vém desenvolvendo
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linhagens resistentes as principais racas incidentes no estado de Sao 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 mildio, no entanto, a maioria dessas cultivares
sdo desenvolvidas em programas de melhoramento locados em outros paises, sob
condicBes edafoclimaticas distintas das regides brasileiras, ndo considerando os padrdes
de viruléncia das ragas brasileiras. Isso, além reduzir a eficiéncia das cultivares em
resistirem a infeccéo e propagacédo do mildio, ocasiona insegurancga aos produtores, pois
a resisténcia dos materiais pode ser quebrada por racas locais do patdogeno. Além disso,
ha empresas que divulgam materiais como sendo resistentes a diversas racas do
patbgeno que ndo tem ocorréncia no Brasil. Portanto, evidencia-se a necessidade
constante de avaliacdo da resisténcia a B. lactucae nas cultivares comerciais de alface
as racas identificadas nos monitoramentos, antes de serem recomendadas aos
produtores.

Neste sentido, objetiva-se verificar a resisténcia de cultivares comerciais de alface
frente as principais racas de B. lactucae ja identificadas através do monitoramento, de

modo a avaliar se essas cultivares sao, de fato, eficientes contra o mildio da alface.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdao das cultivares e isolados de Bremia lactucae

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Genética e Melhoramento de
Olericolas, do Departamento de Producdo Vegetal (UNESP-FCAV) localizado no
municipio de Jaboticabal-SP.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial de 49 x 5 com trés repeticbes, sendo o primeiro fator as cultivares de alface
testadas e o0 segundo fator os fendétipos de viruléncia de Bremia lactucae (SPBI:01,
SPBI:02, SPBI:03 e RS04 e RS05) identificados pelos monitoramentos realizados desde
2003 pelo grupo NEOM.
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A selecédo das cultivares de alface foi realizada por meio de consulta em portfélio
de empresas especializadas em melhoramento genético vegetal e producdo de sementes
de hortalicas, cuja selecdo das mesmas baseou-se na descricdo da resisténcia genética
a B. lactucae e suas respectivas racas. Ao todo, 47 cultivares descritas como portadoras
de genes de resisténcia a racas de B. lactucae e também a cultivar suscetivel Vanda, por
ser comumente utilizada pelos olericultores, assim como a cultivar Solaris, a qual foi
utilizada como testemunha de suscetibilidade (Tabela 1). A aquisicdo das sementes

ocorreu por vias comerciais e também por doac¢des pelas empresas produtoras.

Tabela 1. Cultivares de alface selecionadas para a avaliacdo da
resisténcia/suscetibilidade a isolados de Bremia lactucae identificadas no estado de Séo
Paulo e Rio Grande do Sul, empresa responsavel pela comercializacao 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 Elisangela Agristar Lisa
Raissa 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 Rouxai RZ Rijk Zwaan Mimosa
Solaris Seminis Crespa Kiribati RZ Rijk Zwaan Mimosa
Lirice Vilmorin Crespa Mondai 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
Carmoli RZ Rijk Zwaan Crespa Aslan Enza Zaden Romana
Inés 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 fenétipos de viruléncia de B. lactucae (Tabela 2). Trés deles
sdo caracterizados como racas fisiologicas, os quais sdo denominados SPBI:01 e
SPBI:02 (Braz et al., 2007) e SPBI:03 (Souza et al., 2011), em que “SP” representa o
estado em que foi coletado (S&o Paulo) e “Bl”, a nomenclatura internacional para ragas
de B. lactucae (ISF, 2020), seguida do numeral que os diferencia. Os outros dois
fendtipos de viruléncia, RS04 e RS05 (Franco et al, 2020), foram coletados no estado do
Rio Grande do Sul, os quais, até o momento, ndo foram caracterizados como racas,
porém, foram testados por apresentarem padrdes de viruléncia distintos dos encontrados
no estado de Sado Paulo. Todos os fenoétipos de viruléncia de B. lactucae foram
multiplicados e diferenciados pelo monitoramento de racas de B. lactucae realizado
desde 2003 pelo Nucleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) (Tabela 2),
baseando-se na metodologia proposta por van Ettekoven e van Arend (1999). Para
identificacdo do padrdo de viruléncia dos isolados, utilizou-se o Codigo sexteto EU-C,
desenvolvido pelo “International Bremia Evaluation Board” (IBEB) (Tabela 3) (Tabela 4).
Todas as cultivares comerciais selecionadas foram testadas quanto a resisténcia em

relagdo a todos os fenotipos de viruléncia de B. lactucae citados.

Tabela 2. Isolados de Bremia lactucae coletados no estado de S&do Paulo e no estado do
Rio Grande do Sul, ano de coleta e identificacdo da raca no Brasil.

Identificag&o do Identificagdo como

fenétipo de Estado da coleta Ano da coleta o
R raca brasileira
viruléncia
SPBar05/15 Sao Paulo 2004 SPBI:01
SP22/15 Séo Paulo 2004 SPBI:02
SP140/15 Sao Paulo 2006 SPBI:03
RS04/15 Rio Grande do Sul 2015 N/N?
RS05/15 Rio Grande do Sul 2015 N/N

IN/N: Ndo Nominada
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Tabela 3. Identificacdo do padrdo de viruléncia dos isolados coletados no estado de Sao
Paulo e Rio Grande do Sul, utilizando o Cdédigo sexteto EU-C, desenvolvido pelo
International Bremia Evaluation Board (IBEB).

(%]
o N~
AR I EEEIEEEHEERE
“12lE|c|Slgls|e|8||T|5 8|52 E| 850
(@] — = v = +— L
glo2|S|2|8|s||<|z|2|a|®|® 52| g5z
%) ow
GeneDm/FR | 0| 3 | 4 |14|15|16 |18 38 1?21?1227 |2
Raca/
Fendtipo de
viruléncia
SPBI:01 + ]+ |+ |+ + |-+ --1+10O]-16]161 - |31/0900
SPBI:02 + |+ + | - + -1 -1 -1+1-1-16061C] 26/08/00
SPBI:03 + ]+ |+ |+ + -1+ -1-1-1001-1-1061] 310100
RS04/15 + |+ |+ - -+ +]+]|-1C!6C--1-1+] - |510102
RS05/15 + ] - |+ | - -+l +H OO - - -1O ] - - | 50/01/00

1Cultivares diferenciadoras com “?” contém fatores de resisténcia ndo denominados ainda (Parra et al.,
2016; ISF, 2020).

Tabela 4. Padrdes de viruléncia de isolados coletados no estado de Sdo Paulo e Rio

Grande do Sul e seus respectivos fatores de viruléncia/genes identificados.

Raca/Fendtipo de Fatores de viruléncia/genes NuUmero de fatores de

viruléncia viruléncial
SPBI:01 v3,v4,vl4, vl5, v16, vRSal-1, vRYZ 910,457 7
SPBI:02 v3, v4, v15, vl16, vRYZ 910,457 5
SPBI: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

INUmero de fatores de viruléncia/genes foram obtidos pela somatéria do numero de cultivares
diferenciadoras suscetiveis, desconsiderando-se a cultivar padrao de suscetibilidade Green Towers.

2.2 Multiplicacéo dos isolados

Os fendtipos de viruléncia de B. lactucae foram multiplicados em cultivar comercial
de alface Solaris (Bayer-Seminis), as quais foram semeadas em caixas plasticas Gerbox
(11 x 11 x 3,5 cm) esterilizadas com solucao de 1:1 de hipoclorito comercial e alcool etilico
70%, forradas com papel de germinacdo autoclavado umedecido com 10 ml de agua
destilada e autoclavada. Cada caixa foi dividida em trés 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 camara de incubacéo tipo B.O.D.
(“Biochemical Oxygen Demand”) sob temperatura de 16°C e fotoperiodo de 12h até
apresentarem folhas cotiledonares expandidas e aptas a receberem o inéculo.

Transcorrido este periodo, iniciou-se o processo de preparo da solucdo de
inoculacéo, realizado de acordo com a técnica de llott et al. (1987) modificada por Marin
et al. 2019 pela adicéo de surfactante Tween 20® na concentracdo de sete gotas por litro
de 4gua. Assim, procedeu-se a coleta das folhas cotiledonares visivelmente esporuladas
de plantulas previamente inoculadas, as quais foram removidas cuidadosamente com
auxilio de pincas esterilizadas, transferidas para tubos Falcon de 50 ml e adicionada agua
destilada em volume suficiente para cobrir o material vegetal, agitando-o em Vortex® até
suspensdo dos esporos. Esta foi filtrada, utilizando-se gaze esterilizada e filtrado
transferido para tubo Falcon de 50 ml. Apds, o filtrado foi submetido a centrifugacéo 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 suspensédo. Ressuspendeu-
se o pellet com 5 a 10 ml de agua destilada e autoclavada e aferiu-se a concentragéo da
suspensao com o emprego de hemacitdbmetro (camara de Neubauer), de acordo com o
meétodo descrito por Alfenas e Mafia (2016).

A inoculacdo das plantulas foi realizada por névoa produzida por borrifadores
convencionais para cada fenotipo de viruléncia de B.lactucae, de modo que a solucéo
fosse espalhada uniformemente sobre as folhas cotiledonares das plantulas até atingir-
se o ponto de escorrimento. Apés a inoculacgéo, as caixas foram recolocadas em camara
de incubacéo tipo BOD com temperatura de 13°C, durante as seis primeiras horas em
camara escura e depois o fotoperiodo foi ajustado para 12 h. Assim que 0s esporangios
se tornaram visiveis, fato previsto para ocorrer entre 6 e 12 dias, todo o processo foi
repetido procurando-se obter concentracdo superior a 1x10° esporangios mL7,

necessaria para inoculagdo nas cultivares comerciais.
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2.3 Teste de resisténcia das cultivares comerciais

Para o teste de resisténcia, todas as cultivares foram semeadas em caixas
plasticas Gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), higienizadas conforme descrito para multiplicacdo
dos isolados, forradas com papel de germinacdo dividido em seis partes iguais e
umedecido com 15 ml de agua 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 plastica para cada uma das trés repeticdes. As caixas foram
mantidas por 10 dias em camara de incubacédo tipo BOD a temperatura de 13°C e
fotoperiodo de 12 h até o momento em que apresentaram os cotilédones totalmente
expandidos, aptos para receberem o indculo.

Em cada caixa plastica contendo as cultivares foi borrifada de 2 a 3 ml da
suspensdo de esporos com concentracdo de 1x10° esporangios ml?, os quais foram
distribuidos uniformemente sobre as folhas cotiledonares das plantulas. Apés a
inoculacdo, as caixas foram recolocadas em camara de incubacédo tipo BOD com
temperatura de 13°C, onde durante as seis primeiras horas foram deixadas em camara
escura e depois o fotoperiodo foi ajustado para 12 h.

A quantificacdo de severidade da doenca determinada pelo indice de laténcia (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 plantulas que apresentaram 0s primeiros sinais de
esporulagbes em menor espaco de tempo e a nota 0 aquelas que apresentaram 0s
primeiros sinais de esporulacdes em maior espaco de tempo.

Avaliou-se a resisténcia/suscetibilidade por meio do monitoramento diario da
cultivar suscetivel Solaris, baseado na escala proposta por Lebeda e Petrzelova (2010)
modificada. Quando as plantulas de Solaris apresentaram os primeiros sinais do
patégeno sobre as folhas, as cultivares, nas trés repeticoes, passaram a ser avaliadas
individualmente, fazendo-se a contagem do numero de plantulas que apresentaram
esporangios. A média final de plantas esporuladas (PE) foi obtida pela relacdo entre a
média de plantas esporuladas ao longo de 15 dias e a porcentagem de plantas

germinadas para cada cultivar, considerando-se as trés repeticdes. Este método
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classifica a resposta de resisténcia/suscetibilidade em resistente (RC), quando as
plantulas ndo apresentam esporangios (PE < 5%), resisténcia incompleta (RI), quando a
esporulagéo é limitada (5%<PE<20%) seguida de necroses macroscopicamente visiveis
ou cloroses, e resposta heterogénea (RH) (20%<PE<40%), quando h& mistura de
plantulas completamente resistentes e plantulas completamente suscetiveis e em

suscetivel (S) quando mais de 40% das plantulas apresentam esporangios visiveis.

2.4 Anélise estatistica

Foram considerados os fatores cultivares (C), fenotipos de viruléncia (BL),
fendtipos de viruléncia agrupados por regides de coleta (BLsp e BLrs) e grupos de alface
(GA) para as variaveis Porcentagem de Esporulacédo (PE) e indice de Laténcia (IL). Para
cada uma das variaveis, realizou-se analise de variancia para as interacfes entre os
fatores: i) cada cultivar e todos fenoétipos de viruléncia agrupados (Ci-as+controle X BL); ii)
todas as cultivares agrupadas e cada fen6tipo de viruléncia (C+controle X BL1-5); iii) fenotipos
de viruléncia de regides distintas (BLsp x BLrs); iv) cada grupo de alface e todos os
fenotipos de viruléncia agrupados (GAi-s+controle X BL); V) cada grupo de alface e cada um
dos fendtipos de viruléncia separadamente (GAui-s+controle X BL1-5s). Quando a interacao
entre os fatores foi significativa, considerando as variaveis analisadas (PE e IL), aplicou-
se o teste de Tukey 1% de probabilidade. Todas as analises e gréaficos foram performadas

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

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para ambas as variaveis (PE e IL), houve variacdo significativa entre todas as
interagcdes a 1% de probabilidade (p<0,001). As cultivares Graffiti, Bocado, Lirice, Lobela,
Jade, Valentina, Model, Myrtel, Natélia RZ, Oakly RZ, Carmoli RZ, Rouxai RZ Jonction
RZ e Rosaine RZ foram resistentes aos cinco fenoétipos de viruléncia de Bremia lactucae,
cujas médias da porcentagem de esporulagéo (PE) variaram de 0,00 a 0,22% e indice de
laténcia (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
suscetiveis a todos os fenétipos de viruléncia de B. lactucae testados, concordando com
a auséncia de genes Dm e/ou FR conhecidos ao patégeno conforme descrito no portfélio
das respectivas empresas produtoras. Segundo a escala de classificagdo de resisténcia
utilizada, 11 (22,92%) cultivares apresentaram resisténcia incompleta, 6 (12,50%)
resposta heterogénea e 24 (50,00%) foram suscetiveis a ao menos um dos fenétipos de
viruléncia de B. lactucae. Os indices PE e IL variaram em diferentes propor¢oes,
indicando acao diferencial dos genes de resisténcia frente aos fenotipos de viruléncia de
B. lactucae para estas caracteristicas.

Agrupando-se as racas paulistas SPBI:01, SPBI:02 e SPBI:03, 36 cultivares
apresentaram resisténcia (75,00%) as trés simultaneamente, enquanto 37 foram
resistentes a SPBI:01, 40 (83,33%) a SPBI:02 e 43 (89,58%) a SPBI:03 (Quadro 1). A
partir do monitoramento de racas de B. lactucae, a trés racas paulistas estdo entre as
mais estaveis e altamente agressivas dentro da populacdo monitorada entre os anos de
2003 e 2015, visto que ao menos uma delas ja foi encontrada em 32, dos 33 municipios
amostrados na maioria dos anos e sob alta frequéncia (Marin et al., 2019). A esporulagéo
de SPBI:01(11,96%) e SPBI:02(11,94%), por conseguinte, foi semelhante e superior a
SPBI:03(9,67%), no entanto, a primeira foi a mais patogénica entre as racas paulistas,
cujo IL foi de 2,91. Essa patogenicidade pode estar relacionada com os fatores de
viruléncia, visto que a SPBI:01 possui dois fatores de viruléncia a mais que SPBI:02 e um
a mais que SPBI:03 (Tabela 4). Mais fatores de viruléncia n&o, necessariamente,
implicam em maior patogenicidade, mas aumentam as chances de o hospedeiro nao

apresentar os genes de resisténcia compativeis com 0s mesmos.

Tabela 5. Média da porcentagem de esporulacdo (PE)! e indice de laténcia (IL)? de todos
os fendtipos de viruléncia de Bremia lactucae testados em cultivares de alface.

Cultivares de alface (PE)* Cultivares de alface (IL)2
Vanda 47,98 + 0,87 a Solaris 9,49+ 0,05 a
Solaris 4497 + 0,27 a Brida 8,87 +£0,07b

Brida 37,86 +0,70b Vanda 8,67+0,13 b
Imperial roxa 29,71+£228b Imperial Roxa 6,47 +0,43 ¢
Cibele 12,56 £ 0,34 c Marcela 4,73+0,77d

Kristine 11,82 + 0,96 cd Ludmilla 3,47+0,29 e



Larissa 11,70+ 0,28 cd Cibele 3,40£0,00 e
Red star 11,33 + 0,36 cde Lais 3,00+ 0,53 f
Scarlet 10,83 + 0,40 cde Aslan 2,80 £ 0,20 fg
Inés 10,71 £ 0,20 cde Mondai 2,47 £ 0,59 gh
Elisangela 10,70 £ 0,53 cde Kiribati 2,40 £ 0,23 hi
Angélica 10,63 £ 0,37 cde Raissa 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 ki
Marcela 6,03 £ 0,76 cdefg Elisangela 1,80 + 0,00 kI
Silvana 5,76 £ 0,65 cdefg Inés 1,80 + 0,00 kI
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 Im
Raissa 4,16 = 0,23 cdefg Ofélia 1,60 + 0,00 Im
Lectrice 3,61 + 0,19 defg Querido 1,60 £ 0,00 Im
Adranita 2,81 £ 0,96 defg Isadora 1,53 £ 0,07 Imn
Kiribati 2,62 £ 0,25 efg Milamil 1,40 £ 0,12 mn
Lais 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+0,79fg Maira 0,60+£0,310
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£0,20r
Rosaine 0,22+0,02¢g Rosaine 0,07+0,07r
Carmoli 0,02+0,009 Carmoli 0,00+ 0,00 r
Lobela 0,00+0,81¢g Lobela 0,00£0,00r
Grafitti 0,00+£0,009 Graffiti 0,00 £ 0,00 r
Jade 0,00+ 0,009 Jade 0,00+ 0,00 r
Jonction 0,00£0,00¢g Jonction 0,00£0,00r
Lirice 0,00£0,00¢g Lirice 0,00£0,00r
Model 0,00+ 0,009 Model 0,00+ 0,00 r
Myrtel 0,00£0,00¢g Myrtel 0,00£0,00r
Natalia 0,00£0,00¢g Natalia 0,00£0,00r
Oakly 0,00+£0,009 Oakly 0,00 £ 0,00 r
Rouxai 0,00+£0,00¢ Rouxai 0,00 £ 0,00 r
Valentina 0,00+ 0,00 g Valentina 0,00+ 0,00 r

46

L2Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01)
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Quadro 1. Resposta de resisténcia/suscetibilidade de cultivares e grupos de alface aos cinco fenotipos de viruléncia
de Bremia lactucae.

Fendtipos de viruléncia Fendtipos de viruléncia

Cultivar Grupo SPBI SPBI: SPBI: Cultivar Grupo SPBI: | SPBI: | SPBI:
RS05 | RS04 01 02 03 RSO05 | RS04 01 02 03
Silvana AM? RC?2 S RC RC RC Ofelia LS RC S RC RC RC
Ludmilla AM RIP S S RI RC Graffiti LS RC RC RC RC RC
Lais AM RH¢ 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 Elisdngela LS RC S RC RC RC
Raissa AM RI RC S RI R Marcela LS RC RC RH RI RH
Cibele AM RC S RC RC RI Milamil MM# RC S RC RC RC
Red Star CR? 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
Inés LS8 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 MRS RC RC RC RC RC

1Americana; °Crespa; 3Lisa; “Mimosa; ®Romana, Minirromana
2RC: Resisténcia completa; PRI: Resisténcia incompleta; °RH: Resposta heterogénea; 9S: Suscetivel
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SPBI:01 esporulou semelhantemente e foi mais patogénica quando comparada a
RSO05 (Figura 1). Ja SPBI:02 e RS05 nao diferiram quanto a PE e foram superiores a
SPBI:03 para esta caracteristica, enquanto os ILs foram semelhantes para os trés
fendtipos de viruléncia. A raca SPBI:01 possui quatro fatores de viruléncia a mais que
RS05, os quais conferiram a SPBI:01 maior celeridade no processo infeccioso nas
plantas, o qual é verificado pelo maior IL, ou seja, menos barreiras genéticas e fisico-
quimicas foram encontradas por essa ra¢ca ao entrar em contato com o tecido foliar das
cultivares testadas.
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Figura 1. Médias da porcentagem de esporulacdo (PE) e do indice de
laténcia (IL) de fendtipos de viruléncia de Bremia lactucae em cultivares de
alface. 1?Médias sobre as barras grafadas em letras na cor preta
representam a média da porcentagem de esporulacdo (PE), na cor
vermelha representam o indice de laténcia (IL). Médias seguidas pela
mesma letra, para a mesma variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,01).

Ja SPBI:02 possui sete fatores de viruléncia, quebra a resisténcia dos genes e
Dm3 e Dm15, efeito este ausente em RS05, enquanto este possui cinco fatores de
viruléncia e quebra a resisténcia do gene Dm18, o que ndo ocorre com a SPBI:02 (Tabela
4). Apesar da maior composi¢cdo de genes de viruléncia de SPBI:02, observou-se

similaridade com RS05 em relacdo a PE e IL, a qual pode estar relacionada a resisténcia
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incompleta dos genes Dm na raca paulista. Associado a isto, pode haver maior
variabilidade genética em populacdes oriundas do sul do pais, cujo clima favoravel
durante grande parte do ano propicia a B. lactucae maior diversidade de hospedeiros da
familia Asteraceae, o que contribui para a sua adaptabilidade a estrutura genética dos
mesmos, ja que o patdgeno é capaz de se adaptar rapidamente (Lebeda e Zinkernagel,
2003; Petrzelova et al., 2013).

Os fendtipos de viruléncia RS04 e RS05, conjuntamente, esporularam em maior
namero de plantas e foram mais patogénicos que as ragas do estado de S&o Paulo (SP)
(Figura 2). Segundo Marin et al. (2019), existe similaridade entre as popula¢des de B.
lactucae europeias e californianas com as do estado de Sdo Paulo. Isto favorece a
resisténcia das cultivares de alface para as racas paulistas, pois as companhias de
sementes delineiam seus programas de melhoramento genético de alface para
resisténcia ao mildio com base na frequéncia dos genes Dm e FR nas populacdes de B.
lactucae, em grande parte, nos Estados Unidos e paises da Europa. Estudos sobre a
populacdo 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
dindmica populacional do patégeno nessa regiao.

Considerando, individualmente, os fenétipos de viruléncia 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 viruléncia 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 mildio para o conjunto de fatores de viruléncia presentes em RS05, enquanto os
fatores de viruléncia v3 e vDesing presentes em RS04 podem estar relacionados com a

maior suscetibilidade das cultivares a este fendtipo de viruléncia.



50

10,0 1
60

N
o

)

40

indice de laténcia
(IL)?

20

| » 2o

2,5 1

a1
[=)
Média da porcentagem de
esporulacdo (PE)!

oo o

SP RS

Figura 2. Médias da porcentagem de esporulacdo (PE) e do indice de
laténcia (IL) de fendtipos de viruléncia de Bremia lactucae do estado de
Sé&o Paulo (SP) e Rio Grande do Sul (RS) em cultivares de alface. 1°?Médias
sobre as barras grafadas em letras na cor preta representam a média da
porcentagem de esporulacédo (PE), na cor vermelha representam o indice
de laténcia (IL). Médias seguidas pela mesma letra, para a mesma variavel,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,001).

Agrupando-se os fendtipos de viruléncia de Sdo 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 fendtipo de viruléncia RS04. Este foi o mais patogénico e com maior espectro de
dispersédo de esporos entre as cultivares, visto que sua PE (22,49%) e IL (5,16) foram os
maiores entre os demais fenétipos de viruléncia do patégeno, chegando a valores de
88,05% e 77,12% superiores a raca SPBI:01, respectivamente (Figura 1). Além disso,
das 20 cultivares resistentes ao RS04, 14 foram também resistentes a todos os fenétipos
de viruléncia de B. lactucae. Observa-se, portanto, que a maioria das cultivares testadas
nao oferecem resisténcia a RS04 e os genes que a conferem exercem forte influéncia na
resisténcia aos demais fenotipos de viruléncia de B. lactucae avaliados. Geneticamente,
o fendtipo de viruléncia RS04 diferencia-se das racas SPBI:01, SPBI:02 e SPBI:03,
principalmente, por quebrar a resisténcia do gene Dm18, enquanto também se diferencia

de RS05 como citado anteriormente. Relatos sobre a quebra desse gene de resisténcia
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também foram observados em populacbes de Bremia na Australia (Trimboli e
Nieuwenhuis, 2011).

Sendo assim, a compreensao da estrutura populacional B. lactucae de outras
regides em termos de genes Dm e fatores de viruléncia sao fundamentais para evitar-se
a supressao dos genes de resisténcia das cultivares por novas racas emergentes, a
exemplo do que vem ocorrendo com o fenétipo de viruléncia RS04, visto que o controle
permanente do mildio da alface exige o fornecimento continuo de novos genes de
resisténcia (Lebeda et al., 2007).

Todos os grupos de alface apresentaram PE e IL inferiores ao controle (Solaris)
para todos os fenoétipos de viruléncia de B. lactucae (Figura 3). O grupo crespa
apresentou PE inferior apenas ao controle considerando todos os fenétipos de viruléncia
de B. lactucae conjuntamente, caracteristica fortemente influenciada pela cultivar crespa
Vanda, a qual, juntamente com a cultivar Solaris, sdo suscetiveis e ndo portam genes
Dm conhecidos de resisténcia do mildio dentre as 48 cultivares testadas. No entanto,
53,84% das cultivares de alfaces crespas foram resistentes aos cinco fenoétipos de
viruléncia 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 fenoétipos de viruléncia de B. lactucae,
relacdo esta que ndo ocorreu nos demais grupos de alface.

Entre as cultivares portadoras de genes de resisténcia ao mildio, considerando os
cinco fenotipos de viruléncia de B. lactucae conjuntamente, observou-se maior
patogenicidade nas cultivares do grupo americana, sendo estas, portanto, as menos
eficientes em termos de resisténcia a infeccdo inicial pelo patdgeno (Figura 3). No
entanto, isso nao refletiu na sua PE, visto que esporulou em menor nimero 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 caracteristica (Tabela 6). Considerando as trés racas
paulistas, 50% das alfaces americanas avaliadas apresentaram resisténcia, 75% foram
resistentes a duas racas, enquanto nenhuma cultivar deste grupo foi resistente aos dois

fendtipos de viruléncia do RS. Os grupos mimosa e lisa nao diferiram para esporulacéo
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e patogenicidade, enquanto as cultivares menos afetadas pelo patégeno foram do grupo

romana seguidas do grupo minirromana, respectivamente.
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Figura 3. Médias da porcentagem de esporulacdo (PE) e do indice de
laténcia (IL) de fenotipos de viruléncia de Bremia lactucae inoculados em
grupos de cultivares de alface. ?Médias sobre as barras grafadas em
letras na cor preta representam a média da porcentagem de esporulacao
(PE), as letras na cor vermelha representam o indice de laténcia (IL).
Médias seguidas pela mesma letra, para a mesma variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

A raca SPBI:01 foi a que mais discriminou 0s grupos de alface em termos de PE e
IL, demonstrando que esta €, entre os fendtipos de viruléncia de B. lactucae testados, a
raca paulista que mais apresentou resisténcia incompleta e resposta heterogénea para
as cultivares testadas (Figura 4) (Quadrol). SPBI:03 foi a raca mais estavel e menos
agressiva em termos de PE, visto que cinco grupos de cultivares de alface apresentaram
a mesma resposta para esta caracteristica, trés dos quais (romana, mimosa e americana)

foram os menores indices entre todos os fenotipos de viruléncia de Bremia (Figura 4). Ja
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Figura 4. Médias da porcentagem de esporulacéo (PE) e do indice de laténcia (IL) de fendtipos de viruléncia de
Bremia lactucae em cultivares de alface. ?Médias sobre as barras grafadas na cor preta representam a média
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de viruléncia. Médias seguidas pela mesma letra, para a mesma variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,01).
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o fendtipo de viruléncia RS04 foi 0 Unico 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 a
presenca da SPBI:03, porém, instaveis a SPBI:01 e pouco eficientes em resistirem ao
conjunto genético de viruléncia de RS04.

Entre as hipoteses para a resposta diferencial dos genes Dm presentes nas
cultivares, esta o fato de que existe resisténcia incompleta em genes Dm e essa pode
variar dependendo das condi¢cbes ambientais e do isolado de B. lactucae, condicdo que
ja 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 resisténcia, cujo fendtipo quantitativo de resisténcia
€ manifestado apenas na vida adulta da planta e apresenta heranca poligénica
(resisténcia horizontal) (Norwood et al., 1983; Grube e Ochoa, 2005; Simko et al., 2013).
Assim, a associacao de resisténcia quantitativa e qualitativa através da combinacéo entre
a piramidacdo de multiplos genes Dm com loci de caracteristicas quantitativa (QTLS)
pode proporcionar maior durabilidade da resisténcia contra B. lactucae em diferentes
estagios de desenvolvimento da planta (Parra et al., 2020)

SPBI:02 foi a Unica raca que ndo esporulou em dois grupos de alface
simultaneamente (romana e minirromana), no entanto, SPBI:01 foi a que mais esporulou
e foi patogénica em cultivares do grupo romana, cultivares das quais também inibiram a
esporulacdo da raca SPBI:03 (Figura 4). A PE de RS05 nao diferiu de SPBI:02 e SPBI:03
para 0s grupos minirromana, crespa e americana. Comparando-se dois a dois, esses trés
fendtipos de viruléncia compartilham de esporulacdo semelhante para quatro grupos de
alface, sendo as SPBI:02 e SPBI:03, portanto, mais parecidas com RS05 do que com
SPBI:01 para esta caracteristica.

Existe influéncia do grupo de alface sobre a resisténcia a determinado fenétipo de
viruléncia de B. lactucae, visto que 0s genes de resisténcia se comportaram de maneira
distinta entre os mesmos. A exemplo, cultivares Mondai (mimosa) e Rosaine

(minirromana), ditas resistentes as ragas europeias BIl:16,21,23,32EU e BI:16-
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26,31,32EU, respectivamente, foram resistentes a todos os fenotipos de viruléncia de
mildio 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 variavel entre
suscetivel, resisténcia incompleta e resistente. Assim, infere-se que as estratégias de
incorporacado dos genes de Dm e FR nas cultivares podem variar entre as companhias
de sementes ou mesmo entre as cultivares, cujas diferencas podem se dar em termos de
piramidagdo dos genes, métodos de melhoramento para fixagdo das caracteristicas ou
mesmo a ac¢do combinada desses fatores com a estrutura morfolégica das cultivares.
Fatores fisioldgicos e bioquimicos intrinsecos a relacdo patégeno-hospedeiro também
influenciam na patogénese, tornando a interacdo Bremia-hospedeiro ainda mais
complexa, tais como adesdo dos esporos na superficie da planta, formacdo dos tubos
germinativos, apressorios e estruturas de penetragcdo no tecido vegetal e reconhecimento
do pré-haustério e pds-haustorio, este que ocorre baseado na combinacdo especifica
entre os Dm/Avr, tornam a interacdo Bremia-hospedeiro ainda mais complexa
(Latijnhouwers et al., 2003; Mansfield et al., 1997).

N&o existem estudos acerca do fluxo génico e migratério entre populacdes de
Bremia lactucae no Brasil, mas sabe-se que a eficacia das novas cultivares com genes
de resisténcia é observada apenas temporariamente, até que novos genes de viruléncia
ocorram dentro da populacao do patégeno (Petrzelova et al., 2013). Segundo Marin et al.
(2019), as fontes de resisténcia para o estado de S&o Paulo podem ser baseadas nos
genes Dm17, Dm18 e R38 e fatores de resisténcia das cultivares diferenciadoras Balesta
e Bellissimo (Cadigo sexteto EU-A). No entanto, a alta variabilidade e adaptacéo genética
intrinseca a espécie B. lactucae, aliada a introducéo de diferentes fenétipos de viruléncia
na populagéo, sdo capazes de reduzir consideravelmente a eficacia das cultivares de
alface disponiveis no mercado, como foi observado para o fenétipo de viruléncia RS04.
Até o momento, padrdes de viruléncia semelhantes a RS04 nao foram encontrados em
isolados coletados no estado de Sao Paulo. Assim, genes Dm associados a resisténcia
ao fenotipo de viruléncia RS04 devem ser introduzidos em programas de melhoramento

de cultivares de alface, visto que a busca por novas fontes de resisténcia tem que ser
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continua e prioritaria em programas de melhoramento de alface (Crute, 1992; Lebeda et
al., 2002, Lebeda et al., 2014).

As empresas produtoras de sementes devem considerar 0 monitoramento de
racas de Bremia lactucae desenvolvidos no Brasil em seus programas de melhoramento,
pois as cultivares disponiveis no mercado carecem de resisténcia especifica aos
fendtipos de viruléncia brasileiros do patégeno. Recomenda-se também o uso do
conjunto de fendtipos de viruléncia de B. lactucae testados para avaliagdo da eficiéncia
das cultivares disponiveis no mercado brasileiro, assim como para o desenvolvimento de
linhagens resistentes a B. lactucae, visto o potencial informativo sobre a resisténcia frente
a presenca do patdgeno. Além disso, a localizacdo de QTLs associadas a resisténcia ao
mildio em espécies selvagens de Lactuca spp e suas introgressfes em espécies
cultivadas devem ser consideradas pelas empresas de melhoramento, visto a sua
caracteristica poligénica, a qual, associada a piramidacdo de multiplos genes Dm, tém a
capacidade de proporcionar resisténcia duravel e efetiva contra o mildio (Parra et al.,
2020) (Parra et al., 2021).

4 CONCLUSOES

- As cultivares de alface testadas sdo mais adaptadas em resistirem ao conjunto
genético de viruléncia das racas de B. lactucae coletadas no estado de Sao Paulo em
relacao aos fenoétipos de viruléncia do Rio Grande do Sul;

- O fendtipo de viruléncia RS04 quebra a resisténcia da maioria das cultivares e
genes Dm, associados a resisténcia devendo ser considerado em programas de
melhoramento;

- Cultivares do grupo de alface crespa apresentam maior resisténcia aos cinco
fendtipos de viruléncia de B. lactucae enquanto o grupo americana foi o mais suscetivel
a infeccao inicial pelo patdégeno;

- O conjunto de fendtipos de viruléncia de B. lactucae apresentados foram

eficientes em discriminar as cultivares de alface em termos de resisténcia,
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recomendando-se o0 uso destes em programas de melhoramento brasileiro sobre o mildio

da alface.
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CAPITULO 3 - Estrutura populacional de isolados brasileiros de Bremia lactucae
analisada por meio de marcadores moleculares SNPs

RESUMO - Bremia lactucae Regel é causador do mildio da alface, umas das
principais e mais estudas doencas da cultura devido a complexa e altamente adaptavel
estrutura genética. A caracterizacao fenotipica e molecular das ragas do patégeno é
realizada em diversos paises, cuja Gltima é principalmente feita via marcadores
moleculares, esta, ainda incipiente para as ragas 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 Séo Paulo (SP), Parana (PR) e Rio Grande do Sul
(RS) em 2015, 2016 e 2017 foram fenotipados, multiplicados em laboratério e suas
solucdes de esporos preparadas para extracdo de DNA. Este foi extraido pelos métodos
CTAB e PowerSoil, quantificados e as bibliotecas construidas baseadas nos protocolos
lllumina, a partir fragmentos de DNA de 350 pb. As sequéncias gendmicas 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 referéncia e
filtradas para cobertura gendmica minima de 10x, distancia entre SNPs de 4000 bp e
qualidade gendémica de 40. 3040 sites SNPs foram utilizados para analise de diversidade
e estratificagdo da analise populacional utilizando-se AMOVA e Arvore de Extensdo
Minima assim como Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC). A partir
da distancia genética de Nei, os isolados foram agrupados em trés grupos, o brasileiro, o
norte-americano e o europeu, o qual também foi corroborado pela DAPC. As populacdes
brasileiras de B. lactucae sdo geneticamente mais relacionadas com as populagdes
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 populacdes europeias de
B. lactucae podem estar relacionadas com a proximidade deste com a populacdo
brasileira. A maior parte da diversidade genotipica é entre isolados de mesmo local,
embora haja diferencas geograficas entre as populacdes. Por meio do indice de
associacao, infere-se que as populacdes brasileiras de mildio apresentam reproducéo
predominante assexuada e, consequentemente carateristica clonal. O sequenciamento
€ eficiente em caracterizar populacées do mildio, porém, sequenciar mais isolados
brasileiros é necessario para melhor compreensao dos fenbmenos genético-adaptativos
recorrentes dentro e dentre as populacdes do patdgeno, assim como a dinamica
populacional entre os locais de ocorréncia da doenca.

Palavras-chave: Mildio da alface; Lactuca sativa L.; gendmica, genética de populacao;
sequenciamento



63

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 Sdo Paulo (SP), Parana (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 lllumina 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 INTRODUCAO

O oomiceto Bremia lactucae Regel, causador da doenc¢a do mildio da alface, € um
organismo biotréfico pertencente a familia Peronosporaceae, cujos mecanismos de
infeccdo e multiplicacdo séo frequentemente estudados devido a sua intima e complexa
relacdo com o hospedeiro. Tal complexidade esta relacionada com a sua alta
variabilidade genética, havendo diversos relatos de racas fisiologicas e adaptacbes a
fungicidas ao longo dos anos (Brown et al., 2004; Michelmore e Wong, 2008; van Hese
et al., 2016).

O monitoramento das racas do mildio tem sido realizado por varios pesquisadores
de todo o mundo, na tentativa de elucidar a dinamica populacional do mesmo, assim
COmo 0S 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, 0 monitoramento de racas do mildio ocorre desde 2003 conduzido pelo
Nucleo de Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM) locado na Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, o qual ja identificou 17 fenotipos de
viruléncia, sendo quatro deles (SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03 e SPBI: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) ja identificaram nove e 36 ragas de B. lactucae,
respectivamente, entretanto, apenas a raca Bl:21EU, encontrada a Italia, apresenta o
mesmo padrao de viruléncia do fendétipo SPBI:17, encontrado no Brasil (estado de Séo
Paulo). Os grupos americano e europeu tem investido em estudos moleculares acerca
das especificidades genéticas do patdégeno e suas ragas, 0 que proporcionou a abertura
e caracterizacdo detalhada de populacdes desse patdgeno e revelaram uma variagao
genética consideravel 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 viruléncia, existe similaridade entre as

populacdes do mildio encontradas no estado de S&o Paulo com as populagfes europeias
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e californianas (Marin et al., 2019). No entanto, a caracterizacdo a nivel molecular de
isolados brasileiros € incipiente, carecendo de estudos mais aprofundados para a
confirmagédo das ragas, das caracteristicas de viruléncia e de como geneticamente ocorre
0 surgimento de novos fendtipos de viruléncia de B. lactucae. Além disso, a partir do
sequenciamento genético dos isolados coletados no Brasil, torna-se possivel compara-
los com isolados de outros paises, favorecendo a compreensao da dinamica populacional
do patdgeno e, consequentemente, unificando a pesquisa e favorecendo o
desenvolvimento de cultivares de alface resistentes ao mildio. Assim, para favorecer o
controle mais duradouro da doenca, € importante entender as bases moleculares
fundamentais relacionadas com a evolucao do patégeno.

Entre as ferramentas moleculares mais difundidas para andlise populacional de
patégenos, estd 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 desequilibrio de ligacdo (Maruki e Lynch, 2015). A partir deste
marcador, torna-se possivel calcular a diversidade genética e estrutural da populagéo
com alta precisdo, além de permitir-se inferir sobre as for¢as evolucionarias atuantes nas
populacdes analisadas (Griinwald e Goss, 2011).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar molecularmente a estrutura de
populacdes brasileiras de Bremia lactucae a partir de sequenciamento genético e
marcadores SNPs, comparando-as com populacfes do patégeno oriundas de outros

paises.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e manutencéao de isolados

Ao todo, 54 isolados de Bremia lactucae foram selecionados para analise de
variacdo genética e gendmica de populacdes (Tabela 1). Os isolados brasileiros de
Bremia lactucae utilizados no atual experimento sdo oriundos de coletas nos anos de

2015, 2016 e 2017 e fazem parte do banco genético da espécie, sendo fruto do



66

monitoramento de racas realizado pelo Nucleo de Estudos em Genética e Melhoramento
de Plantas, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus 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 municipio de Davis, Califérnia,
EUA. A partir deste banco, os isolados europeus sao historicamente utilizados para
caracterizar genes de resisténcia Dm em alface (llott et al., 1989), cujo monitoramento de
racas é coordenado pelo IBEB desde os anos 2000s, o qual ja caracterizou mais de 6.530
isolados (ISF, 2020). Os demais isolados sdo fruto do monitoramento de ragas para
caracterizacao dos fenoétipos de viruléncia das populacdes de B. lactucae estadunidense,
0 qual é realizado desde os anos 1980s no estado da Califérnia e desde os anos 2000s
em outros estados do oeste dos Estados Unidos. Além disso, o banco genético contem
coleces histdricas de B. lactucae coletadas em diversos paises da Asia e Oceania.

A coleta dos isolados brasileiros se deu de maneira randémica, a partir da
amostragem de folhas de cultivares comerciais de alface apresentando sinais e sintomas
de mildio durante o inverno nos meses de junho a setembro, cujas condi¢c6es de umidade
e temperatura sdo favoraveis ao desenvolvimento do patégeno. Em laboratério, os
isolados foram multiplicados e mantidos por meio de constantes inoculacées em cultivar

suscetivel Solaris previamente as suas respectivas diferenciacfes fenotipicas.

Tabela 1. Isolados de Bremia lactucae e seus respectivos locais/ano de coleta e
identificacdo como raca fisiologica.

Identificagdo do Municipio/Estado/Pais A Identificagdo como
. 1 > no de coleta
isolado de coleta raca
SPBar05/15 - ISP/BRA 2015 SPBI:01
SP140/15 - ISP/IBRA 2015 SPBI:03
SP140_1/15 - ISP/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




RS07/15

PRO3/16

PRO4/16

PR16/16

PR18/16

SP118/17

SP134/17

SP143/17

P24

M40

M42

D33

D49

D55

622b

1017

1034

1181

1363

1365

1376

1410

1412

1428

Flores da
Cunha/RS/BRA

Sao José dos
Pinhais/PR/BRA

S&o José dos
Pinhais/PR/BRA

Colombo/PR/BRA
Colombo/PR/BRA

Sao José do Rio
Preto/SP/BRA

Lajeadinho/RS/BRA
Salesopolis/SP/BRA
Ventura/CA/EUA
Moonpark/CA/EUA
Salinas/CA/EUA
Salinas/CAEUA
Salinas/CA/EUA
Salinas/CA/EUA
King City/CA/EUA
Salinas/CA/EUA
Yuma/AZ/EUA
Salinas/CA/EUA
Yuma/AZ/EUA
- ICA/IEUA
King City/CA/EUA
King City/CAEUA
King City/CA/EUA

Santa Maria/CA/EUA

2015

2016

2016

2016

2016

2017

2017

2017

1982

1983

1983

1990

1990

1990

1998

2004

2005

2008

2012

2012

2012

2013

2013

2014

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

Bl: 2US

Bl: 1US

Bl: 2US

Bl: 3US

Bl: 4US

Bl: 2US

Bl: 6US

N/N

N/N

N/N

Bl: 8US

N/N

Bl: 7US

N/N

N/N

N/N
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1469

1474

1474fil

1485

1486

1549

1689

1764

1806

1825

6B

7C

SF5

IL4

AM

1834

BL1

BL14

BL20

BL23

BL24

BL31

BL33

BL34

Huron/CA/EUA
Yuma/AZ/EUA
Yuma/AZ/EUA
King City/CA/EUA
King City/CA/EUA
- ICA/IEUA
Watsonville/CA/EUA
San Lucas/CA/EUA
Chualar/CA/EUA
- /ICA/IEUA
Europa
Europa
Finlandia
Israel
Austrélia
-ICA/EUA
Europa
Holanda
Europa
Franca
Holanda
Europa
Europa

Europa

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2015

2015

2015

2016

Pré-1980s

Pré-1980s

Pré-1980s

Pré-1980s

Pré-1980s

2016

Pré-1980s

1980s

1999

2001

2002

2013

2016

2017

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

Bl: 7US

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

N/N

Bl: 1EU

Bl

Bl:

BI:

Bl:

Bl:

BI:

Bl:

: 14EU

20EU

23EU

24EU

31EU

33EU

34EU
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1As duas primeiras letras da identificacdo da amostra correspondem ao estado em que foram originadas, seguido do

numero do isolado e do ano em que foi coletado. 2Mdltiplos municipios/paises de coleta ou dados inexistentes.

SN/N: N&o nomidado
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Para a classificacdo fenotipica dos isolados brasileiros, utilizou-se o conjunto de
cultivares diferenciadoras EU-C proposto pelo IBEB, o qual é composto por trés grupos
de seis cultivares diferenciadoras em cada um dos grupos. O codigo gerado € a soma
dos valores que cada diferenciadora representa (crescendo em escala de 2) quando se
mostra suscetivel ao isolado testado, sendo esta metodologia proposta por van Ettekoven
e van Arend (1999). Codigos sexteto diferentes representam fendtipos distintos do
patégeno. A resposta de resisténcia/susceptibilidade a B. lactucae em cultivares de alface
no conjunto diferencial EU-C dos isolados selecionados identificados, no Brasil, nos

estados de Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Resposta de resisténcia/susceptibilidade a isolados de B. lactucae identificados
no Brasil, estados de Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul, com base no conjunto
diferencial EU-C.

]
G;J ol |S13|9 S5 0|3 § T I®8|l=|c| o
Sl B |E|E|E|lS[T|s|IR|S]/e|8|2e|2 =
|82 |2|2|8|le|oin|S S |c|B|8| S
31028208 |<|g|z|s|of®]c]
o
Gene Dm ou RF
0 | 3 \ 4 \14\15\16\18|37\38\25\ ? \ ? \ ? | ? \ ? \ ?
Valor do cédigo sexteto
ol1l2]alsfaels2]1]2]a][s]16]32]1]2] 4
Isolado schcilgtg
SPBI:01 +l+ |+ |+ |+ ]+ -]+ -]-]1+]O] -1 - 31/09/00
SPBI:03 + |+ |+ |+ |+ |+ -]+ - - -G - REOREO)] 31/01/00
SP140 1/15 | + |+ |+ |+ |+ |+ | - |®HIO] - 11O -1®] +] () 31/01/03
RS01/15 + ]+ |+ |+ |+ ]+ - -] - - -] G 31/00/02
RS02/15 + |+ |+ |+ |+ |+ |- - - S NORNOREE - |+ - 31/00/02
RS03/15 + ]+ |+ - -]+ + -] -+ -] - - 51/08/00
RS07/15 + |+ |+ |+ |+ |+ |- - - S NORNOREE - |+ - 31/00/02
PRO03/16 S I S N T S I R A R e B - 31/01/00
PR04/16 + ]+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ - -+ -] -] - - 63/25/00
PR16/16 | + |+ |+ |+ |+ |+ |-+ |-]-]-[+]|-]-]1C]| - 31/17/00
PR18/16 +l+ |+ |+ |+ |+ -+ - -] -] -] -] - - 31/01/00
SP118/17 |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|-|-|-1O|-|-|-|+] - 31/00/02
RS134/17 |+ |+ |+ |+ |+ [+ | -1 --1-16O1-1-1+10¢ 31/00/02
SP143/17 |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|-|-|-1O|O]|-]-|+] - 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 llott et al. (1987) sob concentracéo de 5x10*
esporangios mlt. Apés a inoculacdo, as plantulas foram mantidas em camara de
incubacédo tipo B.O.D. (“Biochemical Oxygen Demand”) sob temperatura de 13°C e
fotoperiodo de 12h. As observacfes ocorreram aos 7, 11 e 15 dias, classificando as
plantulas como + quando a esporulacéo foi abundante, (+) esporulacdo esparsa superior
a 50%, (-) esporulacdo esparsa inferior a 50% e — na auséncia de esporulagdo. Assim,
as cultivares cuja resposta a inoculacdo é classificada em + ou (+), sdo suscetiveis,
engquanto as — e (-), resistentes. A partir do padréao de suscetibilidade apresentado por
cada isolado, determina-se os fatores de viruléncia, assim como permite-se recomendar

0s genes Dm e FR para uso em programas de melhoramento genético.

2.2 Preparo das amostras para extracao de DNA

Folhas cotiledonares contendo esporangios visiveis 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 agua destilada e autoclavada suficiente para
lavar a cobertura vegetal, agitou-se o tubo em Vortex, a fim de suspender os esporos
aderidos a superficie foliar, e estes foram transferidos para outro tubo Falcon de mesmo
volume. Apds, foram submetidos a centrifugacdo a 1.900 rpm, a 10°C por 10 minutos,
descartando-se 0 sobrenadante. Ao mesmo, adicionou-se 10 ml de agua destilada,
ressuspendeu-se o pellet e homogeneizou-se a solucao, transferindo-se aliquotas de 2
ml da solucdo de esporos a tubos Eppendorf de 2 ml. Estes foram submetidos a
centrifugacéo 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 0s tubos refrigerados em freezer -20°C até prosseguir-se com a extracao de
DNA. Todo o processo foi realizado para cada um dos isolados de B. lactucae utilizados.

Os métodos de extracao 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 extracdo de DNA
utilizados.

Isolado Método de Extracdo
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 extracdo de DNA — método CTAB

Previamente ao inicio do protocolo de extracdo, procedeu-se a remocado de
impurezas contidas nos pellets de cada um dos isolados utilizando-se tampao de
lavagem, de modo a torna-los menos viscosos, turbidos e de coloracdo marrom. O
tampao de lavagem utilizado foi a base de Sorbitol (100 mM Tris-HCI 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 apoés a adicdo de 2-mercaptoetanol (1%
v/v), logo antes do inicio do protocolo de extracdo. Para cada tubo contendo os pellets
dos isolados de B. lactucae, adicionou-se 1 mL de tampé&o de lavagem, homogeneizando-
se a solucédo por agitacdo manual e, posteriormente, centrifugando-os por cinco minutos
a 5.000 rpm em temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante contendo
polissacarideos e polifendis foi descartado, sendo o processo repetido até os pellets
atingirem a coloragdo marrom clara ou verde, estando assim aptos para inicio da
extragao.

Apbs o descarte da solucdo a base de Sorbitol, os pellets formados de esporos de
cada isolado, foram ressuspendidos com 700 pL de tampao de extracdo 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 utilizacéo ao adicionar-se 10 pL de B-mercaptoetanol por mL de
tampdao. A suspenséo de esporos foi transferida para microtubos de 2 mL contendo 200
pL de esferas de vidro esterilizadas Rain-X® de dimensao 425-600nm, sendo
posteriormente agitadas em Vortex a 15.000 rpm em temperatura ambiente por trés
minutos. O liquido foi transferido para tubos conicos de 2 mL. As esferas de vidro foram
entdo removidas por enxague diversas vezes com, aproximadamente, 1 mL de tampéao
de extracdo. As amostras foram entdo incubadas a 65°C por 30 minutos sob agitacao
frequente apds adicionar-se 15 pL de 10 mg.ml* de solugdo de RNAse.

A extracdo de DNA com fenol:.cloroférmio foi realizada a base alcool
fenol:cloroférmio:isoamil na proporcédo volumétrica de 25:24:1, sendo adicionado aos
tubos 0 mesmo volume utilizado para o tampao de extracdo (700 pL), os quais foram
manualmente agitados por inversdo durante 10 minutos sob temperatura ambiente. As
amostras foram entdo centrifugadas a 10.000 rpm em temperatura ambiente por 10
minutos. A fase aquosa (superior), composta por acidos nucleicos, foi cuidadosamente
transferida com pipeta para novos tubos conicos de 2 mL, evitando-se coletar detritos
provenientes das demais fases aquosas.

A segunda extracdo foi realizada ao adicionar-se ao volume de acido nucleico,
mesmo volume de solucéo 24:1 de alcool cloroférmio:isoamil. Posteriormente, o DNA foi
precipitado pela adicdo de 0,10 volume de acetado de sédio 3M pH 5,2 e volume 0,7 de
isopropanol e incubado overnight a -20°C. Ap6s a incubacéo, 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 centrifugacdo por 10 minutos a
10.000 rpm. Os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos com pipeta e os tubos
contendo os pellets de &cido nucleico foram mantidos abertos a temperatura ambiente
até evaporar todo o etanol. Em seguida, os pellets foram ressuspendidos com 100 pL de
10 mM Tris-HCI com pH 8,0, livre de DNAse e contendo 0,1 mg mL?* de RNAse, sendo
incubado a 37°C por 30 minutos. Por fim, o a quantificagdo de DNA de cada um dos
isolados de B. lactucae foi examinada em fluorémetro Qubit 3.0 de acordo com protocolo
estabelecido pelo fabricante utlizando-se o Qubit dsDNA HS Assay Kit (alta

sensibilidade, 0,2ng até 100ng), em que se adicionou 1 pL da amostra de DNA de cada



73

isolado para 199 pL de solucao de trabalho padrao do kit. As amostras de DNA de cada
um dos isolados de B. lactucae foram armazenadas em freezer -20 °C para futuras

analises.

2.4 Extracdo de DNA — método PowerSoil Dneasy®

Todos os estagios de extracdo 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
centrifuga Eppendorf por um minuto, sendo o sobrenadante cuidadosamente descartado.
Aos pellets, adicionaram-se 250 pL de buffer de eluicéo, ressuspendendo-o e transferindo
a solucao para tubos PowerBead Pro, onde adicionaram-se 800 uL de Tampao de Lise
(CD1) (Quadro 2) e agitaram-se os tubos horizontalmente em Vortex por 10 minutos a
maxima velocidade.

Os tubos foram entédo centrifugados por um minuto a 15.000 rpm e o sobrenadante
foi transferido para tubos “Microcentrifuge” de 2 mL em que foram adicionados 200 pL de
solucdo CD2, centrifugando-os novamente a 15.000 rpm a temperatura ambiente.
Descartando-se o pellet, o sobrenadante foi transferido para novos tubos
“Microcentrifuge” de 2 ml em que foram adicionados 600 pL de solugdo CD3, agitando-
0os em Vortex por 1 minuto. Desta solugéo, 650 uL (solugéo lisada) foram transferidos
para coluna MP Spin, centrifugando-a a 15.000 rpm por 1 minuto, descartando-se o
filtrado e repetindo-se a operacéo até a solucéo lisada se esgotar. Em seguida, a coluna
MP Spin foi, cuidadosamente, transferida para tubos de coleta de 2 ml, onde foram
adicionados 500 pL de solucdo de eluicdo (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 uL de
solucdo 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 a centrifugagéo a 16.000 rpm, sendo a coluna entédo

transferida para novos tubos de elui¢do de 1,5 mL. A mesma coluna MP Spin, adicionou-
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se 100 pL de solugcdo C6 especificamente no centro da membrana filtrante, a qual foi
entdo submetido a 15.000 rpm por um minuto. Ao fim, descartou-se a coluna, o DNA
extraido dos isolados de B. lactucae e apés a quantificacdo de DNA em fluorémetro Qubit
3.0 como descrito anteriormente, as amostras estavam prontas para construcdo das

bibliotecas.

2.5 Bibliotecas gendmicas

As bibliotecas foram preparadas a partir de DNA genémico de alto peso molecular
(>20 kb). Estas foram indexadas e preparadas utilizando-se kits de reagentes e
protocolos das empresas Illlumina (San Diego, CA), NEB (Ipswich, MA), e Enzymatics
(Beverly, MA). As selecdes de tamanho dos fragmentos de DNA, assim como sua
purificacdo, foram realizadas por meio da ligacdo de adaptadores para fragmentos de
350 bp utlizando-se 0.8 Agencourt Ampure beads XP (Beckman Coulter, Brea, CA) e
eluidos em 20 pL de tampéo de eluicdo. As concentracfes 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 lllumina,
gerando, em média, 30 milhdes (15 M forward + 15M reverse) de leituras pair-end (PE)

codificadas para cada isolado de B. lactucae.

2.6 Processamento das leituras e analises dos dados

Para cada um dos isolados, sequéncias gendmicas 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 minimo de 25
pb em complemento com filtrag&o para qualidade de 20 pb com o software BBDuk, o qual
é utilitario do BBmap v37.68 (BBMap - Bushnell B. -sourceforge.net/projects/bbmap/).

As sequéncias lllumina foram mapeadas de acordo com o genoma de referéncia

para Bremia lactucae, o isolado SF5, versdo 8.0 por meio do software BWA-MEM



75

algoritmo v0.7.16a (Cheema e Dics, 2009; Li, 2013). Em seguida, foram adicionados
grupos de leitura a cada um dos isolados, de maneira a identifica-los no pés-agrupamento
das sequéncias, 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 genbmica 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 sequéncias gendémicas dos isolados em relacdo ao
genoma de referéncia SF5. Para o presente estudo, foram utilizados isolados cujas
leituras proporcionaram cobertura gendmica = 10x, tendo seus SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) chamados por meio do software Freebayes 1.3.1 (Garrison e Marth,
2012).

As variaveis foram entéo 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 individuos; ii) localizacdo dentro de uma area de
cobertura média para todos os isolados de, no minimo 10x; iii) qualidade genbémica
minima de 40; iv) distancia minima 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 entdo usado para diferenciacdo de diversidade e estratificacdo da anélise populacional
utilizando-se AMOVA e Arvore de Extensdo Minima por meio do pacote POPPR (Kamvar
et al.,, 2014), assim como andlises DAPC (Analise Discriminante de Componentes
Principais) oriundas do pacote Adegenet (Paradis et al., 2017). A diversidade genotipica
de entre os isolados foi analisada considerando-se a intensidade e uniformidade de dois
indices em conjunto: 1) indice de Diversidade de Simpson, o qual analisa os genétipos

como um todo e entdo estima a probabilidade de dois gendtipos selecionados
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aleatoriamente serem diferentes entre si, partindo-se de 0 (sem diferenca genotipica) até

1 (distintos); 2) indice de Diversidade de Nei, o qual examina as frequéncias de fatores

de diferenciacdo ou a probabilidade esperada que um individuo tem de ser heterozigoto

para um dado locus (Paradis et al., 2017)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As leituras de todos os isolados foram mapeadas de acordo com o genoma de

referéncia do isolado SF5 v.8, cuja média de SNPs obtidos foi em torno de 1,3 milh&do por

isolado, enquanto a média da cobertura genémica dos isolados alcancou 51,92x. (Tabela

3).

Tabela 3. Profundidade coberta do genoma (PCG), porcentagem coberta do genoma
(%CG) nuamero 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 1.548.946 147 4fil 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
PRO03/16 44 27,33 1.543.508 1764 54 55,18 1.247.299
PRO04/16 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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Apos a filtragem dos SNPs pelos critérios descritos anteriormente, selecionou-se
um conjunto de 3.040 SNPs, sob auséncia de dados perdidos, area de cobertura
gendmica de, no minimo 10x e espacadas por ao menos 4000 pares de bases (pb) para
evitar SNPs fortemente ligados uns aos outros. Os SNPs selecionados foram utilizados
para identificar regides sujeitas a pressdes de selecdo que podem ser relevantes do ponto
de vista evolucionario do patdgeno. Para tal, primeiramente, estabeleceu-se a estrutura
genética fundamental do conjunto de isolados avaliados, de modo a testar se a
estratificacdo das popula¢gbes e subpopulacbes proposta corresponde a genética em

termos temporais e de locais de coleta (Quadro 3).

Quadro 3. Divisao hierarquica proposta de populacdes de Bremia lactucae baseadas em
origens geograficas e época de coleta.

Origem geogréfica Epoca de coleta Isolados
Brasil — S&o Paulo 2015 SP140, SP140_1, SPBar05
Brasil — S&o Paulo 2017 SP118, SP143
Brasil — Rio Grande do Sul 2015 RS01, RS02, RS03, RS07
Brasil — Rio Grande do Sul 2017 RS134
Brasil — Parana 2016 PRO0O3, 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
1363, 1365, 1376, 1410, 1412, 1428,1469, 1474,
Oeste EUA 2010s 1474-filt, 1485, 1486,1549, 1689, 1764, 1806,
1825, 1834
Israel Pré-1980s IL4
Australia Pré-1980s AM

Os SNPs selecionados foram utilizados para construcdo da arvore filogenética
pelo método “Neighbor-Joining” baseada na distancia genética de Nei (Nei, 1972) (Figura
1). A arvore gerada esta de acordo com a estrutura de populacdo esperada, cuja
populacao brasileira se diferencia das populacdes europeias e americanas, assim como
estas também se agrupam separadamente (Figura 1A). Observa-se que a populacao

brasileira de B. lactucae apresenta proximidade genética as populacdes americanas e
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europeias, no entanto, ao adicionar-se o estrato “Epoca de Coleta” as populacdes,
percebe-se que as subpopulacdes brasileiras se mantem agrupadas, porém,
geneticamente mais proximas das subpopulagbes europeias das décadas de 1990s,
2010s e 1990s, respectivamente (Figura 1B). A raca europeia mais proxima da populacéo
brasileira de B. lactucae é a BL:20, seguida das racas BIl:31, BI:33, Bl:34, Bl:1 e Bl:14, as
quais sdo mais proximamente aparentadas aos isolados de SP, SP134 e SP140
(SPBI:02) e SP140_1 e do RS, RS03, este fenotipicamente proximo a raca BL:20 (Figura
1C). No entanto, caracterizar a proximidade genética de popula¢bes do mildio apenas
por meio dos fendtipos de viruléncia ndo é recomendado, visto que estudos recentes
sobre oomicetos indicam que a estrutura genética da populacdo de B. lactucae nédo se
correlaciona totalmente com os fenétipos de (a)viruléncia (Gil, 2018).

Entre as hip6teses para que esse fendmeno ocorra esta a heterocariose, a qual
tende a ser causada por hibridizacdo somética e ja foi observada em isolados de B.
lactucae coletados nos ultimos 37 anos, tanto na Europa quanto nos Estados Unidos
(Michelmore e Ingram,1980; Michelmore e Sansome, 1982). A heterocariose gera
consequéncias fenotipicas distintas para o mesmo isolado, incluindo diferen¢as na taxa
de esporulacdo do mesmo, de maneira que derivativos de esporo unico provenientes de
um unico isolado, podem apresentar-se como sendo racas distintas em testes fenotipicos
de (a)viruléncia (Fletcher et al., 2019). Neste sentido, reconhecer ancestralidade dos
isolados de B. lactucae brasileiros com base nos fendtipos de (a)viruléncia se torna
prejudicada, visto que isolados oriundos da Europa e Estados Unidos, mesmo
geneticamente proximos, podem ter passado a apresentar fenétipos distintos ao serem

inseridos em populacdes brasileiras.
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Para compreender a estrutura genética basica da populacéo, aplicou-se a analise
discriminante de componentes principais (DAPC) (Jombart, 2010). Esta analise
determinou que 70% da variancia foi decorrente de trés clusters formados (Figura 2).
Estes trés clusters tiveram esperada dispersdo genética e esta de acordo com as
diferencas geograficas entre as populacdes em que: o cluster de coloracdo verde
corresponde a populacéo brasileira, enquanto os cluster de coloracédo azul e vermelha
correspondem a populacdo dos Estados Unidos e Europa, respectivamente. Os
resultados da DAPC séo consistentes com aqueles obtidos pela disperséo genética dos
isolados observada na Arvore de Extensdo Minima e, portanto, a distancia genética de
Nei pode ser considerada uma estimativa valida para relacionar questdes genético-
nucleares das populac¢des analisadas (Figura 3).

A diversidade genotipica de cada estrato (Local de Coleta e Ano de Coleta) foi
analisada considerando-se a intensidade e uniformidade de dois indices em conjunto, 0
indice de Diversidade de Simpson e indice de Diversidade de Nei (Tabela 4). Entre as
subpopulacdes brasileiras, os resultados séo consistentes considerando o ano de 2015,
pois apresentou maior indice de diversidade genética (A), visto serem isolados de regides
geograficamente diferentes. Em contrapartida, isolados de 2016, todos coletados no
estado do Parand, apresentaram intermediaria diversidade genética (A) e o maior indice
Nei entre as subpopulacdes brasileiras, indicando maior probabilidade de haver nUmero
de loci em heterozigozidade e, consequentemente, possivel estagio de maior adaptacao
genética. Por fim, os isolados coletados no estado de SP em 2017 sdo os menos
geneticamente diversos, no entanto, com relativa heterozigozidade, o que indica que
essas populacdes, apesar de préximas, tem alterado seus loci. O patdégeno B. lactucae
apresenta alta capacidade de se modificar geneticamente, a qual pode ser ocasionado
pela pressdo de selecdo sofrida seja pelo manejo inadequado de fungicidas e/ou
cultivares portadoras de genes de resisténcia, assim como para a sobrevivéncia em
outros organismos da familia Asteraceae além da Lactuca sativa durante periodos que

esta ndo esta sendo cultivada.
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Tabela 4. indices populacionais para isolados de B. lactucae baseados na época e local
de coleta considerando o numero de gendtipos multilocus (MLG), Indice de Simpson (A)
e Indice de Diversidade de Nei.

Epoca de Local de I'n'dice de I’ndice de
MLG? eMLG? SE3 Simpson Diversidade
coleta Coleta ;

(N)* de Nei®

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 0,008+00 0,500 0,00613

3 2010s Europa 3 0,008+00 0,667 0,00538

3 1980s Oeste EUA 3 0,008+00 0,667 0,00532

3 1990s Oeste EUA 3 0,008+00 0,667 0,00383

3 2000s Oeste EUA 3 0,008+00 0,667 0,00466
17 2010 Oeste EUA 10 2,31F07 0,941 0,00589

Total: 52 2,74e+0-6

IMLG: Namero de genétipos multilocus observados. 2eMLG: nimero de MLGs esperados na menor por¢ao
amostral =2 10 baseada na rarefacdo. 3SE: Erro padrdo baseado no eMLG. “Indice de Diversidade de Nei:
probabilidade de heterozigozidade esperada (esperada) que um individuo seréa heterozigoto em um dado
locus. ®Indice de Simpson (lambda): um menos a soma dos quadrados da frequéncia genotipica, sendo
este a estimativa da probabilidade de dois gendétipos selecionadas aleatoriamente serem diferentes em
escala partindo-se de 0 (sem diferenca entre os gendtipos) e 1 (todos os genétipos sédo diferentes).

Para analisar-se as diferencas nas populacdes em diferentes anos de coleta foram
significantes, foi realizada andlise de variancia molecular com correcdo para clones
(Excoffier et al., 1992) (Grunwald et al., 2003). A analise mostrou que, embora haja
diferenca na estrutura populacional devido as diferencas geogréficas (¢ = 0,40; Pval <
0,001) a maior parte da variancia (59,94%) ocorre entre os proprios individuos das
populacdes do Brasil, Europa e Estados Unidos (Figura 4) (Tabela 5). Entre as épocas
de coleta, a variancia foi de apenas 10,39% e indice de fixacéo de 0,15, indicando a baixa
diferenciacao entre as populacdes do mesmo local em anos distintos.

Além disso, realizou-se a andlise de permutacdes, de maneira a testar a hipétese
de que cada populacdo apresenta desequilibrio de ligacéo, o qual é inferido por meio do
indice de associacao (Figura 5). P foi igual a 0.001 na populacéo brasileira, europeia e
americana, anulando a hipotese de que néo ha ligacdo entre os marcadores, 0 que

significa, portanto, que as popula¢cdes analisadas sao predominantemente clonais.
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Tabela 5. Particdo da variancia genética em covariantes para calcular os indices de
fixacdo a partir da AMOVA, para as caracteristicas de local de coleta e ano de coleta,

respectivamente.
Andlise do estrato proposto Variacéo (%) indice de Fixac&o(o) P
Entre EUA, EUR e BRA 29,67 0,40 <0,001
Entre as colecdes anuais de
cada local, EUA, EUR, BRA 10,39 0.15 <0,001
Entre os isolados de cada local 59.94 0.30 <0,001

(EUA, EUR, BRA)
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Figura 5. Distribuicdo das permutacdes aleatorias do
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Assim, pela estimativa apontada pelo associacdo, o qual se mostrou fora dos limites
esperados para populacdes de reproducdo sexuada, foi possivel determinar que todas
as trés populagdes séo de reproducédo predominantemente assexuada. Para o Brasil e
Estados Unidos, esses resultados sao esperados, visto que no Brasil, ndo h& relatos
recentes de diferentes “mating types”, no entanto, esperava-se que a populacéo europeia
apresentasse indices mais elevados de reproducao sexuada, visto que “mating types” B
e B2 ocorrem com frequéncia na populagéo (Lebeda e Petrzelova, 2004).

A partir da andlise genética dessas populacdes, foi possivel observar que as
subpopulacdes brasileiras sdo mais proximas das subpopulacdes europeias, visto que as
mesmas nao sao completamente diferenciadas e independentes umas das outras. Parte
desse compartiihamento genético pode ser devido a introducdo de alelos durante
ocasionais eventos de migracao e deriva genética ao longo dos anos, ja que as regides
onde os isolados brasileiros foram encontrados passaram por épocas de colonizacao
europeia, sendo a influéncia e migracao recorrentes até os dias atuais. Em congruéncia
ao indice de fixacdo obtido entre os locais (¢ = 0,40), é possivel que as populacbes
brasileiras de B. lactucae sejam fruto de deriva genética por efeito fundador, a qual ocorre
guando poucos individuos de uma dada populacédo originam outra, de maneira que as
frequéncias alélicas desta, representam parcialmente a populacao original (Mcdonald e
Mcdermott, 1993; Mcdonald e Linde, 2002). Porém, aferir sobre as razdes pelas quais
essa diferenciacdo € parcial depende de sequenciar mais isolados de diferentes locais,
procurando-se aumentar o tamanho efetivo da populacdo e, consequentemente,
fornecendo mais informacd@es a respeito da dinamica populacional aparente em cada um
dos locais e como eles se relacionam.

Entre as hipoteses para a baixa disperséo genética dos isolados brasileiros estédo
a menor pressdo de selecdo que ocorre sobre os mesmos em termos de periodo de
ocorréncia da doenca, utilizacéo de cultivares resistentes e manejo da cultura em relagéo
a presenca do patdgeno. No Brasil, a ocorréncia do mildio se da 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 sao

incipientes. J& na Europa, a ocorréncia do mildio ja foi relatada em diversos paises
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geograficamente distintos, cujos periodos de ocorréncia do mildio podem se estender
desde abril até novembro, o uso de cultivares portadoras de genes de resistentes &
recorrente, assim como o de fungicidas registrados para a cultura. Nao diferente, o
principal estado produtor de alface nos EUA, a Califérnia, tem sua producéo
prioritariamente realizada por grandes empresas, cujo uso de cultivares resistentes e
fungicidas séo frequentes. Estes fatores, associados a introducdo do patdgeno B.
lactucae no Brasil posteriormente aos demais paises, pode ter contribuido para o
agrupamento mais intenso dos isolados em termos de distanciamento genético

O estudo das populacdes de B. lactucae brasileiras é um vislumbre de como a
ocorréncia da doenca se deu e vem ocorrendo no Brasil ao longo dos anos, assim como
0 quao proxima essas populacbes de diferentes estados sdo umas das outras. A
caracteristica basicamente clonal, assim como a baixa diferenciacdo genética entre os
isolados brasileiros € uma vantagem a ser explorada do ponto de vista de controle
genético do patdgeno. No entanto, apesar de geneticamente proximas a outros paises, a
populacdo brasileira do mildio apresenta caracteristicas proprias que as diferencia das
demais e carece de estudos especificos para se incrementar a eficiéncia no manejo da
doenca. Assim, 0 sequenciamento genético de novos isolados brasileiros proporcionara
melhor entendimento da dindmica populacional existente entre os individuos de cada
estado, assim como fenébmenos de deriva genética e migracdo que possivelmente
ocorrem nas mesmas, de maneira a elucidar os mecanismos de adaptacao genética das
populacdes de B lactucae, assim como contribuir para a compreensado da complexa

engenharia genética da espécie.

4 CONCLUSOES

- As populacdes de mildio brasileiras de B. lactucae podem ser fruto de deriva
genética por efeito fundador proveniente de populagdes europeias,
- A raga BL:20 é a mais proxima das brasileiras, principalmente considerando os

isolados do estado de Sao Paulo;
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- As populacbes do Brasil, Europa e Estados Unidos pertencem a grupos
geneticamente distintos, havendo a necessidade de analisar as populacoes
individualmente para fins de melhoramento genético de cultivares de alface;

- E necessario o sequenciamento genético de mais isolados brasileiros para
melhor compreensédo da dindmica e estrutura populacional da espécie de ocorréncia no

Brasil.
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