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RESUMO GERAL

ARAUIJO, Julio César de. Resisténcia de genétipos de alface ao mildio. 2010.
63 p. Dissertagao (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.”

A alface (Lactuca sativa L.) é, entre as hortaligas folhosas, a mais
importante, economicamente para o Brasil. No inverno, com baixas temperaturas
e com alta umidade, o mildio da alface, doenca causada pelo agente etiologico
Bremia lactucae, ocorre em praticamente todas as regides do mundo onde ela é
cultivada, sendo esta considerada uma das doengas foliares mais severas desta
cultura. A utilizagdo de cultivares resistentes apresenta-se como a principal
alternativa de controle. Visando a obtencdo de informagdes que auxiliem na
condugdo de programas de melhoramento para resisténcia ao mildio, foram
conduzidas duas atividades de pesquisa. Na primeira, o objetivo foi avaliar a
reagdo de resisténcia ao mildio (B. lactucae) em dez genoétipos de alface. Para
isso, foram utilizadas como genotipos nove cultivares (‘Colorado’, ‘Raider
Plus’, ‘Veronica’, ‘Rubete’, ‘Elisa’, ‘Salinas 88°, ‘Grand Rapids’, ‘Regina 71’ e
‘Horténsia’) e uma linhagem (AFX-020A-06). O ensaio foi conduzido em
camara de germinagdo tipo BOD, sendo os gendtipos semeados em caixas
gerbox sobre papel mata-borrdo umedecido com agua destilada. Quinze dias
apos a semeadura foi feita a inoculacao, utilizando-se como in6culo esporangios
lavados de tecidos infectados da cultivar susceptivel Solaris, na concentracdo de
5x10* esporangios.mL". A avaliagdo para resisténcia ao mildio foi realizada 15
dias apds a inoculagdo, verificando-se a presenca ou ndo de sintoma e
esporulagdo em cada plantula. O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, com trés repetigdes. As plantulas das cultivares Colorado, Raider Plus e
Rubete apresentaram resisténcia a B. lactucae. A baixa porcentagem de plantulas
sadias verificadas nas cultivares Veronica, Elisa, Salinas 88, Grand Rapids,
Regina 71 e Horténsia e da linhagem AFX-020A-06 evidencia a susceptibilidade
desses gendtipos ao patdégeno B. lactucae. Na segunda atividade, o objetivo foi
confirmar o modo de heranga da resisténcia ao mildio (B. lactucae), isolado
MGLA-01, a partir de cruzamentos entre materiais contrastantes para este
carater, no intuito de selecionar genotipos resistentes e mais adaptados as
condigdes edafoclimaticas do sul de Minas Gerais. Utilizaram-se, na hibridacéo,
dois genitores contrastantes, a linhagem resistente a B. lactucae AFL-008 ¢ a
cultivar suscetivel Salinas 88, ambos do tipo americana. O ensaio foi conduzido
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em camara de germinagdo tipo BOD e em casa de vegetagdo, tendo os testes de
resisténcia sido realizados em caixas gerbox sobre papel mata-borrao umedecido
com agua destilada. Quinze dias apés a semeadura, foi feita a inoculagdo nos
genitores paterno e materno, na geragdo Fj, na populagdo F, ¢ na testemunha
resistente, utilizando-se como indculos os esporangios lavados de tecidos
infectados na concentragdo de 1x10° esporangios.mL™. A avaliagdo para
resisténcia ao mildio foi realizada 15 dias apos a inoculacdo, verificando-se a
presenca ou nao de sintoma e esporulagdo em cada plantula. Foi feita analise de
variancia para testar os dados obtidos. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente ao acaso, com trés repetigoes. Para analise dos dados, a variavel
resposta utilizada foi o nimero de plantas sadias. Para o estudo de heranga, foi
realizado o teste de significincia qui-quadrado (x°) na populagdo F,. No controle
genético da resisténcia a Bremia lactucae Regel, agente etioldogico do mildio da
alface, o gene apresenta interacdo alélica de domindncia. No controle da
resisténcia estdo presentes um ou poucos genes estreitamente ligados, com
dominancia do alelo que confere resisténcia.

il



GENERAL ABSTRACT

ARAUJO, Julio César de. Resistance genotypes of lettuce downy mildew.
2010. 63 p. Dissertation (Master Program in Crop Science) — Federal University
of Lavras, Lavras.”

Lettuce (Lactuca sativa L.) is among the leafy vegetables, the most
important economically for Brazil. In winter, low temperatures and high
humidity, the lettuce downy mildew, a disease caused by etiological agent
Bremia lactucae Regel, occurs in all regions of the world where lettuce is
grown, which is considered one of the most severe foliar disease of lettuce . The
acquisition of resistant cultivars is the main alternative to control the disease. To
collect information which should assist in driving improvement program, were
conducted two research activities. At first, the objective was to evaluate the
resistance reaction to downy mildew (B. lactucae) in ten genotypes of
lettuce. For this, nine genotypes were used as cultivars (‘Colorado’ ‘Raider
Plus’, ‘Veronica’, ‘Rubete’, ‘Elisa’, ‘Salinas 88’, ‘Grand Rapids’, ‘Regina 71’
and ‘Horténcia’) and one line (AFX-020A-06). The trial was conducted in a
germination chamber BOD, and the genotypes sown in seedling boxes on
blotting paper moistened with distilled water. Fifteen days after sowing the
inoculation was made, using as inoculum sporangia washed from infected
tissues of susceptible cultivar 'Solaris', at a concentration of 5x10*
sporangium.mL'. Evaluation for resistance to downy mildew was recorded 15
days after inoculation, verifying the presence or absence of symptoms and
sporulation of each seedling. The experimental design was completely
randomized design with three replications. Seedlings of cultivars Colorado
Raider Plus, Rubete and showed resistance to B. lactucae. The low percentage of
healthy seedlings found in the cultivars Veronica, Elisa, Salinas 88, Grand
Rapids, Regina 71 and Hortencia and the line AFX-020A-06 shows the
susceptibility of these genotypes to the pathogen B. lactucae. In the second
activity, the objective was to confirm the mode of inheritance of resistance to
downy mildew (B. lactucae) isolated MGLA-01, derived from crosses between
contrasting materials for this character, in order to select genotypes resistant and
better adapted the soil and climatic conditions of southern Minas Gerais. It was
used in the hybridization two contrasting parents, the resistant strain B. lactucae
AFL-008 and the susceptible cultivar Salinas 88, both from American Type The
trial was conducted in a germination chamber type "BOD", and in the
greenhouse, and resistance tests performed on gerbox paper kills Blot dampened

" Major Professor: Dr. Luiz Antonio Augusto Gomes — UFLA.
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with distilled water. Fifteen days after inoculation were sown in the maternal
and paternal parents, the F,, F, and population control in tough, using as
inoculums the sporangia washed from infected tissues at a concentration of
1x10° sporangium.mL™. Evaluation for resistance to downy mildew was
recorded 15 days after inoculation, verifying the presence or absence of
symptoms and sporulation of each seedling. Was made an analysis of variance to
test the data. The experimental design was completely randomized design with
three replications. For data analysis, the response variable used was the number
of healthy plants. For the study of inheritance, we performed a significance test
Chi-square (y°) in population F,.In genetic control of resistance to Bremia
lactucae Regel, the causal agent of lettuce downy mildew, the gene shows allelic
interaction of dominance. For the control of resistance are present one or a few
closely linked genes, with dominant allele conferring resistance.

v



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

A alface (Lactuca sativa L.) ¢, entre as hortalicas folhosas, a mais
importante, economicamente, para o Brasil, além de ser de grande importancia
social na agricultura familiar e para a alimenta¢cdo humana. Possui ciclo curto,
sendo comercializada em torno de 60 a 90 dias apds a semeadura, o que torna
possivel obter-se elevada producdo por hectare, o que faz com que seja uma
atividade bastante adequada ao pequeno produtor. E uma hortalica de alta
perecibilidade, sendo, normalmente, plantada proximo aos centros consumidores
e podendo ser cultivada o ano inteiro.

No estado de Sdo Paulo, um dos maiores estados produtores, a producgao
anual gira em torno de 171.000 toneladas (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, 2006). A producdo comercializada somente no CEAGESP,
no ano de 2007, foi de 21.587 toneladas, com pre¢o médio de R$ 1,71 o
quilograma (Anuario da Agricultura Brasileira - Agrianual, 2008).

A alface ¢ classificada comercialmente, segundo o Programa Horti &
Fruti (Padrdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao
Paulo), em americana, crespa, lisa, mimosa ¢ romana, dos quais a mais
consumida ¢ a crespa. Segundo dados da CEAGESP para o quinquénio 2000-
2004, o tipo crespa teve uma participagdo percentual em fungdo da quantidade
de engradados comercializados de 61%, seguido pelo tipo americana, que
alcangou a marca de 19% (Trani et al., 2006).

O grupo de alface denominada “crisphead lettuce” ou tipo americana
vem, a cada ano, aumentando o volume comercializado, ja sendo um dos tipos

mais importante nos grandes centros consumidores, muito utilizada pelas redes



fast food, em cozinhas industriais ¢ hospitalares e, ainda, para processamento
agroindustrial (Maluf, 2000).

Apesar dos importantes avangos conseguidos com o trabalho de
melhoramento, a produgdo da alface no Brasil ainda é dependente de cultivares
que sdo pouco adaptadas as nossas condigdes ambientais, especialmente, no que
diz respeito as altas temperaturas que ocorrem no territdrio brasileiro.

A producdo da alface americana tem evoluido de forma rapida e
moderna no sul de Minas Gerais, devido ao fato de a maior parte dela ser
destinada, principalmente, a rede de lanchonetes tipo fast food. Assim, essa
regido tem se sobressaido em relacdo as outras regides produtoras, tornando-se
polo produtor dessa hortali¢a, com cerca de 1.000 toneladas brutas por més (Yuri
et al., 2004).

No inverno, ¢ com alta umidade, ha ocorréncia de doengas fungicas,
como o mildio da alface, causado pelo agente etiologico B. lactucae, podendo se
tornar um fator limitante a producdo, especialmente nas regides sul e sudeste do
Brasil. O mildio é uma das mais importantes doengas flingicas e ocorre,
especialmente, nas condi¢des de inverno e em regides de temperaturas amenas,
condi¢des encontradas nas grandes regides produtoras (Pavan & Kurozawa,
1997). Torna-se um problema mais grave, também, por aumentar o custo de
producdo devido ao uso de defensivos, além de reduzir a produtividade,
justamente no inverno, época de menores precos, devido ao fato de a oferta ser
maior.

Assim, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a
resisténcia de genotipos de alface ao mildio (B. lactucae), isolado coletado no
municipio de Lavras, MG, bem como selecionar populagdes de alface do tipo
americana resistentes a esse patéogeno e mais adaptadas as condi¢des de cultivo

do sul de Minas Gerais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da alface

A alface cultivada (Lactuca sativa L.), pertencente a familia Asteraceae,
¢ uma planta herbacea com caule diminuto e ndo ramificado, ao qual se prendem
as folhas. As folhas, de varias formas, podem também se encurvar e formar uma
"cabeca", que ¢é caracteristica das variedades ditas repolhudas. Sua coloragdo
pode apresentar diversos tons de verde e roxo, a consisténcia pode ser coriacea
ou tenra ¢ as bordas dos limbos foliares podem ser lisos, ondulados ou crespos.
As raizes sdo do tipo pivotante com ramificagdes, sendo que a maior
porcentagem da rizosfera se encontra nos primeiros 30 cm de profundidade do
solo (Filgueira, 2000).

A inflorescéncia ¢ uma panicula constituida por diversos botdes florais
denominados de capitulos. Cada capitulo possui de 10 a 25 flores e cada flor
apresenta uma unica pétala amarela, envolvida por bracteas imbricadas que
formam um invoélucro. O ovario contém um Unico 6vulo. A antese ocorre pela
manhd e cada flor se abre apenas uma vez, garantindo a autofecundacgdo e
conferindo a planta a autogamia por cleistogamia (Ryder, 1986).

Provavelmente originaria de regides amenas do Mediterraneo, a alface
rapidamente difundiu-se para Franca, Inglaterra e o resto da Europa,
demonstrando tratar-se de uma cultura popular e de uso extensivo, por possuir
um ciclo relativamente curto ¢ com alta produgdo por area. Foi introduzida nas
Américas no século XVI, sendo cultivada no Brasil desde 1647 (Silva, 1997).

A cultura da alface ¢ anual. Dias curtos aliados a temperaturas amenas,
nunca superiores a 28°C no periodo diurno e inferiores a 7°C no noturno,
favorecem a etapa vegetativa do ciclo da maioria das cultivares, sendo capazes

de resistir a baixas temperaturas e, até mesmo, a geadas de curta duracdo.



Temperaturas médias acima de 20°C podem induzir o pendoamento precoce da
planta de alface, tornando-a impropria ao consumo. Isso acontece devido a
acentuada producdo de latex que ocorre nesta fase, tornando seu sabor amargo e
desagradavel (Filgueira, 2000).

Assim, o inicio do alongamento floral assinala o inicio do estadio
reprodutivo e o fim o estadio vegetativo ¢ comercial da planta (Maluf, 2000).
Muitos trabalhos visando aumentar a resisténcia ao pendoamento precoce sao
realizados, no sentido de melhorar a adaptacao da cultura da alface as condigdes
tipicas do verdo brasileiro (Aguiar, 2001).

No Brasil, a preferéncia pela alface de folhas lisas vem diminuindo a
cada ano, com aumento do consumo da alface de folhas crespas e soltas. Mais
recentemente, com o aumento das redes de “fast food”, uma nova opcao que tem
surgido € o cultivo da alface do tipo americana, que € crespa e forma uma cabeca
repolhuda (Maluf, 2000).

A alface ¢ sujeita a ocorréncia de diversas doengas. Aproximadamente
75 delas ja foram relatadas incidindo sobre a cultura em todo mundo e, dentre
elas, o mildio (B. lactucae), é considerado a doenca foliar de maior importancia
na cultura da alface, em condi¢des de baixa temperatura atmosférica (Lopes &

Quezedo-Duval, 1998).

2.2 O mildio

Das doencas que ocorrem na alface em todo o mundo, o mildio,
causado pelo agente etioldgico Bremia lactucae, é considerado uma das mais
importantes e tem sido controlado, principalmente, pelo uso de cultivares com
fatores de resisténcia monogénicos (Koch & Blok, 1985). E considerado uma
das doencas foliares mais severas para a cultura da alface e também a mais
estudada (Wu et al., 2000). No Brasil, especialmente onde se cultiva alface no

inverno, ou mesmo em regides com temperatura mais amena e em condi¢des de



elevada umidade, essa doenga ¢ de grande importancia, podendo comprometer
seriamente a produgao.

Segundo Figueiredo (2001), a modificagdo ambiental devido ao uso de
sistemas de cultivo protegido, tem contribuido para uma maior ocorréncia do
mildio da alface. Nesse contexto, mudas produzidas em cultivo protegido podem
ser atacadas desde cedo pelo patdgeno, acarretando grandes prejuizos aos
produtores.

O género Bremia pertence a Familia Peronospora, Ordem
Peronosporales, Divisdo Oomycota ¢ Reino Chromista (Hawksworth, 1995;
Agrios, 1997). O fungo ¢é capaz de infectar mais de 200 espécies da Familia
Asteraceae, distribuidas em 40 géneros (Lebeda & Schwinn, 1994). No Brasil,
além da alface, o patdogeno B. lactucae foi relatado infectando alcachofra
(Cynara scolymus L.) e duas espécies de plantas daninhas, serralha lisa e
serralha de espinho (Sonchus oleraceus e S. asper L.) (Vieira & Barreto, 2006).
O fungo ¢ um parasita obrigatorio, ou seja, capaz de infectar e colonizar somente
tecido vivo (Vieira & Barreto, 20006).

Os esporangios de B. lactucae sao formados durante a noite e liberados
durante o dia. A liberacdo dos esporangios do patdogeno ocorre ao amanhecer,
quando eles sdo expostos a luz do dia, atingindo o seu pico 1 a 2 horas apés o
inicio. Apoés esse periodo, a liberagdo dos esporangios comega a reduzir (Su et
al., 2000).

Os esporangios podem ser disseminados tanto por gotas d’agua como
pelo vento até novas plantas sadias, formando novas infec¢des. O vento
dissemina o patdgeno a longa distancia, comparado & disseminagdo pela agua da
chuva ou de irrigacdo. Com potencial para produzir milhares de esporangios na
parte inferior de cada les3o em condigdes favoraveis, o mildio pode espalhar-se

por grandes areas (Bruggen & Scherm, 1997).



A umidade atmosférica esta entre os mais importantes fatores ambientais
que influenciam a esporulagdo do patdgeno. Para que ocorra a infecgdo de B.
lactucae, um filme d’agua na superficie foliar € requerido para a germinagdo dos
esporos deste fungo. O periodo de molhamento foliar é o fator mais importante,
limitando a penetragdo do patégeno. O tempo médio de molhamento foliar,
durante o periodo da manha, deve ser de, pelo menos, trés horas para que ocorra
a infecc¢do. O periodo de molhamento foliar também influencia na disseminagao
do fungo para outras partes da planta, j4 que os zodsporos (estruturas de
reprodugdo assexuada) necessitam de uma lamina d agua para se locomoverem.
A esporulagdo também exige, no minimo, 80% de umidade relativa, chegando a
sua esporulacdo maxima quando a umidade atmosférica se aproxima de 100%.
Esse efeito causado pelo aumento da umidade relativa do ar estd fortemente
ligado a abertura estomatica; a reducdo da umidade relativa aumenta o ntimero
de estomatos fechados e, consequentemente, reduz a chance para o surgimento
de esporangioforos (Bruggen & Scherm, 1997).

Outro fator de fundamental importdncia para a germinacdo e a
penetragcdo do patogeno € a temperatura. De acordo com Bruggen & Scherm
(1997), a temperatura minima para que ocorra a infec¢do ¢ de 5°C e a 6tima, de
15°C; sob temperaturas superiores a 30°C a infeccdo ndo ocorre. Wu et al.
(2000), estudando fatores que afetam a sobrevivéncia dos esporangios de B.
lactucae, verificaram que a radiag@o solar € o principal fator.

Além dos esporangios, um esporo de parede espessa, chamado odsporo,
pode ser formado pelo mildio (B. lactucae). Apesar de esse fungo produzir
obsporo (reprodugdo sexuada), estrutura mais resistente as condigdes adversas
do meio ambiente, ndo ha relatos da formagdo desse esporo no Brasil. Assim, a
fonte de inoculo fica restrita a reproducao assexuada (zodsporo) (Vieira &

Barreto, 2006).



A infecgdo inicia quando os zodsporos de B. lactucae germinam e
entram em contato com a folha via penetracdo direta nas células da epiderme por
meio do apressorio (Figura 1). A penetragdo direta nas células da epiderme
ocorre trinta minutos apos a formagdo do apressorio, entretanto, pode ocorrer a
penetragdo via estomato, denominada penetragdo passiva (Padgett-Johnson &
Laemmlen, 2009). A colonizagdo por B. lactucae ocorre quando ha crescimento
intercelular das hifas do fungo e estas penetram em novas células das plantas de
alface, formando os haustorios, que utilizam os nutrientes destas células e
produzem estruturas reprodutivas, os esporangios ¢ esporangioforos. Os
esporangios formam esporangioforos que podem infectar diretamente a folha ou
tornarem-se encistados para posterior infecgdo (Lebeda et al., 2001; Padgett-
Johnson & Laemmlen, 2009).

O fungo B. lactucae € capaz de infectar a alface em qualquer estadio de
desenvolvimento da cultura, desde a fase de plantula até a planta adulta.
Bruggen & Scherm (1997) descreveram as lesdes de mildio como sendo de
coloragdo verde clara ou levemente clordticas, tornando-se amarelas ou
necroticas ap6és a esporulacdo do fungo na parte adaxial e abaxial das folhas
velhas. As lesdes sdo irregulares, de tamanhs que variam de 0,5 x 2,5cm a2 x 4
cm ¢ frequentemente delimitadas pelas nervuras, dando-lhes aspectos angulares.
Em condigdes ambientais Otimas, esporangioéforos e esporangios tornam-se
visiveis apds uma semana, principalmente na face inferior das folhas, os quais
emergem dos estomatos, onde sdo observados os sinais do fungo de aspecto
cotonoso (branco), resultado da colonizacao deste.

Apesar de o mildio ser mais problematico, atacando a parte externa das
folhas (afeta principalmente a fotossintese), a doenga pode ser tornar sistémica,
infectando internamente caule e colonizando até raizes. Lesdes velhas tornam-se
necréticas e os tecidos sdo invadidos por patégenos secundarios, como, por

exemplo, o fungo Botrytis cinérea Pers., o qual pode promover danos a cultura



no campo e, consequentemente, na comercializacdo desta hortalica folhosa

(Padgett-Johnson & Laemmlen, 2009).
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FIGURA 1 ClClO da doenca do mildio da alface, causado por Bremia lactucae
Regel (Padgett-Johnson & Laemmlen, 2009).

2.3 Identificacéo das racas de Bremia lactucae

Segundo Dalpian (2005), a grande dificuldade de trabalhar com
melhoramento de alface visando resisténcia ao patdogeno B. lactucae no Brasil
esta na falta de identificacdo das ragas desse fungo existentes nas grandes areas

de producido desta espécie olericola.



O grande numero de ragas que surgiram em areas fora da Europa
provocou muita confusdo quanto a identifica¢do destas. Devido a esse problema,
foram criadas parcerias entre Orgdos publicos e empresas privadas de
melhoramento de alface, principalmente da Franca ¢ da Holanda, sendo criado
um sistema de identificagdo dispondo de codigos, denominados Cdédigos
Sextet’s, em que cada raga possui um coédigo, evitando que uma mesma raca
receba denominacdes diferentes, nas regides produtoras de alface do mundo. A
denominagdo das racas de B. lactucae baseia- se em cultivares diferenciadoras
de alface, para formagao dos Cddigos Sextet’s (Tabela 1) (Ettekoven & Arend,
1999).

TABELA 1 Relagdo das cultivares diferenciadoras de alface, utilizadas para
identificagdo das ragas de B. lactucae pelo sistema de Codigo
Sextet’s (Ettekoven & Arend, 1999).

Numero do material Gene Dm Cultivar/Linhagem
- Cobham Green

1 Dml Lednick

2 Dm?2 UCDM 2

3 Dm3 Dandie

4 Dm4 R4T57D

5 Dm5/8 Valmaine

6 Dm6 Sabine

7 Dm7 LSE 57/15

8 Dm10 UCDM 10

9 Dmil Capitan

10 Dmil2 Hilde (II)

11 Dml3 Pennlake

12 Dml4 UCDM 14

....continua...
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TABELA 1, Cont.

13 Dml5 PIVIT 1309
14 Dmlé LSE/18
15 R* 17 LS 102
16 R18 Colorado
17 R36 Ninja

18 R37 Discovery
19 R38 Argeles

* Genes cuja herangca monogénica dominante e cuja posi¢do nos “clusters” do genoma
da Lactuca spp. foram determinados por trabalhos cientificos recebem,
temporariamente, a denominagéo R.

Os critérios utilizados na avaliagdo dos testes sdo os seguintes: >80% das
plantas esporulando, utiliza-se o simbolo positivo “+”; >80% de plantas com
pontos necréticos ¢ com muita esporulacdo, utiliza-se o simbolo positivo entre
parénteses “(+)”; <5% de plantas com esporulagdo, utiliza-se o simbolo negativo
“—” e plantas com poucos pontos necroticos e com pouca esporulagdo, utiliza-se
o simbolo negativo entre parénteses “(—)”.

As cultivares diferenciadoras sdo divididas em quatro grupos e sao
atribuidos valores de 1 a 32, conforme descrito a seguir:

e Grupos 1: Lednick (1); UCDM 2 (2); Dandie (4); R4TS7D (8);

Valmaine (16); Sabine (32);

e Grupo 2: LSE 57/15 (1); UCDM 10 (2); Capitan (4); Hilde II (8);

Pennlake(16) ; UCDM 14 (32);

e Grupo 3: PIVIT 1309 (1); LSE7/18 (2); LS102 (4); Colorado (8); Ninja

(16); Discovery (32);

e Grupos 4: Argeles (1).
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Diversas s@o as racas de B. lactucae que podem afetar a alface, sendo
necessaria a utilizagdo das cultivares diferenciadoras para identificar as
principais racas existentes nas areas de producdo no Brasil ¢ no mundo (Tabela
2). Nesse sentido, trabalho de grande importancia foi realizado por Dalpian
(2005). Por meio das 21 cultivares diferenciadoras e utilizando o sistema de
Cédigo Sextet’s, proposto por Ettekoven & Arend (1999), identificou-se a
principal raga SPBI-01 de Codigo Sextet 63/63/51/00, que ocorre na maioria das

grandes regides produtoras de alface do estado de Sao Paulo (Dalpian, 2005).

TABELA 2 Exemplo de formagao de Codigo Sextet’s para a identificacdo de
racas de B. lactucae (Arend et al., 2006).

Sextetcode
Table position 0 123456 789101112 131415161718 19
Sextet value 12481632 1248 1632 1 2 4 8 1632 1
Test result NL 12 + +4+ 4+ ++++++ ++ - - - - -
Value 1 81632 1248 1632 1 2 57-63-03-00
Test result BI: 20 +++4+++ ++H+H+H+ M) -+ -+
Value 12481632 12438 16 2 8 63-31-10-00

De acordo com Dalpian et al. (2004), comparando a raga SPBI:01, de
comportamento 63/63/51/00, com as ragas ja descritas na Tabela de Codigo
Sextet’s, nota-se que o comportamento que mais se assemelhou foi o de
63/31/51/00, ragca denominada BI-21, encontrada em todos paises da Europa,
diferindo do comportamento predominante nas regides produtoras de alface
paulistas (63/63/51/00) pela suscetibilidade conferida ao gene Dm-14 (Tabela 3).
Com a andlise do comportamento apresentado pela raga SPBI-1, nota se um
padrio de resisténcia para os genes Dm17; 18; 38, que confere resisténcia a esta
raca, considerada predominante no estado de Sdo Paulo e todos os
comportamentos encontrados nos cinturdes verdes de Sdo Paulo e Campinas,
indicando que estes genes podem ser utilizados como fonte de resisténcia em

programas de melhoramento da alface no Brasil. O gene Dm 18, presente na
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cultivar européia de folhas crespas e roxas ‘Colorado’, confere resisténcia a essa

raca ¢ todos os comportamentos avaliados e catalogados nas regides estudadas

(Dalpian et al., 2004).

TABELA 3 Comportamento do isolado SPBI-01, raga de maior ocorréncia nas
regidoes produtoras do cinturdo verde do estado de Sao Paulo
(Dalpian, 2005).

= 3 o
O § > ) v 9 o & o o >
250 £228%5 < 52§23 Q% ¢ 3 g
.955:01335550%%20»—58328 I 2
S8 0n 30U SIS TLT 60O RF=S50 20t o £ 2 2 Sextetcode 3
> 0(td 4520 @ > 4350 Iad>dD ad4d0z0 < A
DM 0 0 1 2 3 4 58 6 7 10 11 12 13 14 15 16 17 18 36 37 38
gene
Sextet 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
nr
Value 0 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 16 32 1
SPBI;01 + + + 4+ + + + + + 4+ + + + + + 4+ - - o+ + - EU-A BR
63/63/51/00
Bl;21 + + + + + + + + + + + + + - + + - - + 4+ - EU-A EU

63/31/51/00

Crute & Jhonson (1976) citam como alternativa para diminuir a pressao

de selegdo do patogeno B. lactucae a rotagdo de culturas e o plantio de cultivares

que incorporem resisténcia de diferentes fontes. Segundo os mesmos autores, na

falta de pressdo de selecdo, fatores de viruléncia da populagdo do patdgeno tende

a declinar rapidamente, assegurando que os fatores de resisténcia sejam sempre

eficientes.

2.4 Resisténcia genética a Bremia lactucae

Segundo Crute & Jhonson (1976), estudos de melhoramento para

resisténcia da alface ao mildio foi iniciado por Jagger (1940) e, desde entio,

continuado em paises como Estados Unidos, Israel e em outros paises da

Europa, que também se engajaram em trabalhos nesse amplo campo de pesquisa.
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O modelo de interagdo gene-a-gene ¢ o que pode explicar a resisténcia ¢ a
suscetibilidade de muitas cultivares de alface a diversos isolados deste patogeno.
Quatro categorias de mecanismos de resisténcia sdo conhecidas na interagao
entre Lactuca spp. € B. lactucae, Sdo eles ndo-hospedeiro, racas especificas,
ragas nao-especificas e resisténcia de campo (Lebeda & Sedlarova, 2003).
Resisténcia e suscetibilidade ndo s3o atributos absolutos do gendtipo do
hospedeiro, mas sim uma interacdo com o genoétipo especifico do patogeno
(Farrara et al., 1987).

A resisténcia ao mildio em alface é conferida pelos genes denominados
Dm, sendo normalmente expressa por uma reagdo de hipersensibilidade (Ingram
et al., 1976). Segundo Bennet et al. (1996), essa reagdo de hipersensibilidade ¢
provocada por um dano irreversivel na membrana da célula penetrada, havendo
diferencas entre esses danos, dependendo do gene Dm que confere a resisténcia.
Genes de resisténcia dominante (Dm) correspondem a dominancia de genes de
aviruléncia (Avr). A combinagdo de um gene Dm e de um gene Avr resulta em
uma interacdo incompativel, expressa como hipersensibilidade do hospedeiro.
Genes Dm em Lactuca sativa ocorrem em grupos no genoma € a segregacio
monogénica ¢ uma relagcdo consistente com outros genes simples ou multiplos.
Mais de 20 fatores-R ja foram postulados para explicar a especificidade de
cultivares a isolados de B. lactucae, no entanto, apenas nove Unicos genes
dominantes de resisténcia foram identificados (Johnson et al., 1977, 1978;
Norwood et al., 1981; Crute & Lebeda, 1981, 1983; Lebeda & Yuen, 1984;
Michelmore & Hulbert, 1985 citados por Farrara et al., 1987). Por essa razao,
um novo fator de resisténcia ¢ formalmente indicado como R, até que
demonstrem um gene simples Dm (Bonnier et al., 1994).

Segundo Michelmore et al. (1984), estudos de heranca de viruléncia
especifica em B. lactucae reafirmam uma relagdo de gene-a-gene e comprovam

a existéncia dos nove genes de resisténcia (Dm 1, Dm 2, Dm 3, Dm 4, Dm 5,
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Dm 6, Dm 7, Dm 10 e Dm 11). Em muitos casos, a viruléncia, para cada um dos
nove genes de resisténcia, segrega como um gene dominante simples,
independentemente dos outros fatores. Evidéncias mostraram que um gene
simples Dm ¢ de segregagdo monofatorial de resisténcia no hospedeiro e
aviruléncia no patégeno. Os genes Dm ocorrem em quatro grupos de gene:
grupo 1, sdo Dm 1; 2; 3; 6; 12; 14; 15 e 16; grupo 2, sdo Dm 5/8 e 10; grupo 3,
Dm 4; 7 e 11 e grupo 4, Dm 13. Na maioria dos casos, a aviruléncia de cada um
dos nove genes de resisténcia isolados de um Uunico gene dominante ¢
independente de todos os outros l6cus de aviruléncia (Norwood et al., 1983;
Michelmore et al., 1984; Norwood & Crute, 1984). Mas, aviruléncia a Dm 11
parece ser uma excecdo, sendo determinada por dois genes independentes. Isso
indica que Dm 11 pode realmente ser dois genes estreitamente ligados. No
entanto, recombinantes dentro do Dm 11 ainda tém de ser detectados em
posteriores estudos de heranca genética, nas espécies de Lactuca spp.,
portadoras desse carater (Farrara et al., 1987).

Mais de 200 hospedeiros e 30 genétipos de B. lactucae ja foram
relatados, o que torna o mildio da alface uma das doengas de plantas de melhor

caracterizacao genética (Farrara et al., 1987).

2.5 O melhoramento genético da alface

No melhoramento de plantas, o conhecimento da natureza do controle
genético de um carater ¢ de grande importancia para a condugdo eficiente de um
programa de melhoramento, orientando na escolha do melhor procedimento de
selecdo ¢ dos métodos de melhoramento mais eficientes na conducdo das
populagoes segregantes (Vencovsky & Barriga, 1992; Ramalho et al., 1993;
Cruz & Regazzi, 1994). Naalface, ¢ comum a utilizacdo de métodos de
melhoramento que envolvam a hibridagdo e a selegdo, principalmente o método

genealogico (Ryder, 1986; Vecchia et al., 1999).
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A alface tem inimeras caracteristicas que a tornam apropriada para
estudos genéticos, como, por exemplo, ciclo precoce, autocompatibilidade, baixa
taxa de polinizag¢do cruzada natural (5%) e niimero reduzido de cromossomos.
Além disso, é possivel a execugdo de elevado numero de polinizacGes
controladas em uma mesma planta, dessa forma, necessitando de pequenos
espagos para a conducdo das plantas, o que pode ser feito em vasos. Contudo, a
alface apresenta uma desvantagem para os geneticistas e melhoristas de plantas,
que ¢ a pequena quantidade de sementes produzidas em cada ciclo de
polinizacdo controlada (hibridacao).

De acordo com Michelmore & Eash (1986), a alface cultivada (L.
sativa), juntamente com as espécies L. serriola, L. saligna e L. virosa, constitui
um grupo basico comum de 2n=18 cromossomos, reprodutivamente isolado das
demais espécies, L. sativa e L. serriola, cruzam-se facilmente, originando
hibridos com pouca ou nenhuma esterilidade. Como a alface cultivada tem base
genética restrita, a compatibilidade no cruzamento com a espécie selvagem
acima mencionada abre perspectivas de obtencdo de grande numero de
segregantes desejaveis, particularmente aqueles com resisténcia as doencas
(Ryder, 1985).

Varios genes tém sido identificados em alface. Robison et al. (1982)
relataram a existéncia de 59 genes para espécie L. sativa, dos quais seis
condicionam a presenca de antocianina, dez de clorofila, onze de morfologia
foliar, quatro de formacdo de “cabeca”, sete de morfologia floral e caracteres de
sementes, sete de macho-esterilidade, um de sensibilidade a agentes quimicos e
treze de resisténcia as doengas. Sdo conhecidos também muitos casos de alelos
multiplos e genes ligados. Outros genes t€m sidos identificados em pesquisas
recentes: Ef (florescimento precoce) parcialmente dominante (Ryder, 1986),

genes Dm 11; 13; 14; 15 e 16, de resisténcia a B. lactucae (Farrara et al., 1987;
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Lebeda et al., 1994), genes de resisténcia ao virus do mosaico do alface (LMV)
(Stangarlin, 1995) e gene de resisténcia a nematdides (Gomes et al., 2000).

Nos Estados Unidos, as cultivares de cabega crespa tornaram-se
dominantes nas primeiras décadas do século XX, apos a execugdo de programas
de melhoramento que enfatizaram o tamanho e o peso da “cabeca”, além da
capacidade de suportar o transporte a longa distancia. Posteriormente, em 1941,
foram desenvolvidas as cultivares do tipo ‘Great Lakes’, que mostravam cor,
tamanho e peso de “cabec¢a” adequada, certa resisténcia ao pendoamento precoce
e as principais doencas da época. Atualmente, a popularidade da alface crespa
tem aumentado consideravelmente no Brasil e nos demais paises consumidores.

No inicio da década de 1970, no Brasil, o Instituto Agrondémico de
Campinas langou comercialmente a cultivar Brasil 48, com resisténcia ao
pendoamento precoce e ao lettuce mosaic virus (LMV), resultante do
cruzamento entre ‘Gallega’, de inverno’ ¢ ‘White Boston’. As cultivares White
Boston e Sem Rival foram utilizadas como recorrentes nos retrocruzamentos
(Nagai, 1989). Posteriormente, foram liberadas as cultivares Brasil-202; 203;
221 e Aurea, todas resistentes ao pendoamento precoce e a0 LMV. Dentro da
mesma linha de pesquisa, o Instituto de Genética da ESALQ-USP desenvolveu a
cultivar Vivi e, posteriormente, a série ‘Regina’, a qual se originou do
cruzamento da geragdo F; (“White Boston’x’Monstruese Ronde d’Eté’) com a
cultivar Brasil 48, fonte de resisténcia ao LMV (Nagai, 1989).

O advento das novas técnicas bioquimicas (eletroforese) e da biologia
molecular (restriction fragment length polymorphism, RELP; random amplified
polymorphic DNA, RAPD; polymerase chain reaction, PCR) tem proporcionado
grande progresso em estudos sobre a natureza do genoma em alface. Landry et
al. (1987) construiram um mapa genético de L. sativa com 53 marcadores
genéticos (41 locus RFLP, 5 genes de resisténcia ao patdégeno B. lactucae, 4

locus de isoenzimas e marcadores morfologicos). Hulbert & Michelmore (1988)
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realizaram analises genéticas de B. lactucae, usando RFLP, concluindo que a
alta frequéncia de poliformismo do DNA em isolados de ocorréncia natural e a
propria segregagdo mendeliana detectada dos locus indicam a possibilidade de
constru¢do de um mapa genético de B. lactucae usando RFLPs como
marcadores. Waugh & Powell (1992) discutem o potencial do uso de RAPDs
como marcadores, exemplificando com gene de resisténcia ao patéogeno B.
lactucae (Dm) em alface. Paran et al. (1991) identificaram marcadores de DNA,
RFLPs ¢ RAPDs ligados a genes de resisténcia ao mildio (B. lactucae) em
alface, utilizando linhagens quase isogénicas, concluindo que o rapido
“screening” e a identificacdo de marcadores estreitamente ligados a genes-alvo
demonstram o potencial dos marcadores RAPD para o preenchimento de mapas
genéticos.

A planta de alface ¢ dividida em dois estadios distintos. O primeiro ¢ o
estadio vegetativo, no qual a cultura da alface ¢ explorada comercialmente e o
segundo ¢ a fase reprodutiva, no qual ocorre o pendoamento da planta, com a
formagdo da inflorescéncia, composta por diversos botdes florais, tornando-o o
estadio mais importante para a hibridagdo (Ryder, 1986).

Na hibridagdo da planta de alface, a técnica mais utilizada foi
desenvolvida por Oliver (1910), citado por Ryder (1986), em que flores que
receberdo o poélen sdo emasculadas e lavadas com um jato fino d’agua na antese,
retirando-se qualquer vestigio de polen remanescente da emasculacdo, antes da
bifurcagdo do estigma floral, evitando a autofecundag@o. Em seguida, o pélen da
planta de alface doadora é colocado sobre as flores emasculadas da planta
receptora, realizando-se o cruzamento. Algumas caracteristicas fenotipicas,
como tipos de folha, coloracdo de sementes e antocianina, sdo utilizadas como
marcas na diferenciag@o entre plantas hibridas e as provindas de autofecundacao.
Isso porque a técnica de polinizacdo artificial ndo € cem por cento eficiente ¢ a

identificacdo e a incorporagdo de genes para macho esterilidade e para
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incompatibilidade em L. sativa sdo dificeis. Estes genes ajudariam na eficiéncia
das hibridac¢des em alface (Dalpian, 2005).

Diversas caracteristicas sdo visadas no melhoramento de alface,
principalmente caracteristicas relacionadas a resisténcia a doengas, como mildio,
mosaico, vira-cabega e¢ big-vein, além dos atributos comerciais ¢ aumento de
produtividade (Ryder, 1986).

Segundo Dalpian (2005), caracteristicas agronomicas também devem ser
o foco em programas de melhoramento de alface. Dentre elas, podem-se citar a
uniformidade das cultivares e a adaptabilidade dos materiais a diferentes
ambientes, bem como a determinados ambientes.

Nas condi¢des brasileiras, os principais objetivos do melhoramento da
alface devem ser programas relacionados a: resisténcia ao calor (pendomento
precoce), resisténcia a problemas fisiologicos (tip burn), resisténcia ao lettuce
mosaic virus (LMV), resisténcia a bacterioses, resisténcia a fungos (Bremia
lactucae, Sclerotina mino e Sclerotina sclerotium, Cercoporiose, Septoriose,

etc.) (Dalpian, 2005) e resisténcia a nematoides (Gomes et al., 2000).
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CAPITULO 2

REACAO DE RESISTENCIA AO MILDIO EM GENOTIPOS DE
ALFACE EM AMBIENTE CONTROLADO
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1 RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais importante na
alimentacdo do brasileiro, sendo consumida in natura na forma de salada. O
mildio é uma das mais importantes doengas fiingicas que ocorrem na cultura da
alface, especialmente nas condigdes de inverno e em regides de temperaturas
amenas. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a reacdo de resisténcia ao
mildio (Bremia lactucae) em dez genoétipos de alface. Foram utilizados como
genoétipos nove cultivares (‘Colorado’, ‘Raider Plus’, ‘Verénica’, ‘Rubete’,
‘Elisa’, ‘Salinas 88’, ‘Grand Rapids’, ‘Regina 71’ e ‘Horténcia’) e uma linhagem
(‘AFX-020A-06"). O ensaio foi conduzido em camara de germinagao tipo BOD,
sendo os genotipos semeados em caixas gerbox sobre papel mata-borrao
umedecido com agua destilada. Quinze dias apds a semeadura, foi feita a
inoculagdo, utilizando-se, como inoculo, esporangios lavados de tecidos
infectados da cultivar suscetivel Solaris, na concentragio de 5x10*
esporangios.mL"'. A avaliagio para resisténcia ao mildio foi realizada 15 dias
apos a inoculacdo, verificando-se a presenca ou ndo de sintoma e esporulagio
em cada plantula. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com
trés repeticdes. As plantulas das cultivares Colorado, Raider Plus e Rubete
apresentaram resisténcia a B. lactucae. A baixa porcentagem de plantulas sadias
verificadas nas cultivares Veronica, Elisa, Salinas 88, Grand Rapids, Regina 71,
Horténcia e da linhagem AFX-020A-06 evidencia a suscetibilidade desses
gendtipos ao patogeno B. lactucae.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., Bremia lactucae Regel, Camara de
germinagao.
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2 ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) is the most important leafy vegetable in the
Brazilian diet, and consumed fresh as salad. Downy mildew is one of the most
important fungal diseases that occur in lettuce, especially under winter
conditions and in regions with mild temperatures. This study aimed to evaluate
the resistance reaction to downy mildew (Bremia lactucae) in ten genotypes of
lettuce. Genotypes were used as nine cultivars (‘Colorado’, ‘Raider Plus’,
Veronica, ‘Rubete’, ‘Elisa’,” Salinas 88’, ‘Grand Rapids’, ‘Regina 71’ and
‘Horténcia’) and one line (‘AFX-020A-06’). The trial was conducted in a
germination chamber B.O.D., and the genotypes sown in seedling boxes on
blotting paper moistened with distilled water. Fifteen days after sowing the
inoculation was made, using as inoculum sporangia washed from infected
tissues of susceptible cultivar Solaris, at a concentration of 5x10*
.sporangium. Evaluation for resistance to downy mildew was recorded 15 days
after inoculation, verifying the presence or absence of symptoms and sporulation
of each seedling. The experimental design was completely randomized design
with three replications. Seedlings of Colorado, Raider Plus, Rubete cultivars and
showed resistance to B. lactucae. The low percentage of healthy seedlings found
in the cultivars Veronica, Elisa, Salinas 88, Grand Rapids, Regina 71, Horténcia
and the line AFX-020A-06 shows the susceptibility of these genotypes to the
pathogen B. lactucae.

Key words: Lactuca sativa L., Bremia lactucae Regel, Chamber of germination.
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3 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € a hortalica folhosa mais importante na
alimentacdo do brasileiro, sendo consumida in natura, na forma de salada. No
inverno, época de menor prego devido a maior oferta do produto, a ocorréncia de
doengas fungicas, como o mildio (B. lactucae), torna-se um problema grave, por
reduzir a produtividade e aumentar o custo de producéo.

O mildio é uma das mais importantes doencas fingicas da cultura da
alface, ocorrendo especialmente no inverno. Temperaturas amenas e elevada
umidade relativa sdo altamente favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno,
podendo comprometer seriamente a producdo (Pavan & Kurozawa, 1997).
Segundo Figueiredo (2001), a modificacdo ambiental devido & utilizagdo do
cultivo protegido tem contribuido para a maior ocorréncia do mildio da alface,
principalmente no estadio de plantula e na produgdo de mudas.

Mudas de alface produzidas em casa de vegetacdo podem ser atacadas
desde cedo pelo patogeno, causando mortalidade e grande atraso no
desenvolvimento das plantulas e, com isso, muitos prejuizos. Além disso,
consideram-se os altos custos de producdo provocados pelos altos pregos pagos
pelos defensivos agricolas utilizados no controle deste fitopatdgeno, sem
mencionar os danos que esses produtos quimicos podem causar ao meio
ambiente e aos seres vivos que entram em contato com essas moléculas toxicas.
Um exemplo sdo os fungicidas sistémicos do grupo das fenilamidas, registrados
para o controle do mildio na cultura da alface. Esses produtos podem causar
inducdo de resisténcia ao patdégeno B. lactucae, provocando selecdo de racas

insensiveis aos agrotoxicos deste grupo quimico (Crute & Harrison, 1988).
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Dessa forma, o mildio tem sido um patégeno importante em programas
de melhoramento, sendo controlado, principalmente, pelo uso de cultivares com
resisténcia monogénica (Koch & Blok, 1985), conferida pelos genes
denominados Dm gene, normalmente expressando reagdo de hipersensibilidade
(Ingram et al., 1976).

A identificagdo de cultivares resistentes a isolados de B. lactucae que
eventualmente possam ocorrer nas principais regides produtoras de alface, torna-
se de suma importancia para se proceder a escolha de genitores em programas de
melhoramento.

Assim, no presente trabalho, o objetivo foi avaliar a reagdo de
resisténcia ao mildio (B. lactucae) em dez gendtipos de alface, para o eventual
utilizacdo destas em programas de melhoramento, visando a obtencao de

linhagens de alface multirresistentes.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Setor de Olericultura,
no Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

Foram utilizados dez genoétipos de alface, sendo nove -cultivares
(Colorado, Raider Plus, Veronica, Rubete, Elisa, Salinas 88, Grand Rapids,
Regina 71 e Horténcia) e uma linhagem experimental ainda em desenvolvimento
no DAG/UFLA (AFX-020A-06). Para cada genotipo utilizou-se uma caixa
gerbox, na qual, sobre papel para germinagdo (mata-borrdo) umedecido com
agua destilada, foram semeadas 40 sementes. Todo o processo de semeadura
ocorreu sobre camara de fluxo laminar, para evitar possiveis contaminagdes.
Apos a semeadura, as caixas gerbox foram mantidas, por 15 dias, em BOD, com
fotoperiodo de 10 horas e temperatura constante de 20°C. No décimo quinto dia,
as plantulas foram inoculadas com esporangios de B. lactucae, na concentragao
de 5x10* esporangios.mL™".

Como fonte de inoculo, utilizou-se um isolado de B. lactucae, coletado
em casas de vegetagao de producdo de mudas de alface, do Setor de Olericultura
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O patogeno foi extraido de folhas
infectadas de alface da cultivar suscetivel Solaris. As coletas foram feitas pela
manha, periodo esse em que se observa a maior esporulacdo do patdégeno. O
preparo do inéculo foi feito de acordo com llott et al. (1987), citados por
Dalpian (2005), utilizando-se esporangios de tecidos infectados das folhas,
lavados em agua destilada. A contagem do numero de esporangios foi realizada
em microscopio Optico. Colocou-se em um hemacitdmetro 1pL da suspensdo de
esporangios previamente homogeneizada. Logo depois, ajustou-se a

~ 4 N 1 o .
concentracdo para 5x10” esporangios mL~. Com o auxilio de um borrifador, as
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plantulas com cotilédones completamente expandidos (15 dias apds a
semeadura) foram inoculadas por pulverizacdo. As plantulas dispostas dentro
das caixas gerbox foram levadas novamente para BOD. Apdés a inoculagdo, nas
primeiras 6 horas, as plantulas foram deixadas no escuro a temperatura de 13°C,
para germinacdo dos zodsporos. Apos esse periodo, o fotoperiodo foi ajustado
para 12 horas, com temperatura diurna ¢ noturna de 17°C constantes e umidade
relativa acima de 80%. As avaliacdes das plantulas para a resisténcia ao mildio
foram feitas quinze dias apds a inoculagdo, sendo cada plantula avaliada
individualmente, verificando-se a presenca ou nao de sintomas e esporulagdao. O
experimento foi conduzido em cdmara de germinagdo (B.O.D.).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com 10
tratamentos e trés repeticdes. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do
programa SISVAR® (Ferreira, 2000). Para analise dos dados, a variavel
resposta utilizada foi o nimero de plantas sadias, sendo as médias comparadas

pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observaram-se diferencas significativas quanto a reacdo de resisténcia
ao mildio entre os dez genotipos avaliados. A porcentagem de plantulas sadias
das cultivares Colorado, Raider Plus e Rubete foi superior a dos demais
genotipos, 0 que as caracterizou como resistentes ao mildio (Tabela 1). De
acordo com Dalpian (2005), genotipos de alface que apresentam acima de 85%
de plantas sem esporulacdo podem ser considerados resistentes a B. lactucae

(Anexo 1, Figura 1A).

TABELA 1 Porcentagem de plantulas sadias de dez genotipos de alface,
avaliados para resisténcia ao mildio.

% plantulas

Tipo Genotipos . Suscetivel  Resistente
sadias

Americana  Grand Rapids 4,6 ¢ +72

Americana Raider Plus 100,0 a !

Americana  Rubete 97,4 a -

Americana Salinas 88 215 b +

Crespa Colorado 100,0 a -

Crespa Horténcia 243 b +

Crespa Verdnica 243 b +

Lisa AFX-020A-06 0,0 ¢ +

Lisa Elisa 222 b +

Lisa Regina 71 23,7 b +

C.V.(%)= 20,36

Me¢édia geral: 43,84

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

' — Cultivar com mais de 85% de plantas sadias ¢ consideradas resistente.

2 + Cultivar com menos de 85% de plantas sadias é consideradas suscetivel.

Observou-se, ainda, que a porcentagem de plantulas sadias das cultivares
Veronica, Elisa, Salinas 88, Grand Rapids, Regina 71, Horténcia e da linhagem

AFX-020A-06 foi relativamente baixa (Tabela 1), evidenciando a
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suscetibilidade desses genotipos ao patogeno B. lactucae (Anexo 1, Figura 2A).
As plantulas ndo esporuladas presentes nos genétipos suscetiveis podem ser
consideradas escapes, em decorrancia do protocolo descrito por Ilott et al.
(1987), técnica padrio utilizada para inoculagdo e multiplicacdo de B. lactucae
em plantulas de alface. Em trabalho semelhante, Pissardi et al. (2006) avaliaram
21 cultivares de alface, de diferentes tipos de folhas, utilizando a mesma técnica
de inoculagdo para resisténcia a B. lactucae em isolados provenientes de campos
de produgdo de alface do estado de Sao Paulo, onde foi observado um escape de
até 15% nas cultivares consideradas suscetiveis.

Segundo Dalpian et al. (2004), Braz et al. (2007) e Pissardi et al. (2005),
o comportamento mais encontrado de B. lactucae, nas principais regioes
produtoras de alface do estado Sdo Paulo e em Santana da Vargem (cidade da
regido sul de Minas Gerais) ¢ o de Codigo Sextet’s 63/63/51/00, comportamento
esse considerado uma raga, para a qual se propos a denominagdo SPBI- 01.
Sendo assim, essa raga deve ser o foco dos programas de melhoramento visando
resisténcia ao mildio para o estado de Sdo Paulo e para Santana da Vargem, MG.
Os genes que conferem resisténcia a esse comportamento sdo Dm 17, 18 ¢ 38. A
cultivar de alface crespa Colorado (gene de resisténcia Dm 18) mostrou-se
resistente, no presente experimento, o que a coloca como material promissor a
ser utilizado para resisténcia a B. lactucae no Brasil, juntamente com as demais

cultivares resistentes testadas nesse estudo (‘Rubete’ e ‘Raider Plus’).
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6 CONCLUSOES

As cultivares Colorado, Raider Plus e Rubete sdo resistentes ao isolado
do patégeno B. lactucae, coletado na regido de Lavras, MG, agente etioldgico do

mildio da alface.
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CAPITULO 3

REACAO DE RESISTENCIA AO MILDIO E SELECAO EM
POPULAGCOES DE ALFACE DO TIPO AMERICANA
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1 RESUMO

O Brasil tem cerca de 30.000 hectares de area plantada com a cultura da
alface (Lactuca sativa L.). Entre os tipos de alface cultivados atualmente, tem-se
destacado a americana. O sul de Minas Gerais tem se sobressaido na producéo
de alface americana, tornando-se polo produtor desse tipo de hortalica. O mildio
da alface ocorre em todas as regides do mundo onde se cultiva a alface, sendo
esta considerada uma das doencas foliares mais severas dessa cultura. Neste
trabalho, procurou-se confirmar o modo de heranca da resisténcia ao mildio (B.
lactucae), isolado MGLA-01, a partir de cruzamentos entre materiais
contrastantes para este carater, no intuito de selecionar genétipos resistentes e
mais adaptados as condi¢des edafoclimaticas do sul de Minas Gerais.
Utilizaram-se, na hibridacdo, dois genitores contrastantes, a linhagem resistente
a B. lactucae AFL-008 e a cultivar suscetivel Salinas 88, ambas do tipo
americana O ensaio foi conduzido em camara de germinagao tipo BOD e em
casa de vegetagdo, sendo os testes de resisténcia realizados em caixas gerbox,
sobre papel mata-borrdo umedecido com agua destilada. Quinze dias apds a
semeadura foi feita a inoculagdo nos genitores paterno e materno, na geragdo F,
na populagdo F, e em testemunha resistente, utilizando-se como indculo os
esporangios lavados de tecidos infectados na concentragio de 1x10°
esporangios.mL"'. A avaliagio para resisténcia ao mildio foi realizada 15 dias
apos a inoculagdo, verificando-se a presenca ou ndo de sintoma e esporulagdo
em cada plantula. Foi feita uma analise de varidncia para testar os dados obtidos.
O delincamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com trés
repetigoes. Para analise dos dados, a variavel resposta utilizada foi o nimero de
plantas sadias. Para o estudo de heranca, foi realizado o teste de significancia
qui-quadrado (¥?) na populagdo F, . No controle genético da resisténcia a Bremia
lactucae Regel, agente etioldgico do mildio da alface, o gene apresenta interacdo
alélica de dominancia, com dominéncia do alelo que confere resisténcia.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., Bremia lactucae Regel, Melhoramento de
plantas.

40



2 ABSTRACT

The Brazil has an area planted with lettuce (Lactuca sativa L.) of
approximately 30,000 hectares. The types of lettuce grown now, has stood out
iceberg lettuce. South of Minas Gerais has been outstanding in the production of
lettuce, becoming a major producer of this type of vegetable. The lettuce downy
mildew occurs in all regions of the world where lettuce is grown, which is
considered one of the most severe foliar disease of lettuce. In this study we
sought to confirm the mode of inheritance of resistance to downy mildew (B.
lactucae) isolated "AMF-01, derived from crosses between contrasting materials
for this character, in order to select genotypes resistant and better adapted to soil
and climatic conditions South of Minas Gerais. It was used in the hybridization
two contrasting parents, the resistant strain B. lactucae AFL-008 and the
susceptible cultivar Salinas 88, both from American Type The trial was
conducted in a germination chamber type "B.0.D.", and in the greenhouse, and
resistance tests performed on gerbox paper kills Blot dampened with distilled
water. Fifteen days after inoculation were sown in the maternal and paternal
parents, the F,, F, and population control in tough, using as inoculums the
sporangia washed from infected tissues at a concentration of 1x10°
sporangium.mL™". Evaluation for resistance to downy mildew was recorded 15
days after inoculation, verifying the presence or absence of symptoms and
sporulation of each seedling. Was made an analysis of variance to test the
data. The experimental design was completely randomized design with three
replications. For data analysis, the response variable used was the number of
healthy plants. For the study of inheritance, we performed the significance test
Chi-square (y°) in the F, segregating population. In genetic control of resistance
to Bremia lactucae Regel, the causal agent of lettuce downy mildew, the gene
shows allelic interaction of dominance, with dominant allele conferring
resistance.

Key words: Lactuca sativa L., Bremia lactucae Regel, Plant breeding.
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3 INTRODUCAO

O Brasil apresenta area de cerca de 30.000 hectares plantada com a
cultura da alface (Lactuca sativa L.) e sua producdo anual gira em torno de 2
milhdes de toneladas (Yuri et al., 2002). Entre os tipos de alface cultivados
atualmente, tem-se destacado a alface americana. No ano de 2007, foram
comercializadas, no CEAGESP, aproximadamente 21.587 toneladas de alface e,
desse montante, 29,6% foram representadas pela alface americana (Agrianual,
2008). Esse destaque deve-se, principalmente, as caracteristicas apresentadas por
esse grupo.

A alface tipo americana se diferencia dos demais tipos de alface por
apresentar folhas externas de coloracdo verde-escura, folhas internas de
coloragdo amarela ou branca, imbricadas e crocantes, semelhantes a do repolho
(Yuri, 2000). A alface tipo americana apresenta também maior vida pos-
colheita, possibilitando o transporte a longas distancias sem grandes perdas de
qualidade (Decoteau et al., 1995).

O sul de Minas Gerais tem se sobressaido na producdao de alface
americana destinada as redes de “fast-foods”, tornando-se polo produtor desse
tipo de hortalica, com, cerca de 1.000 toneladas brutas produzidas por més
(Mota et al., 2003; Yuri et al., 2004).

Por se tratar de uma olericola de inverno, o seu cultivo em outras épocas
do ano, nas condicdes da regido, favorece o surgimento de alguns problemas,
tais como maior incidéncia de doencas e desequilibrios nutricionais,
principalmente se as condi¢des climaticas forem chuvosas e com elevadas
temperaturas. Até o momento, o maior desafio tem sido selecionar cultivares
produtivas ¢ com maior adaptagdo as condigdes de cultivo no Brasil e,

particularmente, do sul de Minas Gerais. Nessas condi¢des, problemas como
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incidéncia de nematoides das galhas, LMV ¢ mildio tém acarretado perdas
significativas nos campos de produgao de alface (Yuri et al., 2004).

A cultivar ‘Salinas 88’, amplamente cultivada no mundo, ¢ formada por
um gendtipo estavel, tendo alelos favoraveis para resisténcia a doengas de
grande importancia, como o lettuce mosaic virus (LMV), apresentando também
um nivel elevado de resisténcia ao tip burn (desordem fisioldgica), tornando-a, a
primeira de uma série de cultivares que incorporaram varios genes de resisténcia
a doengas ¢ insetos (Ryder, 1991).

A ‘Salinas 88’ tem suscetibilidade ao mildio (Bremia lactucae Regel),
com genes de resisténcia para o grupo I e suscetibilidade aos grupos II e III,
sendo esses dois ultimos grupos, os mais encontrados na América do Norte e nos
paises da Europa (Ryder, 1991).

Gomes et al. (2002); Maluf et al. (2003) e Carvalho Filho et al. (2008),
avaliando cultivares de alface quanto a resisténcia a nematoides das galhas,
verificaram que a cultivar Salinas 88, apresentou resisténcia a Meloidogyne
incognita ¢ a Meloidogyne javanica. Apesar de, no Brasil, esta cultivar nao
formar cabeca de qualidade, pode se tornar, no entanto, um material com
importantes fontes de resisténcia para serem utilizadas em programas de
melhoramento da alface.

A alface americana apresenta desenvolvimento ideal quando a
temperatura esta entre 15,5° ¢ 18,3°C (Yuri et al., 2004). Devido a sua exigéncia
por temperaturas amenas para producdo, no Brasil, as regides de clima frio sdo
as mais indicadas. Esta exigéncia por temperaturas mais baixas propicia a
infestacdo dos campos de alface americana pelo patégeno B. lactucae, causador
do mildio da alface.

Em relacdo ao mildio da alface, os sintomas clordticos e necroticos
causam redugdo da area fotossintética e da qualidade das plantas, que podem

causar danos significativos na colheita e na pos-colheita, pelo fato de atingir
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diretamente a folha (parte comercializada). Elevados niveis de infec¢do de B.
lactucae tornam a planta de alface impropria para comercializagdo (Bruggen &
Scherm, 1997).

O controle do mildio da alface ¢ feito, principalmente, por meio uso de
cultivares resistentes. Com um grande avango nas pesquisas de cultivares de
alfaces resistentes a este patogeno, o uso de defensivos agricolas especificos
para este fungo vem sendo gradativamente reduzido. Existem vérios relatos de
ragas do patoégeno B. lactucae resistentes aos fungicidas (grupo fenilamidas)
utilizados atualmente, podendo tornar o controle da doenca ineficiente e
causando, assim, grandes prejuizos econdmicos aos produtores de alface (Wicks
et al., 1994).

Neste trabalho, procurou-se confirmar o modo de heranca da resisténcia
ao mildio (B. lactucae), isolado MGLA-01, a partir de cruzamento entre
materiais contrastantes para este carater, no intuito de selecionar genotipos

resistentes, mais adaptados as condigdes edafoclimaticas do sul de Minas Gerais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Conducao do programa de melhoramento

O experimento foi conduzido no Departamento de Agricultura e no
Laboratorio de Nematologia, no Departamento de Fitopatologia, da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

Inicialmente foi feita a hibridagdo, sendo os cruzamentos feitos
manualmente, pela manha, antes da abertura do botdo floral, utilizando-se o
método de despolinizagdo por jato d’agua (Nagai, 1980). Sementes F,
provenientes desses cruzamentos foram semeadas para a obtengdo da geragdo F,

e a condugdo das populacdes segregantes.

4.2 Materiais genéticos utilizados

— Cultivar Salinas 88: alface do tipo americana; resistente aos nematoides
causadores das galhas (Meloidogyne spp.) (Gomes et al., 2002; Maluf et
al., 2003; Carvalho Filho et al., 2008), apresenta também resisténcia ao
lettuce mosaic virus (LMV) (Stangarlin, 1995; Oliveira, 2005) e
suscetibilidade ao patdgeno B. lactucae;

— Linhagem ‘ALF-008’: linhagem de alface do tipo americana. Material
originado de programas de melhoramento do professor Luiz Antonio
Augusto Gomes (DAG/UFLA). E resistente ao fungo B. lactucae,
agente etiologico do mildio da alface, suscetivel aos nematoides das

galhas (Meloidogyne spp.) e ao LMV,
4.3 Obtencdo, manutencdo e multiplicacdo dos esporangios de B. lactucae
Os esporos do patéogeno B. lactucae foram coletados, no inverno de

2008, em plantas de alface, no campo ¢ em estufas de produ¢ao de mudas de
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alface do Setor de Olericultura, no Departamento de Agricultura da UFLA, em
Lavras, MG. As folhas que apresentavam sintomas da doenga com esporulagao
visivel foram colocadas em sacos plasticos, devidamente identificados e levados
ao laboratorio do Departamento de Fitopatologia da mesma universidade. O
isolado obtido foi inoculado em plantulas da cultivar americana suscetivel
Salinas 88 e da cultivar de folhas lisas suscetivel Regina 71, semeadas em caixas
gerbox sobre papel de germinacdo (mata-borrdo). A inoculacdo dos esporangios
de B. lactucae foi feita de acordo com a técnica de Ilott et al. (1987), utilizando-
se esporangios lavados de tecidos infestados do hospedeiro e agitados em agua
destilada. Os esporangios foram suspensos em agua destilada, na concentracdo
de 1x 10° esporingios/mL e pulverizado nas plantulas até o ponto de
escorrimento. Apos a inoculagdo, as plantulas foram recolocadas em cimaras de
germinagdo tipo BOD (ANEXO 1, Figura 1B), a temperatura de 13°C e umidade
relativa (UR) acima de 80%. Nas seis primeiras horas, as plantulas foram
deixadas em camara escura e, apds este tempo, o fotoperiodo foi reajustado para
12 horas. Esse procedimento foi realizado para manutencdo e propagacdo do
patogeno B. lactucae, para a posterior utilizagdo deste indculo nas avaliagdes de
gendtipos de alface. A coleta dos esporangios foi feita com o dobro de dias de
periodo latente do fungo, que normalmente é de 7 dias, portanto, os esporangios
foram coletados aos 14 dias ap6s a inoculagdo. Devido ao fato de o fungo B.
lactucae ser um organismo biotréfico obrigatorio, ou seja, s6 é possivel sua
sobrevivéncia em hospedeiro vivo, o ciclo de manutencdo e propagacdo descrito
foi realizado inimeras vezes, para a multiplicagdo dos esporangios, até¢ a
obtencdo da concentragdo necessaria para a realizacao dos testes de resisténcia.
Foi criado um banco de esporos no Laboratério de Fitopatologia, para garantir o
armazenamento de amostras do isolado coletado em Lavras, MG, denominado,
para fins de pesquisa, MGLA-01. Estas amostras foram seladas em caixas de

cultura e armazenadas, a -20°C (Michelmore et al., 1984). Periodicamente, os
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esporangios armazenados do isolado MGLA-01 de B. lactucae foram inoculadas
em plantulas de alface de cultivares suscetiveis, para a avaliagdo e a manutencao
da viabilidade dos esporos, podendo-se, assim também, ser monitorada a

capacidade infectiva dos esporos apds a crioarmazenagem.

4.4 Obtencéo da geracéo F; (“ALF-008’x ‘Salinas 88’)

A geracdo F, foi obtida a partir do cruzamento entre a linhagem
americana ALF-008, a qual possui o gene Dm de resisténcia ao mildio, ¢ a
cultivar americana Salinas 88. Foram semeadas 64 sementes de cada genitor, em
caixas plasticas, seguindo-se um esquema em que, durante quatro semanas,
ambos o0s materiais foram semeados. Com este esquema, buscou-se maior
coincidéncia de florescimento entre as plantas dos dois genitores. Apos a
germinacdo, as plantulas foram repicadas para bandejas de isopor de 128 células,
com substrato comercial. Ap6s um periodo de 21 dias, 5 mudas de cada cultivar
foram transplantadas para vasos de 10 L, contendo substrato a base de terra de
subsolo, areia, hiimus ¢ adubo quimico. Os vasos foram colocados ¢ mantidos
em estufa. No florescimento foram feitos os cruzamentos entre as duas
cultivares, utilizando-se a linhagem ALF-008 como genitor masculino. Os
botdes florais da cultivar Salinas 88, ao sofrerem a antese, foram emasculados,
de acordo com a técnica de despolinizagdo por jato d’agua, que consiste em
utilizar uma lamina afiada e cortar o ter¢o superior de cada botdo antes do nascer
do sol, retirando-se, assim, as anteras das flores da planta receptora. Em seguida,
aguardou-se o desenvolvimento do estigma até a sua exposicdo. Nesse momento
foi possivel, com um jato de 4gua esguichada por meio de uma pisceta, eliminar
os graos de polen que eventualmente estivessem impregnados no estigma floral.
A partir dai, aguardou-se mais algum tempo, até o completo desenvolvimento do
estigma, que se torna bifido e totalmente receptivo, procedendo-se, entdo, a

polinizagdo cruzada. Flores completamente abertas coletadas na linhagem
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doadora de poélen foram, entdo, esfregadas em cada botdo floral emasculado da
planta receptora. Cada botdo floral polinizado foi identificado. Apods o
desenvolvimento ¢ o amadurecimento das sementes na cultivar materna Salinas
88, foram colhidas aquelas cujas flores estavam identificadas. Estas sementes
foram identificadas como F; (‘ALF-008" x ‘Salinas 88’), sendo limpas,

embaladas em saco de papel, identificadas e armazenadas em camara fria.

4.5 Obtencéo da populacéo F,

As sementes F; (‘ALF-008" x ‘Salinas 88’) foram semeadas em caixas
plasticas (em torno de 50 sementes). Apos a germinagdo, foram repicadas para
bandejas de isopor de 128 células contendo substrato comercial. Apds um
periodo de aproximadamente 21 dias, 3 mudas foram transplantadas para vasos
de 10 L, contendo substrato a base de terra de subsolo, areia, himus e adubo
quimico. Os vasos foram colocados em casa de vegetacdo e as plantas,
conduzidas de acordo com as praticas culturais vigentes para essa espécie até a
formagdo e o amadurecimento das sementes. As sementes F, obtidas da

autofecundacdo foram colhidas por ocasido do amadurecimento completo.

4.6 Avaliacdo dos parentais, da geracéo F; e da populagao F,

Foram semeadas 1.200 sementes F, (‘ALF-008’ x ‘Salinas 88”), 120
sementes do parental materno suscetivel (‘Salinas 88’), 120 sementes do
parental masculino resistente (‘ALF-008), 80 sementes da geracdo F; (‘ALF-
008°x “Salinas 88”) e 80 sementes da cultivar ‘Colorado’ (testemunha resistente,
portadora do gene Dm 18), em caixas de plastico transparente tipo ‘gerbox’ (11
X 11 X 2 cm), sobre papel de germinagdo (mata-borrdo) umedecido com agua
destilada. Todo esse processo foi realizado sob camara de fluxo laminar, para
evitar contaminag¢do por agentes externos, ¢ estas caixas gerbox contendo as

sementes foram colocadas em cimaras de germinagao tipo BOD, a temperatura
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constante de 20°C e fotoperiodo de 10 horas. Quinze dias apds a semeadura, foi
feita a inoculacdo das plantulas de alface, estas com os cotilédone
completamente expandido, utilizando esporangios do mildio (B. lactucae), de
acordo com a técnica descrita por Ilott et al. (1987), citada anteriormente. Para a
contagem do numero de esporangios realizada em microscopio Optico, foi
colocado em um hemacitometro (camara de Neubauer) 1puL da suspensdo de
esporangios previamente homogeneizada. Logo apos, ajustou-se a concentragao
para 1x10° esporangios/mL. As avaliagdes para resisténcia ao mildio foram
feitas quinze dias apo6s a inoculagdo, sendo cada plantula avaliada
individualmente, verificando-se a presenga ou ndo de sintomas e esporulagdo.
Para o estudo de heranga, foi realizado o teste de significancia qui-quadrado (x°)
na populagdo F,, em que se testou a Hipotese HO formulada, segundo a qual a
“segregacdo génica desse carater ¢ de 3:1, ou seja, a acdo gé€nica é dominante”.
A expressio para o teste de significAncia qui-quadrado (¥?) foi (Ramalho et al.,

2000):

7' =2 [(FO-FE) /FE]
onde:
FO: frequéncia observada na populagdo segregante;

FE: frequéncia esperada na populacao segregante.

Foi feita uma andlise de varidncia para testar os dados obtidos. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com trés
repetigdes. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa
SISVAR® (Ferreira, 2000). Para analise dos dados, a variavel resposta utilizada
foi o niimero de plantas sadias, sendo as médias comparadas pelo teste Scott-

Knott, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia evidenciou diferengas significativas (P<0,05)
quanto a reacdo de resisténcia ao mildio (B. lactucae) entre as geragdes

estudadas (Tabela 1).

TABELA 1 Resumo da analise de varidncia, referente a caracteristica de
resisténcia ao patdogeno Bremia lactucae Regel, em plantulas de
‘Colorado’, ‘Salinas 88’, ‘ALF-008’, progénies F; e populagdo F,.

QM
F.v G.L Plantulas sadias
Tratamentos 4 5625,493227 *
Residuo 10 0,468347
Total 14
CV(%) 0,91
Me¢dia geral 74, 82

* Significativos, a 5% probabilidade, pelo teste F.

Observa-se, pelos dados da Tabela 1, que o coeficiente de variagdo
experimental (CV) na analise de varidncia foi baixo, apresentando assim, um
erro estimado pequeno, comprovando a eficiéncia dos métodos utilizados neste
estudo. A eficiéncia da procura por linhagens resistentes a patdogenos em um
programa de melhoramento de plantas depende da precisdo com que as
avaliagdes sdo realizadas, essa precisdo experimental pode ser avaliada por
alguns procedimentos especificos e um dos mais utilizado é a estimativa do
coeficiente de variagdo experimental (Ramalho et al., 2000).

A porcentagem das médias de plantulas sadias da cultivar ‘Colorado’
(testemunha resistente, de gene Dmli§8), da linhagem ‘ALF-008" (genitor

masculino resistente) e da geragdo F; (‘“ALF-008" x ‘Salinas 88) foi superior a
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dos demais genotipos, conforme o teste de médias de Scott-Knott — 5% (Tabela
2), atingindo um total de 100% de plantulas desprovidas de sintomas e
esporulagdo (plantulas sadias) demonstrando a resisténcia destes materiais ao
mildio. Para a cultivar ‘Salinas 88’ (genitor feminino suscetivel) observou-se
que ndo houve plantulas sadias, evidenciando a alta suscetibilidade desse

genotipo ao mildio.

TABELA 2 Médias de plantulas sadias (%), dos genitores, das progénies ¢ da
testemunha, em genétipos de alface avaliados para resisténcia ao
isolado MGLA-01 do fungo Bremia lactucae Regel.

Familias Genotipos % plantulas sadias
P1 ‘Salinas 88’ 0,0 c
P2 ‘ALF-008’ 100,0 a
F1 ‘ALF-008’x ‘Salinas 88’ 100,0 a
F2 ‘ALF-008’x ‘Salinas 88’ 74,09 b
Testemunha Colorado (Gene Dm 18) 100,0 a

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

E interessante salientar que geragio F, manteve uma porcentagem média
de 74,09% de plantulas sadias, evidenciando a ocorréncia de segregagdo e
confirmando o sucesso dos cruzamentos entre o genitor resistente e suscetivel. O
desvio amostral de menos de 1%, foi devido ao acaso, sendo assim nio
significativo, ou seja, o residuo ¢, na realidade, a causa do desvio observado.
Dalpian (2005), em um experimento de melhoramento de alface para resisténcia
ao patogeno B. lactucae, utilizando como genitores as cultivares de alface crespa
Colorado (resistente) e Horténcia (suscetivel), obteve resultados positivos na
selecdo de familias homozigoéticas resistentes para esse carater.

Observa-se, pelos dados da Tabela 3, que os genitores utilizados ‘Salinas
88’ ¢ ‘ALF-008’ confirmaram sua reacdo de resisténcia ou suscetibilidade obtida

em avaliagOes prévias. A linhagem testemunha ‘Colorado’, portadora do gene
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Dm 18 também confirmou sua reacdo de resisténcia, em todos os experimentos
avaliados, semelhantes a resultados obtidos por Dalpian, (2005).

A obtengdo de 100% de plantas sadias na geragdo Fi1 (‘ALF-008" x
‘Salinas 88’) e de 74,09% de plantas sadias na geragdo F2 (“ALF-008’ x ‘Salinas
88’) indica a possibilidade de o controle genético ser devido a um Unico gene
com efeito de dominadncia completa, conforme a propor¢ao de plantas resistentes
e suscetiveis esperadas para esta geracao (propor¢ao de 3:1). Ao se fazer o teste
de chi-quadrado (y* ) verifica-se que de fato, os valores esperados se ajustam aos
valores obtidos, considerando a hipotese de heranga monogénica e controle de
domindncia completa (Tabela 3). O modelo utilizado nas estimativas dos
componentes de variancia foi suficiente para explicar toda a variagdo observada.
As estimativas do teste de significancia com 1 GI (y°calc= 0,277) situaram-se
entre os niveis de 60 e 70% de probabilidade de que os desvios ocorridos sejam

devidos ao acaso, nao sendo significativos (Anexo B, Tabela 1B).

TABELA 3 Segregacdo para reacdo ao patogeno Bremia lactucae Regel, em
progénies F, e a reacdo de resisténcia nos genitores, geragao F; e na
testemunha resistente.

% Plantulas  Plantulas
Familias plantulas  suscetiveis resistentes X1 P
resistentes (+) ()
P, (“Salinas 88°) 0,0 104 0
P, (‘ALF-008") 100,0 0 117
F(*‘ALF-008’ x “Salinas 88°) 100,0 0 79
F, (‘ALF-008’ x ‘Salinas 88°) 74,1 204 808 0,277 _%’67
Colorado (Testemunha) 100,00 0 77

*Teste qui-quadrado, a 5% de probabilidade.

Esses resultados indicam que a heranca da resisténcia ¢ controlada por

um loco com dois alelos e presenca de dominancia do alelo que confere
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resisténcia sobre o alelo que confere suscetibilidade. Esse resultado de
segregagdo ¢ coerente com os obtidos com relagdo as estimativas dos
componentes de variancia, que evidenciaram a presenca de domindncia na
manifestacdo do carater.

Resultados de segregacdo semelhantes a esses foram encontrados por
Dalpian (2005), utilizando a raga SPBI-01 de B. lactucae, sendo esse o
comportamento predominante no estudo de racas desse fungo realizado no
Brasil, o qual ¢ descrito pelo sistema de Cddigo Sextet’s, proposto por Van
Ettekoven & Van Der Arend (1999). Os resultados de controle genético
encontrados neste trabalho corroboram resultados obtidos por Zink (1973), Crute
& Johnson (1976), Johnson et al. (1977, 1978), Norwood & Crute (1980),
Michelmore & Ingram (1980, 1982) e Crute & Lebeda (1981, 1983). Estes
autores utilizaram outras ragas desse fungo, em trabalhos envolvendo diferentes
linhagens de alface em diferentes partes do mundo. Contudo, em linhagens
americanas, que sdo semelhantes as utilizadas no presente trabalho, autores
como Norwood et al. (1983), Michelmore et al. (1983, 1984) ¢ Norwood &
Crute (1984) evidenciaram também a existéncia de controle poligénico para a
resisténcia a esse fungo. Dalpian (2005) constatou que no controle genético da
alface para os comportamentos de B. lactucae encontrados nos campos de
produgdo de alface no Brasil estdo envolvidos diferentes genes Dm, com o alelo
dominante sendo o responsavel pela resisténcia, para todos os comportamentos
estudados.

Segundo Crute ¢ & Lebeda (1981) a resisténcia do gene Dm ¢ controlada
por um unico alelo dominante que ¢ acompanhado por genes de aviruléncia no
género Bremia, em uma relacdo de interacdo gene-a-gene, ou seja, para a
especificidade de ragas, essas interagdes gene-a-gene ja foram demonstradas em
uma ampla variedade de doengas taxondmicas . As relagoes de interagdo gene-a-

gene resultam numa interagdo incompativel entre o patdogeno e a planta,
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associado com uma resposta de hipersensibilidade do hospedeiro (Crute &
Johnson, 1976). A compatibilidade e a incompatibilidade de doengas de plantas,
no entanto, sdo consequéncia de complexas interagdes entre o hospedeiro e o
parasita; pouco se sabe sobre as bases genéticas ou moleculares dessas
interacdes e a identificagdo molecular de um gene de resisténcia é problematico
(Crute & Lebeda, 1981). Dentre diversos os motivos para a dificil identificagao
molecular de genes de resisténcia, estdo os problemas relacionados a restri¢ao de
laboratorios especializados e pelas técnicas e metodologias disponiveis ainda
estarem em fase de desenvolvimento e aperfeicoamento (Jeuken et al., 2008).

A utilizagdo da linhagem ‘ALF-008’ em programas de melhoramento de
alface voltados para as condi¢des brasileiras pode ser viavel, em vista da
resisténcia a raca MGLA-01, coletada em Lavras, no sul de Minas Gerais,
apresentar-se de forma semelhante a cultivar Colorado (gene Dm 18),

demonstrando também ser um Unico gene com efeito de dominancia completa.
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6 CONCLUSOES

No controle genético da resisténcia a Bremia lactucae Regel, agente
etioldgico do mildio da alface, o gene apresenta interagdo alélica de dominancia.

No controle da resisténcia estdo presentes um ou poucos genes
estreitamente ligados, com domindncia completa do alelo que confere
resisténcia.

As plantas da populagdo F, selecionadas sdo resistentes ao fungo Bremia
lactucae, isolado denominado MGLA-01 e podem ser avangadas no processo de
selecdo para esse carater. As sementes de cada familia F,; a serem colhidas
poderdo ser utilizadas na selecdo para a obtencdo de linhagens de alface

americana resistentes ao mildio.
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FIGURA 1A Auséncia de sintomas e esporulagdo nas plantulas da cultivar
resistente Colorado, inoculadas com mildio.

f .

FIGURA 2A Clordse, necrose e esporulagﬁo em plﬁntul;ls dél cultivar suscetivel
Salinas 88, inoculadas com mildio.
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FIGURA 1B Cémara de germinagdo tipo BOD, com controladores de
temperatura, fotoperiodo e umidade.

TABELA 1B Frequéncia observada, esperada e desvio de cada fendtipo na
geracdo F,, relativos ao estudo de heranca da resisténcia ao
patogeno Bremia lactucae em plantulas de alface.

Fenotipo F, FO FE Desvio Desvio® 2* = Desvio’/FE
Resistente 804 811,5 -7,5 56,25 0,069
Suscetivel 278 270,5 7,5 56,25 0,208

* Teste qui-quadrado, a 5% de probabilidade. ;(anlc= 0,277, ;(2 tab 5= 3,84

#* HIPOTESE HO: a segregacdo ¢ de 3:1, ou seja, a agio génica é dominante.

Com 1 Gl, o valor de ){2 calculado de 0,277, situa-se entre os niveis de 60 e 70% de probabilidade
de que os desvios seja derivados ao acaso. Indicando que a heranga da resisténcia ¢ controlada por
um loco com dois alelos e presenga de dominancia do alelo que confere resisténcia sobre o alelo
que confere suscetibilidade. Os desvios sdo ndo significativos, aceita-se a hipotese HO formulada,
o erro amostral é, na realidade, a causa dos desvios observados.
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