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OCORRENCIA DE RACAS DE Bremia lactucae NO ESTADO DE SAO PAULO
NO TRIENIO 2008 - 2010, E DESENVOLVIMENTO DE LINHAGENS DE
ALFACE CRESPA RESISTENTES

RESUMO: A alface é a hortalica folhnosa de maior consumo no Brasil, no
entanto a dificuldade em produzi-la vem aumentando, principalmente pela
infestacdo das areas de producdo por Bremia lactucae, sendo necessario o
monitoramento anual para utilizagdo ou desenvolvimento de cultivares resistentes.
Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram: identificacao de racas
de B. lactucae no Estado de Sao Paulo, durante os anos de 2008, 2009 e 2010 e
obtencdo de linhagens de alface crespa resistentes as ragas SPBI:01, SPBI:02,
SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05, SPBI:06 e SPBI:07. Na primeira fase do estudo foram
coletadas nos meses de agosto, setembro e outubro de 2008; agosto e setembro
de 2009; e junho e julho de 2010 folhas de alface com esporangios de B. lactucae
nos principais municipios produtores de alface do Estado de Sao Paulo. Apds a
multiplicagdo dos esporangios na cultivar suscetivel Solaris, com posterior
inoculagdo nas diferenciadoras, realizaram-se as avaliagdes, no mesmo dia do
aparecimento da primeira esporulagdo na cultivar suscetivel Cobham Green (DM
0). Na segunda fase do estudo realizou-se o cruzamento entre a cultivar Argeles e
a linhagem JAB 4-13-7, bem como autofecundagdes, até a obtencdo da geracao
F3, quando realizou-se o teste de resisténcia. Os dados permitiram concluir que:
trés novos coédigos “Sextet” para Bremia lactucae ocorreram no Estado de Sao
Paulo: 63/63/33/00, 63/63/02/00 e 63/31/03/00, denominados racas SPBI:05,
SPBI:06 e SPBI:07, respectivamente; recomenda-se a utilizagdo dos genes R-17,
R-18 e R-38 como fontes de resisténcia ao mildio para o desenvolvimento de
cultivares no Estado de Sao Paulo; e 19 progénies resistentes a B. lactucae, ragas
SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05, SPBI:06 e SPBI:07, apresentaram-
se homozigotas, e podem ser avangadas e avaliadas no processo de selegéao.
Palavras — Chave: Lactuca sativa L., genes DM, mildio



OCCURRENCE OF Bremia lactucae RACES IN SAO PAULO STATE, IN THE
PERIOD 2008 - 2010, AND DEVELOPMENT OF RESISTANT LETTUCE
STRAINS.

ABSTRACT: Lettuce is the most consumed leafy vegetable in Brazil. lts
production, nonetheless, is meeting with increasing difficulties mainly due to the
infestation of producing areas with Bremia lactucae. Thus, the annual monitoring
of B. lactucae races becomes of essential importance to use or development of
resistant cultivars. The objectives of this work were identification of new races of B.
lactucae occurring during the years of 2008, 2009 and 2010 in the state of Sao
Paulo, Brazil, and development of resistant lettuce cultivars to races SPBI:01,
SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05, SPBI:06 and SPBI:07. In the first phase of
experiment in August, September, and October of 2008; August and September of
2009; and June and July of 2010 lettuce leaf samples containing B. lactucae
sporangia were collected in some of the lettuce producing areas of the state of Sao
Paulo. After a multiplication procedure in which the susceptible lettuce cultivar
‘Solaris’ was used, the B. lactucae sporangia were inoculated in differentiating
lettuce cultivars. Evaluations of the plants response were performed on the same
day when plants of the susceptible Cobham Green (DM 0) cultivar showed signs of
the first sporulation. In the second phase of experiment made the crossing between
Argeles cultivar and JAB 4-13-7 line, and self pollination, to obtain the F3
generation, when made the resistant test. The data have identified: three new
codes “Sextet” in the state of Sdo Paulo: 63/63/33/00, 63/63/02/00 e 63/31/03/00.
SPBI:05, SPBI:06 and SPBI:07 were the denomination proposed to races,
respectively. The genes R-17, R-18, and R-38 are suggested to be used as source
of resistance in the lettuce cultivars to state of Sdo Paulo; and 19 resistant
progenies to B. lactuae, races SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05,
SPBI:06 and SPBI:07, shown homozygous, and they can be advanced and
evaluated in the selection process.

Keywords: Lactuca sativa L., genes DM, downy mildew



1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.), pertencente a familia Asteraceae, € uma planta
originaria da Asia e trazida para o Brasil pelos portugueses no século XVI.
Constitui um grupo de hortaligas de grande interesse, devido sua importancia
alimentar e valor nutracéutico, apresentando elevados teores de vitaminas e sais
minerais, e baixo teor calérico (OSHE et al., 2001).

No Estado de Sdo Paulo, entre os meses de janeiro a julho de 2010, foram
comercializadas, no CEAGESP, 29.297 toneladas de alface, predominando no
Brasil o grupo crespa, que contribuiu com 47,34% do total desse volume (13.869
toneladas) (AGRIANUAL, 2011). Na regido do Cinturdo Verde de Sao Paulo,
encontram-se 0s maiores produtores, destacando-se, no ano de 2009, Mogi das
Cruzes com a maior area de producado (3.402,60 ha) (IEA, 2010). No entanto,
areas menores dessa cultura distribuem-se por todo o Estado, ao redor das
principais cidades, sendo seu aumento gradativo com o decorrer dos anos.

Com a intensificacdo da producdo, a dificuldade em se cultivar essa
hortalica também tem aumentado, mesmo em condi¢cdes de outono e inverno,
épocas de temperatura amena e adequada a producgdo, principalmente pela
infestacdo das areas de producao pelo fitopatdégeno, Bremia lactucae Regel,
causador do mildio (YURI et al., 2004).

O sintoma da doenca inicia-se com a formagdo de pequenas manchas
angulares, de coloracao verde-clara a amarelada, na face superior da folha. Com
0 seu desenvolvimento, a coloracdo da parte infectada torna-se marrom e, sob
condi¢cdes de alta umidade, o fitopatégeno forma frutificagbes brancas na face
inferior das folhas, causando danos notorios as lavouras (PERSLEY, 1994).

O controle da doenca baseia-se na pulverizacado de plantas com fungicidas
sistémicos, porém o uso continuo desses produtos pode levar a selegcdo de
patégenos resistentes e de dificil controle. Portanto, o desenvolvimento de
cultivares resistentes é uma das medidas de controle mais eficiente e econdmica,

proporcionando beneficios tanto para os produtores como para os consumidores,



pela reducdo na utilizacdo de produtos fitossanitarios, e consequentemente no
menor custo de producao e menor impacto ao meio ambiente.

Ja existem no mercado cultivares comerciais de alface resistentes a
algumas ragas de B. lactucae, porém o surgimento de novas ragas, através da
introdugdo ou mutacao de novos genes, pode ocasionar o aparecimento de racas
com todos 0s genes de viruléncia, capazes de quebrar a resisténcia dessas
cultivares comerciais. Sendo assim, o conhecimento das ragas que ocorrem
anualmente em diferentes regides € de grande valia para o desenvolvimento de
linhagens resistentes.

Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabalho foram: identificagdo de
racas de B. lactucae no Estado de Sao Paulo, durante o triénio 2008 - 2010 e
obtencédo de linhagens de alface crespa resistentes as racas SPBL:01, SPBI.02,
SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05, SPBI:06 e SPBI:07.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bremia lactucae

O genéro Bremia compreende oomicetos da familia Peronosporaceae,
sendo a espécie B. lactucae, um parasita biotréfico, que vive nas células vivas do
hospedeiro e que sO pode ser cultivado em plantas vivas de alface
(MICHELMORE & INGRAM, 1982).

Embora estes organismos exibam um crescimento filamentoso, analises
bioquimicas e filogenéticas demonstraram que os oomicetos sao distintos dos
principais grupos fungicos e estdo mais relacionados com algas marrons
heterocontas no Reino Straminipila (SOGIN & SILBERMAN, 1998; KAMOUN et
al., 2002). Algumas caracteristicas que compreendem a classificacdo destes
organismos no Reino Straminipila sdo a producdo de esporos assexuais com
flagelos heterocontos (tipo tinsel e chicote), denominados zodsporos; producao de
esporos sexuais chamados odsporos, constituido de parede celular de glucano-
celulose; fase vegetativa dipldide e crista mitocondrial tubular (ALEXOPOULOS et
al., 1996).



O fitopatégeno B. lactucae é o agente causal do mildio da alface, uma das
doengas mais importantes e severas na cultura, tanto em ambiente protegido
como em sistemas convencionais, pois possui alto poder destrutivo, sendo
controlado, principalmente, pelo uso de cultivares com fatores de resisténcia
monogénicos (KOCH & BLOK, 1985) ou pela aplicacao de fungicidas (WU et al.,
2000).

O mildio é particularmente importante em condicbes ambientais de alta
umidade e temperatura amena a baixa, provocando graves prejuizos econdmicos
aos produtores (LEBEDA et al., 2001).

VAN BRUGGEN & SCHERM (1997) descreveram as lesées de mildio como
sendo de coloracdo verde-clara ou levemente clorética, tornando-se amarela ou
necrética apds a esporulacao do fitopatogeno. As lesdes sdo irregulares em
tamanho e freqlentemente delimitadas pelas nervuras. Sob condicdes ambientais
otimas, esporangiéforos e esporangios tornam-se visiveis apds uma semana,
principalmente na face inferior das folhas. Lesdes velhas tornam-se necréticas, e
os tecidos sao invadidos por patégenos saproéfitas secundarios.

Bremia lactucae tem exibido grande variacdo em sua viruléncia. Fendtipo
de viruléncia € inferido por uma reagdo de compatibilidade (esporulagdo e/ou
necrose) ou de incompatibilidade (sem esporulagdo e necrose) entre um isolado
do patégeno e seu hospedeiro (DATNOFF et al., 1994).

De acordo com CRUTE & DAVIS (1977), Bremia de alface apresenta tipos
patogénicos que variam na sua capacidade de parasitar diferentes genoétipos de
Lactuca sativa, sendo tal variagao utilizada para categorizar patétipos como ragas
fisiolégicas.

2.2 Identificacao de racas de Bremia lactucae
A identificagcdo de uma ampla diversidade genética, tanto em populacdes de
plantas cultivadas, quanto em populagdes de patdégenos sao de grande valia para
melhoristas de plantas que desejam obter linhagens resistentes a determinada
moléstia e/ou fitopatdgeno.



No melhoramento de alface visando resisténcia ao mildio é importante que
se identifigue a diversidade de ragcas de B. lactucae, bem como o0 gene que
confere resisténcia as racas encontradas. Para isso, faz-se uso de cultivares
diferenciadoras, as quais, segundo VAN ETTEKOVEN & VAN DER AREND (1999)
séo divididas em quatro grupos, sendo atribuidos valores de 1 a 32 a cada cultivar,
como segue:

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

e Grupo II: LSE 57/15 (1); UCDm-10 (2); Captan (4); Hilde Il (8); Pennlake
(16); UCDm-14 (32).

e Grupo IlI: PIVT 1309 (1); CG Dm-16 (2); LS-102 (4); Colorado (8); Ninja
(16); Discovery (32).

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

De acordo com os autores citados acima, surgiram muitas racas de B.
lactucae em areas fora da Europa e muita confusdo foi criada quanto a
identificacdo das mesmas. Em razao disso criaram-se parcerias entre 6rgaos
publicos e empresas de melhoramento de alface, principalmente da Franca e da
Holanda, com o intuito de uniformizar o sistema de identificagdo. Para tal, utilizam-
se codigos para cada raca, denominados de “Sextet Codes”, evitando que uma
mesma raga receba denominagdes diferentes em distintas regides do mundo. As
cultivares diferenciadoras utilizadas para a formacao do “Sextet Codes” sdo as

relacionadas na Tabela 1.



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

Codes”.

Numero do material Gene Dm Cultivar/Linhagem
- DM O Cobham Green
- DM O LSR G288
1 DM 1 Lednicky
2 DM 2 UCDM 2
3 DM 3 Dandie
4 DM 4 R4T57D
5 DM 5 Valmaine
6 DM 6 Sabine
7 DM 7 LSE 57/15
8 DM 10 UCDm-10
9 DM 11 Capitan

10 DM 12 Hilde I
11 DM 13 Pennlake
12 DM 14 UCDm-14
13 DM 15 PIVT 1309
14 DM 16 CG Dm-16
15 R17* LS 102
16 R 18* Colorado
17 R 36* Ninja
18 R 37* Discovery
19 R 38* Argeles
20 - RYZ 2164"
21 - RZY 910457*
22 - Bedford”
23 - Balestra®
24 - Bellisimo*

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

# CuItivar1es diferenciadoras cujos genes ainda nao foram determinados (VAN DER
AREND").

BRAZ et al. (2007) verificaram em estudos realizados nos anos de 2003 e
2004 no Estado de Sao Paulo, a ocorréncia predominante da raca SPBI:01, tendo
como genes que conferem resisténcia o R-17, R-18 e R-38. Ja em levantamentos

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



nos anos de 2006 e 2007, trés novas ragas foram constatadas: SPBI:02, SPBI:03
e SPBI:04, tendo como genes de resisténcia o R-17, R-18, R-37 e R-38 (SOUZA,
2009).

De acordo com o PLANTUM (2010), o International Bremia Evaluation
Board (IBEB) avaliou diversos isolados de alface no ano de 2009, e verificou que
até o momento, existem na Europa 27 racas identificadas, sendo que, a maioria
dos focos de mildio em propriedades produtoras de alface, foram causados por
novas racas de B. lactucae, tendo estas, somente importancia local.

O IBEB salienta que, embora as empresas produtoras de sementes
apresentem materiais com resisténcia aos isolados Bl:1 ao BI:27, isto ndo é
totalmente seguro contra o fitopatégeno, pois fornece ao produtor apenas protecéao
temporaria, ja que através de mutacbes, a combinagdo dos varios genes
existentes numa mesma cultivar pode ser quebrada (PLANTUM, 2010).

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

2.3 Melhoramento genético para resisténcia de alface ao mildio
O Brasil € um pais com uma enorme aptidao agricola, sendo que uma das
caracteristicas importantes para esta vasta aptiddo é a ampla diversidade
climatica. Porém, esse fator também favorece o surgimento de moléstias em
algumas regides, reduzindo o potencial de producdo em determinadas regides, e
consequentemente, levando em alguns casos a perdas de 100% do cultivo, sendo
que o melhoramento genético visando a resisténcia das plantas é uma das

maneiras de controle mais eficientes e de reduzido impacto ambiental.
CRUTE & JHONSON (1976) citam que o melhoramento para resisténcia de

alface ao mildio foi iniciado por Jagger em 1924.



Devido as doencas terem se tornado grande ameaga aos campos de
producao, a maioria dos programas de melhoramento tem dedicado muito tempo e
recursos na busca de gendtipos com alta produtividade e elevada resisténcia a
campo (MATIELLO et al., 1997).

Para conducdo e avaliacdo de progénies segregantes podem-se utilizar
varios métodos de melhoramento, dentre eles, o método de populagbes, o
genealdgico ou Pedigree e o Single Seed Descendent (BOREM & VIEIRA, 2009).

O método genealdgico foi inicialmente proposto por Hijalman Nilsson,
entretanto a primeira descricdo completa e detalhada foi apresentada por Love em
1927. Neste método, as plantas fenotipicamente superiores em F, séao
selecionadas visualmente e trilhadas individualmente, obtendo-se as melhores
familias F 3 Essas sdo semeadas em linhas, sendo, posteriormente,
selecionadas dentro das melhores familias, os individuos superiores. O processo €
repetido nas sucessivas geracdes até Fsg ou Fe7, quando as familias, ja
praticamente homozigéticas, passam a ser avaliadas em experimentos com
repeticdes (RAPOSO, 1999). Este método é provavelmente o mais empregado
pelos melhoristas de plantas autdgamas, dentre elas a alface, apresentando vérias
vantagens, sendo a principal, a possibilidade de se obter um completo registro da
origem da familia e assim orientar o processo seletivo.

Segundo LEBEDA & SEDLAROVA (2003), existem quatro categorias de
mecanismos de resisténcia na interacdo entre Lactuca spp. € Bremia lactucae,
sendo: nao-hospedeiro, ragas especificas, racas nao-especificas e resisténcia
horizontal. Sabe-se que o0s eventos cruciais deste patossistema ocorrem nos
primeiros estagios da interagdo patégeno — hospedeiro. Na reagédo de hospedeiro
incompativel, as plantas possuem genes especificos de resisténcia, exibindo uma
sequéncia de eventos de defesa induzidos pela presenca do patéogeno. Dentro das
interagdes entre Lactuca spp. — B. lactucae, nos mecanismos de raca especifica e
racas nao-especificas, observa-se grande variabilidade de reagdes no hospedeiro,
podendo exibir respostas de resisténcia ou suscetibilidade a nivel celular. O



conhecimento destes mecanismos é muito importante para a diversificacdo de
desenvolvimento de cultivares com resisténcia genética.

A resisténcia conferida pelos genes DM é, na maioria das vezes, expressa
por uma reagado de hipersensibilidade (RH) (INGRAM et al., 1976). Essa RH é
provocada por um dano irreversivel na membrana da célula penetrada, havendo
diferencas entre esses danos, dependendo do gene DM que confere a resisténcia
(BENNETT et al., 1996). Estudos demonstram que ha grande diferenca no atraso
do desenvolvimento de B. lactucae em cultivares de alface com mecanismos de
resisténcia diferentes, e também em gendtipos com genes DM diferentes
(LEBEDA & REININK, 1991).

A relacado entre as espécies de Lactuca e B. lactucae € demonstrada em
estudos da especificidade entre patégeno e hospedeiro, pois a genética de ambos
€ estudada simultaneamente. A resisténcia e a suscetibilidade de muitas cultivares
de alface a diversos isolados do patégeno podem ser explicadas pelo modelo da
interacao gene-a-gene (CRUTE & JHONSON, 1976).

Genes de resisténcia dominante (DM genes) correspondem a dominancia
de genes de aviruléncia (Avr genes). A combinacao de um gene DM e de um gene
Avr resulta em interagdo incompativel, expresso como hipersensibilidade do
hospedeiro.

Na interacdo gene-a-gene de uma relacdo patdgeno-hospedeiro, a
especificidade é determinada por um gene de resisténcia dominante nas plantas
que é combinada com um gene de aviruléncia no patdégeno. Entretanto, genes
adicionais nas plantas e nos patégenos podem também influenciar a interagao
(CRUTE, 1985). Muitos trabalhos foram feitos sobre a expressédo e estrutura de
genes de aviruléncia e suas fungdes estao sendo elucidadas.

Segundo VAN DER PLANK (1968), a quantidade de genes de resisténcia
na populacdo hospedeira determina a frequéncia de genes de viruléncia na
populacdo do patégeno. Na auséncia de pressdao de selecdo para essa

caracteristica, a frequéncia do gene de viruléncia tende a diminuir.



Como para muitos outros patégenos, a enorme capacidade de variagdo em
B. lactucae, na combinacao de diferentes genes especificos, 0 uso de genes de
resisténcia em alface possui curta duracdo. Existem racas do patégeno que
carregam todos os fatores de viruléncia e, se uma cultivar for produzida com uma
combinagao de todos os fatores de resisténcia, sera eficiente por curto periodo de
tempo. Os genoétipos resistentes a B. lactucae, com algumas excecgoes,
contribuem apenas com poucos fatores de resisténcia (CRUTE & JHONSON,
1976).

Estudos de heranga de viruléncia especifica em B. lactucae confirmam uma
relacdo gene-a-gene e comprovam a existéncia de vinte e quatro genes de
resisténcia (DM-1 a DM-7; DM-10 a DM-16; R-17; R-18; R-36 a R-38 e cinco
novas variedades diferenciais com outros genes de resisténcia ainda nao
identificados) (PLANTUM, 2010). Em muitos casos, a viruléncia para cada um dos
genes de resisténcia segregam como um gene dominante simples, independente
dos outros fatores (MICHELMORE et al., 1984).

Uma alternativa para diminuir a pressdo de selecdo seria a rotagdao de
culturas ou o uso de cultivares carregando um ou mais genes de resisténcia de
diferentes fontes, visando a um melhor e mais duradouro controle. O sucesso
desse controle depende da falta de pressao de selecao, na qual a frequéncia dos
fatores de viruléncia na populacdo do patégeno declina rapidamente e assegura
que os fatores de resisténcia correspondentes sejam eficientes (CRUTE &
JHONSON, 1976).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Identificacao de racas de Bremia lactucae
Nos meses de agosto, setembro e outubro de 2008; agosto e setembro de
2009; e junho e julho de 2010, coletaram-se folhas com esporangios de B.
lactucae (Figura 1) nos principais municipios produtores de alface do Estado de
Sao Paulo (Figura 2): Ribeirao Preto, Jaboticabal, Pirangi, Catanduva, Sao José

do Rio Preto, Atibaia, Salesopolis, Biritiba Mirim, Mogi das Cruzes, ltapira, Mogi
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Mirim, Candido Mota, Presidente Prudente, Echapora, Marilia, Botucatu e Bauru.
Cada amostra foi considerada um isolado, totalizando 35, 49 e 56 isolados,

respectivamente para os anos de 2008, 2009 e 2010.

Figura 1. Folhas de alface coletadas nos principais municipios produtores de
alface, contendo estruturas reprodutivas de Bremia Ilactucae
(eflorescéncia branca).

Figura 2. Locais de coleta dos isolados de Bremia lactucae no triénio 2008 — 2010
no Estado de Sao Paulo.
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As amostras foram embaladas em sacos plasticos identificados com a
regido da coleta, nome do produtor, nome da propriedade e nome da cultivar
(Tabelas 2, 3 e 4) e acondicionadas em caixas térmicas para o transporte até o
Laboratério de Genética e Melhoramento de Olericolas, do Departamento de
Producao Vegetal (UNESP-FCAV).

Tabela 2. Relagao dos isolados coletados em 2008 para identificagao das ragas
de Bremia lactucae no Estado de Sdo Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-

FCAV, 2011.
N2 Regiao de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar
1 Ribeirao Preto Sérgio Luis Paris Sitio Sao José Elisa
2 Ribeirao Preto Sérgio Luis Paris Sitio Sao José Lucy Brown
3 Ribeirao Preto Anténio Di Donato Chacara Sto. Antdnio Isabel
4 Jaboticabal UNESP/FCAV Horta Experimental Lucy Brown
5 Jaboticabal UNESP/FCAV Horta Experimental Karla
6 Jaboticabal Jodo Bento Taina
7 Jaboticabal André Sitio Santo Anténip Lucy Brown
8 Biritiba Mirim Hiroshi Shintati Sitio Boa Vista Raider Plus
9 Biritiba Mirim Hiroshi Shintati Sitio Boa Vista Amanda
10 Biritiba Mirim Flavio Yazawa Sitio Yazawa Solaris
11 Biritiba Mirim Flavio Yazawa Sitio Yazawa Elisa
12 Biritiba Mirim Mauro Massato Takagaki Sitio Takagaki Raider Plus
13 Mogi das Cruzes Luis Yano Doremi
14 Mogi das Cruzes Luis Yano Sophia
15 Mogi das Cruzes Claudio Cajima Vanda
16 Mogidas Cruzes Mario Okuyama Sitio Okuyama Laurel
17 Mogi das Cruzes Mario Okuyama Sitio Okuyama Solaris
18 Mogidas Cruzes Mario Okuyama Sitio Okuyama Elisa
19 ltapira Mauricio Luis de Godoy Sitio Sao Lazaro Estela
20 ltapira Mauricio Luis de Godoy Sitio Séo Lazaro Vanda
21 ltapira Jodo Benedito Codes Sitio Santana Elizabete
22 ltapira Jodo Benedito Codes Sitio Santana Lucy Brown
23 Mogi Mirim Paulo César Guardia Chacara do Guardia Solaris
24 Mogi Mirim Paulo César Guardia Chacara do Guardia Elisa
25  (Céandido Mota Osmar Zanqueta Sitio Agua do Macuco Lucy Brown
26 Botucatu Jesumiro de Assis Oliveira Mimosa
27 Botucatu Jesumiro de Assis Oliveira
28 Botucatu Horta Comunitaria Lucy Brown
29 Botucatu Marcos Antdnio de Oliveira
30 Botucatu Marcos Antonio de Oliveira
31 Bauru Silvia Indrigo Sitio Santa Maria Vanda
32 Bauru Silvia Indrigo Sitio Santa Maria Elisa
33 Bauru Lebrino de Jesus Chacara Bom Jesus Vera
34 Bauru Aparecido Ernesto Chacara do Forno Lucy Brown
35 Bauru Claudinéia Amador Chacara do Forno Vera

--- Propriedades e cultivares nao identificadas pelo produtor.
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Tabela 3. Relacéo dos isolados coletados em 2009 para identificagdo das ragas
de Bremia lactucae no Estado de Sao Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-

FCAV, 2011.
N2 Regiao de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar
1 Ribeirdo Preto Roseli Cristina Alves Sitio Vista Alegre Lucy Brown
2 Ribeirao Preto Roseli Cristina Alves Sitio Vista Alegre Vanda
3 Ribeirao Preto Roseli Cristina Alves Sitio Vista Alegre Mimosa X
4 Ribeirdo Preto Sérgio Luis Paris Sitio Sao José Elisa
5 Ribeirdo Preto Sérgio Luis Paris Sitio Sao José Vanda
6 Pirangi Marcos Antdnio Martins Lucy Brown
7 Pirangi Roseli Karia Lima Ver6nica
8 Pirangi Roseli Karia Lima Lucy Brown
9 Catanduva José Sobrinho Horta Sao José Lucy Brown
10 Catanduva José Sobrinho Horta Sao José Vanda
11 S. José do Rio Preto José Carlos Sitio Sdo Pedro Mimosa
12 8. José do Rio Preto José Carlos Sitio Sao Pedro Vanda
13 S. José do Rio Preto José Carlos Sitio Sdo Pedro Elisa
14 S. José do Rio Preto Augusto Beguelini Chacara Sto Antdnio Gloriosa
15 S. José do Rio Preto Augusto Beguelini Chacara Sto Antdnio Verbnica
16 Atibaia Cidemar Rocha Sitio Aradjo
17 Atibaia Cidemar Rocha Sitio Araujo
18 Atibaia Cidemar Rocha Sitio Araujo
19 Salesopolis César Antdnio Vanda
20 Salesopolis César Antbnio Elisa
21 Biritiba Mirim Mario Okuyama Sitio Okuyama Sheila
22 Mogi das Cruzes Luis Yano Mimosa
23 Mogi das Cruzes Claudio Cajima Elisa
24 Itapira Sebastiao M. de Moraes Sitio Sao Pedro Vanda
25 Itapira Sebastido M. de Moraes Sitio Sao Pedro Mimosa
26 Itapira Mauricio Luis de Godoy Sitio Sao Lazaro Estela
27 Itapira Mauricio Luis de Godoy Sitio Sao Lazaro Lucy Brown
28 Mogi Mirim Paulo César Guardia Chacara do Guardia Vanda
29 Mogi Mirim Paulo César Guardia Chacara do Guardia Elisa
30 Mogi Mirim Paulo César Guardia Chacara do Guardia Raider Plus
31 Candido Mota Sérgio Martins Freitas Sitio Santa Luzia
32 Candido Mota Sérgio Martins Freitas Sitio Santa Luzia
33 Candido Mota Osvaldo Sabatiel Elisa
34 Céandido Mota Osvaldo Sabatieli Vanda
35 Presidente Prudente  José Aparecido Soares Chacara do Badeco Solaris
36 Presidente Prudente  José Aparecido Soares Chécara do Badeco Lucy Brown
37 Presidente Prudente  José Aparecido Soares Chacara do Badeco Vanda
38 Presidente Prudente  José Aparecido Soares Chacara do Badeco Elisa
39 Presidente Prudente Marcos Querubin Sitio Nova Esperanga
40 Echapora Olinda da Silva Paglione
41 Marilia Luiz Gongalves Vanda
42 Marilia Luiz Gongalves Elisa




Continuacao...

Tabela 3. Relacéo dos isolados coletados em 2009 para identificagdo das ragas
de Bremia lactucae no Estado de S&o Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-
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FCAV, 2011.

N¢ Regiao de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar
43 Marilia Fabio Taira Verbnica
44 Marilia Wanderley Clemente Verbnica
45 Marilia Wanderley Clemente Elisa
46 Botucatu Aparecido Bartoli Dearo
47 Botucatu Aparecido Bartoli Dearo

48 Bauru Lebrino de jesus Chacara Bom Jesus Vanda
49 Bauru Mario Mimosa

--- Propriedades e cultivares nao identificadas pelo produtor.

Tabela 4. Relac&o dos isolados coletados em 2010 para identificacdo das ragas
de Bremia lactucae no Estado de Sao Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-

FCAV, 2011.

Ne Regiao de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar

1 Ribeirao Preto Enzo Tavio Mario Pavoni Verbnica
2 Ribeirdo Preto Roseli Cristina Alves Sitio Vista Alegre Vanda

3 Ribeirao Preto Roseli Cristina Alves Sitio Vista Alegre Lucy Brown
4 Ribeirao Preto Hanilton Chécara Sao Pedro Lucy Brown
5 Ribeirdo Preto Hanilton Chacara Sao Pedro Mimosa X
6 Jaboticabal André Sitio Santo Anténip Lucy Brown
7 Jaboticabal André Sitio Santo Antonip Veronica
8 S.José do Rio Preto José Carlos Sitio Sao Pedro Ver6nica
9  S.José do Rio Preto José Carlos Sitio Sao Pedro Lucy Brown
10 S. José do Rio Preto José Carlos Sitio Sao Pedro Mimosa
11 S. José do Rio Preto José Carlos Sitio Sao Pedro Elisa

12 S. José do Rio Preto José Carlos Sitio Sao Pedro Vanda
13 Atibaia Gilberto R. Espinassi Sitio Santa Isabel Laurel
14 Atibaia Gilberto R. Espinassi Sitio Santa Isabel Isabel
15 Atibaia Gilberto R. Espinassi Sitio Santa Isabel Raider Plus
16 Salesopolis Paulo Tomioka Sitio Tomioka Ver6nica
17 Salesépolis Shuiti Goto Sitio Goto Elisa

18 Biritiba Mirim Mauro Massato Takagaki Sitio Takagaki Raider Plus
19 Biritiba Mirim Mauro Massato Takagaki Sitio Takagaki Lucy Brown
20 Biritiba Mirim Jodo Kato Elisa

21 Biritiba Mirim Jodo Kato Ver6nica
22 Biritiba Mirim Celso R. de Souza Laurel
23 Biritiba Mirim Jair Prado Verbnica
24 Biritiba Mirim Jair Prado Laurel
25 Mogi das Cruzes José de Amazonas Sitio Araujo Vanda
26 Mogi das Cruzes Paulo Shentate Elisa

27 Mogi das Cruzes Paulo Shentate Veneranda




Continuacao...

Tabela 4. Relacéo dos isolados coletados em 2010 para identificagdo das ragas
de Bremia lactucae no Estado de S&o Paulo. Jaboticabal-SP, UNESP-
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FCAV, 2011.

° Regiao de Coleta Nome do produtor Nome da propriedade Cultivar
28 Mogi das Cruzes Celso Nakamura Brida
29 Mogi das Cruzes Celso Nakamura Salad Bowl
30 Itapira Jodo Benedito Codes Sitio Santana
31 Itapira Jodo Benedito Codes Sitio Santana
32 Mogi Mirim José Francisco Campos
33 Mogi Mirim José Francisco Campos
34 Mogi Mirim Paulo César Guardia Chéacara do Guardia Mauren
35 Mogi Mirim Paulo César Guardia Chacara do Guardia Elisa
36 Céandido Mota Romualdo Chacara do Diogo
37 Candido Mota Romualdo Chacara do Diogo
38 Céandido Mota Osvaldo Sabatieli Lucy Brown
39 Candido Mota Osvaldo Sabatieli Elisa
40 Céndido Mota Osvaldo Sabatieli Vanda
41 Céndido Mota Osvaldo Sabatiel Mimosa
42 Presidente Prudente José Zalpa Chacara Sao José
43 Presidente Prudente José Zalpa Chacara Sao José
44  Presidente Prudente José Zalpa Chacara Sao José
45 Presidente Prudente Mario Sukino Chécara do Limao Lucy Brown
46 Echapora Olinda da Silva Paglione Lucy Brown
47 Echapora Olinda da Silva Paglione Vanda
48 Marilia Antdnio Carlos Panteli Sitio Bela Vista Taina
49 Marilia Antbnio Carlos Panteli Sitio Bela Vista Vanda
50 Botucatu Aparecido Bartoli Dearo
51 Botucatu Aparecido Bartoli Dearo
52 Botucatu Angelo Fumis Filho Chacara do Fumis Elisa
53 Botucatu Alonso Dias Calman Sito Boa Vista Raider Plus
54 Bauru Silvia Indrigo Sitio Santa Maria Tain&
55 Bauru Silvia Indrigo Sitio Santa Maria Vera
56 Bauru Silvia Indrigo Sitio Santa Maria Salad Bowl

--- Propriedades e cultivares nao identificadas pelo produtor.

Anualmente, ao término das coletas, realizou-se a multiplicacdo dos

esporangios na cultivar suscetivel Solaris, para obtencdo de quantidades de

esporangios suficientes para utilizagao no teste de diferenciacao.

Obtendo-se quantidades suficientes de esporangios, sementes de 21

cultivares diferenciadoras de alface foram semeadas separadamente em caixas

plasticas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), forradas com papel germitex umedecido e

dividido em quatro partes iguais, sendo que em cada uma das partes foram

semeadas aproximadamente 40 sementes de cada cultivar diferenciadora (Figura
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3) e mantidas por 15 dias em camara de incubacao tipo BOD (Biochemical
Oxygen Demand) na temperatura de 13°C e fotoperiodo de 12 h. Apesar da
existéncia de 26 cultivares diferenciadoras, cinco delas (RYZ 2164, RZY 910457,
Bedford, Balestra e Bellisimo) ndo foram utilizadas no teste de identificacao de
ragas, pelo fato dos genes DM ainda nao terem sido determinados (VAN DER
AREND').

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

Transcorrido o periodo descrito acima, realizou-se a inoculagdo com os
isolados coletados, de acordo com a técnica de ILOTT et al. (1987), utilizando-se
de esporangios lavados de tecidos infestados do hospedeiro e agitados em agua
destilada. Utilizou-se suspensdo com concentracédo de 5 x 10* esporangios mL™ e
pulverizou-se nas plantulas até o ponto de escorrimento.

Apoés a inoculacdo, as caixas foram recolocadas em cadmara de incubagéo
tipo BOD com temperatura de 13°C, sendo que durante as seis primeiras horas,
foram deixadas em camara escura e, apos esse tempo, o fotoperiodo foi ajustado

para 12 horas.

'VAN DER AREND (Lettuce breeder, Nunhems Seeds — Noordlandseweg 54 — 2691 KM’s — Gravenzande —
The Netherlands). Comunicagado pessoal, 2009.
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O monitoramento foi diario e quando houve o aparecimento da primeira
esporulacao na cultivar suscetivel Cobham Green (DM 0), que normalmente variou
de 12 a 15 dias, as cultivares diferenciadoras foram avaliadas individualmente,
verificando-se a presenga ou nao de esporulagcdo e de necrose, conforme
metodologia proposta por VAN ETTEKOVEN & VAN DER AREND (1999). Essa
metodologia baseia-se na colocacao de sinais +, (+), - ou (-), de acordo com a
porcentagem de niveis de danos nos tecidos vegetais de alface, sendo colocado:
+: quando mais de 80% das plantulas apresentam lesdes esporulantes; (+):
quando mais de 80% das plantulas apresentam pontos necréticos e com muitas
lesGes esporulantes; -: quando menos de 5% das plantulas apresentam lesbes
esporulantes; e (-): quando as plantulas apresentam pontos necréticos e com
poucas lesdes esporulantes.

Materiais que se mostram suscetiveis a determinado isolado tem seus
valores somados dentro de cada grupo e o resultado é separado por uma barra,
da seguinte forma: 63/63/51/00, como demonstrado na Tabela 5, por meio da
exemplificacdo da utilizacdo do “Codigo Sextet”.

Para fins de entendimento, o resultado 63/63/51/00 mostra que todas as
cultivares do grupo | e Il foram suscetiveis (1 + 2 + 4 + 8 + 16 + 32 = 63); do grupo
lll, somente as cultivares LS 102 (R-17) e Colorado (R-18) foram resistentes (1 +
2+0+0+16 + 32 =>51); e do grupo IV, todas as cultivares foram resistentes (0 =
00). No entanto, somente a cultivar Argeles é utilizada para formar o “Sextet
Codes” (mesmo que as outras cultivares recebam sinal (+) ou +), pois as demais
cultivares diferenciadoras do grupo IV (RYZ 2164, RZY 910457, Bedford, Balestra

e Bellisimo), ainda ndo possuem seus genes DM identificados.
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3.2 Obtencao de linhagens resistentes

A primeira etapa do programa de melhoramento (cruzamentos) foi realizada
no Setor de Olericultura e Plantas Aromatico-Medicinais e a segunda etapa (teste
de resisténcia das linhagens as ragas de B. lactucae) foi realizada no Laboratério
de Genética e Melhoramento de Olericolas, ambos pertencentes ao Departamento
de Producéao Vegetal da UNESP-FCAV, Campus de Jaboticabal-SP.

Os parentais utilizados na obtencdo das linhagens resistentes foram:
Argeles (cultivar diferenciadora do grupo crespa, possuidora do gene R-38, que
confere resisténcia as racas SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05,
SPBI:06 e SPBI:07.) (Figura 4) e a linhagem JAB 4-13-7 (alface do tipo crespa de
coloragdo verde médio brilhante, boa precocidade, média tolerdncia ao
pendoamento precoce, boa tolerdncia ao Tip Burn, possuidora do gene R-18)
(Figura 5) (DALPIAN, 2005).

Figura 4. Cultivar de alface Figura 5. Linhagem de alface
diferenciadora Argeles, possuidora do crespa JAB 4-13-7, possuidora do
gene R-38, para resisténcia a Bremia gene R-18 para resisténcia a
lactucae. Bremia lactucae.

O objetivo principal deste cruzamento foi a obtencao de linhagens de aface

do tipo crespa, com os genes R-18 e R-38, os quais podem conferir maior
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longevidade a resisténcia de tal planta, minimizando os problemas de quebra de
resisténcia, muito comum no desenvolvimento de cultivares de alface resistentes
ao mildio.

Para obtencao das linhagens com resisténcia as sete ragas de B. lactucae
encontradas no Estado de Séao Paulo, utilizou-se o Método genealdgico, tendo
como padrao para as selecdes a cultivar Horténcia (cultivar do tipo crespa, que
apresenta ciclo de 55 a 60 dias; plantas grandes e uniformes, adaptadas para o
plantio durante o ano todo em cultivo convencional ou também hidroponia; possui
folhas grandes e boa base de planta, possibilitando um maior rendimento no
encaixamento; tolerante ao pendoamento precoce e ao "Tip Burn") (HORTEC,
2011); bem como a linhagem JAB 4-13-7.

Os cruzamentos foram conduzidos em casa de vegetagdo no periodo de
30-01-2009 a 14-11-2010 em area experimental do Setor de Olericultura e Plantas
Aromatico-Medicinais, pertencente ao Departamento de Producdo Vegetal, nas
dependéncias da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP—-FCAV),
Campus de Jaboticabal-SP, cujas coordenadas geograficas sdo 21° 14’ 05”
Latitude Sul, 48°17’ 09” Longitude Oeste e altitude de 614 m.

A semeadura dos parentais foi realizada no dia 30-01-2009, em bandejas
de poliestireno expandido, com capacidade para 288 células, preenchidas com
substrato Plantmax® HA.

As bandejas foram acondicionadas em ambiente protegido do tipo arco,
com dimensdes de 15 m de comprimento, 7 m de largura, 3 m de pé-direito e com
cobertura de polietiieno de baixa densidade (PEBD), de 150 micrometros de
espessura, sendo a irrigagcao realizada duas vezes ao dia.

O espacamento utilizado foi de 0,30 x 0,55 m para melhor manejo da
cultura e realizagdo dos cruzamentos.

O transplante ocorreu 31 dias ap6s a semeadura, em 02-03-2009, em casa-
de-vegetacao, quando as plantas apresentavam 3 ou 4 folhas definitivas. Para isto
removeram-se as mudas da bandeja e colocaram-nas no local definitivo,

anteriormente preparado, conforme sistema convencional (aragdo e gradagem),
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calcareado, para elevar a saturagao por bases a 80%, e adubado cinco dias antes
do transplante, conforme os resultados da analise quimica do solo (Tabela 6).

A adubagcéo de plantio constou de 40 kg ha™ de N, 50 kg ha™ K20 e 200 kg
ha P,Os. Foram efetuadas trés adubacdes em cobertura, sendo a primeira aos
10 dias ap0ds o transplante, e as demais em intervalos de 10 dias, totalizando 70
kg ha™ de N (TRANI et al., 1997).

Tabela 6. Resultados da analise quimica do solo da area experimental.

opH MO P K Ca Mg H+«Al SB T V
mg.dm™ mmol,. dm™ %%
48 21 73 4,0 26 12 52 42 94 45

O sistema de irrigagéao utilizado foi por gotejamento, com turno diério para
manter o solo sempre Uumido e adequado para um melhor desenvolvimento da
cultura.

O cruzamento entre os parentais foi realizado no periodo da manha, sendo
que primeiramente as pétalas das flores dos genitores femininos foram lavadas
para eliminar o polen (Figura 6-A), e entdo realizou-se a polinizagcdo com as flores
coletadas dos genitores masculinos (Figura 6-B).

Tanto a cultivar Argeles, quanto a cultivar JAB 4-13-7 foram utilizadas como
doadoras e receptoras de podlen. Esse procedimento foi adotado, pois algumas
caracteristicas desejaveis como formato de planta, tolerancia ao pendoamento
precoce, tolerdncia a queima de bordos entre outras recebem influéncia da
heranca materna.

Com os cruzamentos dos parentais, obteve-se a geracao Fi. A semeadura,
bem como o transplante e a condugédo desta geragcao ocorreu da mesma maneira
conforme especificado anteriormente, sendo a semeadura realizada em 10-12-
2009 e o transplante em 06-01-2010.

Todas as plantas da geragdo Fy foram autofecundadas e suas sementes
colhidas para dar origem a geracao F,. Nesta geracao (F+), escolheram-se quatro
plantas oriundas de cada um dos cruzamentos.
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As oito progénies foram semeadas em 06-05-2010 e transplantadas em 07-
06-2010, da mesma forma como descrito anteriormente para os parentais.

Para cada progénie semeou-se 144 sementes, levando-se em
consideragdo que as sementes poderiam ndo germinar, ou que poderia ocorrer a

morte de alguma plantula, sendo, no entanto, transplantadas 66 plantulas (Figura
7).

Figura 6. Lavagem das pétalas da flor do genitor feminino (6-A), cruzamento do

genitor feminino com o genitor masculino (6-B) e flor identificada apos
cruzamento (6-C).
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Figura 7. Plantas de alface transplantadas da geracao F, em ponto de selecao.

Na geragédo F» realizou-se selecdo das melhores plantas dentro de cada
linha, mantendo-se no campo apenas as plantas que apresentavam folhas de
coloragdo verde-clara e com alta crespicidade, com tamanho grande, com
auséncia de brotacdes laterais e tolerantes ao pendoamento precoce e queima
dos bordos.

AplGs a selecao e autofecundacédo das plantas, as mesma floresceram e
produziram sementes para geragao Fs.

As linhas advindas dessa geracdo foram denominadas de,
respectivamente, F3 (JAB x A) e F3 (A x JAB), para aquelas provenientes do
cruzamento JAB 4-13-7 x Argeles e Argeles x JAB 4-13-7 e codificadas conforme

as Tabelas 7 e 8.



Tabela 7. Relagéo das progénies de alface obtidas a partir do cruzamento entre
a linhagem JAB 4-13-7 e a cultivar diferenciadora Argeles.
Jaboticabal-SP, UNESP-FCAV, 2011.

Geracao F; Geracao F, Cédigo
Planta 1 Fs (JAB x A) 1-1
Planta 1 Planta 2 Fs (JAB x A) 1-2
Planta 3 Fs (JAB x A) 1-3
Planta 4 Fs (JABxA) 1-4
Planta 1 Fs (JAB x A) 2-1
Planta 2 Planta 2 Fs (JAB x A) 2-2
Planta 3 Fs (JAB x A) 2-3
Planta 1 F3 (JAB x A) 3-1
Planta 2 Fs (JAB x A) 3-2
Planta 3 F3 (JAB x A) 3-3
Planta 3 Planta 4 Fs (JAB x A) 3-4
Planta 5 Fs (JAB x A) 3-5
Planta 6 Fs (JAB x A) 3-6
Planta 1 Fs (JAB x A) 4-1
Planta 2 Fs (JAB x A) 4-2
Planta 4 Planta 3 Fs (JAB x A) 4-3
Planta 4 Fs (JAB x A) 4-4
Planta 5 Fs (JAB x A) 4-5




Tabela 8. Relagcao das progénies de alface obtidas a partir do cruzamento entre
a cultivar diferenciadora Argeles e a linhagem JAB 4-13-7.
Jaboticabal-SP, UNESP-FCAV, 2011.

Geracao F; Geracao F, Cédigo

Planta 1 Fs (A x JAB) 1-1

Planta 1 Planta 2 Fs (AxJAB) 1-2
Planta 3 Fs (A xJAB) 1-3
Planta 1 Fs (A x JAB) 2-1

Planta 2 Planta 2 Fs (A x JAB) 2-2
Planta 3 Fs (A x JAB) 2-3
Planta 2 Fs (A x JAB) 3-2

Planta 3 Planta 3 Fs (A x JAB) 3-3
Planta 4 Fs (A x JAB) 3-4
Planta 1 Fs (A x JAB) 4-1
Planta 2 Fs (A x JAB) 4-2
Planta 3 Fs (A x JAB) 4-3
Planta 4 Fs (A x JAB) 4-4
Planta 5 Fs (A x JAB) 4-5
Planta 6 Fs (A x JAB) 4-6
Planta 7 Fs (A x JAB) 4-7
Planta 8 Fs (A x JAB) 4-8
Planta 9 Fs (A x JAB) 4-9
Planta 10 Fs (A x JAB) 4-10
Planta 11 Fs (A x JAB) 4-11
Planta 12 Fs (A x JAB) 4-12
Planta 13 Fs (A x JAB) 4-13
Planta 14 Fs (A x JAB) 4-14

Planta 4 Planta 15 Fs (A x JAB) 4-15
Planta 16 Fs (A x JAB) 4-16
Planta 17 Fs (A x JAB) 4-17
Planta 18 Fs (A x JAB) 4-18
Planta 19 Fs (A x JAB) 4-19
Planta 20 Fs (A x JAB) 4-20
Planta 21 Fs (A x JAB) 4-21
Planta 22 Fs (A x JAB) 4-22
Planta 23 Fs (A x JAB) 4-23
Planta 24 F3 (A x JAB) 4-24
Planta 25 Fs (A x JAB) 4-25
Planta 26 Fs (A x JAB) 4-26
Planta 27 Fs (A x JAB) 4-27
Planta 28 Fs (A x JAB) 4-28
Planta 29 Fs (A x JAB) 4-29

Fs ( )

Planta 30 A x JAB) 4-30
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Continuacao...

Tabela 8. Relacdo das progénies de alface obtidas a partir do cruzamento entre
a cultivar diferenciadora Argeles e a linhagem JAB 4-13-7.
Jaboticabal-SP, UNESP-FCAV, 2011.

Geracao F, Geracao F» Cddigo
Planta 31 Fs (A x JAB) 4-31
Planta 32 Fs (A x JAB) 4-32
Planta 33 Fs (A x JAB) 4-33
Planta 34 Fs (A x JAB) 4-34
Planta 35 Fs (A x JAB) 4-35
Planta 36 Fs (A x JAB) 4-36
Planta 37 Fs (A x JAB) 4-37
Planta 38 Fs (A x JAB) 4-38
Planta 39 Fs (A x JAB) 4-39
Planta 40 Fs (A x JAB) 4-40
Planta 41 Fs (A x JAB) 4-41
Planta 42 Fs (A x JAB) 4-42
Planta 43 Fs (A x JAB) 4-43
Planta 44 Fs (A x JAB) 4-44
Planta 45 Fs (A x JAB) 4-45

Planta 4 Planta 46 Fs (A x JAB) 4-46
Planta 47 Fs (A x JAB) 4-47
Planta 48 Fs (A x JAB) 4-48
Planta 49 Fs (A x JAB) 4-49
Planta 50 Fs (A x JAB) 4-50
Planta 51 Fs (A x JAB) 4-51
Planta 52 Fs (A x JAB) 4-52
Planta 53 Fs (A x JAB) 4-53
Planta 54 Fs (A x JAB) 4-54
Planta 55 Fs (A x JAB) 4-55
Planta 56 Fs (A x JAB) 4-56
Planta 57 Fs (A x JAB) 4-57
Planta 58 Fs (A x JAB) 4-58
Planta 59 Fs (A x JAB) 4-59
Planta 60 Fs (A x JAB) 4-60
Planta 61 Fs (A x JAB) 4-61

Para selecionar as linhas 100% resistentes coincidentes com as
homozigéticas, 20 sementes de cada linhagem da geracado F; foram semeadas
separadamente em caixas plasticas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), forradas com papel
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germitex umedecido e mantidas por 15 dias em camara de incubagao tipo BOD na
temperatura de 13°C e fotoperiodo de 12 h.

Transcorrido esse periodo, realizou-se a inoculagao nas linhagens. Utilizou-
se a suspensao de uma mistura de isolados coletados nos anos de 2008 a 2010
(mantidos em freezer a -21°), que continham esporangios de B. lactucae das ragas
SPBL:01, SPBL:02, SPBL:03, SPBL:04, SPBL:05, SPBL:06 e SPBL:07. Para que
nao ocorresse nenhuma duvida sobre a resisténcia ou suscetibilidade das
linhagens avaliadas, fez-se o teste e o re-teste de cada linhagem proveniente dos
cruzamentos realizados.

A inoculacgao foi realizada de acordo com a técnica de ILOTT et al. (1987).
Apéds a inoculagdo, as caixas foram recolocadas em BOD com temperatura de
13°C, sendo que durante as seis primeiras horas, foram deixadas em camara
escura e, apoés esse tempo, o fotoperiodo foi ajustado para 12 horas.

Quinze dias depois de inoculadas, as plantulas foram selecionadas,
descartando-se aquelas que possuiam esporulacao de B. lactucae.

As progénies que nao apresentaram esporulacdo e/ou necrose foram
identificadas para posterior continuagdo do programa de Melhoramento genético
da UNESP-FCAV.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Identificacao de racas de Bremia lactucae no triénio 2008 - 2010

Os dados encontrados nos testes de diferenciagao, realizados nos isolados
coletados no ano de 2008 encontram-se nas Tabelas 9, 10, 11 e 12.

Avaliando-se os resultados, identificaram-se quatro codificacdes de B.
lactucae nos municipios produtores de alface do Estado de Sdo Paulo no ano de
2008 (63/63/03/00; 63/63/33/00; 63/63/51/00 e 63/63/19/00), sendo que o Codigo
“Sextet” 63/63/03/00 ocorreu com maior freqiiéncia, ou seja, 48,577 dos isolados
(Tabela 24).
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O Codigo “Sextet” 63/63/03/00 também foi verificado por SOUZA (2009) no
ano de 2006, que apesar de pouco frequente, caracterizou uma nova raga,
denominada de SPBI:04. Verifica-se que houve dispersao desta raca pelas regides
produtoras de alface do Estado de S&o Paulo, ja que no ano de 2006 estava
presente somente na regido de Bauru, e no ano de 2008 encontrou-se espalhada
em oito dos nove municipios amostrados.

Este fato evidencia a necessidade de monitoramento dos municipios
produtores de alface, com o intuito de identificar a presenca de novas racas e
desenvolver cultivares com genes de resisténcia.

O cddigo 63/63/33/00 ocorreu em grande parte dos municipios produtores
de alface do Estado de Sao Paulo, de forma abrangente (Ribeirdo Preto,
Jaboticabal, Mogi das Cruzes, Biritiba Mirim e Botucatu), podendo ser considerado
uma nova raga, a qual se propdoe a denominacao de SPBI:05. A diferenca desta
raca em relacdo as demais ja encontradas no Estado de Sao Paulo (SPBI:01,
SPBI:02, SPBI:03 e SPBI:04), consiste na resisténcia do gene DM-16 na formacgao
do Codigo “Sextet”. No entanto, esse gene nao deve ser usado em programas de
melhoramento, pois sera suscetivel aos cédigos 63/63/51/00; 63/63/19/00 e
63/63/03/00, ou seja, as racas SPBI:01, SPBI:03 e SPBI:04.
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Nas Tabelas 13, 14, 15, 16 e 17, sdo apresentados os resultados obtidos
na avaliagdo dos 49 isolados coletados no ano de 2009, quanto a resisténcia ou
suscetibilidade aos genes DM ou R, presentes em cultivares de alfaces
diferenciadoras.

Dentre os isolados avaliados, identificaram-se quatro codigos de B.
lactucae no ano de 2009: 63/63/19/00; 63/63/51/00; 63/63/03/00 e 63/63/02/00,
aparecendo respectivamente em 44,90%, 26,53%, 24,49% e 4,08% das amostras
coletadas (Tabela 24). Verifica-se, no entanto que 0 novo codigo encontrado no
ano de 2008 (63/63/33/00) nao apareceu em nenhum dos isolados coletados no
ano de 2009. Isso pode ter ocorrido devido as diferentes pressdes de selecao nos
distintos anos de coletas, que podem ter sido causadas pelo uso intensivo de
fungicidas.

Os dados demonstram a predominancia da raca SPBI:03 (63/63/19/00),
além da rapida dispersao dos esporangios, ja que esta codificacao foi identificada
no ano de 2007 por SOUZA (2009), e até entdo nao relatada no Brasil.

O Cdbdigo “Sextet” 63/63/51/00, de ocorréncia elevada no ano de 2009, foi
verificado no Estado de Sao Paulo por BRAZ et al. (2007) nos anos de 2003 e
2004, em estudos pioneiros com B. lactucae no Brasil, sendo denominada de
SPBI:01. No entanto, tornou-se menos frequente nos anos subsequentes (2006 e
2007), com o surgimento de novas racas. Nota-se com isso, que 0 surgimento de
novas racgas, ou a dispersao de ragas ja identificadas de B. lactucae, evidencia,
cada vez mais, a necessidade de monitoramento de regides produtoras de alface
e programas de melhoramento genético para a obtencdo de novas cultivares com
diferentes fatores de resisténcia, ja que pode ocorrer introdugdo ou mutacdo de
novos genes, capazes de quebrar a resisténcia de cultivares resistentes.

Avaliando-se os resultados por cédigo e comparando-se com 0S ja
existentes no Brasil (63/63/51/00; 63/31/19/00; 63/63/19/00 e 63/63/03/00), nota-
se que o Cdédigo “Sextet” 63/63/02/00, ocorreu pela primeira vez no ano de 2009,
sendo denominado, portanto, de raga SPBI:06.
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Os genes que conferem resisténcia a essa nova raga sao: DM-15, R-17, R-
18, R-36, R-37 e R-38, diferindo das demais ragas ja encontradas pela resisténcia
do gene DM-15. No entanto, esse gene nao deve ser usado em programas de
melhoramento, pois sera suscetivel as ragas cujos codigos sado 63/63/51/00;
63/31/19/00; 63/63/19/00 e 63/63/03/00.
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Nas Tabelas 18, 19, 20, 21, 22 e 23, sdo apresentados os resultados obtidos
na avaliacdo dos 56 isolados coletados no ano de 2011.

Identificaram-se no respectivo ano, seis codificacbes de B. lactucae nos
principais municipios produtores de alface do Estado de S&o Paulo: 63/63/51/00;
63/31/19/00; 63/63/19/00; 63/63/03/00; 63/63/02/00 e 63/31/03/00, sendo que
somente o cédigo 63/31/03/00 corresponde a uma nova raga, ja que os demais ja
haviam sido identificados em anos anteriores. Portanto, somando-se aos resultados
de BRAZ et al. (2007) e SOUZA (2009), atualmente, no Estado de Sao Paulo, ja
foram identificadas sete ragas de B. lactucae. Dessa forma a nova codificacdo
encontrada recebeu a denominagéo de raga SPBI:07.

O novo Cadigo “Sextet” (63/31/03/00) ndo quebra a resisténcia dos genes DM-
14, R-17, R-18, R-36, R-37 e R-38, diferindo das ragas SPBL:01; SPBI.02; SPBI:03;
SPBI:04; SPBI:05 e SPBI:06, respectivamente, pela resisténcia dos genes DM-14 e
R-36; R-36; DM-14 e R-36; DM-14; DM-14 e R-37; DM-14 e R-36.

Em comparacao a outros paises como Flérida e Australia, o Brasil possui uma
baixa frequéncia de racas fisiologicas identificadas, isso porque, segundo
BERGAMIN FILHO et al. (1995), em condi¢des brasileiras, 0 modo de reprodugéao
predominante de B. lactucae é a assexuada, gerando menor variabilidade genética.

Avaliando-se os resultados, nota-se que o Codigo “Sextet” 63/31/03/00 ocorre
predominantemente nos isolados coletados de alface no Estado de S&o Paulo no ano
de 2010 (32,14%), sendo verificado em todos os municipios, com exce¢ao de Atibaia,
Biritiba Mirim, Mogi das Cruzes e Marilia.

As ragas encontradas com grande frequéncia nos anos de 2008 e 2009
(SPBI:04 e SPBI:03, respectivamente), apesar de ocorrerem em menor porcentagem
dos isolados, ainda foram frequentes no ano de 2010, aparecendo em 17,86% e 25%
das coletas (Tabela 24). No entanto, assim como relatado no ano de 2009, verifica-se
que a nova raga encontrada no ano de 2008 (SPBI:05) também néo foi detectada nos

levantamentos no ano de 2010.
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As demais ragas encontradas no Estado de Sao Paulo no ano de 2010, ou
seja, SPBI:01, SPBI:02 e SPBI:06 apareceram, respectivamente, em 3,57%, 19,64%
e 1,78% (Tabela 24).
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Tabela 24. Porcentagem de ocorréncia das ragas de Bremia lactucae nos anos
de 2008, 2009 e 2010. Jaboticabal-SP, UNESP-FCAYV, 2011.

Racas 2008 2009 2010
SPBI:01 14,28% 26,53% 3,57%
SPBI:02 --- 19,64%
SPBI:03 8,57% 44,90% 25,00%
SPBI:04 48,57% 24,49% 17,86%
SPBI:05* 28,57% --- --
SPBI:06* 4,08% 1,78%
SPBI:07* - 32,14%

*Novas ragas; --- Racas nao identificadas nos respectivos anos.

4.2 Selecao de linhagens de alface crespa resistentes ao mildio

Pelo método genealdgico, selecionaram-se plantas de alface nas geragdes
F> e F3, para caracteristicas desejaveis, tais como: coloracdo verde-clara e alta
crespicidade das folhas, plantas de tamanho grande, auséncia de brotacoes
laterais, tolerancias ao pendoamento precoce e queima dos bordos.

Observa-se que apoés o teste de resisténcia, em 88 linhagens F3 com boas
caracteristicas agrondémicas, somente 19 apresentaram todas as plantas
resistentes ao mildio, mantendo-se a proporcao esperada nas Leis de Mendel, ou
seja de aproximadamente 25% de plantas homozigéticas resistentes (Tabelas 25 e
26).

Pelos resultados apresentados na Tabela 26, a progénie F, oriunda da
planta 4 F; (Argeles x JAB 4-13-7) apresentou o maior nimero de plantas com
caracteristicas desejaveis se comparado as demais progénies F, oriundas das
outras plantas, por isso manteve-se para autofecundagdo maiores quantidades de
plantas F, oriunda desta planta (61 plantas).

E esperado que progénies F, oriundas de plantas Fy dos mesmos parentais
segreguem de forma igual, independente de quais genitores serviram como doador
de pdlen. No entanto, a diferenca observada no atual experimento pode ser
explicada ou pelo fato das progénies resultantes do cruzamento Argeles x JAB 4-

13-7 nao estarem totalmente uniformes, ou por ter ocorrido interacées entre os
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genomas das duas plantas. Desta forma a colheita de sementes de forma
individualizada pode gerar resultados mais interessantes ao melhorista.

Tabela 25. Teste de resisténcia das linhagens de alface crespa as ragas de Bremia
lactucae: SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05, SPBI:06 e
SPBI:07, provindas do cruzamento entre JAB 4-13-7 x Argeles.
Jaboticabal-SP, UNESP-FCAV, 2011.

Total de plantulas % de plantulas % de plantulas
Cruzamentos avaliadas sem pontos sem esporulagéo
necroticos
(JAB x A) 1-1 20 80,0 100,0
(JAB x A) 1-2 20 50,0 32,5
(JAB x A) 1-3 20 92,5 100,0
(JAB x A) 1-4 20 80,0 67,5
(JAB x A) 2-1 20 90,0 95,0
(JAB x A) 2-2 20 85,0 95,0
(JAB x A) 2-3 20 90,0 97,5
(JAB x A) 3-1 20 40,0 95,0
(JAB x A) 3-2 20 85,0 95,0
(JAB x A) 3-3 20 87,5 100,0
(JAB x A) 3-4 20 95,0 97,5
(JAB x A) 3-5 20 75,0 100,0
(JAB x A) 3-6 20 0,0 77,5
(JAB x A) 4-1 20 70,0 100,0
(JAB x A) 4-2 20 90,0 100,0
(JAB x A) 4-3 20 67,5 100,0
(JAB x A) 4-4 20 90,0 82,5
(JAB x A) 4-5 20 0,0 100,0
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Tabela 26. Teste de resisténcia das linhagens de alface crespa as ragas de Bremia
lactucae: SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05, SPBI:06 e
SPBI:07, provindas do cruzamento entre Argeles x JAB 4-13-7.
Jaboticabal-SP, UNESP-FCAV, 2011.

Total de plantulas % de plantulas % de plantulas

Cruzamentos avaliadas sem pontos sem esporulagao
necroticos
(A x JAB) 1-1 20 70,0 92,5
(Ax JAB) 1-2 20 92,5 100,0
(Ax JAB) 1-3 20 65,0 100,0
(A x JAB) 2-1 20 80,0 100,0
(A x JAB) 2-2 20 100,0 55,0
(A x JAB) 2-3 20 0,0 100,0
(A x JAB) 3-2 20 100,0 100,0
(A x JAB) 3-3 20 87,5 100,0
(A x JAB) 3-4 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-1 20 75,0 100,0
(A x JAB) 4-2 20 90,0 100,0
(A x JAB) 4-3 20 95,0 100,0
(A x JAB) 4-4 20 52,5 100,0
(A x JAB) 4-5 20 95,0 100,0
(A x JAB) 4-6 20 90,0 100,0
(A x JAB) 4-7 20 40,0 100,0
(A x JAB) 4-8 20 90,0 90,0
(A x JAB) 4-9 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-10 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-12 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-13 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-14 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-15 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-16 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-17 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-18 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-19 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-20 20 0,0 100,0
(A x JAB) 4-21 20 0,0 100,0
(A x JAB) 4-22 20 25,0 95,0
(A x JAB) 4-23 20 0,0 95,0
(A x JAB) 4-24 20 0,0 95,0
(A x JAB) 4-25 20 0,0 100,0
(A x JAB) 4-26 20 42,5 100,0
(A x JAB) 4-27 20 0,0 100,0
(A x JAB) 4-28 20 80,0 97,5
(A x JAB) 4-29 20 75,0 100,0
( )

A x JAB) 4-30 20 0,0 100,0
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Continuacao...

Tabela 26. Teste de resisténcia das linhagens de alface crespa as ragas de Bremia
lactucae: SPBI:01, SPBI:02, SPBI:03, SPBI:04, SPBI:05, SPBI:06 e
SPBI:07, provindas do cruzamento entre Argeles x JAB 4-13-7.
Jaboticabal-SP, UNESP-FCAV, 2011.

Cruzamentos Total de plantulas % de plantulas % de plantulas
avaliadas sem pontos sem esporulagao
necroéticos

(A x JAB) 4-31 20 95,0 100,0
(A x JAB) 4-32 20 30,0 100,0
(A x JAB) 4-33 20 0,0 100,0
(A x JAB) 4-34 20 80,0 100,0
(A x JAB) 4-35 20 87,5 100,0
(A x JAB) 4-36 20 55,0 100,0
(A x JAB) 4-37 20 82,5 100,0
(A x JAB) 4-38 20 82,5 100,0
(A x JAB) 4-39 20 70,0 100,0
(A x JAB) 4-40 20 80,0 100,0
(A x JAB) 4-41 20 80,0 100,0
(A x JAB) 4-42 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-43 20 75,0 100,0
(A x JAB) 4-44 20 90,0 100,0
(A x JAB) 4-45 20 80,0 100,0
(A x JAB) 4-46 20 0,0 100,0
(A x JAB) 4-47 20 0,0 100,0
(A x JAB) 4-48 20 50,0 100,0
(A x JAB) 4-49 20 80,0 100,0
(A x JAB) 4-50 20 50,0 100,0
(A x JAB) 4-51 20 50,0 100,0
(A x JAB) 4-52 20 37,5 100,0
(A x JAB) 4-53 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-54 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-55 20 75,0 100,0
(A x JAB) 4-56 20 77,5 100,0
(A x JAB) 4-57 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-58 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-59 20 100,0 100,0
(A x JAB) 4-60 20 100,0 100,0
( )

A x JAB) 4-61 20 100,0 100,0
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5. CONCLUSOES
Com base nos dados apresentados pode-se concluir que:

e Trés novos Cddigos “Sextet” para Bremia lactucae ocorreram no Estado de Séo
Paulo: 63/63/33/00, 63/63/02/00 e 63/31/03/00, denominados racas SPBI:05,
SPBI:06 e SPBI:07, respectivamente;

e Recomenda-se a utilizagdo dos genes R-17, R-18 e R-38 como fontes de
resisténcia ao mildio para o desenvolvimento de cultivares no Estado de S&o
Paulo, pois esses genes, além de conferirem resisténcia as racas SPBI:01,
SPBI:02, SPBI:03 e SPBI:04, também conferem resisténcia as racas
encontradas no atual levantamento (SPBI:05, SPBI:06 e SPBI:07);

e As progénies: (A x JAB) 3-2; (A x JAB) 3-4; (A x JAB) 4-9; (A x JAB) 4-10; (A x
JAB) 4-12; (A x JAB) 4-13; (A x JAB) 4-14; (A x JAB) 4-16; (A x JAB) 4-17; (A x
JAB) 4-18; (A x JAB) 4-19; (A x JAB) 4-42; (A x JAB) 4-53; (A x JAB) 4-54; (A x
JAB) 4-57; (A x JAB) 4-58; (A x JAB) 4-59; (A x JAB) 4-60 e (A x JAB) 4-61 séao
resistentes a B. lactucae, racas SPBI:01, SPBI:02, SPBI.03, SPBI.04, SPBI.05,
SPBI:06 e SPBI:07, apresentaram-se homozigotas, e podem ser avangadas e
avaliadas no processo de selegcdo, para que, futuramente, venham originar
cultivares comerciais do tipo crespa.
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