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NU'I:RICAO POTASSICA E USO DE CULTIVARES COM NIVEL DE
RESISTENCIA AO MILDIO POTENCIALIZA O CRESCIMENTO DA ALFACE
INOCULADA COM PATOGENO

RESUMO

A alface (Lactuca sativa) embora sendo a hortalica folhosa mais
consumida no mundo, a incidéncia da Bremia lactucae (mildio da alface) diminui
muito a produtividade desta cultura. Uma alternativa sustentavel para o controle
desta doenca € a combinacdo do emprego de cultivares com resisténcia
associado a otimizacao da nutricdo potassica. No entanto, ainda nao € conhecido
se a melhoria da nutricdo potassica € mais efetiva em cultivares suscetiveis ou
com algum nivel de resisténcia ao mildio da alface. Para isso, foram realizados
trés experimentos para verificar a interferéncia da nutricdo potassica no
crescimento de cultivares de alface com suscetibilidade e com resisténcia
incompleta e completa ao mildio. Os experimentos foram realizados na UNESP
Campus de Jaboticabal em condicdo controlada, com as cultivares que
apresentam diferentes niveis de resisténcia ao patdégeno, Solaris (suscetivel),
Lais (resisténcia incompleta) e Jade (resisténcia completa), sendo cada cultivar
um experimento, realizados simultaneamente. Os tratamentos foram arranjados
em esquema fatorial 2x2, sendo auséncia e presenca do patégeno e auséncia e
presenca do K na solucdo nutritiva (6mmol L), dispostos em delineamento
inteiramente casualizado com 6 repeti¢cdes. O patdégeno foi inoculado nas plantas
utilizando esporangios lavados de tecidos infestados do hospedeiro e agitados
em agua deionizada. As andlises realizadas foram: indice de cor verde, area
foliar e massa seca total. A inoculacdo da Bremia lactucae causou danos nas

plantas deficientes em K ao diminuir a producéo de massa seca da planta inteira
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tanto em cultivares suscetivel ao patdogeno (Solaris) o que era esperado, mas
também em cultivares com resisténcia completa (Jade), indicando que a
resisténcia genética isoladamente nao foi suficiente para atenuar a doenca. Nas
plantas com suficiéncia de K o uso do melhoramento genético € capaz de
promover oOtimo crescimento da planta mesmo com o patégeno mildio nas
cultivares Lais e Jade que apresentaram resisténcia incompleta e completa
respectivamente e sem efeito para cultivar suscetivel (Solaris). A nutricdo
potassica foi eficiente para diminuir a ocorréncia da Bremia Lactucae pois
incrementou a producdo de massa seca e deve ser indicada para plantas de
diferentes grupos de reacao ao patdgeno, sensiveis, com resisténcia incompleta

e completa.

Palavras-chave: Doenca, fotossintese, hortalica, potassio.
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POTASSIUM NUTRITION AND THE USE OF CULTIVARS WITH MILDEW
RESISTANCE LEVELS ENHANCE THE GROWTH OF LETTUCE
INOCULATED WITH PATHOGENS

ABSTRACT

Although lettuce (Lactuca sativa) is the most consumed leafy vegetable in
the world, the incidence of Bremia lactucae (lettuce downy mildew) greatly
reduces this crop’s productivity. A sustainable alternative to control this disease
is the combination of resistant cultivars associated with potassium nutrition
optimization. However, it is still unknown whether improving potassium nutrition
is more effective in cultivars that are susceptible or those that exhibit some level
of resistance to lettuce downy mildew. To this end, three experiments were
carried out to verify the interference of potassium nutrition in the growth of lettuce
cultivars with susceptibility and incomplete and complete resistance to downy
mildew. The experiments were carried out in controlled conditions at UNESP
Jaboticabal Campus, using cultivars presenting different levels of resistance to
the pathogen: Solaris (susceptible), Lais (incomplete resistance) and Jade
(complete resistance), each cultivar constituted a separate experiment conducted
simultaneously. The treatments were arranged in a 2x2 factorial scheme, with
absence and presence of the pathogen and absence and presence of K in the
nutrient solution (6mmol L), arranged in a completely randomized design with 6
replications. The pathogen was inoculated into the plants using sporangia
washed from infested host tissues and agitated in deionized water. The analyses
made were: Green color index, leaf area and total dry mass. The inoculation of
Bremia lactucae caused damage to K-deficient plants by reducing the total dry

matter production not only in the cultivar susceptible to the pathogen (Solaris), as
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expected, but also in the cultivar with complete resistance (Jade), indicating that
genetic resistance alone was not sufficient to mitigate the disease. In plants with
sufficient K, genetic improvement can promote optimal plant growth even in the
presence of downy mildew in the Lais and Jade -cultivars, which showed
incomplete and complete resistance, respectively, with no effect on the
susceptible cultivar (Solaris). Potassium nutrition was effective in reducing the
occurrence of Bremia lactucae by increasing dry matter production and should
be recommended for plants with different pathogen response groups,

susceptible, with incomplete resistance, and with complete resistance.

Keywords: Disease, photosynthesis, vegetable, potassium.



14

1. INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

A alface € a hortalica folnosa mais consumida no mundo, possuindo
grande importancia econdmica e social (PAIM et al., 2020), sendo fonte de
vitamina C, ferro, potassio e calcio e possui compostos como carotenoides e
flavonoides que agem com funcgao antioxidante (MOTA et al., 2003). No Brasil,
sua producao chega a atingir aproximadamente 1,11 milhdes de toneladas por
ano (CONAB, 2023).

No Brasil, encontram-se diferentes técnicas de cultivos de alface, como
producdo em campo aberto, ambiente protegido, sistema hidropdnico ou
organico (TAVARES et al.,, 2019). Sdo cultivados no pais cerca de 35 mil
hectares, tendo o estado de S&o Paulo como o principal produtor (IBGE, 2024).
E de suma importancia a escolha de cultivares melhorados, visando garantir uma
boa producdo comercial, sendo recomendado o cultivo de plantas adaptadas a
condicbes ambientais do local de cultivo e de manejo (FIORINI et al., 2016) e
genotipos que garantem maior tolerancia e/ou resisténcia a doencas (COSTA &
SALA, 2005).

A faixa ideal de temperatura do ar para a producao de alface deve ser de
12 a 22°C e umidade relativa do ar entre 60 e 70%. Entretanto, essas condi¢cdes
climaticas também favorecem a ocorréncia de muitas doencas, incluindo o mildio
da alface, que € a principal doenca dessa cultura em condicbes de baixa
temperatura e de longos periodos de molhamento foliar (LEBEDA; PINK;
ASTLEY, 2002; MICHELMORE & WONG, 2008; LOPES; QUEZADO-DUVAL;
REIS, 2010).

O mildio da alface, é uma doenca causada por oomicetos do Reino de

Stramenopila Bremia lactucae Regel, sendo distribuida mundialmente
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(ZAMBOLIM; VALE; COSTA, 2000) através do ar e agua e a sua multiplicacao
ocorre em forma de progressdo geométrica (FALL; VAN DER HEYDEN,;
CARISSE, 2016). Isso ocorre especialmente em temperaturas amenas (PAVAN
& KUROZAWA, 1997), e com presenca de dgua nas superficies foliares e com
acdo do vento potencializa a disseminacdo do patdégeno na cultura (TOFOLI;
DOMINGUES; FERRARI, 2017) havendo a esporulagdo, germinagao e
penetracdo da B. lactucea nos tecidos da planta hospedeira (PAVAN; KRAUSE-
SAKATE & KUROSAWA, 2005).

Os sintomas da B. lactucae se manifestam principalmente nas folhas,
diminuindo a capacidade fotossintética da alface e a produtividade e ainda
deixando improprias para comercializacdo (VAN BRUGGEN & SCHERM, 1997).
Os sintomas de clorose que evolui para necrose se manifestam em folhas mais
velhas, sendo que na superficie abaxial das folhas forma-se esporangioforos, e
esporangios que se manifestam numa coloracao branca (MESQUITA, 2008).

O melhoramento para resisténcia da alface ao mildio foi iniciado por
Jagger nos EUA (Califérnia) em 1926, e continuou na Europa e em Israel
(CRUTE & JOHNSON, 1976). Todavia seu controle a partir de resisténcia
genética é dificultado tendo em vista a alta variabilidade genética apresentada
pela populacdo de B. lactucae, podendo representar diferentes niveis de
patogenicidade e quebra de resisténcia frequente (VIDAL, 2018).

Nos estados Brasileiros o programa de melhoramento genético em alface
para essa doenca apontou que a cultivar Solaris, Lais e Jade apresentam
suscetibilidade, resisténcia incompleta e resisténcia completa ao patogeno,
respectivamente (MARIN et al., 2020), mas isso precisa ser comprovado em

diferentes condi¢cfes nutricionais e ambientais de cultivo.
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O controle quimico desta doenca € uma opg¢do, mas a alta frequéncia de
uso de defensivos quimicos, além de aumentar o custo de producdo, pode
ocorrer persisténcia de residuos e contaminagcdo ambiental e risco a saude do
consumidor e produtor, pela possibilidade de efeito residual nas folhas que seréo
consumidas.

Além do melhoramento genético temos outra opg¢do sustentavel para
contribuir com a diminuicéo da doenca, seria com manejo adequado da nutricdo
e consequentemente reducdo da necessidade de controle quimico (LIMA et al.,
2010), entretanto havendo deficiéncia nutricional pode favorecer a ocorréncia de
doencas (BALARDIN et al., 2006).

Um dos nutrientes mais importantes para diminuir a incidéncia de doencas
€ 0 K, pois sua acdo enzimatica favorece o metabolismo vegetal diminuindo
acumulo de aminoacidos que pode ser fonte de alimento para o patégeno
(PRADO, 2020), e a0 mesmo tempo € o segundo nutriente mais exigido em
cultivos de Lactuca sativa, exercendo func6es metabdlicas essenciais para o
crescimento (FURLANI, 2004). De um modo geral, o aumento das
concentracbes de potassio nas folhas reduz a suscetibilidade de doencas
(MICHEREFF, 2001) visto em diferentes espécies como em plantas de soja
(LEVY et al., 2004) e de café (GARCIA JUNIOR et al., 2003). A utilizacdo de
cultivares que apresentem resisténcia moderada, quando associada a uma
nutricdo mineral equilibrada possibilita um melhor controle de doencgas
(BALARDIN et al., 2006).

No entanto, em plantas de alface faltam estudos avaliando os beneficios
do K no crescimento da planta e sua relagdo com desempenho de diferentes

cultivares inoculadas com mildio. E conhecido que a nutricio equilibrada na
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planta teria mais sucesso em cultivares com resisténcia incompleta ao patégeno
tendo pouca viabilidade em plantas suscetiveis e resistentes (PRADO, 2021). No
entanto, para patdgenos de grande variabilidade como B. lactucae a nutricao
potéssica poderia beneficiar todas as classes de resisténcias, mas isso precisa
ser comprovado.

Assim, hipotetizamos o fato que se a B. lactucae causar danos no
crescimento da planta independente da resposta de resisténcia da cultivar de
alface com deficiéncia nutricional, o fornecimento de K deverd ser eficiente para
diminuir a ocorréncia deste patdgeno em todas as respostas de resisténcia e
aumentar a producao de massa seca da planta. Uma estratégia sustentavel para
potencializar o crescimento da planta de alface com mildio seria empregar
cultivares com nivel de resisténcia combinado com étima nutricdo potéssica.

Sendo aceita essas hipoteses, sera possivel compreender melhor as
respostas da alface a aplicacdo de K e ao mesmo tempo avaliar seu potencial
como mitigador do mildio, independentemente do nivel de resisténcia da cultivar
e estabelecer sinergia da nutricdo e o melhoramento genético. Esta abordagem
integrada ndo s6 impulsiona a investigagdo em melhoramento genético para
avancar nos estudos, mas também proporciona uma base sélida para praticas

agricolas sustentaveis e eficientes e com menor uso de defensivos quimicos.

2. OBJETIVO
Objetivou-se verificar a interferéncia da nutricdo potassica em cultivares

de alface com suscetibilidade e com resisténcia incompleta e completa ao mildio.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA



18

3.1 Influéncia do patégeno Bremia lactucae em plantas de alface

A B. lactucae Regel € oomiceto biotrofico obrigatério, que possui a
presenca de celulose e betaglucanas em sua parede celular, possui hifas
ramificadas, micélio cenocitico, esporangios em formato arredondado,
esporangioforos com as extremidades dilatadas, e zodsporos flagelados, desta
forma eles podem formar estruturas denominadas como o6sporos (TOFOLI;
DOMINGUES; FERRARI et al., 2017). Os esporéangios de B. lactucae geralmente
sédo formados no periodo noturno e liberados durante o periodo matutino devido
exposicéo a luz solar (SU; VAN BRUGGEN; SUBBARAO, 2000). A penetragao
passiva do patdgeno ocorre via estbmatos e também via as células da epiderme,
neste caso o metabolismo da alface acaba sendo prejudicado; as hifas
intercelulares colonizam a superficie foliar, ocasionando inibicdo de elétrons
(LEBEDA & PETRZLOVA, 2010)

Pelo fato da B. lactucae ser um patégeno biotréfico obrigatério, é
necessario que o hospedeiro esteja vivo para garantir seu crescimento e
reproducao (CARVALHO, 2021), de tal forma o patégeno necessita de alimento,
sendo assim consome aminoacidos e assimilados produzidos pela planta
(BERGER et al. 2007). Conforme o patégeno coloniza as folhas, resulta em uma
reducao da area foliar, consequentemente a producéo de clorofila e os processos
fisiologicos e nutricionais (CARVALHO, 2021).

Os danos sao causados de maneira que plantas submetidas a este tipo
de patégeno acabam induzindo estresse oxidativo, isso ocorre pelas chamadas
ERO'’s, que sao espécies reativas de oxigénio, e consequentemente o aumento
do teor de malonaldeido (MDA) (AWASTHI et al, 2015; CARVALHO, 2021). Este

€ um composto organico que é produzido como subproduto do metabolismo
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lipidico no organismo, podendo causar danos as células e aos tecidos vegetais
(DA SILVA CURVELO, 2013). Assim o patdgeno atua diminuindo compostos
antioxidantes, a exemplo dos compostos fotossintetizantes, impedindo a acao de
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (RESENDE et al. 2012), que
fazem com que ocorra a degradacgéo da clorofila (KHAN & SIDDIQUI, 2020), e
diminuicdo dos niveis de carotenoides comprometendo a capacidade da planta
de se proteger contra o estresse oxidativo (SILVA et al.,, 2018; DE CASSIA
ALLVES, 2019).

Ainda séo escassos 0s estudos que envolvem especificamente a atuacéo
do mildio no metabolismo vegetal, o patégeno pode atuar silenciando genes
ligados a producdo de compostos antioxidantes (SEDLAROVA et al. 2007), ou
entdo que eles podem ser degradados para que sejam utilizados para formacao
de outros compostos que possam ter acao positiva para suprimir o patégeno
(FAWE et al. 1998). Isso ocorre devido a interacao patégeno hospedeiro que é
muito influenciada pelo meio, e pode interferir na taxa de evolugéo do patégeno
e modificar a expressao de genes de defesa do hospedeiro (BRUNELLI et al,

2017)

3.2 Influéncia do potéassio nas plantas

O potéassio em geral € o segundo nutriente mais exigido pelas plantas em
termos de quantidade, perdendo apenas para 0 nitrogénio, além disso o
requerimento deste nutriente para o 6timo crescimento e desenvolvimento
vegetal esta na faixa de 2 a 5% na matéria seca, podendo variar de acordo com

a espécie e o orgao analisado (FAQUIN, 2005).
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Em situag&o de campo o contato K e raiz ocorre predominantemente pelo
fendmeno da difusdo devido as condi¢cdes de alto teor de argila e baixo teor de
agua no solo que acabam por ocasionar uma reducdo no fluxo de massa
(GRIMME, 1976; PRADO, 2020).

Como o K é bastante permeavel nas membranas plasmaticas, acaba se
caracterizando como elemento de facil absorcgéo e transporte, podendo percorrer
a longas distancias pelo xilema, tendo alta redistribuicdo pelo floema (FAQUIN,
2005), e consequentemente alta mobilidade na planta.

Ja é de vasto conhecimento que o K atua principalmente nas ativacdes
enzimaticas, sendo mais de 60 enzimas dependentes do nutriente para que suas
atividades sejam exercidas normalmente. A concentragdo de K é alta no
citoplasma, otimizando o grau de hidratacdo das proteinas enzimaticas,
acarretando em aumento da taxa de reacdes cataliticas, e também a afinidade
com o substrato (EVANS & WILDES, 1971; FAQUIN, 2005; PRADO, 2020).
Outro motivo para que haja a necessidade de maior concentragdo no nutriente
no citosol e nos cloroplastos € para manter a neutralizacao de anions e fazer a
manutencdo do pH garantindo melhor funcionamento das células
(MARSCHNER, 1995).

E de praxe que o K esta envolvido com a sintese de proteinas de maneira
que provavelmente o nutriente atue na redutase do nitrato e também seja
requerido na sintese desta enzima, pois sua deficiéncia acumula mais
compostos nitrogenados solaveis como aminoacidos, amidas e nitrato
(MARSCHNER, 1986; FAQUIN 2005; PRADO, 2020).

Aléem das funcdes ja citadas o K também auxilia na osmorregulacao,

influenciando na expanséo celular, transporte de ions e abertura e fechamento
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dos estdbmatos, gerando potencial osmatico alto na raiz (PRADO, 2020). Desta
maneira 0 K aumenta a turgidez das células guardas devido ao potencial
osmatico, consequentemente h& maior absorcao de 4gua das células guardas e
adjacentes, dessa maneira diminui-se as perdas de agua devido a reducdo da
taxa de transpiracdo e o melhor funcionamento dos estdématos (PRADO, 2020).

A fotossintese também é afetada pelo K, pois a regulacdo estoméatica
contribui para que haja entrada de COz2, assim esse nutriente promove a difuséo
de CO2 nas células do mesdfilo, além de ativar a ribulose -1,5- bifosfato
carboxilase RuBP (rubisco), acarretando em maior atividade fotossintética
(FAQUIN, 2005; PRADO, 2020). O K € também responséavel pelo fluxo de H* que
é induzido pela luz, através das membranas dos tilacoides, favorecendo a
sintese de ATP (TESTER & BLATT, 1989; PRADO, 2020).

O potéssio auxilia no controle da permeabilidade da membrana
citoplasmatica, evitando o efluxo de acucares e aminoacidos para o apoplasto, a
falta deste nutriente pode ocasionar o acimulo de aminoacidos que podem servir
como alimento ao patégeno (OLIVEIRA, 2007). O aumento no teor de agucares
em plantas com deficiéncia de K ocorre pelo modo de atuacao do nutriente em
incorporar agucares redutores com menor formagdo de amido e celulose,
ocasionando um menor desenvolvimento da planta (GUTIERREZ et al., 1878;

citado por SILVA, 2020).

3.3 Resisténcia genética ao patégeno Bremia lactucae
O controle do mildio em geral é feito a partir da utilizacdo de cultivares
resistentes e/ou fungicidas (MICHELMORE; WONG, 2008). De acordo com Vidal

(2018), devido a grande variabilidade genética da B. lactucae o controle acaba
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sendo dificultado gracas as diferentes e numerosas racas do patdégeno, opinido
diferente a de Souza et al. (2011) sugerindo que o patdgeno pode ter pouca
variabilidade genética devido ao seu modo mais facil de reproducdo ser
assexuado. Todavia além destas divergéncias € de suma importancia que os
programas de melhoramento genético monitorem e identifiquem as racas, sendo
possivel fazer a separacdo de genes que conferem resisténcia a doenca,
desenvolvendo linhagens de alface resistentes (SOUZA et al., 2011)

A relacdo entre a alface e o patégeno em questéo pode ser compreendida
a partir da interagdo gene-a-gene (MICHELMORE et al. 1984; VIDAL, 2018).
Esta interacdo envolve os genes chamados Dm (Downy mildew), sendo os
principais fatores de resisténcia e de viruléncia, desta maneira os fatores que se
mostrarem dominantes ditam a forma da interacao (JONES & DANGL, 2006)

Esses genes Dm podem induzir um alto nivel de resisténcia ao mildio,
todavia como foi dito devido a alta variabilidade genética da B. lactucae, a
resisténcia pode ser quebrada ap6s novos fatores de viruléncia ocorrerem dentro
da populacdo do patégeno (PETRZELOVA et al., 2013). A alta pressdo de
selecdo gerada apés o uso de variedades resistentes acarreta o aparecimento
de novas ragas com novos fatores de viruléncia (VIDAL, 2018). Dessa forma se
faz necessario que haja medidas alternativas de controle da doenca, além de
intensificar os esfor¢cos para que ocorra o desenvolvimento de novas cultivares

resistentes.
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4, MATERIAL E METODOS
4.1 Tratamentos e delineamento experimental

Os experimentos foram realizados na UNESP/FCAV em condicéo
controlada sendo cultivado a alface em vasos preenchido com areia lavada
utilizando solugdo nutritiva. Foram realizados os trés experimentos com
diferentes cultivares de alface, sendo experimento | com cultivar Solaris que
apresenta suscetibilidade ao patdégeno, experimento Il com a cultivar Lais
apresentando resisténcia incompleta ao patégeno, e experimento Il com a
cultivar Jade que apresenta resisténcia completa ao patégeno (MARIN et al.,
2020; CAPRIO, 2021).

Os tratamentos de cada experimento foram arranjados em esquema
fatorial 2x2, auséncia (sem inoculagdo) e a presenca do patégeno (5,0 x 104
esporangios por ml), e a auséncia (0 mmol L) e a presenca (6,0 mmol L) de
K, na forma de cloreto de potassio, dispostos em delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticoes.

Nos experimentos utilizou-se solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) na auséncia e na presenca do K, conforme o tratamento e o valor pH
ajustado para 5,5+0,2 com o uso de solucéo de acido cloridrico e/ou hidroxido
de saodio.

As trés cultivares de alface utilizadas séo ‘Solaris’ (suscetivel), ‘Jade’
(resisténcia completa) e ‘Lais’ (resisténcia incompleta). A cultivar Solaris,
apresenta alta tolerancia ao pendoamento precoce, resisténcia ao transporte,
tolerante a deficiéncia de Ca em épocas de chuva e alta temperatura, folhas
grandes e crespas, boa uniformidade de canteiro com ciclo médio entre 40 a 50

dias (SEMINIS, 2022) essa cultivar apresenta suscetibilidade (S) a racas de



24

mildio como RS04, RS05, SPBI:01 (raca utilizada nos experimentos), SPBI:02 e
SPBI:03 (MARIN et al., 2020; CAPRIO, 2021).

A cultivar Jade apresenta alta tolerancia ao pendoamento precoce, folhas
largas e numerosas, alta crespicidade, precocidade, uniformidade de canteiro,
boa performance de po6s-colheita, com ciclo médio de 52 dias (SAKATA, 2022)
e apresenta resisténcia completa (RC) as racas RS04, RS05, SPBI:01 (raca
utilizada nos experimentos), SPBI:02 e SPBI:03 o mildio da alface em pesquisa
realizada em 2021 (CAPRIO, 2021).

A cultivar Lais, apresenta cabeca grande e compacta, do tipo americana,
possui alto vigor, crescimento homogéneo e volumoso, com um ciclo de
desenvolvimento que varia entre 70 a 80 dias (HORTEC, 2022). Segundo
CAPRIO (2021), esta cultivar apresenta resisténcia incompleta (RI) as racas
RS04 e SPBI:01 (raca utilizada nos experimentos), e resisténcia completa (RC)
as racas SPBI:02 e SPBI:03. Em relacdo a raca RS05 a cultivar mostrou
respostas heterogéneas ao mildio da alface.

Foi utilizado 6 unidades experimentais constituidas por um vaso (3,8 dm?)
tendo diametro inferior de 15 cm e diametro superior de 19 cm e altura de 19 cm,
contendo uma planta.

O patogeno foi inoculado nas plantas de acordo com a técnica de llott;
Durgan; Michelmore (1987), utilizando-se de esporangios lavados de tecidos
infestados do hospedeiro e agitados em agua deionizada. A concentracéo do
indculo foi ajustada com a contagem dos esporangios em Camara de Neubauer

com o uso de microscopio eletrénico.
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4.2 Preparo doinoculo einoculacéo

A multiplicagdo do patdgeno foi realizada a partir da inoculacdo de
esporangios em plantulas de alface da cultivar ‘Solaris’ (Figura 1A). Os indculos
da raca SPBI:01 de Bremia lactucae foram concedidos pelo laboratorio de
genética e melhoramento de hortalicas da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinaria da UNESP, Campus de Jaboticabal.

No processo de multiplicagédo dos esporangios, foram utilizadas caixas
plasticas gerbox, de propriedade 11 x 11 x 3,5 cm, forradas com papel germitest
umido, sendo semeadas 60 sementes da cultivar ‘Solaris’. Apds as caixas gerbox
estarem fechadas foram submetidas a incubagédo em camara de crescimento
com um fotoperiodo de 12h /12h, a temperatura média de 18°C, durante um
periodo de uma semana (figura 1B). Apds a sucessao do periodo determinado
os cotilédones ja estavam expandidos e aptos a inoculacdo dos esporangios do
patégeno (CARVALHO, 2021).

As amostras do in6culo foram descongeladas, adicionou-se 10 ml de 4gua
deionizada, autoclavadas e agitadas, formando uma suspenséo de esporangios.
Estes esporangios que ficaram em suspenséo foram inoculados com uso de
pipetas descartaveis do tipo Pasteur nos cotilédones ja desenvolvidos da alface
da cultivar Solaris (ILOT et al., 1987). As caixas gerbox posteriormente foram
incubadas em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), e submetidas a condicbes
com fotoperiodo de 12h/12h e temperatura de 13°C durante 15 dias. O processo
foi repetido durante trés ciclos consecutivos para conseguir uma adequada
quantidade de esporangios para serem utilizados no experimento.

O patogeno foi inoculado nas plantas de acordo com a técnica de llott;

Durgan; Michelmore (1987), utilizando-se de esporangios lavados de tecidos
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infestados do hospedeiro e agitados em agua deionizada. A concentracdo do
inoculo foi ajustada com a contagem dos esporangios em Camara de Neubauer

com o uso de microscopio eletrénico.

Figura 1. Inoculacéo e reproduc¢édo do patdgeno Bremia lactucae ragca SPBI:01 em caixas gerbox
forradas com papel germitest. Na imagem (A) representa o processo de reproduc¢do do patégeno
a partir da inoculacdo em plantulas de alface. Na imagem (B) representa a incubac¢éo das caixas
plasticas gerbox em camara de crescimento.

4.3 Preparo de solugao nutritiva

Para o preparo da solucgdo nutritiva (Figura 2), foi utilizado a indicacao de
Hoagland e Arnon (1950) (Tabela 1), para compor a solucdo completa, e a
solucdo com omissao de potassio. A solucao completa foi utilizada para todas
as plantas no inicio do cultivo, etapa de producdo das mudas, com intuito de
garantir todos os nutrientes necessarios para o desenvolvimento das plantas de
alface, no entanto, no tratamento sem K, foi fornecido somente 10% do

recomendado de K. ApGs o transplantio para os vasos em casa de vegetacao,
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as plantas do tratamento sem K, receberam omisséo total desse nutriente (O
mmol L), e solucdo completa em plantas submetidas a suficiéncia de K (6 mmol

LD).

Tabela 1. Composicao da solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950).

Fertilizantes/Sais Concentracio da completo -N -P -K -Ca - Mg -5
da solucdo estoque  solucdo estoque Volume da solucio estoque por L da solucdo final
(g por L de dgua) - e L1 I ———

1-KH>PO, Mol L) 136,09 1 1 - - 1 1 1
2-KNO; (MolL") 101,11 5 - 5 - 5 3 3
3-Ca (NO3); SH:OMol L) 236,16 3] = 3] h] = 4 4
4-MgSO,.TH,Omnvol LYy 247,47 2 2 2 2 - -
5-KClI (Mol L") 74,56 - 5 1 - - 2 2
6-CaCl, 2H,0 Mol L) 147,02 - 5 - - - 1 1
7-NHH:PO; (Mol L) 115,31 - - - 1 - = -
8-NH,NO; (MolL") 80,04 - - - 2 5 - -
9-(NH4):804 (Mol L") 132,14 = = = = = 2 =
10-MgNO;.6H,O (Mol LYy 256,43 - - - - - - 2
11-Solugdo de micros (*) 1 1 1 1 1 1 1
12-Solugdo Fe EDTA (*%) 1 1 1 1 1 1 1

(*)- Em 1L: 2,86 g H;BO;: 1,81 g MnCl,.4H,0; 0,10g ZnCl,; 0,04 g CuCly; 0,02 g H,MoO,H,0.
(¥%)- 24,9 g FeS0,.7TH,0 ou 24,25 g de FeCl,.6H,0; 33,2g EDTA-Na; 89 mL NaOH IN completar em
800 mL H,O. Arejar uma noite ao abrigo da luz, completar a 1 L de dgua.

=

tx'\‘ 4 X X
Figura 2. Produtos quimicos utilizados para fazer o preparo da solucéo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950).

4.4 Lavagem da areia
Como substrato para os vasos, foi utilizado areia lavada. A areia foi

peneirada para retirada de impurezas maiores e lavada de acordo com as
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recomendacgdes técnicas da Embrapa (EMBRAPA, 2018), apos a lavagem foi
colocada em vasos de 3,8 dm3. Foi adicionado uma solugéo de acido cloridrico
a 3% nos vasos, e deixado em repouso durante o periodo de 24 horas, com
intuito de eliminar qualquer presenca de matéria organica e/ou microorganismo.
Apbés o repouso, os vasos foram lavados novamente, a fim de reduzir
substancialmente os teores de HCI e o sobrenadante foi coletado para o

monitoramento do pH e da condutividade elétrica.

45 Cultivo

As mudas foram produzidas em bandejas de plastico de 72 células
contendo vermiculita e mantidas em casa de vegetacdo (Figura 3). Nesta fase
as plantas receberam solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) com diluicdo
de 20% em seguida foram aumentadas para concentracdo de 100% até final do
experimento. O transplantio foi realizado quando as mudas preencheram
totalmente a célula com a raiz.

O cultivo das plantas do experimento foi realizado inicialmente em casa
de vegetacédo favorecendo o crescimento da planta que permaneceram durante
30 dias apds o transplantio, e em seguida foram transferidas para uma camara
Umida para inoculacdo do patégeno, e assim garantir ambiente para infec¢do da
planta (temperatura de 16 a 19 °C e umidade relativa do ar superior a 70%),
mantida 15 dias. Salienta-se que o K foi fornecido conforme os tratamentos em

ambas as fases de cultivo.
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Figura 3. Inicio da formacao de mudas para o experimento.

Os dados de temperatura e umidade relativa do ar no interior da casa de
vegetacdo e da camara Umida foram registrados diariamente durante o
desenvolvimento dos experimentos com o auxilio de um termohigrémetro (U23-

001, Sigma Sensors, Brasil) (Figura 4).
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Figura 4. Resultados gréafica das temperaturas médias (T med) em °C; aderente a umidade
relativa do ar (H média) ao decorrer do cultivo nas diferentes fases de desenvolvimento, sendo
estadio 1 casa de vegetacao, e estadio 2 desenvolvimento em camara Umida

4.6 Instalacdo do experimento

Os experimentos foram realizados na Unesp Campus de Jaboticabal na
cultura da alface utilizando as sementes das cultivares Solaris, Jade e Lais, que
foram doadas pelo laboratério de genética e melhoramento de hortalicas da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da UNESP, Campus de
Jaboticabal.

A semeadura foi realizada no dia 06 de fevereiro, em bandejas de
polietileno contendo 72 células, foi utilizado como substrato a vermiculita, devido
aos seus aspectos como uniformidade de composi¢do quimica e granulométrica,
porosidade, capacidade de retencdo de agua e esterilidade (MARTINS, 2012).
Apés 25 dias as mudas ja se encontravam em situacdo adequada para que fosse

feito o transplantio para os vasos com areia lavada.
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Apbs o transplante, as plantas permaneceram na casa de vegetacao, com
o fornecimento continuo de nutrientes a partir da solu¢do nutritiva de Hoagland
e Arnon, de acordo com cada tratamento, sendo iniciado com diluigdo de 20%
da forca i6nica da solu¢do, aumentando gradativamente a cada semana, até
atingir 100%, nessa etapa foi realizada lixiviagado dos sais contidos na areia dos
vasos para evitar salinidade.

Quando as plantas atingiram volume de massa suficiente para a
realizacdo das analises, com 35 dias apos o transplantio, foram levadas para
uma camara Umida, com temperatura e umidade controladas para realizar a

inoculacdo com o patdgeno e dar condi¢Bes favoraveis de temperatura baixa e

umidade elevada para o patégeno se desenvolver.

Figura 5. Plantas de alface no inicio do desenvolvimento, durante o periodo estadio 1, (A — Jade),
(B- Solaris), (C — Lalis).

4.7 Andlises realizadas
Aos 15 dias apds a inoculacdo com os patégenos o experimento foi

finalizado e realizado as devidas avaliagfes.

4.7.1 Indice de cor verde

O indice de cor verde (ICV) foi realizada pelo medidor portatil Chlorophyll

Meter, modelo SPAD-502 e a leitura foi realizada na regido central da lamina
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foliar, dispensando as folhas mais jovens e mais velhas, a partir de trés medidas

por folha e utilizou-se o valor médio.

4.7.2 Areafoliar
O nuamero de folhas de folhas foi determinado por contagem. A area foliar

foi obtida com auxilio de um medidor de area foliar (L-3100, LiCor, EUA).

4.7.3 Producao de massa seca total
As plantas foram lavadas, secadas e pesadas em balanca analitica

(precisédo de 0,001 g) para a obtencédo da massa seca total (parte aérea e raiz).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p < 0,05) e teste de
Student (LSD) (p<0,05). Cabe destacar que para todas as variaveis estudadas
adotou-se estudo fatorial. Utilizou-se o software AgroEstat (BARBOSA &

MALDONADO, 2015) para realizar as analises estatisticas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presente pesquisa, observou-se que 0 patdégeno Bremia lactucae foi
capaz de causar danos a planta, diminuindo a producdo de pigmentos
fotossintéticos responsaveis pela coloracao verde das folhas, sendo evidenciado
pela reducéo do indice de cor verde nas plantas inoculadas (Figura 7a-b-c). O
indice de cor verde foi influenciado significativamente tanto pelo K quanto pelo
patdgeno em ambas cultivares. O K apresentou uma resposta satisfatéria para

as cultivares dos experimentos Il e Ill que possuem resisténcia completa e
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incompleta (Figura 7b-c) visto que as plantas submetidas ao patégeno quando
apresentaram suficiéncia de K apresentaram menor reducdo do indice de cor
verde, todavia esse resultado ndo ocorreu para as plantas do experimento | que
apresentam suscetibilidade a doenca (Figura 7a).

A diminui¢c&o do indice de cor verde nas plantas que foram submetidas ao
patégeno pode ter ocorrido devido ao habito de crescimento do mildio, com os
sintomas se manifestando na superficie foliar, com areas cloréticas que
posteriormente podem causar necrose, na regido inferior das folhas ha a
presenca de areas esbranquicadas devido aos esporangiéforos e esporangios
(KIMATI et al, 1997). E também pela inducdo do ERO’s que é causada pelo

patégeno (AWASTHI et al, 2015; CARVALHO, 2021).

Cultivar Solaris  (a) Cultivar Lais () Cultivar Jade ()
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Figura 6. indice de cor verde das plantas da cultivar Solaris (a), cultivar Lais (b), cultivar Jade
(c), em funcao da inoculagéo com o patégeno Bremia lactucae sem K (-K) e com K (+K). As letras
mailsculas indicam diferenca entre K na mesma condicdo do patégeno, e | letras minUsculas
indicam diferenca entre patégeno na mesma condi¢cdo de K pelo teste de Student (LSD). ** e *:
significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns: ndo significativo.

O comportamento da area foliar (Figura 7a-b-c) nota-se que nas plantas
do experimento | (cultivar Solaris), suscetiveis, o efeito do K nao foi tdo eficaz,

visto que houve reducgédo da area foliar para as plantas com inoculacgédo tanto para
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condi¢gbes +K quanto -K (Figura 7a). Nas plantas dos experimentos Il e Ill que
apresentam resisténcia incompleta e completa fica evidente a influéncia positiva
do K na é&rea foliar, de modo que ndo houve divergéncia entre as plantas sadias
e contaminadas quando estas apresentam suficiéncia e deficiéncia do nutriente
(Figura 7b-c).

Resultado semelhante foi observado em estudo com plantas de milho
submetidos a doses de potassio e estresse hidrico, onde a maior dose do
nutriente proporcionou um aumento de area foliar de aproximadamente 8,6% no
periodo de 69 DAE (VILELA & BULL, 1999). O K também foi eficiente na
atenuacdo de cercosporiose no cafeeiro, onde doses isoladas do nutriente
contribuiram para o aumento de area foliar, tendo a maior AFT (&rea foliar total)

atingida com doses de 3,63 mmol/L de K (GARCIA JUNIOR et al., 2003).
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Figura 7. Area foliar das plantas da cultivar Solaris (a), cultivar Lais (b), cultivar Jade (c), em
funcdo da inoculagdo com o patdégeno Bremia lactucae sem K (-K) e com K (+K). As letras
mailsculas indicam diferenca entre K na mesma condicdo do patégeno, e letras mindsculas
indicam diferenca entre patdgeno na mesma condicao de K pelo teste de Student (LSD). ** e *;
significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns: ndo significativo.

A massa seca total das plantas (MST) (Figura 8-a-b-c) foi afetado pelo K

e pelo patdbgeno em todas as cultivares estudadas.
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Ao analisarmos o experimento I, cultivar Solaris (Figura 8-a) notamos que
a inoculacdo do patégeno diminuiu a variavel MST nas plantas cultivadas com
solugéo nutritiva com e sem K. E o uso do K aumentou a MST nas plantas com
e sem inoculagdo de patdgeno indicando que o uso deste macronutriente &

relevante para garantir um melhor crescimento dessas plantas.

Na analise do experimento I, cultivar Lais (Figura 8b), a inoculacédo das
plantas com o patdgeno nao teve impacto na massa seca total (MST) das plantas
cultivadas em solucdo nutritiva, independente da presenca ou auséncia de
potassio (K). Entretanto, a adicdo de K na solucéo nutritiva aumentou a MST das
plantas, tanto nas que foram inoculadas com o patdégeno quanto nas que nao
foram. Isso indica a relevancia desse macronutriente para o crescimento das

plantas.

No experimento Ill, na Cultivar Jade (Figura 8c) cultivada com o
fornecimento do K na solucdo nutritiva aumentou a variavel MST nas plantas
com e sem patdégeno (Figura 7c¢). A inoculacdo com o patégeno diminuiu a MST

apenas nas plantas com auséncia do K na solucao nutritiva.

O efeito benéfico do K no crescimento da alface também foi relatado por
Santos et al. (2010) Embora o potassio ndo atue diretamente no aumento de
MST das plantas, pode haver a melhoria nesse fator de maneira indireta, isso
ocorre pelo papel nobre e fundamental que o potassio exerce. Participando de
inumeras fungées como aumento de sitio ativo para reacdes cataliticas (EVANS
& WILDES, 1971), manutencdo do pH no citosol que garante um melhor
funcionamento das células (MARSCHNNER,1995), auxilia na ativacdo da
redutase do nitrato e também participa em varias etapas da sintese proteica

(MALAVOLTA, 1984), abertura e fechamento de estdbmatos que auxiliam na
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assimilacdo de CO2 e promovendo sua difusdo (MALAVOLTA et al. 1997;

PRADO et al. 2004).

De forma geral descobrimos uma estratégia relevante para cultivo de
alface com minimo de dano do mildio seria a partir da exploracdo da sinergia da
nutricdo de plantas com melhoramento genético pelo fato que a nutricdo
potassica combinado com uso de cultivares com nivel de resisténcia potencializa

o crescimento desta hortalica.

Cultivar Solaris (a) Cultivar Lais (b) CultivarJade (c)
O-Km+K O-Km+K Aa O-Km+K
K'IPa™IK x Pa"™ Aa K"1Pa*lK x Pans 1,600 K'Pa”lKx Pa
1,600 Aa 1,600 - —_ Aa
E = Aa o
= =
° g 1,200 |
1,200 | 1,200 s
© o] Ba
@ 5]
@ Ba @
0,800 | E 0,800 g 0801
= 5
= Bb
0,400 | 0,400 | 0400
0,000 : 0,000 . 0,000
Sem Patogeno  Com Patogeno Sem Patogeno  Com Patégeno Sem Patogeno Com Patogeno

Figura 8. Massa seca total (MST), das plantas da cultivar Solaris (a); cultivar Lais (b); cultivar
Jade (c); em fungdo da inoculagdo com o patdgeno Bremia lactucae sem K (-K) e com K (+K).
As letras mailsculas indicam diferenga entre K na mesma condi¢cdo do patégeno, e | letras
mindsculas indicam diferenca entre patdgeno na mesma condi¢do de K pelo teste de Student
(LSD). ** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, ns: ndo significativo.

6. CONCLUSAO

A inoculacdo da Bremia lactucae causou danos nas plantas deficientes
em K ao diminuir a produgéao de massa seca da planta inteira tanto em cultivares
suscetivel ao patdégeno (Solaris) o que era esperado, mas também em cultivares
com resisténcia completa (Jade), indicando que a resisténcia genética

isoladamente n&o foi suficiente para atenuar a doenga.
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Nas plantas com suficiéncia de K o uso do melhoramento é capaz de
promover 6timo crescimento das plantas mesmo com presenca de mildio, mas
restrito apenas as cultivares Lais e Jade que apresentaram resisténcia
incompleta e completa respectivamente e sem efeito para cultivar suscetivel

(Solaris).

A nutricdo potéassica foi eficiente para diminuir a ocorréncia da Bremia
Lactucae pois incrementou a producdo de massa seca e deve ser indicada para
plantas de diferentes grupos de reacao ao patdégeno, sensiveis, com resisténcia

incompleta e completa.
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