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Bremia lactucae: MONITORAMENTO E ESTUDO DA COMPATIBILIDADE
SEXUAL EM POPULACOES BRASILEIRAS

RESUMO - O fitopatdégeno Bremia lactucae € o agente causal do mildio da
alface. Essa € a principal doenca foliar que incide sobre cultura da alface em
condi¢bes de inverno. O monitoramento da variabilidade fenotipica dos isolados
de B. lactucae contribui para a prospeccdo de cultivares resistentes. Assim,
objetivou-se monitorar e estudar a compatibilidade sexual em populacdes
brasileiras de B. lactucae e elucidar a ocorréncia da reproducédo sexual em alface
(Lactuca sativa) e serralha (Lactuca serriola). Amostras foliares de alface e de
serralna com esporulacdes visiveis de B. lactucae foram coletadas em 33
municipios de seis estados brasileiros e Distrito Federal. Os fendtipos de viruléncia
das populacbes de monitoradas foram identificados com a inoculacdo da
suspensdo de 5 x 10% esporangios mL* em cotilédones de cultivares do conjunto
diferencial de do codigo sexteto EU-C. As populacdes dos isolados de B. lactucae
dos estados de S&o Paulo, Parana, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul
compartilham seis dos 15 fatores de viruléncia avaliados. Foram encontrados 27
fendtipos de viruléncia e os cédigos sextetos 31-00-02, 31-16-02, 31-24-02 e 31-
01-02 foram os mais frequentes. Os genes e fatores de resisténcia das cultivares
Argelés (Dm38), Balesta e Bartoli podem ser recomendados como fontes de
resisténcia para o melhoramento genético visando resisténcia ao mildio da alface
para as populagdes brasileiras avaliadas neste estudo. A predominancia de alguns
fendtipos de viruléncia, indica que a reproducdo clonal € a principal forma de
propagacdo de B. lactucae, no entanto a ocorréncia natural de odsporos foi
detectada em plantas de alface e serralha, na maioria dos locais amostrados. A
variabilidade da viruléncia dos isolados brasileiros é resultado da flexibilidade do
patdgeno em se reproduzir sexualmente e assexuadamente, com alta incidéncia
de isolados que foram considerados homotalicos secundarios, sendo que a
compatibilidade sexual B2 predominante, foi a mais frequente na populacéo
brasileira de B. lactucae, seguido por B1 predominante e B1 = B2.

Palavras-chave: heterotalismo, homotalismo, mildio da alface, odsporo,
reproducao sexual



Bremia lactucae: MONITORING VIRULENCE AND SEXUAL COMPATIBILITY
IN BRAZILIAN POPULATIONS

ABSTRACT - The phytopathogen Bremia lactucae is the causal agent of
lettuce downy mildew. This is the central leaf disease that affects lettuce in winter
conditions. Monitoring the phenotypic variability of B. lactucae results contribuites
to the prospect of resistant cultivars. Thus, the objective was to monitor and study
sexual compatibility in Brazilian populations of B. lactucae and elucidate the
occurrence of reproduction in sexual lettuce (Lactuca sativa) and milkweed
(Lactuca serriola). Leaf samples of lettuce and milkweed with specific sporulation
of B. lactucae were collected in 33 municipalities in seven Brazilian states. The
virulence phenotypes of the monitored populations were identified with the
inoculation of a suspension of 5 x 104 sporangia mL-1 in cotyledons of cultivars of
the EU-C sextet code differential set. The populations of B. lactucae from the
states of Sdo Paulo, Parana, Rio de Janeiro, and the Rio Grande do Sul share six
of the 15 virulence factors obtained. 27 virulence phenotypes were found, and the
sextet codes 31-00-02, 31-16-02, 31-24-02, and 31-01-02 were the most frequent.
The genes and resistance factors of the cultivars Argeles (Dm38), Balesta, and
Bartoli can be selected as sources of resistance for genetic improvement. The
predominance of some virulence phenotypes indicates that clonal reproduction is
the main form of propagation of B. lactucae. However, oospore natural occurrence
was detected in lettuce and milkweed plants in most of the sampled places. The
variability of virulence in Brazilians is the result of the pathogen's flexibility to
reproduce sexually and asexually, with a high rate of attainment that secondary
homotalics were analyzed, with the predominant B2 sexual compatibility being the
most frequent in the Brazilian population of B. lactucae, followed by predominant
B1 and B1 = Bo.

Keywords: heterothalism, homothalism, lettuce downy mildew, oospore, sexual
reproduction



1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica folhosa, com importancia
econdbmica mundial. No Brasil, a alface mobiliza em torno de R$ 8 bilhdes por ano
em comercializacdo do setor de varejo e a producdo nacional dessa folhosa é
estimada em 1,5 milhdo de tonelada por ano (ABCSEM, 2017). Dentre os principais
produtores de alface do pais destaca-se o Estado de Sao Paulo, que responde por
30% da producéao total dessa hortalica (AGRIANUAL, 2020). No entanto, o cultivo
intensivo e continuo da alface, especialmente nas condicdes ambientais de inverno,
propiciam a incidéncia do mildio da alface nas areas de cultivo (Subbarao et al.,
2017).

A ocorréncia de mildio nas areas de cultivo de alface afeta o rendimento e a
qualidade de producédo da hortalica. Sendo essa doenca foliar considerada como a
principal da cultura da alface no mundo. O mildio € causado pelo oomiceto Bremia
lactucae Regel, esse fitopatdbgeno pode infectar as plantas de alface em qualquer
estadio de desenvolvimento da cultura (Michelmore e Wong, 2008).

As medidas de controle do mildio tém sido uso de cultivares resistentes a B.
lactucae, concomitante com aplicacdo de fungicidas (Parra et al., 2021). No entanto,
o controle do patdgeno por meio da resisténcia genética das cultivares torna-se
efémera, devido a alta variabilidade de viruléncia dos isolados de B. lactucae. Os
isolados de B. lactucae s&o capazes de promover variagbes especificas na
viruléncia, essas alteracdes decorrem em modificacbes da especificidade do
fendtipo que pode proporcionar resisténcia a fungicidas, bem como suplantar a

resisténcia genética das cultivares de alface (Michelmore e Wong, 2008).
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A resisténcia genética em cultivares de alface é constituida pela relacao
gene-a-gene entre alface e B. lactucae, em que a resisténcia genética da planta é
governada por genes Dm ou fatores R, 0s quais apresentam-se correspondente a
fatores de aviruléncia (Avr) do fitopatdogeno (van Hese et al., 2016). Portanto, para a
estratégia de desenvolvimento de cultivares de alface com resisténcia genética a B.
lactucae € essencial a identificacdo de fendtipos e da especificidade da viruléncia
dos isolados (Parra et al., 2016).

A partir do monitoramento da variabilidade fenotipica dos isolados B. lactucae
€ possivel elucidar a estrutura genética de viruléncia da populacéo do fitopatégeno e
também compreender quais mecanismos biolégicos estdo atuantes na ocorréncia de
variabilidade fenotipica dos isolados. Essas informacfes sdo U(teis para 0s
fitomelhoristas possam estabelecer a conexdo de quais genes Dm e fatores R serao
mais apropriados na introgressdo em cultivares comerciais de alface a fim de
conferirem a resisténcia a B. lactucae (Crandall et al., 2018).

As variagdes de viruléncia em isolados de B. lactucae pode ocorrer por meio
de eventos da reproducdo assexuada, como a anastomose (van Hese et al., 2016).
No entanto, o processo mais significativo na geracdo de novos fendtipos de
viruléncia nos isolados de B. lactucae é a reproducao sexual (Michelmore e Ingram,
1981). Os isolados de B. lactucae sdo predominantemente heterotalicos, com
‘mating types” B1 e B2 (Michelmore e Ingram, 1980). Embora o homotalismo
secundario tenha sido relatado em alguns individuos (Michelmore e Ingram, 1982).

Na reproducgdo sexual, ha a formagéo de oosporos no interior do tecido foliar
do hospedeiro, que sao estruturas que podem prolongar a sobrevivéncia do

fitopatdbgeno em condi¢gbes adversas (Michelmore e Ingram, 1981), além disso, os
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o0sporos também séo considerados uma fonte de inéculo priméario (Lebeda e Blok,
1990). Assim, outras plantas hospedeiras como a serralha (Lactuca serriola),
infectadas por B. lactucae podem ser fonte ino6culo para a cultura da alface
(Subbarao et al., 2017). Como a serralha € uma planta daninha muito comum nas
areas de cultivo de alface, quando em condi¢cGes adversas para a sobrevivéncia do
fitopatdgeno na cultura de importancia econémica como a alface, as plantas de
serralha podem servir de fonte de inoculo B. lactucae (Lebeda et al., 2008).

O monitoramento dos isolados brasileiros de B. lactucae tem relatado ampla
diversidade fenotipica, até o momento foram identificados 27 fenétipos de viruléncia
(Franco et al., 2021). Alguns fendtipos especificos de viruléncia tém sido registrados
constantemente nos isolados ao longo dos anos, com ocorréncia em diversos
estados do pais (Vargas et al., 2012; Franco et al,. 2021).

Durante o monitoramento realizado no periodo de 2003 a 2015 no estado de
Sao Paulo, foram identificados 17 fenétipos de viruléncia de B. lactucae. A avaliacao
da complexidade de viruléncia por fenétipo calculada pelo indice Rogers apresentou
acréscimo de valores no intervalo de tempo, com variacdo de 0,64 a 2,53. Além
disso, a populacdo dos isolados presentam o compartihamento 12 fatores de
viruléncia, que corresponde a um valor elevado de complexidade de virulencia.
Embora os fen6tipos mais recorrentes no pais terem apresentado um predominio de
menor valor em acumulo de fatores de viruléncia, variando de 7 a 8 dos 27 fatores
identificados (Marin et al., 2019). Embora o reconhecimento de modificagbes na taxa
de diversidade genética do fitopatdégeno € um indicio de populacbes recombinantes
(Andrivon, 1994). Os monitoramentos dos isolados brasileiros de B. lactucae se

concentraram apenas no estudo dos fenotipos de viruléncia ndo foi até o0 momento
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investigado a ocorréncia da reproducdo sexual em isolados brasileiros de B.
lactucae (Franco et al., 2021).

Diante desses fatos e da importancia da recombinacdo sexual como agente
principal promotor de geracdo de variacdo nas populacdes, alguns aspectos
relacionados a reproducéo sexual em isolados brasileiros de B. lactucae ndo foram
investigadas e precisam ser discutido, tais como, os tipos sexuais de “mating-type”
presentes nos isolados e nos fenotipos de viruléncia mais frequentes no pais e
também, é questionavel a ocorréncia da reproducdo sexual do fitopatbgeno em
plantas hospedeiras como L. sativa e L. serriola (Franco et al, 2021).

Nossa hipétese € que a ocorréncia da reproducédo sexual seja a explicacao do
aumento da variabilidade de fendtipos na populacdo brasileira de B. lactucae,
sugerindo que a ocorréncia natural de o6sporos € comum nos hospedeiros L. sativa
e L. serriola. Assim os objetivos deste estudo foram (I) monitorar a populacdo de B.
lactucae em varios estados brasileiros; (Il) investigar a ocorréncia natural da
reproducdo sexual, (Ill) elucidar a ocorréncia de od6sporos em hospedeiros
alternativos como fonte de in6culo primario em areas comerciais de alface e (1V)
identificar o sistema de acasalamento e determinar a frequéncia dos “mating types”

B1 e B2na populagéo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A alface
A alface (Lactuca sativa L.) € a hortalica folnosa mais importante no mundo,
sendo a mais consumida nas ultimas décadas (Sala e Costa, 2016). No Brasil, a

alface é a hortalica folnosa mais comercializada, com demanda crescente nos

altimos anos, e a cultura gera no setor sementeiro um montante superior a R$ 23
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milhdes/ano (ABCSEM, 2017). A alfacicultura é um setor extremamente importante
no quadro socioecondmico do pais, a cultura da alface é cultivada em todo territorio
brasileiro, propiciando diversos empregos diretos e indiretos (Carvalho e Kist, 2017).

A producéo brasileira de alface esta concentrada no Cinturdo Verde, que sao
municipios produtores localizados no entorno do estado Sao Paulo, que é o principal
Estado produtor e consumidor dessa hortalica folhosa (AIA, 2017). O setor da
alfacicultura apresenta notavel valor econbmico para a producdo agropecuaria
paulista. E o setor apresenta notavel expansdo, sendo evidenciada com a
progressdo do volume comercializado no Entreposto do Terminal de S&do Paulo, em
gue foram comercializadas 49.880 toneladas em 2018 (AGRIANUAL, 2020).

No entanto, o incremento da producéo de alface também traz dificuldades de
manejo, principalmente durante o outono e inverno, em que as condi¢des climaticas
favorecem o mildio da alface, que pode afetar tanto plantas cultivadas em campo
aberto, como em ambiente protegido (Silva, 2008). O mildio da alface € a doenca
foliar mais importante da cultura em nivel mundial, a qual gera elevados prejuizos
econdmicos (Krause-Sakate et.al., 2016). Essa doenca restringe a producéo,
especialmente sob as condi¢cdes de baixa temperatura e de longos periodos de
molhamento foliar (Lebeda et al., 2002; Michelmore e Wong, 2008; Lopes et al.,
2010).

As cultivares de alface com resisténcia a B. lactucae sé&o desenvolvidas em
programas de melhoramento genético de plantas de alface (Michelmore; Wong,
2008). A introgessao de genes Dm ou fatores R em plantas de alface confere a
resisténcia a B. lactucae (Braz et al.,, 2007). No entanto, a resisténcia permanece

eficaz por um periodo de tempo limitado, em decorréncia da alta variabilidade na
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populacao de B. lactucae (Michelmore et al., 1988; Michelmore e Wong, 2008; Braz
et al., 2016).

Ao passo que € permissivel o estudo simultaneo da genética de resisténcia do
hospedeiro e a viruléncia de B. lactucae (Michelmore et al., 1988). No Brasil, a maior
parte da prospeccao de cultivares de alface com resisténcia a B. lactucae tém sido
provenientes do monitoramento de isolados realizado desde 2003, pelo Nucleo de
Estudos em Olericultura e Melhoramento (NEOM-FCAV) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP-FCAV) (Braz et al., 2016; Tobar-tosse et al., 2017; Marin et al.,
2019). O nucleo de estudos NEOM-FCAV foi pioneiro no desenvolvimento da
investigacdo dos fenotipos de viruléncia dos isolados brasileiros de B. lactucae, e,
desde entdo vem relatando a emergéncia de novos fendtipos de viruléncia
provenientes de plantas de alface (L. sativa) (Braz et al, 2016). Até o momento ja

foram caraterizados a emergéncia de 27 fenétipos de viruléncia (Franco et al.,2021).

2.2 O mildio da alface

As condicdes brasileiras durante o periodo de inverno favorecem ao cultivo de
alface, tendo o volume maior de producéo dessa folhosa, porém, esse aumento de
oferta do produto acarreta a reducdo do preco comercializado. A sazonalidade do
preco da alface durante o inverno afeta o custo de producéo e o0s prejuizos tornam -
se com a incidéncia do mildio, devido as condicbes de inverno também serem
propicias ao agente causal Bremia lactucae Regel (Silva et al., 2017).

O fitopatégeno B. lactucae Regel, pode infectar plantas selvagens da familia
Asteraceae, como: serralha (L. serriola), a qual se desenvolve naturalmente em
areas de cultivo da folhosa (Lebeda et al., 2008). Este fitopatbgeno danifica os

tecidos foliar e os efeitos deletérios deste oomiceto decorrentes das alteracdes no
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metabolismo primario da planta, e ha também o comprometimento da fotossintese,
através da colonizacdo da area foliar pelas hifas intercelulares, que favorecem a
inibicdo de elétrons nos parametros fotossintéticos (Lebeda e Petrzelova, 2010).

Os alfacicultores tendem a controlar o mildio da alface com o uso de
cultivares resistentes e de aplicagcbes com produtos quimicos. As aplicacbes com
fungicida exacerbam os custos de producdo e podem gerar inconvenientes como, 0
risco de contaminar do meio ambiente e acarretar a intoxicacdo humana (Johnson e
Crute, 1975; Brown et al., 2004). Porquanto, presenca de varios ingredientes ativos
acima do limite permitido foram detectados em amostras nacionais de alface
(ANVISA, 2016). Além disso, o controle pode ser ineficaz, devido ao surgimento de
novos fendtipos de B. lactucae insensiveis a fungicidas (Gisi e Sierotzki, 2008).
Todas estas questdes impulsionam e culminam no uso atuante de cultivares
resistentes a mildio, visando a sustentabilidade econdmica e ambiental (Yuri et al.,
2004).

O desenvolvimento de cultivares com resisténcia a B. lactucae séo obtidas
por meio das atividades dos programas de melhoramento da alface (Michelmore;
Wong, 2008). Os genes Dm ou fatores R conferem resisténcia ao fitopatdgeno (Braz
et al.,, 2007), porém, permanecem eficazes por periodo de tempo limitado em
decorréncia da alta variabilidade na populacdo do fitopatdgeno (Braz et al., 2016;
(Michelmore et al., 1988; Michelmore e Wong, 2008). Ao passo que € permissivel o
estudo simultdneo da genética da resisténcia do hospedeiro e a viruléncia do
fitopatogeno (Michelmore et al., 1988), a maior parte da prospeccado dessas
cultivares esta correlacionada com o monitoramento de racas de B. lactucae no

estado de S&o Paulo. O programa de melhoramento genético de alface da UNESP-
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FCAV, foi o pioneiro no desenvolvimento dessa investigacdo no Pais, a qual iniciou-
se na década de 2000 e, desde entdo vem relatando a emergéncia de novas racas
provenientes de L. sativa (Braz et al, 2016), totalizando 27 fenétipos de viruléncia
(Franco et al.,2021).

A variacao da viruléncia em isolados de B. lactucae promove novos individuos
com capacidade de superar os genes de resisténcia presente em cultivares de
alface resistente (Lebeda e Schwinn, 1994). Os processos de mutacdo pontual
espontanea, recombinacdo sexual, hibridacdo somética com ou sem fusdo e
recombinacdo nuclear subsequentes (Petrzelova e Lebeda, 2004a), mas a principal
causa € a reproducédo sexual (Drenth e Goodwin, 1999).

O processo mais significativo na geracao de novos fendtipos de viruléncia de
B. lactucae é a reproducédo sexual (Michelmore e Ingram, 1981). Mas também, pode
haver variacdes de viruléncia em isolados de B. lactucae por meio de eventos da
reproducdo assexuada, como a anastomose (van Hese et al., 2016). Diferencas
fenotipicas associadas ao processo de anastomose em isolados de B. lactucae
foram observadas na Califérnia, e a populacdo apresentou uma alta incidéncia de
isolados heterocariéticos (Schettini e Michelmore,1991). A anastamose em isolados
heterocariéticos pode gerar variabilidade fenotipica, mas também, pode promover
um aumento da capacidade de esporulacao do isolado em hospedeiros suscetiveis
(Fletcher et al., 2019).

Bremia lactucae é predominantemente heterotélica, isso €, os individuos séo
autoestéreis, a reproducao sexuada ocorre somente por meio do contato entre hifas
de dois individuos com talos de compatibilidade sexual oposta, denominados

“‘mating types” B1 e B2 (Michelmore e Ingram, 1980). No entanto, alguns isolados
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apresentam homotalismo secundario, ou seja, os individuos sdo autocompativeis ou
apresentam compatibilidade com outros individuos que possuem o mesmo “mating
type” (Michelmore e Ingram, 1982). No ciclo sexual, ha a formacdo de o06sporos no
interior do tecido foliar do hospedeiro. O o6sporo € uma estrutura de sobrevivéncia a
longo prazo (Michelmore e Ingram, 1981) e é também uma fonte de in6culo primario
(Lebeda e Blok, 1990).

A ocorréncia da reproducéo sexual é uma questao critica no manejo do mildio
da alface (Fletcher, 1976; Yuen e Lorbeer, 1987; Lebeda e Blok, 1990; Subbarao et
al., 2017). No Brasil, o mildio impacta severamente a producdo de alface e nas
areas de cultivos € comum encontrar a infec¢cdo de B. lactucae em plantas daninhas
pertencentes a familia Asteraceae (Vieira e Barreto, 2006). A serralha (Lactuca
serriola) é uma planta daninha muito comum em é&reas de cultivo de alface e serve
como hospedeiro alternativo de B. lactucae, sendo esse patossistema provavel fonte
de inoculo (Gustafsson et al.,, 1983, 1985; Petrzelova e Lebeda, 2004). A
recombinacdo sexual entre isolados oriundos de hospedeiros alternativos e de alface
pode ocorrer e afetar o ciclo da doenca (PetrZelova e Lebeda, 2003).

O processo da reproducado sexual é caracterizado pela formacgéo de o6sporos,
estruturas de paredes grossas formadas no interior do tecido hospedeiro e
asseguram a sobrevivéncia a longo prazo do oomiceto em condi¢cdes adversas. Para
0 acasalamento, é necessario a colonizagdo da mesma zona do tecido hospedeiro
por micelios de tipos de compatibilidade sexual opostas (Lebeda e Blok, 190;
Michelmore et.al, 1988), ja que B. lactucae é predominantemente heterotalico, isto &,
necessita de dois talos compativeis para completar seu ciclo de vida, designados

como Bi e B2 (PetrZelova e Lebeda, 2003.). Em populacbes de B. lactucae em
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alface, ambos os tipos de acasalamento (B1 e B2) sé@o reportados (Gustafsson et
al.,1985). Além da ocorréncia de isolados que demostram homotalismo secundario,
ou seja, autossuficientes na reproducao sexual (Michelmore et al., 1998).

No entanto, se desconhece a ocorréncia da reproducdo sexual em
populacdes de B. lactucae no pais (Vieira e Barreto, 2006), bem como a interacao
de patossistemas em plantas selvagens (L. serriola), a qual comumente pode
hospedar o fitopatogeno e desenvolver-se naturalmente em areas de cultivo de
alface (Lebeda et al., 2008).

Os estudos concentraram-se em alface (L. sativa), assim, a variacdo de
viruléncia e a origem dessa variacdo ndo € bem definida até o momento,
requerendo-se informacgdes sobre a distribuicdo de tipos de compatibilidade sexual
para inferir na ocorréncia de hibridacdo e/ou a recombinacdo entre isolados de B.
lactuca provenientes da cultura (L. sativa) e a influéncia de hospedeiro silvestre, a
serralha (L. serriola), como fonte de in6culo na sobrevivéncia do fitopatdgeno na
forma sexual em populacbes de B. lactucae. Por conseguinte, € provavel que
plantas de selvagens da familia Asteraceae infectadas, sirvam como fonte de indculo
para infeccbes em L. sativa (Lebeda et al., 2002, 2008; Voglmayr et al., 2004).
Apesar de estudos anteriores demostrarem que os isolados de B. lactucae a partir
de L. serriola serem significativamente mais patogénicos para L. serriola do que para
L. sativa, e diante dessa afinidade genética entre as espécies hospedeiras de
Lactuca para B. lactucae, deve considera no planejamento de experimentos focados
na pesquisa de mecanismos de resisténcia. (Lebeda et al., 2008).

Os estudos populacionais analisando 0s genes “mating-type” podem inferir

sobre a estratégia reprodutiva adotada pelo fitopatdgeno B. lactucae, na prevaléncia
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de apenas um dos talos para a reproducédo assexual (Gustaffsson, 1985), além de
suportar comparacdes entre populacdes, quando se objetiva avaliar a coevolucéo
entre fitopatdgeno e hospedeiro entre duas ou mais localidades. Na Bélgica, por
exemplo, a frequéncia de isolados B1 € maior do que B2z (Hese et al., 2016).
Enquanto que nos estudos na Republica Tcheca o oposto € relatado, ou seja, ha
predominio de isolados B2 (PetrZzelova e Lebeda, 2003). Fatores ambientais como
temperatura, umidade relativa (UR), velocidade do vento, radiacdo solar e duracéo
da umidade nas folhas foram identificados como fatores que determinam a extensao
da producéo, dispersdo e sobrevivéncia de conidios, bem como os processos de
infeccdo (Fall; Van Der-Heyden e Carisse, 2016). Estudos semelhantes a esses

nunca foram feitos no Brasil.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e manutencao dos isolados

Amostras foliares de alface e de serralha com esporulacdo visivel de B.
lactucae foram coletadas durante o inverno de 2017 e de 2018, em areas comerciais
de producdo de alface, no Distrito Federal (1 municipio) e nos estados brasileiros de
Goias (1 municipio), Minas Gerais (1 municipio), Parana (2 municipios), Rio de
Janeiro (1 municipio), Rio Grande do Sul (3 municipios) e Sao Paulo (17
municipios).

Adicionalmente, foram incluidos oito isolados representantes de fenétipos de
viruléncia mais frequentes ocorridas no Brasil, 0s quais encontravam-se na cole¢éo
de isolados de B. lactucae armazenados pelo NEOM (UNESP-FCAV) (Marin et al.,
2019). Esses isolados foram incluidos para maximizar a diversidade genética do

estudo e fornecer contexto historico do modo de reproducdo e “mating type” do
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oomiceto. Os isolados selecionados foram coletados durante o inverno de 2015 e de
2016, em areas comerciais de producdo de alface, nos estados do Rio Grande do
Sul e Séo Paulo.

Foi considerado como populacdo de B. lactucae, o conjunto de isolados
provenientes de um mesmo estado. A populacdo de cada estados foram analisadas
separadamente. E também foi realizado uma analise conjunta com as diferentes
populacdes para obter uma visao geral dos fenétipos nas populacdes brasileiras de
B. lactucae.

As amostras foliares coletadas nas areas comerciais de producdo de alface
foram acondicionadas individualmente em potes plasticos com tampa, devidamente
identificado com os seguintes dados: niumero da amostra, local da coleta, nome da
espécie vegetal, em caso de plantas de alface o nome da cultivar, nome da
propriedade e nome do produtor. Em seguida as amostras foram revestidas por
sacos plasticos e acomodados em caixas térmicas com gelo, e, transportadas até o
laboratério de Genética e Melhoramento de Hortalicas da UNESP-FCAV. E, em caso
da necessidade de estocagem das amostras por curto prazo, foram armazenadas no
freezer a -20°C, enquanto, que por longo prazo, em freezer a -80°C.

As amostras foliares conduzidas ao laboratério e a partir de cada amostra
foliar, selecionou-se lesdes Unicas com esporulacdo visivel para a extracdo de
isolados de B. lactucae. Quando necessario presenca de isolados de B. lactucae
foram confirmadas por meio de exames visuais das esporulacdes, com observacdes
em microscopia de luz, em paridade com as caracteristicas descritas por Krause-

Sakate et al., (2016), e por Lebeda (2008).
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Os isolados foram extraidos a partir da suspensdo de esporangios
provenientes da lavagem de cada amostra foliar. Foram acrescentadas quatro gotas
de surfactante (Tween 20) na suspensdo de esporangios de cada isolado, em
seguida a suspenséao de cada isolado foi inoculada individualmente, em cotilédones
totalmente desenvolvido de alface ‘Solaris’, que € um genotipo suscetivel a todos os
fendtipos de viruléncia identificados no Brasil (ILOTT et al.,1987).

ApoOs as inoculacdes os isolados foram incubados em B. O. D. (Biochemical
Oxygen Demand) por 15 dias, sob condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento e
esporulacdo. Todos os preparos de suspensdes e inoculacbes foram feitos em
capela de ar de fluxo laminar para evitar contaminacao cruzada. Realizou-se quatro
ou cinco ciclos de multiplicacdo para obter a quantidade de suspensdo com o0 nivel
de esporangios na concentracdo de 5 x 10 esporangios mL*%, as quais foram
utilizadas nas analises de identificacdo do sistema de acasalamento, determinacao
da compatibilidade sexual (“mating types” Bi1 e B2) e identificacdo dos fenoétipos de

viruléncia.

3.2 Incidéncia do mildio
Durante as coletas de amostras foliares realizadas em areas comerciais de
producdo de alface, registrou-se o nivel de incidéncia da doenca, considerando a
proporcao de esporulacdes visiveis de mildio, presente nas folhas e a quantidade de
plantas de alface e/ou serralha naturalmente infectadas por B. lactucae. O nivel de
incidéncia de mildio foram classificada em: baixa, moderada ou alta, conforme

descrito por Mieslerova et al. (2013).
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3.3 Monitoramento dos fendétipos de Bremia lactucae

A inoculacdo dos isolados identificacdo dos fenotipos de viruléncia dos
isolados B. lactucae foi realizada para a foi realizada de acordo com Michelmore e
Crute (1982), modificado por Marin et al. (2019), com concentracdo de 5 x 104
esporangios mL™2.

A suspenséao e cada isolados foi individualmente inoculada de em cotilédones
totalmente expandida de cultivares do conjunto diferencial EU-C, com 16 genotipos
de alface elegidas pelo consércio de empresas e instituicbes que desenvolvem
cultivares de alface na Europa (IBEB) em 2018. A série diferencial de gendétipos de
alface do conjunto EU-C consiste em dois grupos com seis genétipos (sexteto) e um
grupo diferencial com quatro gendétipos. Cada posicdo ocupada pelo gendtipo de
alface dentro do grupo diferencial representa um valor do cédigo EU-C sexteto, com
valores formados em poténcias ascendentes de 2 (1,2,4,8,16 ou 32). Os valores do
cbdigo sexteto sdo formados pela soma do gendtipo com suscetibilidade a isolados
de B. lactucae e sédo avaliados como suscetiveis aqueles que recebem os simbolos
+ ou (+), enquanto os genatipos resistentes recebem - e (-), conforme descrito por
van Ettekoven e van Arend (1999).

As avalia¢cBes foram realizadas aos 7, 11 e 15 dias ap6s a inoculacdo, marcando
as plantulas com:+, quando havia esporulacdo abundante, (+), quando havia
esporulacdo esparsa superior a 50%, (-), quando havia esporulagao esparsa inferior
a 50% e -, quando havia auséncia de esporulagdo (ISF, 2020). Os genétipos do
conjunto diferencial e seus genes Dm e fatores R sé&o apresentados na Tabela 2.

Os dados foram analisados com base nas reacdes de suscetibilidade ou

resisténcia das cultivares, conforme a metodologia proposta por van Ettekoven e van
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Der Arend (1999), com a designacdo de sinais referente aos danos nos tecidos
cotiledonares das cvs. de alface do Cdédigo “Sextet”. E a partir dos valores somados
dentro de cada grupo dos conjuntos de cultivares identificou-se os fendtipos de
viruléncia dos isolados de B. lactucae.

Apoés a determinacao dos fendtipos de viruléncia, foi calculada a complexidade da
diversidade e frequéncia de fenotipos de B. lactucae.

A complexidade da viruléncia por isolados (Ci) foi calculada pela formula Ci =
Zipyv, onde j = 1...Np, Np € 0 numero de fendtipos identificados, pj € a frequéncia do
fendtipo j e v € o0 numero de fatores de viruléncia presentes no fendtipo j. A
complexidade da viruléncia por fenotipo (Cp) foi calculada pela formula Cp = (Zjvj) /
Np, onde o numero de fatores de viruléncia (v) era o numero de genes Dm ou fatores
R que conferem resposta suscetivel ao fenoétipo j. (Andrivon, 1994; van Hese et al.,
2016). A diversidade populacional, que reflete a riqueza fenotipica, foi obtida por
meio do indice de Gleason (lg) pela férmula lg = (Np-1) / In (Ni), onde Ni €& o nimero
de isolados avaliados (Andrivon, 1994). Além disso, a frequéncia dos fendétipos
identificados foi calculada por estado e pelo numero total de isolados. A frequéncia
de cada fator de viruléncia foi obtida somando-se o numero de vezes de sua
respectiva cultivar com resposta suscetivel.

3.4 Ocorréncia natural de o6sporo em plantas de alface e serralha

Amostras foliares de alface e serralha coletadas durante o inverno de 2017 e
de 2018, com infecgBes visiveis de B. lactucae foram analisadas para detectar a
presenca de oo6sporo nas folhas. Selecionaram-se tecidos foliares que
apresentavam maiores possibilidades de formacdo de odsporo, tais como lesbes
amarelas ou marrons com esporulagbes esparsas, conforme Michelmore e Ingram,

1982. Dez fragmentos (aprox.1,5 cm) foram retirados de cada amostra foliar e em
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seguida um subconjunto de cinco fragmentos foram imersos em alcool absoluto e o
outro subconjunto foi imerso em agua destilada, sendo preservados em recipientes
Eppendorf (2 mL). Essas amostras foram armazenadas a 5°C para descoloracgéo.
ApoOs a descoloracao, foram examinadas microscopicamente, verificando a presenca
ou auséncia de oosporo nos fragmentos foliares de cada amostra. A intensidade de
producdo de odsporo foi avaliada usando a escala adaptada de Petrzelova e Lebeda
2003, onde: 0 = auséncia de oosporos, 1 = formacdo esparsa de oodsporos, 2 =
formacdo abundante de odsporos e 3 = formacao muito abundante de o6sporos. Foi
considerada a nota mais frequente nas observacdes dos dez fragmentos analisados,
como resultado representativo da amostra. Para o registro da presenca de odsporo
nos tecidos foliares foi utilizado, microscépio equipado com camera para captura de
imagens e sistema de medi¢cdes — Olympus modelo BX50, com software de analise
de imagens CellSens-Standard da Olympus.
3.5 Identificagc&o do sistema de acasalamento e da compatibilidade sexual

(“mating types” B1 e B2) entre os isolados

Trés pares de cotilédones excisados de plantulas de ‘Solaris’ (com sete dias
apos emergéncia) e trés discos foliares com diametro de 10 mm de folhas jovens
completamente expandidas de mudas de cultivares suscetiveis (‘Green Towers’ e
‘Cobham Green’) foram utilizadas as analises de identificacdo do sistema de
acasalamento e da determinagédo da compatibilidade sexual (“mating types” Bi e B2).
Os cotilédones destacados e os discos foliares foram dispostos com a parte abaxial
para cima, sobre a superficie de duas laminas para microscopia e as laminas foram
colocadas em placas de Petri com papel filtro umedecido, preparadas 24 horas

antes da inoculacao (Figura 1).
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Figura 1. Inoculagdo da suspensdo esporangios de
isolados de B. lactucae para a identificacdo do sistema de
acasalamento e da compatibilidade sexual.

Para avaliar a reproducao sexual foi investigado o sistema de reproducao dos
isolados e determinado os “mating types” dos isolados. O sistema de acasalamento
dos isolados foram investigados testando a capacidade de formacéo de odsporos de
42 isolados submetidos a autocruzamento e a compatibilidade sexual foi
determinada por meio de cruzamentos combinados em pares com o0s isolados dos
tipos Bi1e Ba.

Inicialmente, dois isolados foram selecionados como “mating types” Bi1 e Bz,
0s quais apresentaram maior formacao de o6sporos e boa esporulacdo assexuada.
Os isolados sexualmente compativeis, B1 e B2, foram determinados a partir de
cruzamentos aleatoriamente combinados entre pares de doze isolados, sendo oito

representativos da colecao do grupo NEOM e quatro coletados em 2017.
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Para identificacdo do sistema de acasalamento e determinacdo do “mating
type”, os 42 isolados foram inoculados individualmente em trés tratamentos: 1 -
Autocruzamento, 2 - Cruzamento com “‘mating type” B1 e 3 - Cruzamento com
“mating type” B2. Os cruzamentos 2 e 3 foram realizados como controle para correta
determinacao dos “mating type” dos isolados homotalicos.

A suspensédo de cada isolado foi preparada e ajustada na concentracdo 5 x
10* esporangios mL1, conforme os procedimentos descritos por Marin et al. (2019).
Uma gota (aprox. 30 pl) da suspensao foi individualmente depositada em cada
tecido foliar que estavam contidos em placa de Petri, conforme descrito
anteriormente. Todos os preparos de suspensdes e inoculacbes foram feitos em
bancada de ar de fluxo laminar para evitar contaminacdo cruzada. ApOs as
inoculacdes as placas de Petri foram acondicionadas em camara de incubacdo do
tipo “Biochemical Oxygen Demand” (B. O. D.), com temperatura de 16°C e com as
primeiras horas em auséncia de luz de fotoperiodo de 12h.

A presenca de odsporos em cada cruzamento foi determinada
microscopicamente nos tecidos foliares ap6s 20 dias de incubacédo. O isolado que
formou odsporo quando autocruzado foi classificado como autofértil, com sistema de
acasalamento homotalismo secundario. Isolados autocruzados que ndo formaram
ooOsporos foram classificados como autoestéreis e com sistema de acasalamento
heterotalismo, conforme descrito por Michelmore e Ingram, (1982).

A intensidade de producdo de ooOsporos de cada isolado homotélico foi
avaliada usando escala proposta por Petrzelova e Lebeda (2003), com adaptacdes,

conforme previamente descrito na etapa de identificacdo de presenca de o0sporos
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no campo. Considerou-se como resultado representativo a nota com maior
frequéncia nas observacdes de cada amostra avaliada.

Os resultados de intensidade de producdo de odsporos foram considerados
na andlise de determinacdo da compatibilidade sexual (“mating types” B1 e B2) dos
isolados homotalicos. A classificacdo do sistema de acasalamento e do “mating
type” dos isolados foi realizada conforme Michelmore e Ingram (1982). Os isolados
autoestéreis, ou seja, aqueles que quando autocruzados ndo formam odosporos, sao
classificados como heterotalicos, podendo ser apenas B1 ou apenas B2. Os isolados
autoférteis, ou seja, aqueles que quando autocruzados formam o0sporos, séo
classificados como homotalicos. Dentre os homotalicos, aqueles que produzem mais
oosporos quando cruzados com Bi do que com B2 sédo classificados como B:2
predominante (B1<B:); se mais odsporos forem verificados quando o cruzamento for
com B2 do que com Bi, os isolados sdo Bi1 predominante (B1>Bz); se o numero de

ooOsporos forem 0s mesmos em cruzamento com B1 e Bz, os isolados serdo B1=B..

4 RESULTADOS

4.1 Monitoramento de Bremia lactucae e fenotipos de viruléncia

identificados

Neste estudo, 116 isolados foram caracterizados fenotipicamente, provenientes
de coletas em seis estados brasileiros e no Distrito Federal. Coletaram-se cinco
isolados em 2015, o dois isolados em 2016, 57 isolados em 2017, 51 isolados em
2018 e um isolado nao foi especificado o0 ano de coleta. Dentre os 116 isolados, 73
foram coletados no estado de Sao Paulo, por ser o principal produtor nacional de

alface.
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A incidéncia do mildio em plantas de alface e de serralha nas areas comerciais de
producdo de coletadas durante o inverno de 2017 e de 2018, apresentaram alta
incidéncia do mildio em 67% das areas, enquanto, que o nivel de incidéncia
classificado como média foi observado em 23 % das areas e apenas 10 % das areas
coletadas apresentaram baixa incidéncia da doenca (Tabelas 1 e 2).

Os fenotipos de viruléncia dos isolados de Bremia lactucae foram identificados a
conforme a resposta de reacdo de suscetibilidade do conjunto diferencial, com 16
genatipos de Lactuca spp. Ao todo foram identificados 25 fenétipos de viruléncia dos
isolados coletados em 2017 e 2018 (Tabela 2). Dentre os isolados de B. lactucae
oriundos de L. serriola, apenas um isolado apresentou viabilidade de cultivo em

laboratorio e foi capaz de infectar a cultivar suscetivel padréo Solaris.
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TABELA 1. Relacdo dos isolados de Bremia lactucae em alface utilizados no estudo para identificacdo dos fendtipos de

viruléncia através do codigo sexteto EU-C e da compatibilidade sexual (“Mating type”). Incidéncia do mildio e a ocorréncia

natural de odsporo nas areas comerciais amostradas em 2017 e 2018, no Distrito Federal e nos estados de Goias, Minas

Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo.

Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporoP Codigo
Sexteto
BO5¢ - - - 09-01-00
253/17 Planaltina, Média 2 : 346/18 Planaltina, Alta 0 23-00-06
Brasilia-DF Brasilia-DF
254/17 Planaltina, Média . 23-00-06
Brasilia-DF
337/18 Nova Gama-GO Alta - 31-00-02
. Boa
01/18 Fronteira-MG Alta 2 31-00-00 44/18 Alta 1 -
Esperanca-
45/18 Boa Esperanca- Alta 1 ; 46/18 Boa Alta 1 -
MG Esperanca-
47/18 Santana da Média 3 i
Vargem-MG
270/17 Colombo-PR Alta - 31-00-06 269/18 Colombo-PR Alta 3 31-24-02
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Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto

279/17 Colombo-PR Alta - 31-01-06 175/18 SEl ok - 0 63-08-06
dos Pinhais-

282/17 Colombo-PR Alta ] 63-01-00 177/18 e o Alta 1 63-01-02
dos Pinhais-

275/17 Colombo-PR Alta - 31-16-02 159/18  Colombo-PR Alta 2 63-01-02

271/17 Colombo-PR Alta ; 31-01-02 180/18  Colombo-PR Alta 7 31-17-06

281/17 Colombo-PR Alta ; 63-01-02 182/18  Colombo-PR 0 63-01-00

273/17 Colombo-PR Alta - 31-09-06 268/18 Colombo-PR Alta 3 31-17-06

179/18 Colombo-PR Baixa 1 31-16-02 174/18 Sl Joie Alta 1 63-00-00
dos Pinhais-

181/18 Colombo-PR Alta 2 31-01-06 176/18 SO o ] 0 63-00-00
dos Pinhais-

183/18 Colombo-PR Alta 1 31-01-06 178/18 S0 Iz Alta 1 -
dos Pinhais-

. Nova
189/18 Nova Friburgo-RJ - - 31-09-06 191/18 - 0 31-09-06

Friburgo-RJ
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Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto
. Nova
194/18 Nova Friburgo-RJ - - 31-09-06 196/18 - 0 31-09-06
Friburgo-RJ
. . Nova
202/18 Nova Friburgo-RJ Baixa 2 31-01-06 207/18 - 0 31-01-06
Friburgo-RJ
Terra de Areia- .
RS 03/15¢ - - 51-08-00 71/18 Maquine-RS Alta 1 31-01-02
RS
RS 05/15c  eTrade Areia- : : 50-01-00 265/18 Terra de Alta 2 i
RS Areia-RS
257/17 Garibaldi-RS Alta 2 - 68/18 Maquiné-RS Alta 2 31-01-02
260/17 Maquiné-RS Alta 3 - 70/18 Maquiné-RS Alta 1 31-01-02
66/18 Maquiné-RS Alta 3 31-01-02 72/18 Maquiné-RS Alta 1 31-01-02
69/18 Maquiné-RS Alta 1 31-01-02
Bar 05/15¢  Barretos-SP - - 31-08-02 04/16¢ Campinas- - 0 63-00-00
SP
140/15¢ Bauru-SP - - 31-01-02 214/17 Bauru-SP Alta 3 31-01-02



24

Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto
22/15¢ Salesépolis-SP Alta - 26-08-00 215/17 Bauru-SP Alta 3 31-24-02
181/16¢  Biritiba-Mirim-SP ; ; 63-08-02 60/17 Biritiba- Alta 2 -
Mirim-SP
167/17  Biritiba-Mirim-SP Alta - 31-08-02 4117 Jaboticabal- Média 0 31-16-02
SP
169/17  Biritiba-Mirim-SP  Alta i 51-05-00 4317 ~ Jaboticabal- Média 2 i
SP
219/17 Botucatu-SP Alta 3 63-08-02 45/17 Jaboticabal- Alta 3 31-16-02
SP
220/17 Botucatu-SP Alta ] 63-01-02 4717 ~ Jaboticabal- Alta 0 -
SP
221/17 Botucatu-SP Alta ; 51-08-00 48/17 Jaboticabal- Alta 0 31-16-02
SP
22117 IbiGna-SP Alta 1 ] so/17 ~ Jaboticabal- Alta 2 ;
SP
23/17 Ibitina-SP Média 1 31-00-02 227/17 Jaboticabal- Baixa 0 31-16-02
SP
24117 Ibitina-SP Média ; 31-00-02 228/17 Jaboticabal- Média 0 31-00-02

SP
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Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto
25/17 Ibitina-SP Média - 31-01-02 232/17 Jaboticabal- Baixa 0 31-16-02
SP
., . Jaboticabal- .
30/17 Ibiina-SP Média - 31-00-02 233/17 Baixa 3 31-16-02
SP
33/17 Ibitina-SP Média - 31-00-02 217/17 Marilia-SP Alta 0 31-09-02
133/17 Ibitina-SP Média ; 63-05-02 218/17 Marilia-SP Alta 2 31-09-02
134/17 Ibitina-SP Média ; 31-00-02 14/17 Mogi das Alta 1 -
Cruzes-SP
140/17 ltapira-SP Alta 3 31-09-02 15/17 Mogi das Alta 2 31-01-00
Cruzes-SP
142/17 ltapira-SP Alta 2 31-01-02 16/17 Mogi das Alta 2 -
Cruzes-SP
4017 Jaboticabal-SP Média ] 31-00-02 17117 Mogi das Alta 1 ;
Cruzes-SP
18/17 Mogi das Cruzes- Alta 1 i 289/17 Monte Alto- Alta 5 i
SP SP
19/17 ~ Mogidas Cruzes- . 1 ] 136/17  Piedade-SP Alta ; 31-01-02

SP
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Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto
po/17 ~ Mogidas Cruzes- 31-01-00 74117 Ribeiréo Alta - 31-24-02
SP Preto-SP
0117 ~ Mogidas Cruzes- .0 ; 91/17 Ribeirso Alta - 31-24-02
SP Preto-SP
6e/17 ~ Mogidas Cruzes- .. 63-00-00 213/17 Ribeiréo Média 1 31-24-02
SP Preto-SP
149/17 ~ MogidasCruzes- . 256/17 Ribeirdo Alta 2 .
SP Preto-SP
180/17 ~ Mogidas Cruzes- . 51-09-00 143/17 Salesopolis- Alta - 31-00-02
SP SP
18117 ~ Mogidas Cruzes- . 51-01-02 145117 ~ Salesopolis- Alta - 63-08-02
SP SP
182/17 ~ Mogidas Cruzes- . ; 146/17 Salesopolis- Alta - 31-16-02
SP SP
186/17 ~ Mogidas Cruzes- . 51-09-00 147/17 Salesopolis- Alta 3 -
SP SP
188/17 Mogi das Cruzes- Alta i 112/17 Sao José do Baixa i i
SP Rio Preto-SP
189/17 ~ Mogidas Cruzes- . ] 11g/17 ~ SaoJosedo Alta ; 63-01-02

SP

Rio Preto-SP
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Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto
193/17 ~ Mogidas Cruzes- . 2 - 120/17 ~ SaoJoseédo Alta - 31-00-02
SP Rio Preto-SP
194/17 ~ Mogidas Cruzes- . 2 63-01-02 241/17 ~ 'aquaritinga- Alta - 31-24-02
SP SP
199/17 ~ Mogidas Cruzes- . 2 31-09-02 24617 ~ raquaritinga- Alta - 31-24-02
SP SP
p00/17 ~ Mogidas Cruzes- 0 2 51-00-00 251/17  laquaritinga- Alta 2 31-17-06
SP SP
252/17  Taquaritinga-SP Alta 3 31-24-02 116/18 Monte Alto- Média - 31-00-02
SP
262/18  Biritiba-Mirim-SP  Média 1 51-05-00 11718~ Monte Alto- Média 1 31-00-02
SP
329/18  Biritiba-Mirim-SP Alta 0 31-00-02 118/18  Monte Alto- Média 1 ]
SP
. . Monte Alto- .
377/18 Biritiba-Mirim-SP Alta 0 31-08-02 119/18 Média 1 31-00-02
SP
48/18 Botucatu-SP Média 1 ; 26817 " tangueiras- Média 1 -
SP
23/18 Ibitina-SP Alta 0 31-00-02 63/18 Ribeiréo Alta 1 31-24-02

Preto-SP
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Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto
24/18 Ibitina-SP Alta 2 31-00-02 245/18 Ribeiréo Alta - 31-24-02
Preto-SP
41/18 ltapira-SP Alta 1 : 6118 a0 Josédo Alta i 63-01-02
Rio Preto-SP
42/18 ltapira-SP Alta 1 31-01-02 11511 ~ SaoJosé do Média - 23-00-06
Rio Preto-SP
43/18 ltapira-SP Alta 0 31-01-02 118718~ SaoJosédo Média i 63-01-02
Rio Preto-SP
292/18 Guariba-SP Alta 0 63-01-02 75/18 Séo Roque- Alta - 63-00-00
SP
159/18 Mat&0-SP Média 2 - 27/18 Sorocaba- Alta 2 31-01-00
SP
oee/1g  Modidas Cruzes- . i 1 31-01-02 28/18 Sorocaba- Alta 1 31-17-06
SP SP
331/18  Mogidas Cruzes- 0 31-09-02 29/18 Sorocaba- Alta ; 31-17-06
SP SP
37/18 Mogi-Mirim-SP Alta 0 23-00-06 313/18 TaiGva-SP Alta - 31-00-02
115/18 Monte Alto-SP Média 2 31-00-02 92/18 Taquaritinga- Alta - 31-17-06

SP
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Isolado/Ano Local Mildio2  Odsporo® Coédigo Sexteto EU-C Isolado/Ano Local Mildio2 OobsporaP Codigo
Sexteto

103/18 Taquaritinga-SP Alta - 31-17-06

2 Incidéncia de B. lactucae nos locais onde foram coletadas amostras foliares, classificada conforme a intensidade de esporulagéo na folha e nimero
de plantas de alface e/ou serralha naturalmente infectadas, usando a escala adaptada de Mieslerové et al. (2013): Alta incidéncia, média incidéncia e
baixa incidéncia.

b Intensidade de producdio de odésporo nos fragmentos foliares, avaliada usando a escala adaptada de Petrzelova e Lebeda (2003): 0 = auséncia de
oo0sporos, 1 = formacdo esparsa de oosporos, 2 = formagdo abundante de odsporos e 3 = formacdo muito abundante de odsporos. O resultado
representativo da amostra é a nota mais frequente nas observacdes dos dez fragmentos analisados.

¢ Isolados oriundos da cole¢do-NEOM.

-: nao determinadoabela.
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TABELA 2. Resposta de resisténcia/suscetibilidade de cultivares de alface diferenciadoras a Bremia lactucae e

codigos sextetos EU-C, de 116 isolados coletados em 2015, 2016, 2017 e 2018, no Distrito Federal e nos municipios

dos estados do Goias, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e S&do Paulo.
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0 1 2 4 8 16 32 1 2 4 8 16 32 1 2 4
+ + + - - + (+) +) ) - (+) - - - ) - 7 51-09-00
B HH[H OO0 00 - - - - ¢ - 7 63-00-00
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a As linhagens que possuem “?” ainda n&o tiveram o gene claramente identificado, mas possuem fator de resisténcia (FR) confirmado na
literatura (Parra et al. 2016).
b O ntimero de fatores de viruléncia foi obtido somando-se as cultivares, com excecao da ‘Green Towers’ - padréo de suscetibilidade, para

cada fendtipo de viruléncia identificado.
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No monitoramento dos isolados identificados durante o inverno de 2017 e de
2018, a frequéncia geral dos fenotipos de viruléncia foi calculada considerando a
guantidade total de isolados coletados, no Distrito Federal e nos estados de Goias,
Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e S&o Paulo. No entanto,
apenas os estados do Parana e S&o Paulo, tiveram variacdo fenotipica com
quantidade representativa de isolados para o célculo de frequéncia por estado em
2017 e 2018. Os fendtipos de viruléncia mais frequentes identificados foram 31-00-
02 (14%), 31-16-02 (12%), 31-24-02 (14%) e 31-01-02 (9%). Enquanto que em
2018, os comportamentos de viruléncia mais frequentes foram 31-00-02 e 31-01-02
com alta frequéncia como em 2017, porém o codigo 31-17-06 ocorreu em
aproximadamente 10% em 2018. Os fendtipos de viruléncia correspondentes aos
cbdigos sextetos 31-00-02 e 31-01-02 foram identificados em mais de um estado. Ja
os demais fenoétipos de viruléncia ocorreram apenas em um estado.

Em 2017, no Distrito Federal, apenas uma amostra foi avaliada e o co6digo sexteto
encontrado foi 23-00-06. Em Séo Paulo, 18 fenétipos foram encontrados, sendo 0s
mais frequentes os cédigos 31-00-02, 31-24-02 e 31-16-02. No estado do Parang,
nove isolados foram avaliados, sendo todos diferentes, apresentando os cédigos 31-
00-06, 31-01-02, 31-01-06, 31-09-06, 31-16-02, 31-17-06, 31-24-02, 63-01-00 e 63-
01-02 (Tabela 3).

Em 2018, um total de sete estados foram monitorados. Em S&o Paulo, 26
isolados foram coletados e 12 fendtipos foram encontrados, sendo 0s mais
frequentes 31-00-02, 31-17-06, e 31-01-02. Dos seis isolados coletados no Rio
Grande do Sul, apenas um fenétipo de viruléncia foi identificado. Neste mesmo ano,

no estado do Rio de Janeiro, dois codigos sexteto foram observados nos isolados
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amostrados, que corresponde aos valores 31-01-06 e 31-09-06. No estado do
Parana, dez isolados foram coletados e sete fenotipos de viruléncia foram
verificados, sendo 31-01-06, 31-16-02, 31-17-06, 63-00-00, 63-01-00, 63-01-02 e 63-
08-06 (Tabela 3). No Distrito Federal e nos estados de Goias e Minas Gerais,
apenas um isolado de cada localidade foi diferenciado e os codigos encontrados
foram 23-00-06, 31-00-02 e 31-00-00, respectivamente.

Os isolados de B. lactucae avaliados apresentaram de quatro a dez
fatores/genes de viruléncia, identificados conforme as reacdes de suscetibilidade +
ou (+) dos gendtipos de Lactuca spp. da série diferencial (Tabela 2). Os cdédigos
sextetos que apresentam o maximo de fatores de viruléncia sdo 63-09-02 e 63-05-
02. O numero maximo de fatores de viruléncia identificados neste estudo, foram de
10 fatores. Além disso, cinco fendétipos de viruléncia foram identificados com nove
fatores de viruléncia, correspondentes aos cédigos sextetos 63-08-06, 63-08-02, 63-
01-02, 31-17-06 e 31-09-06. No entanto, os fen6tipos mais frequentes apresentaram

de seis a oito fatores de viruléncia (Tabela 2).
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TABELA 3. Frequéncia geral dos fenétipos de viruléncia identificados em 2017 e 2018, no Distrito Federal (DF) e nos

estados do Goias (GO), Minas Gerais (MG), Parana (PR), Rio de Janeiro (RJ), Rio Grande do Sul (RS) e S&o Paulo (SP) e

frequéncia dos fenaétipos de viruléncia identificados por estado.

Frequéncia por estado (%) Frequéncia
Cadigo Local
PR Outros geral (%)
Sexteto?
2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018
3,51 3,92
Mogi-Mirim-SP, Sdo José do Rio
23-00-06 2,13 3,85 - -
Preto-SP
100¢ 100¢ Brasilia-DF
31-00-00 - - 1004 - 1,96 Fronteira-MG
14,04 17,65
Biritiba-Mirim-SP, Ibitina-SP,
Jaboticabal-SP, Monte Alto-SP,
31-00-02 17,02 30,77 - - _ _
Saleso6polis-SP, Sdo José do Rio
Preto-SP, Taiuva-SP
100¢ Nova Gama-GO
31-00-06 - 11,11 - 1,75 - Colombo-PR
31-01-00 4,26 3,85 - - 3,51 1,96 Mogi das Cruzes-SP, Sorocaba-




36

Frequéncia por estado (%) Frequéncia
Caodigo Local
SP PR Outros geral (%)°
Sexteto?
2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018
SP
8,77 17,65
Bauru-SP, Ibiina-SP, Itapira-SP,
31-01-02 8,51 1154 11,11 - _ _
Mogi das Cruzes-SP, Piedade-SP
100 Colombo-PR, Maquiné-RS
1,75 7,84
31-01-06 - 11,11 20,00
Colombo-PR
33,339 Nova Friburgo-RJ
31-08-02 2,13 3,85 - - - - 1,75 1,96 Biritiba-Mirim-SP
Itapira-SP, Marilia-SP, Mogi das
31-09-02 8,51 3,85 - - - - 7,02 1,96
Cruzes-SP
- - 1,75 7,84
31-09-06 - - 11,11 -
Colombo-PR
- - - - - 66,679 - - Nova Friburgo-RJ
- - 12,28 1,96
31-16-02 12,77 - 11,11 10,00 Colombo-PR

Jaboticabal-SP, Salesopolis-SP




37

Frequéncia por estado (%) Frequéncia
Caodigo Local
geral (%)°
Sexteto?
2017 2018 2017 2018 2017 2018
3,51 9,80 "

Sorocaba-SP, Taquaritinga-SP

31-17-06 2,13 15,38 11,11 10,00
- - Colombo-PR

Bauru-SP, Ribeirdo Preto-SP,
31-24-02 14,89 7,69 11,11 - 14,04 3,92 Taquaritinga-SP

Colombo-PR
51-00-00 2,13 - - - 1,75 - Mogi das Cruzes-SP
51-05-00 - 3,85 - - 1,96 Biritiba-Mirim-SP
51-01-02 2,13 - - - 1,75 - Mogi das Cruzes-SP
51-05-00 2,13 - - - 1,75 - Biritiba-Mirim-SP
51-08-00 2,13 - - - 1,75 - Botucatu-SP
51-09-00 4,26 - - - 3,51 - Mogi das Cruzes-SP

Mogi das Cruzes-SP, Sdo Roque-
63-00-00 2,13 3,85 - 20,00 1,75 588 SP

Sao José dos Pinhais-PR
63-01-00 - - 11,11 10,00 1,75 1,96 Colombo-PR
63-01-02 6,38 7,69 7,02 7,84 Botucatu-SP, Guariba-SP, Mogi
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Frequéncia por estado (%) Frequéncia
Caodigo Local
SP PR Outros geral (%)°
Sexteto?
2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018
das Cruzes-SP, Sao José do Rio
Preto-SP
Colombo-PR, S&o José dos
11,11 20,00 - - ) .
Pinhais-PR
63-05-02 2,13 - - - - - 1,75 - Ibitna-SP
63-08-02 4,26 - - - - - 3,51 - Botucatu-SP, Salesépolis-SP
63-08-06 - - - 10,00 - - - 1,96 S&o José dos Pinhais-PR
63-09-02 - 3,85 - - - - - 1,96 Botucatu-SP

aCadigo Sexteto EU-C conforme “The International Bremia Evaluation Board (IBEB)” (ISF 2020).

b Frequéncia geral calculada considerando o nimero total de isolados coletados no Distrito Federal e nos estados do Goias, Minas Gerais, Parana, Rio
de Janeiro, Rio Grande do Sul e S&o Paulo.

¢ Isolados oriundos do DF em 2017 e em 2018.

d Isolados oriundos de MG em 2018

¢ Isolados oriundos do GO em 2018.

f Isolados oriundos do RJ em 2018.

9 |solados oriundos do RS em 2018.
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Em todas as populacdes avaliadas, os fatores de viruléncia v3, v4, v14, v15,
v16, v18, vRsal-1 e o correspondente a linhagem RYZ910457 foram identificados
(Figura 2).

Além disso, quase todos os isolados avaliados compartilham v3, v4 e v16 em
todos os estados avaliados. Os fatores de viruléncia que variaram dentre os estados
amostrados foram v18 que foi alto no Parana, vRsal-1 foi 100% no Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul, 60% no Parana e 50% em S&o Paulo. O fator de viruléncia RYZ
910457 foi sempre baixo na maioria dos estados, mas no Rio de Janeiro teve uma
incidéncia de aproximadamente 70%. O vDesign mostrou-se mais comum no estado
do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul do que em Sao Paulo e Parana. O vKibrille
mostrou-se variavel dentre os monitoramentos realizados nos estados de Séo Paulo
e Parand, no entanto no estado do Rio de Janeiro apareceu em 100% dos isolados.
De maneira geral, os genes de viruléncia que ocorreram na populacao brasileira em
menor frequéncia foram v18 e os correspondentes as linhagens RYZ 2164, RYZ
910457, Bedford, Design e Kibrille (Figura 2).

Dentre as populagdes de isolados de B. lactucae avaliadas, ndo houve fatores
de viruléncia correspondentes aos de genes de resisténcia das cultivares Dm38 da
‘Argelés’ e os fatores de resisténcia da ‘Balesta’ e ‘Bartoli’ (Figura 2). Essas
cultivares mostram-se promissoras como fonte de resisténcia aos isolados de B.

lactucae avaliados neste trabalho.
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Figura 2. Frequéncia dos fatores de viruléncia observados em monitoramento
os isolados de Bremia lactucae no ano de 2017 em A e no ano de 2018 em B.

Os valores de complexidade de viruléncia por isolado (Ci) calculado para
todos os estados foram semelhantes entre os monitoramentos de 2017 e 2018.

Ja no célculo de Ci para cada estado, em 2017, apenas os estados do Parana
e Sado Paulo, tiveram quantidade representativa de isolados para o calculo de C;,

sendo o estado de S&o Paulo (Ci=6,98) menos complexo que o estado do Parana
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(Ci= 7,78). Enquanto, que em 2018, apenas os estados do Parana, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, tiveram quantidade representativa de isolados para
o calculo de (Ci), sendo que o estado do Rio de Janeiro (Ci= 8,67) apresentou maior
complexidade, enquanto os demais estados amostrados apresentaram valores
semelhantes, variando de 7 a 7,6 (Tabela 4). Os calculos foram realizados apenas
para os estados que apresentaram quantidade representativa de total de isolados
coletados.

Os fenotipos de viruléncia identificados (Cf) foram semelhantes entre os
monitoramentos de 2017 e 2018, quando considerado todos os estados. No entanto
em 2017, o estado do S&o Paulo (Ci= 6,78) foi menos complexo que Parana (Ci=
7,78). Em 2018, o Rio de Janeiro (C= 8,50) foi o estado que apresentou maior
complexidade enquanto os demais estados amostrados apresentaram valores
semelhantes, variando de 7 a 7,71 (Tabela 4).

O indice de Gleason (lg) mostrou diferentes niveis de diversidade nos isolados
amostrados nos anos de 2017 e 2018. De maneira geral, em 2017 (lg= 5,19), a
populacdo teve mais diversidade do que em 2018 (lg= 4,32). O estado que
apresentou maior diversidade em ambos os monitoramentos foi 0 estado de Séo
Paulo, apresentando Iy de 4,42 em 2017 e lg de 3,38 em 2018. O estado do Parana
foi segundo maior estado no ranking de diversidade populacional com Ig de 3,64 em

2017 e lg de 2,61 em 2018 (Tabela 4).
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TABELA 4. Caracterizacdo da diversidade e complexidade dos fenétipos de viruléncia de Bremia lactucae, obtidos nos

estados do Parana (2017 e 2018), Sdo Paulo (2017 e 2018), Rio de Janeiro (2018) e Rio Grande do Sul (2018) e o total geral

de isolados amostrados.

Ano Estado Ni2 N2 Ig2 (Of Cs
Parana 9 9 3,64 7,78 7,78
2017 Sao Paulo 47 18 4,42 6,98 6,78
Geral Estados® 57 22 5,19 7,09 6,95
Parana 10 7 2,61 7,60 7,71
Rio de Janeiro 6 2 0,56 8,67 8,50
Rio Grande do Sul 6 1 0,00 7,00 7,00
Séo Paulo 26 12 3,38 7,12 7,17

2018
Geral Estados® 51 18 4,32 7,57 7,33

aNumero de isolados identificados (Ni), Namero de fenétipos de viruléncia identificados (Ny), indice de Gleason (lg), Complexidade de viruléncia por
isolado (Ci) e Complexidade de viruléncia por fenétipo (Cy).

b calculada considerando o nimero total de isolados coletados no Distrito Federal (DF) e nos estados do Goias (GO), Minas Gerais (MG), Parana (PR),
Rio de Janeiro (RJ), Rio Grande do Sul (RS) e S&o Paulo (SP).
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4.2 Ocorréncia natural de o6sporo em plantas de alface e serralha

A presenca de oosporo foi investigada em 91 amostras foliares naturalmente
infectadas por B. lactucae. Verificou-se reproducdo sexuada em condicbes de
campo, pois a presenca do oosporo foi detectada em 94% das amostras coletadas
nas areas de cultivo comerciais de alface (Tabela 5). A presenca de odsporo foi
registrada em 72 amostras foliares de alface e em 14 amostras foliares de serralha.

Apenas uma amostra foliar de serralha ndo apresentou oodsporo (Tabela 5).
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TABELA 5. Relacdo de amostras foliares de alface (Lactuca sativa) e de serralha (Lactuca serriola) utilizados no estudo

para identificagdo de presenca odsporo. Incidéncia do mildio e a ocorréncia natural de odsporo nas areas comerciais
amostradas em 2017 e 2018, no Distrito Federal (DF) e nos estados de Goias (GO), Minas Gerais (MG), Parana (PR), Rio
de Janeiro (RJ), Rio Grande do Sul (RS) e Sdo Paulo (SP).

Isolado/Ano Local Mildio@2 Odsporob Hospedeiro Isolado/Ano Local Mildio@2 Odsporo® Hospedeiro
253/17 Planaltina, Brasilia-DF Média 2 L. sativa
257117 Garibaldi-RS Alta 2 L. sativa 265/17 Terra de Areia-RS Alta 2 L. sativa
260/17 Maquiné-RS Alta 3 L. sativa
60/17 Biritiba-Mirim-SP Alta 2 L. sativa 15/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
219/17 Botucatu-SP Alta 3 L. sativa 16/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
22/17 Ibitna-SP Alta 1 L. sativa 17/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. sativa
23/17 Ibitna-SP Alta 1 L. sativa 18/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. sativa
24/17 Ibitna-SP Alta 0 L. sativa 19/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. sativa
140/17 Itapira-SP Alta 3 L. sativa 20/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 0 L. sativa
142/17 Itapira-SP Alta 2 L. sativa 21/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. sativa
43/17 Jaboticabal-SP Baixa 2 L. sativa 149/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
45/17 Jaboticabal-SP Baixa 3 L. sativa 180/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
47/17 Jaboticabal-SP Baixa 0 L. sativa 181/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
50/17 Jaboticabal-SP Baixa 2 L. sativa 182/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. sativa
233/17 Jaboticabal-SP Baixa 3 L. sativa 186/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
218/17 Marilia-SP Alta 2 L. sativa 188/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. sativa
1/27 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 189/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. sativa
2/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 193/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
3/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 194/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa



Isolado/Ano Local Mildio?2 Odsporo® Hospedeiro Isolado/Ano Local Mildio@2 Odsporo® Hospedeiro
4/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 0 L. serriola 199/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
5/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 200/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 2 L. sativa
6/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 202/17 Mogi das Cruzes-SP Alta 1 L. serriola
7117 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 208/17 Mogi das Cruzes-SP Média 1 L. serriola
8/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 3 L. serriola 289/17 Monte Alto-SP Alta 2 L. sativa
9/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 213/17 Ribeirdo Preto-SP Alta 1 L. sativa
10/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 1 L. serriola 256/17 Ribeirdo Preto-SP Alta 2 L. sativa
11/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 1 L. serriola 147/17 Salesopolis-SP Alta 3 L. sativa
12/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 112/17 Sao José do Rio Preto-SP  Baixa 0 L. sativa
13/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 2 L. serriola 251/17 Taquaritinga-SP Alta 2 L. sativa
14/17 Mogi das Cruzes-SP  Alta 1 L. sativa 252/17 Taquaritinga-SP Alta 3 L. sativa
44/18 Boa Esperanca-MG Alta 1 L. sativa 01/18 Fronteira-MG Alta 2 L. sativa
45/18 Boa Esperan¢ca-MG Alta 1 L. sativa 47/18 Santana da Vargem-MG  Média 3 L. sativa
46/18 Boa Esperan¢ca-MG Alta 1 L. sativa

179/18 Colombo-PR Baixa 1 L. sativa 174/18 S&o Jose dos Pinhais-PR  Alta 1 L. sativa
180/18 Colombo-PR Baixa 1 L. sativa 177/18 S&o Jose dos Pinhais-PR  Alta 1 L. sativa
181/18 Colombo-PR Alta 2 L. sativa 178/18 Sao Jose dos Pinhais-PR  Alta 1 L. sativa
183/18 Colombo-PR Alta 1 L. sativa

202/18 Nova Friburgo-RJ Baixa 2 L. sativa

66/18 Maquiné-RS Alta 3 L. sativa 70/18 Maquiné-RS Alta 1 L. sativa
68/18 Maquiné-RS Alta 2 L. sativa 72/18 Maquiné-RS Alta 1 L. sativa
69/18 Maquiné-RS Alta 1 L. sativa

262/18 Biritiba-Mirim-SP Média 1 L. sativa 117/18 Monte Alto-SP Média 1 L. sativa
48/18 Botucatu-SP Média 1 L. sativa 118/18 Monte Alto-SP Média 1 L. sativa

45



Isolado/Ano Local Mildio?2 Odsporo® Hospedeiro Isolado/Ano Local Mildio@2 Odsporo® Hospedeiro
24/18 Ibidna-SP Alta 2 L. sativa 119/18 Monte Alto-SP Média 1 L. sativa
41/18 Itapira-SP Alta 1 L. sativa 268/18 Pitangueiras-SP Média 1 L. sativa
42/18 Itapira-SP Alta 1 L. sativa 63/18 Ribeirdo Preto-SP Alta 1 L. sativa
159/18 Matdo-SP Média 2 L. sativa 27/18 Sorocaba-SP Alta 2 L. sativa
266/18 Mogi das Cruzes-SP  Alta 1 L. sativa 28/18 Sorocaba-SP Alta 1 L. sativa
115/18 Monte Alto-SP Média 2 L. sativa

46

a|ncidéncia de B. lactucae classificados por meio de adaptacdo do método descrito por Mieslerova et al. (2013), em incidéncia baixa, moderada ou
alta, conforme esporulagdo na folha e ndmero de plantas de alface e/ou serralha naturalmente infectadas nos locais onde foram coletadas
amostras foliares em areas comerciais de produc¢édo de alface.
b Intensidade de producdo de o6sporo nos fragmentos foliares, avaliada usando a escala adaptada de Petrzelova e Lebeda (2003): 0 = auséncia
de odsporos, 1 = formagdo esparsa de odsporos, 2 = formacéo abundante de odsporos e 3 = formacdo muito abundante de odsporos. Foi

considerada a nota mais frequente nas observacdes dos dez fragmentos analisados, como resultado representativo da amostra,

-: ndo determinado.
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A formacao de odsporo com intensidade abundante foi mais comum em areas
com alta incidéncia do mildio, uma vez que a alta incidéncia de esporulacéo
favorece a formacéo de odsporo. A ocorréncia natural de odsporo foi registrada em
25 municipios localizados, no Distrito Federal e nos estados de Minas Gerais,
Paranda, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sao Paulo, indicando que a reproducéo
sexual ndo esta restrita a limites geograficos e possui ampla distribuicdo de
ocorréncia (Tabela 2).

Dois métodos foram utilizados na descoloracdo do tecido foliar para a
visualizacdo dos odésporos, imersdo em alcool ou em agua destilada. Ambos os
métodos se mostraram viaveis. A descoloracdo por imersdo em alcool foi mais
rapida, porém os tecidos ficaram mais quebradicos, prejudicando as observacdes
microscopicas. Embora o processo utilizando agua ndo promova nenhuma alteracéo
qgue inviabilize ou diminua a eficiéncia da avaliacdo microscopica, verificou-se
necessidade de maior tempo para descoloracdo. Observou-se que os tecidos
foliares da serralha requerem maior tempo para descoloracdo e a coloragdo do
tecido dificulta a visualizagdo do o6sporo no microscopio.

A maioria dos isolados (n=41) mostraram ser capazes de formar o6sporos
quando autocruzados (Figura 3), demonstrando serem autoférteis, com
predominancia do sistema de reproducdo homotalismo secundario. Apenas o isolado
BO5 apresentou comportamento heterotalico (autoestéril). A compatibilidade sexual
dos isolados foi determinada por meio da intensidade de formacdo de o6sporos no
autocruzamento. Dentre os isolados avaliados, 14 foram identificados como Bi>B:2
(B1 predominante), 19 como Bi1<B2 (B2 predominante), oito como B1=B2 € um como

B2 (Figura 3). Os isolados autoférteis, ou seja, aqueles que quando autocruzados
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formam odsporos, séo classificados como homotélicos. Dentre os homotélicos,
agueles que produzem mais o6sporos quando cruzados com B1 do que com B2 séo
classificados como B2 predominante (Bi<B2); se mais oosporos forem verificados
quando o cruzamento for com B2 do que com Bz, 0s isolados sdo Bi predominante
(B1>B2); se o numero de odsporos forem 0os mesmos em cruzamento com Bi1 e Bz,
os isolados serdo Bi=B2. Apenas um isolado foi classificado como autoestéril, que
guando autocruzado néao formou oo6sporo (intensidade igual a 0), sendo classificado

como heterotélico, podendo ser apenas B1 ou apenas B..
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Figura 3. Representacdo gréafica (heatmap) da composicdo do sistema de acasalamento e a
compatibilidade sexual dos isolados de Bremia lactucae, com os seus respectivos fenétipos de
viruléncia do cédigo sexteto EU-C. As cores apresentam a intensidade de formacéo de odsporo
resultante dos cruzamentos dos isolados, em autocruzamento, com isolados de compatibilidade
sexual do tipo B1 predominante e Bz. nd: Nao determinado codigo sexteto EU-C.

5 DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro monitoramento de isolados de Bremia lactucae com

maior abrangéncia territorial de coletas no Brasil, com evidéncias de ocorréncia de
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reproducdo sexual em serralha e alface, bem como, determinacdo da
compatibilidade sexual de isolados de B. lactucae. Ainda, este € o primeiro estudo
registrando alta incidéncia de isolados autoférteis com compatibilidade sexual Bi
predominante, uma vez que trabalhos anteriores reportaram isolados autoférteis com
compatibilidade sexual limitada ao tipo B2 predominante (Michelmore e Ingram,
1982). Além disso, os resultados deste estudo. melhoram a compreensdo dos
fendtipos de viruléncia vigentes e a distribuicdo dos fatores de viruléncia nas
populacdes brasileiras de B. lactucae. Essas informa¢cdes sdo essenciais para
programas de melhoramento genético de alface visando resisténcia ao mildio (van
Hese et al., 2016). Embora varios fenoétipos de viruléncia tenham sido identificados
no monitoramento de isolados coletados em 2017 e 2018, apenas quatro desses
fendtipos foram predominantes 31-00-02, 31-16-02, 31-24-02 e 31-01-02. Os fatores
de viruléncia mais frequentes nas populacdes avaliadas neste estudo (v3, v4, v14,
v15 e v16) também foram identificados anteriormente nos estados de S&o Paulo e
Minas Gerais (Vargas et al., 2012; Marin et al., 2019), portanto esses fatores nao
devem ser recomendados como fontes para o melhoramento visando a resisténcia
ao mildio da alface. Os isolados apresentaram alta frequéncia de gene viruléncia
correspondente a cultivar Design (Figura 2). O gene de resisténcia presente na
‘Design’ ndo deve ser indicado como fonte de resisténcia a isolados brasileiros de B.
lactucae

As cultivares RYZ 2164, RYZ 910457, Bedford e Kibrille também
apresentaram relativamente baixa frequéncia dos fatores de viruléncia no presente
estudo. Em uma populacéo avaliada na Bélgica, com excec¢ao da Kibrille, que néao foi

avaliada, o0os genes de resisténcia correspondentes a esses genotipos



51
proporcionaram resisténcia a mais de 60% dos isolados testados nas populacdes
avaliadas entre 2008 e 2013 (van Hese et al.,, 2016). Nos EUA, ‘RYZ 910457’
conferiu resisténcia a mais de 60% dos isolados testados entre 2013 e 2016. Os
genes/FR que conferem resisténcia a todos os isolados brasileiros de B. lactucae
testados pertencem as cultivares Argeles (Dm38), Balesta (FR) e Bartoli (FR).

Isolados brasileiros de B. lactucae tem alta capacidade reprodutiva e
capacidade de recombinacdo genética (Figura 3). A alta taxa de reproducéo
sexuada verificada neste estudo pode explicar a diversidade fenotipica de
comportamentos de B. lactucae no Brasil. Esta afirmacdo se sustenta pela
verificacdo de ocorréncia natural de oésporos em campos de producéo, pelo fato
que os isolados apresentam sistema de acasalamento do tipo homotalismo
secundario e por ocorrer os dois tipos de compatibilidade sexual (B1 e B2).

A variabilidade em B. lactucae pode ser explicada de vérias formas. Variacao
somatica e heterocaridtica ou poliploidia, como relatadas em populagdes de B.
lactucae dos EUA e de outros paises (Hulbert e Michelmore, 1985; Michelmore e
Wong, 2008). E possivel que a reproducdo sexual de B. lactucae gere muitos
fendtipos de viruléncia (Lebeda e Zinkernagel, 2003; van Hese et al., 2016) e que
sua ocorréncia possa ter contribuido para maior nimero de fenétipos de viruléncia.
Além disso, é preciso advertir que para reproducdo sexual de B. lactucae acontecer,
€ necessario que ocorra dois tipos sexuais (B1 e B2) no mesmo ambiente
(Michelmore e Ingram, 1980).

Comumente, quando se verifica homotalismo, ha predominéncia do tipo B2
(Michelmore e Ingram, 1982). Em estudos analogos ndo se detectou B:

predominante. Todavia, a populacdo brasileira apresenta o tipo B1 predominante,
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além de B2 predominante e Bi=B.. Isolados que apresentam compatibilidade sexual
do tipo Bi produzem oosporos mais abundantemente, portanto a ocorréncia da
reproducdo sexual entre individuos B, favorece a presenca de maiores quantidades
de odsporos em campo e isso implica em aumento nos riscos de ocorréncia de
infeccbes primarias. Além disso, as racas mais frequentes no Brasil (SPBI:01 e
SPBI:03) s&o do tipo B1 predominante, o que pode justificar a prevaléncia destas
racas ao longo do tempo, pois sdo compativeis sexuadamente com isolados de
ambos tipos de compatibilidade sexual e com alta formacéo de odsporos resultante
dos cruzamentos o que favorece a chance de germinacdo de individuos e a
manutencdo destas racas ao longo do tempo. Ainda, outra raca-chave (SPBI:02) na
populacdo brasileira é do tipo B2 predominante, “mating type” oposto e compativel
para cruzamento sexual, possibilitando novas recombinacfes e surgimento de novos
fendtipos de viruléncia racas ao longo do tempo.

Atencdo especial foi dada a alguns estados-chave que apresentam
importancia econémica destacada, sendo Sdo Paulo e Parand em 2017 e 2018 e
Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro em 2018. Ocorréncia natural de o6sporos foi
verificada em todos os estados amostrados, sugerindo reproducdo sexuada na
populacao brasileira de B. lactucae. No entanto, os resultados apresentados neste
trabalho sugerem que apesar do alto numero de fenétipos de viruléncia observados,
a maior parte ocorre em poucos fenétipos de viruléncia, que compartilham a maioria
dos genes de viruléncia. Isso pode sugerir predominancia da reproducéo clonal, com
migracdo para demais regides. Entretanto, a reproducdo sexual ainda pode ser a
fonte da variabilidade observada eventualmente nos fendtipos de viruléncia de

menor frequéncia. Principalmente quando desencadeada por fatores estressantes,
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como hospedeiros resistentes (novas cultivares) ou fungicidas, induzindo a via
sexual e gerando variabilidade genética. Em condicbes adequadas de
desenvolvimento do fitopatégeno, a via assexual seria preferencial, sem que ocorra
variabilidade.

Apesar de ter bastante isolados com alta capacidade de reproducao sexual e
com alto indice de isolados autoférteis e os dois tipos de “mating type” ocorrendo
nos mesmos locais e evidéncia de odsporos ocorrendo nos campos de producao, 0s
niveis de complexidade de fendtipos ndo foram tdo altos. Isso indica que a
reproducdo sexual possa estar ocorrendo dentro da mesma populacdo. Se a
recombinacdo estivesse ocorrendo em nivel interpopulacional, por exemplo, entre
individuos com composicdo genética divergente, a variabilidade genética resultante
seria bem mais significativa. Todavia, a capacidade da populacdo brasileira de B.
lactucae reproduzir-se sexuadamente representa risco potencial caso 0s
cruzamentos passem a ocorrer com outras populagbes com estrutura genética
diferente. Este fato pode explicar a quebra de resisténcia comumente verificada em
cultivares comerciais de alface.

Sao Paulo é o maior produtor nacional de alface e teve a maior variabilidade
fenotipica observada, sendo amplamente monitorado quanto a ocorréncia de
fendtipos do fitopatdgeno, mas este é o primeiro relato de ocorréncia de reproducao
sexual. Marin et al. (2019) observaram que em 13 anos de estudos, ocorreram
diversas racas de B. lactucae no estado de Sao Paulo, mas que apenas algumas
eram fenodtipos de viruléncia predominantes. Até 2015 este fato pode ter sido
justificado pelas principais cultivares utilizadas no Brasil ndo possuirem resisténcia

ao mildio, reduzindo a pressao de selecdo sobre a populacdo do fitopatdgeno e
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favorecendo a prevaléncia de poucos fenoétipos de viruléncia. Entretanto, nos ultimos
anos, a oferta de cultivares resistentes a B. lactucae tem aumentado no Brasil e 0
uso continuo de novas cultivares pode provocar a evolucdo mais rapida do
fitopatdgeno por desencadear a reproducdo sexual. O mesmo cenario pode ser
esperado para as demais localidades, a medida que cultivares resistentes séo
adotadas.

Embora a maioria dos isolados avaliados apresentam “mating type” B:
predominante, isto € 46%, pouco mais de 34% sdo Bi predominante. Isolados
homotélicos com “mating type” Bi predominante produzem mais 00sporos e tem
maior probabilidade de recombinacdo em condi¢cdes de campo. O obésporo é fonte
de indculo primario e permanece viavel por longo periodo (Morgan 1978). Assim, por
produzirem mais o0sporos, isolados homotéalicos com “mating type” B1 predominante
representam maior risco de infeccdo primaria.

Comumente, ao colher a alface, realiza-se a pratica de toalete, que consiste
em eliminar as folhas mais externas que apresentem padrdo ndo comercial. A
eliminacdo de residuos de alface fresca no solo em areas de producao contribui para
as infeccbes primarias de B. lactucae (Fletcher, 1976). A reducao de restos culturais
provenientes do toalete das plantas comerciais de alface, assim como, o controle de
plantas daninhas (como a serralha), sdo préaticas importantes de manejo para o
controle de fonte de inoculo primario por mais de quatro anos (Morgan, 1978). A
presenca de o0sporo nas lesdes pode ser observada por até 12 meses em amostras
armazenadas em agua destilada e até seis meses em amostras imersas em alcool,

ambas armazenadas a 7°C. Em um novo plantio de alface, e se as condi¢cdes
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ambientais forem favoraveis, estes od0sporos podem germinar e reinstalar o
patossistema (Morgan, 1978; Blok, 1981).

A serralha pertence a mesma familia botanica da alface e € uma planta
invasora comumente encontrada nos locais de cultivo. A presenca de o0sporo em
serralha € frequentemente relatada (Petrzelova e Lebeda, 2003), sendo possivel
fonte de in6culo primario. O manejo de plantas invasoras limitou a disponibilidade de
plantas de serralha incluidas neste estudo, mas, mesmo assim, boa parte do
material foliar de serralha amostrado apresentou abundante presenca de odsporo.
Este resultado corrobora a importancia do controle de serralha para manejo eficiente
do mildio da alface. Ainda, ha possibilidade de recombinacdo entre os isolados de
alface e de serralha (Lebeda e Blok, 1990), aumentando a possibilidade de maior
variabilidade genética de B. lactucae.

As populacdes de B. lactucae dos estados de Sao Paulo, Parana, Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul compartilham seis dos 15 fatores de viruléncia avaliados. Foram
encontrados 27 fendtipos de viruléncia e os coédigos sextetos 31-00-02, 31-16-02,
31-24-02 e 31-01-02 foram mais frequentes. Embora haja evidencias de ocorréncia
da reproducédo sexual no campo, bem como a presenca de oosoporo em folhas de
serralha e de alface, assim como a alta incidéncia de isolados com homotalismo
secundario e a presenca simultanea de “mating types” opostos (B1 e Bz2), no entanto
houve a predominédncia de poucos fenotipos de viruléncia, indicando que a
reproducao clonal ainda é a principal forma de propagacao de B. lactucae. Os genes
e fatores de resisténcia das cultivares Argeles (Dm 38), Balesta e Bartoli podem ser

recomendados como fontes de resisténcia para o melhoramento genético visando
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resisténcia ao mildio da alface para as populacdes brasileiras avaliadas neste

estudo.

6 CONCLUSOES

Ocorre reproducao sexual dos isolados nas populagcdes brasileiras de B. lactucae,
com formacdo de oosporos em plantas de alface e de serralha. Os dois tipos de
“mating type” B1 e B2 estéo presentes nas populagdes brasileiras de B. lactucae e os
isolados apresentam homotalismo secundarios, com alta incidéncia de
compatibilidade sexual B2 predominante. A variabilidade fenotipica dos isolados
brasileiros ¢é resultante da flexibilidade do fitopatbgeno em se reproduzir

sexuadamente e assexuadamente.
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