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RESUMO

A alface € uma hortalica de grande importdncia no Brasil, entretanto é muito
suscetivel ao ataque de inUmeras doencas, com destaque para o mildio. Uma das
formas mais eficazes de controle dessa doenca € através do uso de cultivares
resistentes. Tal resisténcia pode ser classificada de acordo com sua efetividade
contra racas do patdogeno em resisténcia vertical e horizontal. Diante do exposto, o
presente trabalho teve por objetivo, avaliar as resisténcias vertical e horizontal de
progénies Fss de alface biofortificada as racas 1, 2 e 3 de Bremia lactucae. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Andlise de Sementes e Recursos
Genéticos (LAGEN) da UFU, Campus Monte Carmelo, durante 2017 e 2018, no
delineamento estatistico inteiramente casualizado, em parcelas subdivididas no
tempo, onde nas parcelas utilizou-se os genétipos de alface (Solaris, Crespa 75#2,
Crespa 189#2, Crespa 206#1, Lisa 66#3, Lisa 66#7, Lisa 215#3, Lisa 215#6, Lisa
215#10, Lisa 215#12, Lisa 215#13, Lisa 215# 14) e nas subparcelas utilizou-se o
tempo (do 7°ao 18° dia apds a inoculagcédo). Para cada raca fez-se um experimento
separado, com trés repeticoes. Para selecionar genétipos resistentes procedeu-se a
inoculacdo, com mistura de agua destilada, esporangios retirados de tecidos
infectados do hospedeiro e Tween 20. O monitoramento foi diario e quando houve o
aparecimento da primeira esporulagcdo nas folhas cotiledonares da cultivar
suscetivel, os gendtipos foram avaliados, verificando-se a proporcao de plantas
necrosadas e esporuladas. Ao longo de 12 dias apds o0 aparecimento da primeira
esporulagcdo na cultivar suscetivel, contabilizando-se a proporcdo de plantas
esporuladas e necrosadas. Os dados foram submetidos aos testes de F, andlise de
variancia, Shapiro Wilk, e teste de Bartlett e Levene, sendo que todos foram
realizados utilizando-se o software R: Core Team (2016), em nivel de 5% de
significancia. No teste de resisténcia ou suscetibilidade vertical, verificou-se que
dentre os 11 gendtipos avaliados, todos ndo apresentaram resisténcia as ragas 1, 2
e 3 de B. lactucae. No teste de resisténcia horizontal, verificou-se que houve
interacdo entre gendtipos e tempos para todas as ragas avaliadas, segundo as
variaveis analisadas. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que grande parte
dos gendtipos que apresentaram resisténcia vertical teve essa resisténcia
suplantada ao longo dos dias. Os genétipos 189#2, 215#3 e 215#14, apresentam
niveis de resisténcia horizontal para todas as racas de Bremia lactucae avaliadas. Ja
0s genotipos 206#1 e 66#7 apresentaram niveis de resisténcia horizontal apenas
para as ragas 1 e 2, respectivamente . E o genoétipo 215#10 apresentou niveis de
resisténcia horizontal apenas para as racas 2 e 3 de Bremia lactucae.

Palavras-chave: Lactuca sativa (L.). Bremia lactucae. Resisténcia duradoura.
Flavonoides.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas folhosas mais consumidas
no mundo, movimentando anualmente, em média, oito bilhdes de reais apenas no
varejo, com producao de mais de 1,5 milhdes de toneladas ao ano (ABCSEM, 2015).
De forma majoritaria o cultivo ocorre por produtores familiares podendo gerar cinco
empregos diretos por hectare (SALA et al., 2008).

Constitui um grupo de hortalicas de grande interesse, devido a sua
importancia alimentar e valor nutracéutico, apresentando elevados teores de
vitaminas e sais minerais, e baixo teor calérico (OSHE et al., 2001).

Apesar do alto valor nutritivo, as cultivares atuais apresentam baixo teor de
carotenoides, precursor da vitamina A. De acordo com Uenojo et al. (2007), os
carotenoides desempenham alguns papéis fundamentais na saude humana, sendo
essenciais para a visdo. Porém, mais recentemente, outros efeitos benéficos dos
carotenoides estao sendo elucidados, como prevencao de canceres e de doencgas
do coracao, estimulando dessa forma, intensas investigacdes sobre o papel desses
compostos como antioxidantes e reguladores de resposta do sistema imune.

Dessa forma, qualquer estratégia que vise potencializar a biofortificacdo pode
resultar em varios beneficios a saude. Um destes elementos seriam os carotenoides.
Ha relatos que o controle genético dos carotenoides em alface possui alta
herdabilidade (84%) e, portanto pode ser potencializado via melhoramento genético
classico (CASSETARI et al., 2015).

Apesar de programas de melhoramento genético de hortalicas terem evoluido
no Brasil, sdo poucas as pesquisas que aliam biofortificacdo da alface com
resisténcia as doencgas.

Dentre as doencas que ocorrem na alface, o mildio, causado pelo
fitopatogeno Bremia lactucae, é considerado uma das doengas fungicas mais
importantes da cultura, principalmente quando o cultivo € realizado no inverno,
coincidindo com baixas temperaturas e alta umidade foliar. A doenca fungica
conhecida por mildio, na realidade € causada por um cromista pertencente a familia
Peronosporaceae, sendo este um parasita obrigatério, ou seja, que necessita das

plantas vivas para formarem novas estruturas vegetativas e reprodutivas, e que



caracterizam-se por apresentarem alta agressividade, alta especificidade e elevado
grau de parasitismo (AMORIM et al., 2011).

Os sintomas da doenca se manifestam nas folhas como areas cloréticas, de
tamanho variavel, que evoluem para pontos necréticos, de cor parda. Na face
abaxial das folhas, observa-se a presencga de esporulacao de cor branca, constituido
de esporangio6foros e esporangios (KIMATI et al., 2005).

Dentre as formas de controle existentes, ttm-se o uso de fungicidas e de
cultivares resistentes. Apesar do uso de fungicidas ser um método de controle
eficiente, eleva os custos de producao e coloca em risco a saude dos trabalhadores
e do ambiente. Assim sendo, o uso de cultivares resistentes é a alternativa mais
viavel, por ser o unico método de controle economicamente sustentavel e eficaz
(BEHARAV et al., 2006).

De acordo com Castoldi et al. (2014), ha possibilidade de obtencado de
genotipos de alface com resisténcia ao mildio. Entretanto, na sele¢cdo de alface
resistente a mildio, acredita-se que se tém dado énfase a resisténcia vertical ou
especifica, a qual é do tipo monogénica e, portanto, de curta duracéo, pois 0s
patdbgenos tém capacidade de suplanta-la, quando aparecem ou sao introduzidas
novas ragas para as quais as cultivares nao tem resisténcia (BESPALHOK et al.,
2007). A resisténcia vertical, por ser efetiva apenas contra algumas racas do
patdgeno, age no sentido de reduzir a quantidade de in6culo inicial, fazendo com
que o inicio da epidemia seja atrasado (KIMATI et al., 2005). Assim sendo, a
utilizagéo dessas cultivares por um periodo longo no campo tem sido limitada.

Em contrapartida, a resisténcia horizontal ou nao-especifica caracteriza-se
por ser poligénica e mais duravel, pois se mantém, mesmo com o aparecimento de
novas ragas do patégeno (BESPALHOK et al., 2007), resultando em redugdo na
taxa de desenvolvimento da doencga, sem afetar significativamente o indculo inicial.
(KIMATI et al., 2005).

Dessa forma, uma das estratégias para aumentar a durabilidade da
resisténcia de cultivares de alface a Bremia lactucae seria, portanto, combinar
resisténcia vertical e horizontal. Porém, ainda ndo existem trabalhos avaliando tais
resisténcias a mildio em alface.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo, avaliar a resisténcia
vertical e horizontal de progénies Fss de alface biofortificada as racas 1, 2 e 3 de

Bremia lactucae.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacao do experimento

O experimento foi conduzido no LAGEN (Laboraté6rio de Andlise de Sementes
e Recursos Genéticos) localizado nas dependéncias da Universidade Federal de
Uberlandia, campus Monte Carmelo entre 2017 e 2018.

2.2 Genétipos utilizados

Para o teste de resisténcia vertical e horizontal, utilizou-se a cultivar comercial
Solaris como testemunha, por ser suscetivel as ragas 1, 2, e 3 de B. lactucae
(CASTOLDI et al., 2012) e onze progénies de alface Fs¢ (Crespa 75#2, Crespa
189#2, Crespa 206#1, Lisa 66#3, Lisa 66#7, Lisa 215#3, Lisa 215#6, Lisa 215#10,
Lisa 215#12, Lisa 215#13, Lisa 215# 14), das quais, oito sdo do tipo mini alface lisa
e trés sao do tipo crespa.

As progénies Fsg utilizadas s@o provenientes do cruzamento entre a cultivar
Uberlandia 10.000 x cv. Belissima (Tecnoseed), sendo que tal germoplasma ja se

encontra previamente selecionado para niveis elevados de carotenoides nas folhas.

2.3 Obtencao e multiplicacao das racas de Bremia lactucae

Utilizaram-se trés racgas de B. lactucae (1, 2 e 3), as quais foram cedidas pela
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal
(UNESP — FCAV), sendo estas oriundas de coletas nos principais campos de
producao de alface do Estado de Sao Paulo.
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A multiplicagdo dos inéculos de B. lactucae, racas 1, 2, e 3, foi realizada na
cultivar suscetivel Solaris, até obtencdo de quantidade suficiente de inéculo para a
execucao do trabalho.

Para tanto, sementes da cultivar Solaris foram semeadas em caixas plasticas
gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), forradas com duas folhas de papel germitest umedecido e
mantidas por 15 dias em camara de incubacao tipo BOD (Biochemical Oxygen
Demand) na temperatura de 13°C e fotoperiodo de 12 h.

Transcorrido esse periodo realizou-se a inoculagdo dos isolados, de acordo
com a técnica de llott et al. (1987), modificada por Franco (2016), utilizando-se
suspensao de esporangios retirados de tecidos infectados do hospedeiro e agitados
em agua destilada contendo sete gotas de dispersante hidrofilico (Tween 20) para
cada litro de agua, com o proposito de aumentar a aderéncia dos esporangios nas
folhas cotiledonares. Utilizou-se pipeta do tipo Pasteur para cada isolado na
inoculagao da suspensao, de modo que a solugdo fosse depositada até o ponto de
escorrimento.

Apoés a inoculagao, as caixas foram recolocadas em camara de incubagéo tipo
BOD com temperatura de 13°C, sendo que durante as seis primeiras horas, foram
mantidas em camara escura e, apos esse tempo, o fotoperiodo foi ajustado para 12
horas. O monitoramento foi realizado diariamente até o aparecimento das
esporulagdes do fungo.

Tal procedimento foi realizado inUmeras vezes até a obtencao de quantidades

de esporangios suficientes para utilizacao no teste de resisténcia.

2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
parcelas subdivididas no tempo (MILLIKEN & JOHNSON, 1984), onde nas parcelas
utilizou-se os gendtipos (11 progénies Fsg + a testemunha Solaris) e nas
subparcelas utilizou-se o tempo (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 16, 17 e 18 dias apos

a inoculagéo).
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Para cada raca de B. lactucae fez-se um experimento separado, com trés
repeticdes, sendo que cada parcela foi constituido por uma caixa gerbox, contendo

cada qual, 30 plantas.

2.5 Teste de resisténcia vertical e horizontal das progénies de alface
biofortificada Fs.c a Bremia lactucae

Ap6s a multiplicacao do in6culo, 30 sementes de cada genétipo previamente
desinfestadas (utilizando alcool 70% por 1 minuto e, posteriormente agua + cloro, na
proporgao de 1:1 por 10 minutos) foram semeadas em caixas plasticas gerbox (11 x
11 x 3,5 cm), forradas com duas folhas de papel germitest umedecido e mantidas
por 15 dias em camara de incubagao tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) na
temperatura de 13°C e fotoperiodo de 12 h.

Transcorrido esse periodo, realizou-se a inoculacdo com os isolados de
Bremia lactucae, ragas 1, 2, e 3, de acordo com a técnica de llott et al. (1987),
modificada por Franco (2016), utilizando-se suspensao de esporangios retirados de
tecidos infectados do hospedeiro e agitados em agua destilada contendo sete gotas
de dispersante hidrofilico (Tween 20) para cada litro de agua. Utilizou-se pipeta do
tipo Pasteur para cada isolado na inoculacdo da suspenséo, de modo que, a solugéo
na concentracdo de 5 x 10* esporangios mL™, fosse depositada nas plantulas até o
ponto de escorrimento.

ApéGs a inoculagéo, as caixas foram recolocadas em camara de incubagao
tipo BOD com temperatura de 13°C, sendo que durante as seis primeiras horas,
foram mantidas em camara escura e, apds esse tempo, o fotoperiodo foi ajustado
para 12 horas.

O monitoramento foi realizado diariamente e, quando houve o aparecimento
da primeira esporulagéo nas folhas cotiledonares da cultivar suscetivel Solaris, o que
ocorreu 7 dias apds a inoculacdo, iniciou-se as avaliagbes das progénies Fsg
individualmente, as quais prolongaram-se por 12 dias.
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Para tanto, contabilizou-se do 7° ao 18° dia apdés o aparecimento da
esporulagao na cultivar suscetivel, o numero de plantas esporuladas e necrosadas.

Posteriormente calculou-se:

a) Proporcdo de plantas esporuladas: relacdo entre numero de plantas
esporuladas e numero de plantas totais em cada caixa gerbox.

b) Proporcdo de plantas necrosadas: relacdo entre numero de plantas

necrosadas e numero de plantas totais em cada caixa gerbox.

2.6 Analise estatistica

Ap6s a obtencao dos dados, procedeu-se a analise de variancias (ANAVA).
Aplicou-se o teste de Shapiro Wilk (ROYSTON, 1983), para verificar a aderéncia dos
residuos a distribuicdo normal, e o teste de Bartlett e Levene para verificar a
homogeneidade de variancia dos residuos, sendo que quando os residuos nao
seguem distribuicdo normal se recomenda a utilizacao do teste de Levene (STEEL
et al., 1997).

Para comparagdo das médias de esporulacdo e necrose de cada raga nos
genotipos em cada tempo, aplicou-se o teste de F e as médias foram comparadas
pelo teste Scott-Knott, a 5% de significancia.

Para todas as andlises utilizou-se o software estatistico R: Core Team (2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de resisténcia vertical a B. lactucae, verificou-se que dentre os 11
gendtipos avaliados, todos apresentaram suscetibilidade as racas 1, 2 e 3 de B.
lactucae, pelo fato dos gendtipos apresentarem necrose e/ou esporulacdo em algum
momento, ao longo dos dias de avaliacéo (Tabelas 1 a 6 e Figuras 1 a 3). Isso pode
ser explicado pelos diferentes periodo de incubacgéo e periodo latente das ragas de
B. lactucae utilizadas nos genétipos avaliados.

No teste de resisténcia horizontal, verificou-se que houve interacdo pelo teste
F a 5% de significancia entre gendtipos e tempos para todas as racas avaliadas,
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considerando ambas as variaveis avaliadas. De acordo com o desdobramento da
interacao entre gendtipos e tempos, para a raca 1 de B. lactucae, verifica-se que
tanto para a proporcéo de plantas esporuladas quanto para a proporcao de plantas
necrosadas, os genoétipos se diferenciaram pelo teste de Scott Knott, a 5% de
significancia, a partir do 10°dia ap6s a inoculacéo (Tabelas 1 e 2, Figuras 1A e 1B).

Com relacao a proporcao de plantas esporuladas, verifica-se que apenas os
genotipos 189#2, 206#1, 215#3, 215#6, 215#10, 215#13 e 215#14 diferenciaram-se
a partir do 10° dia apds a inoculacao da cultivar suscetivel Solaris sem apresentar
aumento significativo na proporcao de plantas esporuladas. Os gendtipos 66#3,
66#7, 75#2, 215#12 apesar de diferirem estatisticamente da cultivar suscetivel
Solaris, em alguns dias ap6s inoculacao, nao apresentaram valores constantes para
a proporcao de plantas esporuladas, ocorrendo aumento significativo nos valores
dessa caracteristica a partir, respectivamente, do 11°, 10°, 9° e 10° dia apéds a
inoculacao (Tabela 1 e Figura 1A).

Para o nimero de plantas necrosadas observou-se que apenas os genotipos
189#2, 206#1, 215#3 e 215#14 diferenciaram-se a partir do 10° dia apds a
inoculacdo da cultivar suscetivel Solaris sem apresentar aumento significativo na
proporcao de plantas necrosadas. O genétipo 66#3 pode ser considerado altamente
suscetivel, ja que diferiu-se estatisticamente da cultivar suscetivel Solaris desde o
10° de avaliagdo, apresentando maior proporgédo de plantas necrosadas (Tabela 2 e
Figura 1B).
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Tabela 1. Desdobramento dos valores médios da proporcédo de plantas esporuladas para raca 1 de Bremia lactucae, obtidos no
ensaio de doze gendtipos de alface em doze dias ap6s a inoculagéo.
Genotipos  79dia 8¢dia 9¢dia 10%dia 119dia 129dia 134dia 14%dia 15%dia  162dia  17%dia 184dia

Solaris 0,07Ea 0,199Da 0,23Da 0,37Ca 037Ca 038Ca 041Ca 041Ca 051Ba 0,60Aa 0,60Aa 0,60Aa
66#3 0,00Ba 0,03Ba 0,05Ba 0,08Bb 0,14Ab 0,14Ab 0,14Ab 0,14Ab 0,14Ac 0,17Ac 0,17Ac 0,17 Ac
66#7 0,01Ba 0,05Ba 0,09Ba 0,16 Ab 0,16 Ab 0,16 Ab 0,21 Aa 0,21 Aa 0,21 Ab 0,21 Ab 0,21 Ab 0,21 Ab
75#2 0,01Ba 0,10Ba 0,20Aa 0,20Aa 0,25Aa 025Aa 025Aa 025Aa 025Ab 0,25Ab 0,25Ab 0,25Ab
189#2 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00 Ac
206#1 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00 Ac
215#3 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00 Ac
215#6 0,00 Aa 0,01 Aa 0,03Aa 0,04Ab 0,04Ab 0,04Ab 0,04Ab 0,04Ab 0,05Ac 0,05Ac 0,05Ac 0,05Ac

215#10 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac
215#12 0,00Ca 0,19Ba 0,26Ba 033Aa 033Aa 033Aa 033Aa 033Aa 033Ab 033Ab 033Ab 0,33Ab

215#13 0,01 Aa 0,05Aa 0,08Aa 0,08Ab O0,09Ab 0,09Ab 0,11Ab 0,11Ab 0,11Ac 0,11Ac 0,11 Ac 0,11 Ac

215#14 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e minascula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Letras mailsculas nas linhas comparam o mesmo genotipo ao longo dos doze dias de avaliagdo (do 7 ao 18 dia apds a inoculagéo) e letras minusculas nas
colunas comparam os diferentes genoétipos em cada dia de avaliagao



Tabela 2. Desdobramento dos valores médios da propor¢céao de plantas necrosadas para raga 1 de Bremia lactucae, obtidos no

ensaio de doze genétipos de alface em doze dias ap6s a inoculagéo.

16

Gendétipos  79dia 8°dia 92dia 10%dia 112dia 12%dia 132dia 14°dia 15%ia 16°dia 17°%dia 18%dia
Solaris 0,04 Ca 0,04Ca 0,05Ca 0,07Cb 0,08Cb 0,11Cb 0,15Bb 0,15Bb 0,23Ba 0,39Aa 0,42Aa 0,42Aa
66#3 0,07Ba 0,12Ba 0,19Ba 0,22Aa 0,25Aa 0,28Aa 0,29Aa 0,29Aa 0,32Aa 0,32Aa 0,32Aa 0,32Aa
66#7 0,00Ba 0,00Ba 0,00Ba 0,00Bb 0,00Bb 0,00Bb 0,07Ab 0,07Ab 0,13Ab 0,13Ab 0,13Ab 0,13 Ab
75#2 0,00Ba 0,01Ba 0,01Ba 0,01Bb 0,01Bb 0,01Bb 0,05Bb 0,09Bb 0,09Bb 0,18Ab 0,18 Ab 0,28 Aa
189#2 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,02Ab 0,02Ab 0,02Ab 0,02Ab 0,05Ab
206#1 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,03Ab 0,03Ab 0,07Ab 0,07Ab 0,07 Ab
215#3 0,07 Aa 0,07Aa 0,07Aa 0,07Ab 0,07Ab 0,07Ab 0,09Ab 0,09Ab 0,11Ab 0,11Ab 0,11 Ab 0,11 Ab
215#6 0,01Ba 0,04Ba 0,07Ba 0,10Ab 0,12Ab 0,12Ab 0,12Ab 0,15Ab 0,16 Ab 0,17Ab 0,17Ab 0,17 Ab
215#10 0,00Ba 0,00Ba 0,00Ba 0,00Bb 0,03Bb 0,06Bb 0,07Bb 0,07Bb 0,13Ab 0,19Ab 0,19Ab 0,19 Ab
215#12 0,00Ca 0,04Ca 0,08Ca 0,07Cb 0,13Cb 0,15Cb 0,17Bb 0,27Ab 0,29Aa 0,32Aa 0,34 Aa 0,36 Aa
215#13 0,12Da 0,12Da 0,17Da 0,22Ca 0,23Ca 0,25Ca 0,30Ba 0,30Ba 0,30Aa 0,33Ba 0,33Ba 0,42 Aa
215#14 0,05 Aa 0,08Aa 0,07Aa 0,08Ab 0,08Ab 0,11Ab 0,11 Ab 0,13Ab 0,13Ab 0,15Ab 0,15Ab 0,20 Ab

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e minascula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Letras mailsculas nas linhas comparam o mesmo genotipo ao longo dos doze dias de avaliagao (do 7 ao 18 dia apds a inoculagao) e letras minusculas nas
colunas comparam os diferentes genoétipos em cada dia de avaliagao
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Figura 1.A — Resultados médios da proporgao de plantas esporuladas e; B - plantas necrosadas para raga 1 de Bremia lactucae, obtidas no ensaio de doze

genotipos de alface, em doze dias ap6s a inoculagao.
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De acordo com o desdobramento da interacao entre genétipos e tempos, para
a raca 2 de B. lactucae, verifica-se que para propor¢do de plantas esporuladas,
todos os gendtipos se diferenciaram da cultivar suscetivel Solaris a partir do 8° dia
apos a inoculagao. Os gendtipos 66#7, 189#2, 206#1, 215#3, 215#10, 215#14 nao
diferiram estatisticamente a proporcao de plantas esporuladas. Os demais genétipos
(66#3, 75#2, 215#6, 215#12 e 215#13) além de diferirem estatisticamente da cultivar
suscetivel Solaris ao longo dos dias, tiveram aumento significativo na proporcéao de
plantas esporuladas (Tabela 3 e Figura 2A).

Para plantas necrosadas, verifica-se diferencga estatistica entre os gendtipos a
partir do 13° dia ap6s a inoculacdo, sendo que apenas 0s genétipos 66#3, 75#2,
206#1, 215#6, 215#12, e 215#13, juntamente com a cultivar suscetivel Solaris,
apresentaram aumento da proporcao de plantas necrosadas ao longo dos dias. Os
gendtipos 66#7,189#2, 215#3, 215#10, e 215#14, apresentaram proporcdao de
plantas necrosadas constante (nulas ou préximas de zero) ao longo de todos os dias
de avaliagédo (Tabela 4 e Figura 2B).
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Tabela 3. Desdobramento dos valores médios da proporcao de plantas esporuladas para raga 2 de Bremia lactucae, obtidas no

ensaio de doze gendtipos de alface em doze dias ap6s a inoculagéo.

Gendtipos  7°dia 8°dia 92dia 10%dia 112dia 12%dia 132dia 14%dia 15%dia 162dia  17%dia 18%dia
Solaris 0,05Fa 0,35Ea 040Da 059Ca 064Ba 066Ba 066Ba 066Ba 066Ba 0,77Aa 0,77Aa 0,77 Aa
66#3 0,00Ba 0,03Bb 0,04Bc 0,06 Bc 0,06Bc 0,06Bc 0,06Bc 0,09Ac 0,09Ac 0,10Ac 0,10Ac 0,10Ac
66#7 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad O0,03Ad O0,03Ad O0,03Ad O0,03Ad 0,03Ad 0,03Ad
75#2 0,02Fa 0,11Eb 0,25Db 0,29Db 0,31Cb 031Cb 031Cb 032Cb 032Cb 039Bb 0,39Bb 0,46 Ab
189#2 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad
206#1 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad
215#3 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad
215#6 0,00Ba 0,01Bb 0,04Bc 0,05Bc 0,06Ac 0,08Ac 0,08Ac 0,08Ac 0,09Ac 0,11Ac 0,11 Ac 0,11 Ac
215#10 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad
215#12 0,00Ca 0,07Bb 0,12Ac 0,13Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,16 Ac
215#13 0,00Ba 0,00Bb 0,02Bc 0,06 Ac 0,08Ac 0,08Ac 0,08Ac 0,09Ac 0,10Ac 0,10Ac 0,10Ac 0,10 Ac
215#14 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Letras mailsculas nas linhas comparam o mesmo genotipo ao longo dos doze dias de avaliagao (do 7 ao 18 dia apds a inoculagao) e letras minusculas nas
colunas comparam os diferentes genoétipos em cada dia de avaliagao
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Tabela 4. Desdobramento dos valores médios da proporcao de plantas necrosadas para raga 2 de Bremia lactucae, obtidas no

ensaio de doze gendtipos de alface em doze dias ap6s a inoculagéo.

Gendtipos  79dia 8°dia 92dia 10%dia 112dia 12%dia 132dia 14%dia 15%dia 162dia  17%dia 18%dia
Solaris 0,05Ea 0,05Ea O0,05Ea 0,10Ea 0,19Da 0,23Da 0,26Ca 0,32Ca 045Ba 0,52Ba 0,54Ba 0,61 Aa
66#3 0,23Ba 0,28Ba 0,31Ba 0,37Aa 039Aa 0,39Aa 0,39Aa 0,39Aa 0,39Aa 0,39Aa 0,39Ab 0,40 Ab
66#7 0,00 Aa 0,04 Aa 0,04Aa 0,04Aa 0,04Aa 0,04Aa 0,04Ab 0,04Ab 0,04 Ac 0,04 Ac 0,04 Ac 0,04 Ac
75#2 0,00Ca 0,00Ca 0,01Ca 0,03Ca 0,04Ca 0,06Ca 0,i5Bb 0,19Ba 0,23Ab 0,27Ab 0,27Ab 0,29 Ac
189#2 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,01 Ab 0,01 Ab 0,01 Ac 0,01 Ac 0,01 Ac 0,01 Ac
206#1 0,03Ca 0,07Ca 0,07Ca 0,08Ca 0,13Ca 0,13Ca 0,13Cb 0,13Cb 0,13Cc 0,20Bc 0,20Bc 0,26 Ac
215#3 0,06 Aa 0,09Aa 0,12Aa 0,12Aa 0,12Aa 0,12Aa 0,12Ab 0,12Ab 0,13Ac 0,13Ac 0,13Ac 0,13 Ac
215#6 0,06Ba 0,06Ba 0,08Ba 0,10Ba 0,10Ba 0,13Aa 0,13Ab 0,1I3Ab 0,15Ac 0,17Ac 0,17Ac 0,18 Ac
215#10 0,00 Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Ab 0,00Ab 0,04 Ac 0,04 Ac 0,04Ac 0,07 Ac
215#12 0,00Ba 0,00Ba 0,00Ba 0,00Ba 0,01Ba 0,01Ba 0,07Ab 0,09Ab 0,12Ac 0,12Ac 0,13Ac 0,15Ac
215#13 0,04Ba 0,06Ba 0,09Ba 0,11Ba 0,18Aa 0,18Aa 0,23Aa 025Aa 0,25Ab 025Ab 0,25Ab 0,26 Ac
215#14 0,07Aa 0,08Aa 0,09Aa 0,08Aa 0,09Aa 0,09Aa 0,10Ab 0,10Ab 0,10Ac 0,10Ac 0,10Ac 0,10 Ac

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e minascula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Letras mailsculas nas linhas comparam o mesmo genotipo ao longo dos doze dias de avaliagdo (do 7 ao 18 dia apds a inoculagéo) e letras minusculas nas
colunas comparam os diferentes genétipos em cada dia de avaliagéo
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Figura 2.A — Resultados médios da proporgao de plantas esporuladas e; B - plantas necrosadas para raga 2 de Bremia lactucae, obtidas no ensaio de doze

genotipos de alface, em doze dias ap6s a inoculagao.
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De acordo com o desdobramento da interacao entre genétipos e tempos, para
a raca 3 de B. lactucae, verifica-se que, para a proporcao de plantas esporuladas,
todos os gendtipos se diferenciaram da cultivar suscetivel Solaris do 8° ao 18° dia
apos a inoculacdo. A cultivar Solaris teve aumento da proporcdo de plantas
esporuladas do 8° ao 10° dia ap6s a inoculacdo, e a partir desta data, apresentou
propor¢cao constante até o final das avaliagcdes. Os genétipos 189#2, 206#1, 215#3,
215#10 e 215#14 mantiveram a proporcao de plantas esporuladas constante (nulas
ou préximas de zero) ao longo de todos os dias de avaliacao (Tabela 5 e Figura 3A).

Com relagdo a proporcdo de plantas necrosadas, verifica-se diferenca
estatistica entre os gendtipos a partir do 10° dia apds a inoculacdo, sendo que,
nessa data, o gendtipo que apresentou maior proporcdao de plantas necrosadas foi
66#3. Somente no 12° dia ap6s a inoculagdo que a cultivar suscetivel Solaris
apresentou proporgcao de plantas necrosadas estatisticamente igual a do gendtipo
66#3, nao diferenciando-se do 215#6. Apenas os genoétipos, 189#2, 215#3, 215#10
e 215#14 apresentaram proporcao de plantas necrosadas constante ao longo de
todos os dias de avaliagdo (Tabela 6 e Figura 3B).



Tabela 5. Desdobramento dos valores médios da proporcao de plantas esporuladas para raga 3 de Bremia lactucae, obtidas no

ensaio de doze gendtipos de alface em doze dias apés a inoculagéo.
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Gendtipos  7%dia 8°dia 92dia 10%dia 112dia 12%dia 132dia 14%dia 15%dia 162dia 17°dia  18%dia
Solaris 0,06 Da 0,39Ca 0,47Ba 059Aa 0,61Aa 063Aa 063Aa 063Aa 063Aa 0,63Aa 0,63Aa 0,63Aa
66#3 0,00Da 0,08Cc 0,21Bb 0,25Bb 0,29Bb 0,36Ab 0,36 Ab 0,36 Ab 0,36 Ab 0,36 Ab 0,36 Ab 0,36 Ab
66#7 0,00Ba 0,02Bc 0,07Bc 0,09Ac 0,09Ac 0,14Ac 0,14Ac 0,14Ac 0,14Ac 0,14Ac 0,14Ac 0,14 Ac
75#2 0,00Ba 0,03Bc 0,07Bc 0,12Ac 0,13Ac 0,13Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,16 Ac 0,18Ac 0,18 Ac 0,18 Ac
189#2 0,00 Aa 0,00 Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad
206#1 0,00 Aa 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad
215#3 0,00 Aa 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad
215#6 0,00Da 0,04Dc 0,14Cc 0,15Cc 0,106Cc 0,19Bc 0,20Bc 0,22Ab 0,22Ad 0,22Bc 0,22Bc 0,22 Bc
215#10 0,00 Aa 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00d

215#12 0,00bDa 0,15Cb 0,25Bb 0,35Ab 0,38Ab 0,38Ab 0,38Ab 041Ab 041 Ab 0,41 Ab 0,41 Ab 0,41 Ab
215#13 0,00Ba 0,02Bc 0,01Bc 0,18Ac 0,21Ac 0,22Ac 023Ac 0,23Ac 0,23Ac 0,23Ac 0,23Ac 0,23 Ac
215#14 0,00 Aa 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ac 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad 0,00Ad

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e minascula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Letras mailsculas nas linhas comparam o mesmo genotipo ao longo dos doze dias de avaliagdo (do 7 ao 18 dia apds a inoculagéo) e letras minusculas nas
colunas comparam os diferentes genoétipos em cada dia de avaliagao
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Tabela 6. Desdobramento dos valores médios da proporcao de plantas necrosadas para raga 3 de Bremia lactucae, obtidas no

ensaio de doze gendtipos de alface em doze dias ap6s a inoculagao.

Genétipos 7°dia 8°dia 92dia 102dia 11edia  12%dia 13%dia 14°%dia 15°%dia  162dia 17%dia 18edia

Solaris 0,05Ea 0,07Ea 0,07Ea O0,09Eb 0,26Db 0,33Ca 0,40Ca 0,58Ba 0,72Aa 0,74Aa 0,74Aa 0,78 Aa
66#3 029Ca 033Ca 0,37Ca 0,50Ba 050Ba 054Ba 055Ba 0,58Aa 0,58Aa 065Aa 0,69Aa 0,70 Aa
66#7 0,00Ba 0,00Ba 0,00Ba 0,05Bb 0,05Bb 0,14Ab 0,14Ab O0,14Ab 0,17Ac 0,177Ac 0,17Ac 0,17 Ac
75#2 0,00Ba 0,00Ba 0,01Ba 0,01Bb 0,01Bb 0,03Bb 0,03Bb 0,04Bb 0,04Bc 0,183Ac 0,15Ac 0,21 Ac
189#2 0,00 Aa 0,03Aa 0,03Aa 0,05Ab 0,05Ab 0,08Ab 0,08Ab 0,09Ab 0,09Ac 0,12Ac 0,12Ac 0,19 Ac
206#1 0,04Ba 0,06 Ba 0,06Ba 0,09Bb 0,09Bb 0,09Bb 0,13Bb 0,13Bb 0,13Bc 0,17Bc 0,22Ac 0,31 Ac
215#3 0,03 Aa 0,04 Aa 0,04 Aa 0,07Ab 0,07Ab 0,10Ab 0,11Ab 0,11 Ab 0,11 Ac 0,11Ac 0,11Ac 0,11 Ac
215#6 0,16Ba 0,19Ba 0,21Ba 0,23Bb 0,38Ab 0,41 Aa 042Aa 045Aa 048Ab 048Ab 048Ab 0,48 Ab
215#10 0,00 Aa 0,01 Aa 0,01 Aa 0,01 Ab 0,01 Ab 0,01 Ab 0,01 Ab 0,03Ab 0,038Ac 0,03Ac 0,03Ac 0,03 Ac
215#12 0,00Ba 0,01Ba 0,03Ba 0,03Bb 0,03Bb 0,04Bb 0,11Bb 0,23Ab 023Ac 0,23Ac 0,26Ac 0,33 Ac
215#13 0,10Ba 0,12Ba 0,12Ba 0,16Bb 0,16Bb 0,23Bb 0,30Aa 0,34 Ab 0,38Ab 0,39Ab 039Ac 0,43Ab
215#14 0,09Aa 0,12Aa 0,16 Aa 0,17Ab 0,177Ab 0,20Ab 0,21b 025Ab 0,26 Ac 0,27Ac 0,27Ac 0,33 Ac

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e minascula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Letras mailsculas nas linhas comparam o mesmo genotipo ao longo dos doze dias de avaliagdo (do 7 ao 18 dia apds a inoculagéo) e letras minusculas nas
colunas comparam os diferentes genoétipos em cada dia de avaliagao
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Figura 3.A — Resultados médios da propor¢éo de plantas esporuladas e; B - plantas necrosadas para raga 3 de Bremia lactucae, obtidas no ensaio de doze

gendtipos de alface, em doze dias apds a inoculagao.
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As médias das caracteristicas avaliadas (proporcao de plantas esporuladas e
plantas necrosadas) nos gendtipos 189#2, 206#1, 215#3, 215#10, e 215#14, quando
comparadas com as médias das caracteristicas avaliadas na testemunha suscetivel
Solaris, demonstraram evolucdo maislentaou a nao evolucdo da doenca,
independentemente da raca de B. lactucae inoculada, o que pode ser um indicativo
de resisténcia horizontal.

Provavelmente essa resisténcia se deva a insercdo de gene(s) Dm nos
gendtipos, j& que a maioria dos genes atualmente identificados, conferem altos
niveis de resisténcia. Entretanto, alguns deles, como o gene Dm-6 e R-18, conferem
fendtipos de resisténcia incompleta, além disso, diferentes isolados de B. lactucae
podem exibir diferentes niveis de incompatibilidade com o mesmo gene Dm
(MICHELMORE & WONG, 2008), demonstrando que nao havia resisténcia vertical,
conforme verificado para todos gendétipos independentemente da raga inoculada.

Os gendétipos que nao possuem resisténcia horizontal a nenhuma das ragas de
B. lactucae avaliadas, por apresentarem aumento da proporcdo de plantas
esporuladas e necrosadas ao longo dos dias (Solaris, 66#3, 75#2 e 215#12) podem
possuir o gene DMRS6, ja que alguns autores (STASSEN et al. 2012; ZEILMAKER,
2012) demonstraram que cultivares de alface que apresentaram tal gene podem
aumentar a expressao do hospedeiro a suscetibilidade a B. lactucae. Variagdes
naturais em DMR6 que conferem resisténcia a B. lactucae ainda nao foram
identificadas (PARRA et al., 2016).

De acordo com Maisonneuve et al. (2011), as cultivares de alface geralmente
possuem dois ou mais genes que conferem resisténcia a ragas de B. Lactucae, no
entanto, é possivel que alguns isolados que estao presentes em uma area infectem
as cultivares de alface que possuem tais genes. Isso pode ocorrer pelo fato de
existirem inUmeras racas de B. lactucae identificadas até o momento no Brasil
(NUNES et al., 2016).

Até agora, o IBEB identificou 24 genes Dm e fatores R (ISF, 2018), que
conferem resisténcia as cultivares de alface. Apesar desses genes fornecerem altos
niveis de resisténcia, eles sé permanecem efetivos por periodos limitados, devido as
mudangas na viruléncia do patéogeno (MICHELMORE & WONG, 2008). Portanto,
novas estratégias sdo necessarias para fornecer formas mais duraveis de

resisténcia das inumeras cultivares de alface desenvolvidas.
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Apesar de nao ter ocorrido esporulacédo no genétipo 215#10, quando inoculado
com a raga 1; e no gendtipo 206#1, quando inoculado com as racas 2 e 3, estes
apresentaram sintomas de necrose ao longo dos dias de avaliacdo. Isso pode ter
ocorrido, pois a sequéncia de tempo entre a necrose da célula da planta hospedeira
e a inibicdo do crescimento do fungo varia entre diferentes cultivares e racas. Em
alguns sistemas hospedeiro-parasita, a inibicado do fungo ocorre em algumas horas
antes da necrose; em outros sistemas, os dois eventos sdo simultaneos e, em
outros, a inibicao do fungo ocorre algumas horas apoés a necrose (MATIELLO et al.,
1997). Essa variacdo leva a uma grande duvida se a necrose € a causa Ou O
resultado da resisténcia.

Apesar da baixa incidéncia de esporulacéo e/ou necrose nas progénies Fsgde
alface, comparativamente a cultivar suscetivel Solaris, sob condicbes ideais de
aparecimento do mildio, ou seja, alta umidade do ar, baixa velocidade do vento e
aumento da temperatura ao longo dos dias de infeccdo da doenca (FALL et al.,
2016), o numero de folhas esporuladas e/ou necrosadas podem aumentar
consideravelmente, ja que o desenvolvimento do mildio de alface esta fortemente
relacionado com as condi¢gdes ambientais (FALL et al., 2015). Isso implica que,
mesmo plantas que apresentem baixa esporulacdo e/ou necrose podem tornar-se
comercialmente inviaveis, ja que, para serem aceitas pelo mercado consumidor,

necessitam estar livres de sintomas e sinais de doenca (FALL et al., 2016).

4 CONCLUSOES

As progénies Fs¢ de alface biofortificada ndo apresentaram resisténcia vertical
as racgas de Bremia lactucae avaliadas.

Os genodtipos 189#2, 215#3 e 215#14, apresentam niveis de resisténcia
horizontal para todas as ragas de Bremia lactucae avaliadas.

O gendtipo 206#1 apresenta niveis de resisténcia horizontal apenas a raga 1
de Bremia lactucae.

Os gendtipos 66#7 e 215#10 apresentam niveis de resisténcia horizontal para
araga 2 de Bremia lactucae.

O gendtipo 215#10 apresenta niveis de resisténcia horizontal para a raca 3
de Bremia lactucae.
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