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Resumo Geral 

 

Lopes, Luiz Henrique Rocha. Etiologia e Prevalência da Podridão de Saia em Alface no 

Distrito Federal. 2020. 128 p. Doutorado em Fitopatologia- Universidade de Brasília, 

Brasília, DF. 

 

 

O Distrito Federal (DF) produz grande quantidade de hortaliças. Esta atividade é uma 

das mais importantes do agronegócio local, gerando mais de 30 mil empregos em toda a 

cadeia produtiva, utilizando mais de 8 mil hectares para o cultivo de diversas hortaliças, 

sobretudo de alface. Toda esta atividade abastece o mercado interno de folhosas. Sendo que o 

excedente é exportado para outros estados especialmente os da Região Centro Oeste. Apesar 

da robustez do segmento, fatores têm impedido um maior crescimento do comércio de 

folhosas no DF. Entre eles, a doença conhecida como podridão de saia da alface, sobre a qual 

importantes aspectos são desconhecidos. Desta forma, os principais objetivos deste estudo 

foram: (i) determinar o tamanho ideal de amostras para a quantificação da podridão de saia 

em alface crespa; (ii) estimar a prevalência da podridão de saia em plantios comerciais de 

alface nos principais núcleos rurais produtores do Distrito Federal, (iii) identificar as espécies 

de patógenos causadores de podridão de saia de alface no Distrito Federal e (iv) avaliar a 

patogenicidade e agressividade de isolados de Rhizoctonia e Pythium obtidos de alface crespa. 

As amostragens foram realizadas em cinco grandes áreas produtoras de alface no DF. 

Determinou-se o total de 24 parcelas/ha, com 20 plantas por cada parcela, para avaliação do 

tamanho ideal de amostragem para quantificação da doença. A incidência em cada área foi 

calculada pela porcentagem de plantas com sintomas da podridão de saia em relação ao total 

de plantas sadias. Foram obtidos isolados dos gêneros Rhizoctonia (analisados com base na 

região ITS) e Pythium (analisados com base na região COX II). Os resultados obtidos neste 

trabalho demonstram que o DF apresenta grande incidência desta doença em campo (47,8%) 

sendo que a grande área Incra 9 foi a que teve maior prevalência (81,4%) quando comparada 



 

xiii 

 

com as demais. Dentro do gênero Rhizoctonia foram detectados quatro grupos de anastomose 

(AG´s): AG1-IB, AG4-HGI, AG4-HGIII e AG-A. E dentre os isolados de Pythium foram 

detectadas quatro espécies: P. sylvaticum, P. tracheiphilum, P. nodosum e P. ultimum. Todos 

os representantes testados in vitro dos AGs e das espécies de Pythium encontrados nesta 

pesquisa foram patogênicos em folhas de alface. Esta é a primeira vez que os grupos AG4-

HGI, AG4-HGIII e AG-A são relatados a nível nacional causando podridão da saia em alface, 

bem como os grupos AG-A e AG4-HGIII à nível mundial causando esta doença em alface. As 

espécies P. tracheiphilum, P. sylvaticum e P. nodosum não haviam sido dectadas no Brasil e 

este estudo constitui os respectivos primeiros relatos. Estas informações podem servir como 

base para um melhor planejamento das estratégias de controle e/ou estudos epidemiológicos 

envolvendo esta importante doença que acomete todos os campos de cultivo de alface no 

Distrito Federal e de outras regiões nacionais. 

 

Palavras chave: Filogenia; Grupos de Anastomose; Pythium; Rhizoctonia solani; Lactuca 

sativa. 
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General Abstract 

 

Lopes, Luiz Henrique Rocha. Etiology and Prevalence of Bottom Rot of Lettuce in the 

Federal District. 2020. 128 p. Doctorate in Plant Pathology- University of Brasília, Brasília, 

DF, Brazil. 

 

 

The Brazilian Federal District (DF) produces a large amount of vegetables, and this 

activity is one of the most important in the local agribusiness. More than 30 thousand jobs are 

generated throughout the production chain, in an area of over 8 thousand hectares for the 

cultivation of various vegetables, especially lettuce. The bulk of the yield supplies the 

domestic regional market, while the surplus is exported to other states, mostly to those in the 

Brazilian Midwest Region. Despite the robust lettuce industry, several factors have prevented 

a more sustained growth of the lettuce business in DF. Among them, one o the most relevant 

is the disease known as bottom rot of lettuce, about which much information is lacking. 

Thefore, the main objectives of this study were: (i) to determine the most appropriate sample 

size for the quantification of lettuce bottom rot, (ii) to estimate the prevalence of bottom rot in 

commercial lettuce fields in the main rural centers producing the Distrito Federal, (iii) to 

identify the species of pathogens that cause bottom rot of lettuce in the Federal District and 

(iv) to evaluate the pathogenicity and aggressiveness of Rhizoctonia and Pythium isolates 

obtained from curly lettuce. Sampling was carried out in five large lettuce producing areas in 

DF. In our studies, it was determined that the number of plots to be evaluated for disease 

prevalence was 24 plots/ha, with 20 plants per plot. The incidence in each area was calculated 

by the percentage of plants with symptoms of bottom rot in relation to the total of healthy 

plants. Isolates of the genera Rhizoctonia (analyzed with basis on the ITS region) and Pythium 

(analyzed with basis on the COX II region) were obtained. The results demonstrate that the 

DF has a high field incidence of this disease in all the evaluated areas (47.8%) and that the 

large area Incra 9 is the one with the highest prevalence (81.4%) when compared with the 
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others. Within the Rhizoctonia genus, four anastomosis groups (AG's) were detected: AG1-

IB, AG4-HGI, AG4-HGIII and AG-A. Among the Pythium isolates, four species were 

detected: P. sylvaticum, P. tracheiphilum, P. nodosum and P. ultimum. All Rhizoctonia AGs 

and Pythium species representatives were pathogenic to lettuce leaves in in vitro assays. To 

the best knowledge of the author, this is the first time that the groups AG4-HGI, AG4-HGIII 

and AG-A are reported at national level causing bottom rot in lettuce. In addition, this is the 

first worldwide report of groups AG-A and AG4-HGIII causing this disease in lettuce. The 

species P. tracheiphilum, P. sylvaticum and P. nodosum had not been detected in Brazil and 

this study constitutes each their first respective report. This information can serve as a basis 

for better planning of control strategies and/or epidemiological studies involving this 

important disease that affects all fields of lettuce cultivation in the Federal District and 

elsewhere. 

 

Keywords: Filogeny; Anastomose groups; Pythium; Rhizoctonia solani; Lactuca sativa. 
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1 – INTRODUÇÃO 

1.1 - ORIGEM, HISTÓRIA E TAXONOMIA DA ALFACE 

Etimologicamente, o vocábulo “alface” originou-se do árabe “الخَسAl-khass” (Ferreira, 

1985) e é conhecida pelo binômio latino Lactuca sativa L. Aparentemente o centro de origem 

da alface está localizado no território Sul Europeu e na Ásia Ocidental (Ryder, 1999). Para 

manter esta suposição, existem dois indícios: o primeiro, é o fato de existirem pinturas 

rupestres e em tumbas no Egito, datadas de 4500 a.C. que mostram feixes de folhas que muito 

se parecem com as alfaces cultivadas atualmente. E o segundo, é o fato que nestas regiões é 

encontrada uma forma considerada primitiva da alface, a Lactuca serriola L. (Davis et al., 

1997), conhecida popularmente em países de língua portuguesa como alface-brava. 

O primeiro registro escrito que se conhece sobre a cultura da alface é remetido ao ano 

de 550 a.C. por Herodotus, que relatou a presença desta hortaliça como sendo comum na 

cozinha real do Império Persa na época. Após isso, diversos outros ilustres gregos abordaram 

em seus escritos assuntos envolvendo a alface. Como é o caso de registros feitos em 430 a.C 

por Hipócrates, o pai da medicina, onde consta a importância das propriedades medicinais 

atribuídas à alface. Além destes, Aristóteles em 356 a.C. e Cláudio Galeno em 164 a.C., 

relataram sobre a popularidade desta planta na Grécia antiga (Davis et al., 1997). No entanto, 

cientificamente, a alface só foi descrita em 1753 por Carl Linnaeus no segundo volume do seu 

livro “Species Plantarum”. Recebeu o binômio latino que hoje conhecemos por influência da 

expressão latina “lac” que significa leite, fazendo alusão ao látex que exsuda quando ocorre o 

rompimento dos tecidos deste vegetal (Katz & Weaver, 2003). 

No Brasil, a alface foi introduzida no século XVI, através dos portugueses que vieram 

no processo de colonização (Filgueira, 2008). Sendo atualmente, a hortaliça folhosa mais 

cultivada e consumida no Brasil (Azevedo Filho, 2017). 

Quanto à morfologia botânica, a alface é classificada como um vegetal de porte 
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herbáceo com folhas alternas ligadas a um caule curto e rijo (Azevedo Filho, 2017). As folhas 

são amplas e se desenvolvem em forma de roseta, rodeando o caule. Seu sistema radicular é 

bastante ramificado e relativamente curto. Quando se usa o processo de transplantio, o 

sistema radicular utiliza apenas a camada superior de até 25 cm do solo para o seu 

desenvolvimento, ao passo que, em casos de semeadura direta, a raiz axial pode atingir até os 

60 cm de profundidade (Filgueira, 2013). Quanto à taxonomia a alface pertence à família 

Asteraceae, subfamília Cichorioideae e a tribo Lactuceae (Ryder, 1999). Sendo esta família a 

maior dentro das plantas dicotiledôneas, contendo aproximadamente 23.000 espécies alocadas 

em mais de 1.500 gêneros (Almeida, 2006). 

1.2 - OS TIPOS DE ALFACE E O PANORAMA MERCANTIL 

De acordo com as cultivares, a alface pode apresentar folhas lisas ou crespas que 

podem ter coloração variando entre verde e roxo, podendo ou não formar “cabeça”. Essas 

cultivares são agrupadas segundo Filgueira (2013) em seis tipos distintos, a saber: tipo I – 

repolhuda crespa; tipo II – repolhuda manteiga; tipo III – solta lisa; tipo IV – solta crespa; 

tipo V – mimosa e tipo VI – romana.  

A repolhuda crespa possui folhas crespas e bem firmes com nervuras destacadas, 

formando uma cabeça compacta sendo as internas mais crocantes que as externas, preferidas 

para a confecção de sanduíches em redes de “fastfood”. Já a tipo repolhuda manteiga, possui 

folhas bem mais lisas e delicadas, com aspecto amanteigado, formando também cabeça 

compacta. A alface tipo solta lisa, possui folhas macias e soltas sem a formação de cabeças. A 

do tipo mimosa, possui folhas delicadas com aspecto recortado e é um tipo varietal recente 

que vem adquirindo certa relevância comercial no Brasil. E por sua vez, a tipo romana, que 

possui folhas alongadas, com nervuras bem proeminentes, formando cabeças diferentes dos 

demais tipos varietais, por apresentarem cabeças pouco densas e menos compactas. Além da 

classificação supracitada, as cultivares de alface no Brasil podem ser divididas em cinco 
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grupos: grupo americana; grupo crespa; grupo lisa ou manteiga; grupo mimosa e grupo 

romana (Azevedo Filho, 2017). 

A alface é muito cultivada em todo o mundo. Em 2017, a produção desta hortaliça 

acumulada com a da chicória (Chicorium endívia L.), alcançou a marca de 27 milhões de 

toneladas. Sendo que a China ocupou o primeiro lugar do ranking com 15,2 milhões de 

toneladas. Em segundo lugar os Estados Unidos com 3,8 milhões de toneladas e em terceiro a 

Índia com 1,1 milhões de toneladas (FAOSTAT, 2017). Na América do Norte, os Estados 

Unidos é o maior produtor, com a produção concentrada no estado do Arizona e na região 

Central da Califórnia, sendo considerada como um dos dez mais valiosos produtos do 

agronegócio, movimentando cerca de US$ 2 bilhões por ano (Kandel, 2015).  

A alface é uma cultura que permite ao produtor plantar várias vezes ao longo de um 

único ano. Este fato, somado ao hábito do brasileiro no consumo desta hortaliça e uma 

demanda alimentar cada vez maior por parte da população, fazem desta cultura a folhosa mais 

consumida e produzida em nosso país, conferindo-lhe alta importância social e econômica 

(Sala & Costa, 2016). No campo, os plantios de alface são feitos de forma intensiva e 

praticados na maior parte das vezes por agricultores familiares, conseguindo gerar cerca de 

cinco empregos diretos por cada hectare cultivado. Sendo desta forma, de grande importância 

para o agronegócio brasileiro (Costa & Sala, 2005). 

Cerca de 50% de toda a produção e comercialização do segmento de folhosas é 

oriundo da cultura da alface. Sendo que esta atividade, ocupa o terceiro maior volume de 

produção, superada apenas pelas produções de melancia e de tomate, movimentando 

anualmente R$ 8 bilhões no comércio do varejo com uma produção de mais de 1,5 milhões de 

toneladas por ano (Exame, 2016). 

Até a década de 90, as alfaces do grupo ‘lisa’ eram as mais cultivadas no Brasil, com 

predomínio da cultivar “Regina”. Com o passar dos anos, esta posição foi ocupada pelas 
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cultivares de alface crespa, que até hoje mantém seu destaque na produção nacional. 

Curiosamente, esta preferência pela alface crespa é exclusiva do Brasil em termos mundiais.  

As características intrínsecas destas cultivares como, folhas flabeladas e a não formação de 

cabeça, deram a elas destaques para suportar as altas temperaturas e pluviosidades durante o 

período de verão (Sala & Costa, 2012). Atualmente, tem se observado no mercado brasileiro 

um crescimento do grupo varietal americano por conta da atividade dos restaurantes e 

lanchonetes de “fastfood”. Este crescimento do mercado consumidor está associado à sua 

textura crocante e seu diferenciado sabor. Estas mudanças são refletidas em dados levantados 

pela Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais do Estado de São Paulo – CEAGESP, a 

qual mostrou que a comercialização de alfaces do grupo americana passou de 9% em 1995 

para mais de 34% em 2010. No mesmo ínterim, a comercialização do grupo crespa passou de 

38% para 54%, ao passo que o grupo Lisa regrediu de 52% para 10%, demonstrando assim, a 

alteração na preferência do consumidor brasileiro pelos diferentes tipos de alface (Azevedo 

Filho, 2017). 

As diferenças entre os tipos varietais são extremamente importantes para o incremento 

do consumo nacional, além de ser uma forma de agregar valor aos diversos elos da produção. 

Tipos varietais como a “romana” e “mimosa” vem se destacando dentro das demandas de 

restaurantes e casas especializadas em comercialização de saladas. A existência da ampla 

variedade das alfaces consegue atender aos mais diversos consumidores, com diferentes 

exigências e diferentes níveis financeiros, levando o consumo deste vegetal a patamares cada 

vez mais altos (Henz & Suinaga, 2009; Silva, 2009; Sala & Costa, 2012). 

1.3 - NUTRACÊUTICA DA ALFACE 

Basicamente, o consumo da alface se dá pela ingestão das folhas cruas nos diversos 

preparos em que ela pode ser utilizada. Na China e no Egito, além das folhas, são consumidos 

também o caule cru ou em conservas, desidratados ou servindo de composto para molhos 
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(Mou, 2008). Os benefícios do seu consumo são conhecidos desde o tempo da Grécia antiga. 

A alface possui baixo valor calórico, pois em maior parte (95%), seu conteúdo é composto 

por água. Além disso, a alface contém sais minerais e vitaminas essenciais ao bom 

funcionamento de processos fisiológicos humanos, como vitaminas do complexo B e 

vitaminas C, E, A e K (USDA Nutrient Database, 2010). 

 Assim como o alho e o tomate, registros indicam que inicialmente, a alface não era 

utilizada como alimentação, mas sim por conta de suas propriedades medicinais (Rubatzky & 

Yamaguchi, 1997). Além de todos os benefícios nutricionais, a alface oferece um composto 

conhecido como lactucina. Quimicamente, este composto pertencente ao grupo das lactonas 

sesquiterpênicas, as quais possuem propriedades sedativas e analgésicas similares ao ópio. A 

alface também possui propriedades laxativas, diuréticas e antialérgicas que são reconhecidas 

atualmente pela medicina e vem sendo usadas desde tempos remotos, a exemplo do uso do 

chá do talo da alface, muito consumido até hoje pelos Egípcios (Pamplona, 2015). 

1.4 – DOENÇAS DA ALFACE 

Como toda cultura, a alface é acometida por diversas doenças de origem biótica e 

abiótica. As doenças de origem abiótica são capazes de causar anormalidades que são 

expressas basicamente no crescimento das plantas, na pigmentação foliar e na capacidade dos 

tecidos manterem-se túrgidos. Injúrias causadas por frio intenso provocam alterações no 

limbo foliar e causam problemas no crescimento, deixando as plantas subdesenvolvidas. 

Além disso, o crescimento das plantas é também afetado por anomalias genéticas e pelo 

plantio em solos ácidos ou salinos para o cultivo desta hortaliça. Solos nessas condições 

alteram a disponibilidade de nutrientes essenciais ao bom desenvolvimento da alface 

(Blancard et al., 2006). Outra doença abiótica comum é a “queima-marginal” nas 

extremidades das folhas, causada por um desequilíbrio entre as concentrações de Ca e N, pela 

falta de água e por temperaturas elevadas (Filgueira, 2013). 
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As doenças bióticas ocorrem pelo resultado da interação entre um ou mais patógenos 

(fungos, bactérias, vírus e nematoides), a planta hospedeira e condições ambientais favoráveis 

(Davis et al., 1997). São conhecidas mais de 75 doenças em alface causadas por diversos 

patógenos em todo o mundo. Quando instalados, estes patógenos são capazes de causar 

doença tanto na parte aérea quanto na porção das raízes e caule (Davis et al., 1997; Blancard 

et al., 2006; Amorim et al., 2016). 

1.4.1 - Vírus como agente de doenças na alface 

Os vírus são importantes agentes de doenças em plantas. Uma lista divulgada em 2016 

pelo “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV), relata a ocorrência de 4.404 

espécies de vírus, além das espécies que foram propostas e ainda não estão incluídas no rol 

definitivo do ICTV. Deste total, aproximadamente 1.369 espécies são capazes de causar 

doenças em plantas (Rezende & Kitajima, 2018). Na cultura da alface, 26 espécies de vírus já 

foram relatadas em diversas regiões de cultivo no mundo, são eles: Alfafa mosaic virus – 

(AMV, Alfamovirus); Arabis mosaic virus (ArMV, Nepovirus); Beet western yellows 

(BWYV, Luteoviurs); Beet yellow stunt virus (BYSV, Closterovirus); Bidens mottle virus 

(BiMoV, Potyvirus); Bidens mosaic virus (BiMV, Potyvirus); Broad bean wilt virus (BBWV, 

Fabavirus); Cucumber mosaic virus (CMV, Cucumovirus); Dandelion yellow mosaic virus 

(DYMV, Sequivirus); Lettuce big-vein associated virus (LBVaV, Varicosavirus); Mirafiori 

lettuce big-vein virus (MLBVV, Ophiovirus); Lettuce chlorosis virus (LCV, Closterovirus); 

Lettuce infectious yellows virus (LIYV, Closterovirus); Lettuce mosaic virus (LMV, 

Potyvirus); Lettuce mottle virus (LeMov, possivelmente um Sequivirus); Lettuce necrotic 

yellow virus (LNYV, Cytohabdovirus); Lettuce speckles mottle (LSMV, Umbravirus); 

Sonchus yellow net virus (SKVV, Nucleorhabdovirus). Tobacco rattle virus (TRV, 

Tobravirus); Tobacco ringspot virus (TRSV, Nepovirus); Tobacco streak virus (TSV, 

Ilarvirus); Tomato spotted wilt virus (TSWV, Orthotospovirus); Tomato chlorotic spot virus 
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(TCSV, Tospovirus) e Turnip mosaic virus (TuMV, Potyvirus) (Pavan et al., 2008; Colariccio 

et al., 2017). As doenças de origem viral possuem destaque na agricultura pela ausência de 

medidas curativas para o controle, pelas suas complexidades e por estarem associadas 

frequentemente com perdas significativas na produção (Lima et al., 2016). 

O LMV é uma das duas viroses mais importantes para a cultura da alface no Brasil 

(Dinant & Lot, 1992; Krause-Sakate et al., 2002).  Este vírus pode ser transmitido pela 

semente (Jadão et al., 2002) e tem sua disseminação no campo feita através de insetos afídeos. 

Possivelmente, sua ocorrência em todo o mundo está associada ao intercâmbio de sementes 

entre países produtores de alface na busca por novos materiais. Fáceis de serem reconhecidos, 

os sintomas desta doença em alface adulta consistem em: mosaico, amarelecimento foliar, 

clareamento de nervura, má formação e distorção da cabeça e necrose de nervuras e folhas 

(Stangarlin et al., 2000; Krause-Sakate et al., 2016). 

Outra virose importante da alface no Brasil, causada predominantemente por 

Groundnut ringspot virus (GRSV) e transmitida por tripes é o “vira-cabeça”. Este termo 

abrange diversas doenças que induzem sintomas que são parecidos, no entanto, são causados 

por um complexo de espécies (Lima et al., 2016). O primeiro relato mundial desta doença se 

deu em 1919 na Austrália afetando tomateiros (Brittlebank, 1919) e posteriormente houve um 

relato em 1937 de plantas de fumo com a doença (Silberschmidt, 1937). Ela ocorre em todas 

as regiões produtoras do Brasil podendo se tornar um fator limitante à produção. Na alface, a 

doença foi detectada em 1930 e em 1970 (Costa & Foster, 1938; Chagas, 1970) e foi somente 

na década de 80 que foi registrado o primeiro surto epidêmico da doença em plantios de 

alface localizados no município de Vitória de Santo Antão no estado de Pernambuco, 

causando perdas estimadas entre 30% e 100% (Moraes et al., 1988). Desde então, o “vira-

cabeça” está amplamente alastrado na maior parte das regiões produtoras de alface no Brasil. 

Durante muito tempo, o agente causal desta doença pertenceu ao gênero Tospovirus, que 
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recentemente foi reclassificado como Orthotospovirus (Junglen, 2016; ICTV, 2018). Os 

sintomas que este patógeno causa consistem em numerosas manchas cloróticas e/ou 

necróticas, de coloração marrom e em muitos dos casos, um nítido bronzeamento. Os 

sintomas podem se manifestar também com deformações assimétricas ou irregulares em 

apenas um conjunto de folhas da roseta. Com a evolução da doença, ocorre o coalescimento 

das lesões, resultando numa necrose acentuada (Krause-Sakate et al., 2016; Lima, 2016). 

Uma vez que não se tem conhecimento da existência de métodos curativos para 

plantas infectadas com vírus, é imprescindível empregar múltiplos métodos de controle. As 

estratégias neste ponto, visam evitar infecções ou reduzir as fontes de inóculo da doença. 

Neste sentido, escolha de sementes de qualidade, plantas resistentes, controle de hospedeiras 

alternativas, eliminação de restos de cultura, evitar plantio escalonado, eliminar plantas 

sintomáticas dos canteiros, produzir mudas em telado com o monitoramento de tripes e 

afídeos, com controle químico destes insetos quando possível, são alguns dos principais 

métodos de controle recomendados de maneira geral para as viroses em alface (Krause-Sakate 

et al., 2016; Lima, 2016). 

1.4.2 - Bactérias como agentes de doenças na alface 

De todas as espécies de bactérias já relatadas no mundo responsáveis por causarem 

doenças em alface, somente as seguintes foram relatadas no Brasil: Burkholdeira cepacia, 

Dickeya sp., Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Pectobacterium atrosepticum, P. 

carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas aeruginosa, P. cichorii, P. fluorescens, P. 

marginalis, P. viridiflava, Rhizobium radiobacter, Seratia marcescens e Xanthomonas 

axonopodis pv. vitians. Destas, as mais importantes para a cultura da alface no Brasil, são: 

Xanthomonas axonopodis pv. vitians, P.  cichorii e aquelas que causam podridões mole, 

pertencentes aos gêneros Dickeya, Pectobacterium, Enterobacter e Serratia (Beriam & 

Almeida, 2017).  
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Pseudomonas cichorii causa a doença conhecida como “crestamento bacteriano”. Essa 

doença foi descrita pela primeira vez em 1935 na Alemanha (Stapp, 1935; Grogan et al., 

1977) e no Brasil em 1954 no estado do Rio Grande do Sul (Freire, 1954). No Brasil, estima-

se que essa bactéria possui em torno de 45 espécies botânicas como hospedeiras. Os 

principais sintomas são manchas irregulares que partem da parte interna do limbo foliar, de 

conformação aproximadamente triangular e que avançam no sentido dos bordos da folha. 

Com o tempo, as lesões coalescem e o tecido fica necrosado podendo ter agravamento da 

lesão por bactérias oportunistas que causam também podridão mole. É comum a associação 

de P. cichorii com X.  axonopodis pv. vitians em infecções mistas de crestamento bacteriano. 

Além dos sintomas supracitados, pode ocorrer também o “colo preto”, que é caracterizado 

pelo escurecimento do colo da planta, podendo ter de 1 a 2 cm de extensão e geralmente é 

localizado entre a inserção da folha e o caule. Nestes casos, pode ocorrer ainda a redução do 

sistema radicular da planta (Freire, 1954; Beriam & Almeida, 2017).  

A podridão mole é uma doença muito comum em plantios de alface. Inicialmente, 

essas bactérias colonizam os espaços intercelulares do parênquima e posteriormente, após 

atingirem elevado nível populacional, começam a produzir enzimas usadas para colonizar o 

hospedeiro. Celulases, hemicelulases, ligninases e pectinases ou enzimas pectinolíticas estão 

entre estas enzimas. Estas últimas, são capazes de degradar a parede celular e lamela média 

das células vegetais, macerando tecidos e contribuindo desta forma para o extravasamento do 

conteúdo celular vegetal, resultando em alterações na morfologia da folha dando a ela um 

aspecto mole (Amorim & Pascholati, 2018). Com a evolução da doença, as plantas murcham 

e a parte interna do caule torna-se totalmente macerada, por este motivo a doença é também 

conhecida como “talo oco”. Esse tipo de podridão pode ser diferenciado de outras, causadas 

por fungos, pela ausência de micélio e/ou escleródios, além do fétido cheiro que exala quando 

os tecidos afetados são contaminados também, por outras bactérias (Beriam & Almeida, 
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2017).  

Em 1962, foi descrita no estado do Rio de Janeiro a mancha foliar bacteriana, causada 

por X.  axonopodis pv. vitians. Hoje, ela encontra-se distribuída nos campos de produção de 

alface em todo o Brasil (Robbs, 1962). Os sintomas são caracterizados por lesões negras ou 

marrons escuras, aquosas, no limbo foliar e que coalescem com o tempo (Carisse et al., 2000; 

Beriam & Almeida, 2017). O controle para esta bacteriose basicamente se dá por uso 

adequado de irrigação, eliminação de restos de cultura, escolha da área, eliminação de 

hospedeiras alternativas e pelo uso de sementes de qualidade, uma vez que esta bactéria é 

capaz de ser disseminada por sementes (Davis et al., 1997).  

1.4.3 - Nematoides como agentes de doenças na alface 

Existem relatos que mostram a associação da alface com espécies dos gêneros: 

Aorolaimus, Aphelenchus, Aphelenchoides, Mesocriconema, Helicotylenchus, Pratylenchus, 

Rotylenchulus, Trichodorus, Xiphinema e Meloidogyne. Apesar de poucas espécies terem 

patogenicidade comprovada, os nematoides das galhas inclusos no gênero Meloidogyne são os 

que causam maior prejuízo para a cultura da alface. (Oliveira et al., 2017). As espécies de 

Meloidogyne constituem o gênero de fitonematoides mais agressivo e prejudicial para a 

agricultura. Polífagos, são capazes de atacar hortaliças, fruteiras, soja, algodão, café, feijão 

dentre outras culturas de interesse agrícola. Estima-se a ocorrência de mais de 100 espécies 

dentro deste gênero (Hunt & Hadoo, 2009). Estes nematoides causam diversos tipos de 

sintomas, sejam os diretos que são observados nos próprios órgãos parasitados das plantas 

(galhas nas raízes) ou os reflexos, que são verificados nas porções aéreas das plantas (Ferraz, 

2018). 

Os sintomas de galhas nas raízes de alface, acontecem normalmente em reboleiras e 

são resultantes de hiperplasia e hipertrofia das células do cilindro vascular e parênquima 

cortical. Essas galhas são formadas pelas próprias plantas em resposta à reação com toxinas 
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produzidas por estes vermes. Por conta deste parasitismo, as raízes podem ter seu volume 

reduzido e sua anatomia alterada, desfavorecendo o processo de absorção de nutrientes e 

favorecendo a infecção por outros patógenos de solo. As alterações que ocorrem nas raízes 

podem ter seu reflexo em tamanho desigual das folhas por privação de nutrientes essenciais 

ao desenvolvimento deste órgão, além de causarem também em alguns casos o sintoma de 

murcha, prejudicando dessa forma a produção de alface como um todo (Ferraz, 2018). 

O controle desta doença deve ser feito de forma integrada visando maximizar a ação 

dos agentes de controle. Alguns métodos que podem ser considerados em casos de infestação 

são a utilização de mudas sadias com substratos livre de fitonematoides, a rotação de culturas 

com plantas não hospedeiras e quando possível, o uso de cultivares resistentes. Controle 

químico não é recomendado por não haver produtos registrados para a cultura da alface, 

considerando-se a toxicidade e o período residual (AGROFIT, 2019), que desta forma, 

impedem seu emprego em alface, por esta cultura ter um ciclo relativamente curto (Moraes et 

al., 2006; Oliveira, 2017). 

1.4.4 - Fungos como agentes de doenças na alface 

Na cultura da alface, são relatadas 15 doenças fúngicas que têm importância mundial 

(Davis, 1997). No Brasil as doenças fúngicas mais importantes para a cultura da alface são: 

Míldio – Bremia lactucae Regel; Septoriose – Septoria lactucae Pass; Cercosporiose – 

Cercospora lactucae-sativae Sawada; Oídio – Golovinomyces cichoracearum (D.C) V.P 

Heluta; Mofo cinzento – Botrytis cinerea Pres.: FR.; Mofo Branco – Sclerotinia sclerotiorum 

(Lib). De Bary, Sclerotinia minor Jegger; Fusariose – Fusarium oxysporum f. sp. lactucae; 

Podridão da saia – Rhizoctonia solani Künh e Pythium spp. (Töfoli & Domingues, 2017), 

sendo estas duas últimas, objetos de estudo desta pesquisa. 
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1.5 - RIZOCTONIOSE OU PODRIDÃO DA SAIA 

1.5.1 - Histórico, aspectos epidemiológicos e sintomatológicos da doença 

Na literatura internacional, a rizoctoniose da alface é conhecida por “lettuce bottom 

rot” e no Brasil por queima da saia. No entanto, levando-se em consideração o termo original 

em inglês e considerando-se o fato de outros patógenos estarem relacionados com o sintoma 

de queima foliar, propõe-se neste trabalho o termo “podridão da saia” em substituição ao 

termo “queima da saia”.  

O agente causal da podridão da saia da alface foi descrito inicialmente como 

Rhizoctonia solani e sua primeira observação causando podridão da saia em alface foi descrita 

em 1900 ao ser detectada em casas de vegetação no estado de Massachusetts – EUA (Stone et 

al., 1900). Cinco anos mais tarde, no estado da Flórida – EUA este patógeno teve seu 

primeiro relato em campos de produção (Davis, et al., 1997). 

A podridão da saia pode ser encontrada em todos os tipos e estádios fenológicos da 

alface. Em condições favoráveis, estima-se que nos EUA esta doença pode causar perdas de 

até 70% na produção. Sob condições altamente favoráveis, as alfaces afetadas não podem ser 

comercializadas e mesmo quando a doença no campo não tem sua severidade tão alta, ela 

causa prejuízos indiretos, pois se faz necessário a remoção  das folhas afetadas o que leva a 

uma redução do peso, tamanho e forma da planta, exercendo dessa forma uma forte influência 

negativa na sua comercialização (Raid, 1997).  

Estudos posteriores à primeira ocorrência desta doença no mundo, demonstraram a 

participação de várias espécies de fungos associados à doença da alface. Apesar da 

predominância de R. solani em isolamentos de plantas com sintomas de podridão da saia, à 

época, já se detectava a presença de Botrytis cinerea, Sclerotinia spp. e frequentemente 

Pythium spp. como componentes de um complexo etiológico causando esta doença 

(Townsend, 1934, Blok & Plaats-Niterink, 1978). Atualmente, esta questão do complexo 
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etiológico ainda é discutida. Pesquisas realizadas na Bélgica demonstraram a ocorrência de 

Sclerotinia spp., B. cinerea e Pythium spp. como espécies envolvidas na podridão da saia em 

estufas de alface. Além de R. solani, tido como o principal agente etiológico da rizoctoniose 

(Van Beneden et al., 2009; Claerbout et al., 2019). 

Após penetrar no tecido da hospedeira, o fungo R.  solani coloniza os tecidos sob 

temperatura ideal entre 25-28°C, e dentro das 36 a 48 horas, aparecem as primeiras lesões que 

geralmente acometem as folhas mais baixas, que formam a saia da alface, exatamente por 

estarem em contato ou próximas do solo. Inicialmente os sintomas aparecem como pequenas 

manchas variando de cor de ferrugem a cor marrom chocolate, principalmente na parte 

interior da nervura principal, no meio da folha (Figura 1.A). Posteriormente, o patógeno afeta 

todo o limbo foliar, colapsando os vasos pelos quais circulam os nutrientes e a água, 

promovendo alteração para um limbo foliar necrosado, com aspecto de queimado (Figura 

1.B). Além de prejudicar a planta de alface diretamente, a podridão da saia favorece a 

instalação de microrganismos saprófitas e bactérias fitopatogênicas, como as do gênero 

Pectobacterium, que provocam podridões-mole e promovem o surgimento de sintomas como 

o talo-oco (Raid, 1997). 
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Figura 1: Sintomas da podridão de saia. A) Sintoma na nervura principal da folha de coloração marrom 

chocolate. B) Folhas da saia em estado necrótico sendo atingidas pela doença. Fotos: Luiz Lopes. 

1.5.2 - O gênero Rhizoctonia 

O gênero Rhizoctonia pertence ao Domínio Eukarya, Reino Fungi, Sub-reino Dikarya, 

Filo Basidiomycota, Sub-Filo Agaricomycotina, Classe Agaricomycetes, Ordem 

Ceratobasidiaceae, Família Cantharalles e Gênero Rhizoctonia (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 

2018). 

A primeira descrição deste gênero foi realizada por De Candolle no ano de 1815. 
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Neste trabalho, estudando fungos até então desconhecidos, atacando alfafa (Medicago sativa 

L.) e açafrão-verdadeiro (Crocus sativus L.), ele relatou a ocorrência de duas espécies dento 

deste gênero: R. medicaginis afetando alfafa e R. crocorum afetando açafrão-verdadeiro sendo 

esta espécie de Rhizoctonia determinada como espécie tipo. Desde sua descrição, mais de 120 

espécies já foram relatadas dentro do gênero Rhizoctonia atacando plantas ao redor do mundo. 

Atualmente existem 148 registros com o nome Rhizoctonia no banco de dados da plataforma 

Index Fungorum. A espécie importante deste gênero é R. solani, que foi descrita em 1858 em 

associação com túberculos de batata por Kühn (Sneh et al., 1991). Esta espécie é capaz de 

causar doenças em uma ampla gama de hospedeiros, incluindo aproximadamente 500 gêneros 

botânicos (McNabb & Talbot, 1973) promovendo diversos sintomas em diferentes órgãos, 

como por exemplo: podridões em sementes, raízes, hipocótilos, no limbo foliar e “dumping-

off” na pré e pós emergência (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018). 

No Brasil, a espécie R. solani  já foi relatada como agente causal de doenças em 

diversas culturas além da alface, como: cafeeiro (Sussel et al., 2001); fumo (Ceresini et al., 

2002); soja (Yorinori, 1998; Meyer & Yorinori, 1999); pimentão (Almeida  et al., 1980; 

Bolkan & Ribeiro, 1985); amendoim (Campaci & Figueiredo, 1964; Ceresini et al., 1996; 

Kuramae et al., 2002); feijão (Ceresini & Souza, 1997; Godoy-Lutz et al., 2003; Kuramae et 

al., 2002); batata (Ceresini et al., 2002; Rosa et al., 2005); yacon (Grau & Rea, 1997; Fenille 

et al., 2005); crotalária (Paula Júnior et al., 2011); brócolis, espinafre e tomate (Kuramae et 

al., 2003); seringueira (Gasparato et al., 1981; Tanaka & Coqueiro, 1981); eucalipto (Silveira 

et al., 2000) e teca (Poltronieri et al., 2008). 

Os fungos do gênero Rhizoctonia não são necessariamente causadores de 

enfermidades em plantas. Curiosamente, além de ocuparem nichos ecológicos de 

decompositores vivendo em atividade saprofítica na matéria orgânica do solo, eles também 

atuam como simbiontes em orquídeas e musgos promovendo um bom desenvolvimento a 



 

 

32 

 

estes tipos de vegetais. (Warcup & Talbot, 1966; Currah et al., 1987; Gónzales et al., 2016). 

Morfologicamente, este gênero apresenta: células que podem ser binucleadas ou 

multinucleadas (sendo este aspecto importante para separar R. solani que é multinucleada das 

demais espécies de Rhizoctonia spp. que são binucleadas); hifas hialinas que, ao amadurecer 

do micélio, torna-se pigmentadas com coloração próxima do marrom; apresentam próximo ao 

septo distal em hifas jovens, ramificações em ângulo reto. Além disso, apresentam também 

um septo na ramificação da hifa nas proximidades do ponto de origem, sendo estas 

ramificações constritas em sua região basal; os septos são do tipo doliporo os quais impedem 

movimento de organelas célula-a-célula e as hifas não apresentam grampos de conexão além 

de não apresentarem diferenciação para formação de células conidiogênicas, tendo, portanto, 

um micélio estéril. Alguns grupos de Rhizoctonia produzem, não necessariamente, 

escleródios que são aproximadamente uniformes e de coloração marrom-escuro (melanizados) 

e que são capazes de sobreviverem por muitos anos no solo (Takashi & Tadao, 1978). Estes 

fungos não apresentam rizomorfos e obrigatoriamente, suas fases teleomórficas quando 

presentes, pertencem ao filo Basidiomycota (Mordue, 1974; Parmeter & Whitney, 1970; Sneh 

et al., 1974). 

Os fungos anamórficos classificados no gênero Rhizoctonia têm seu relativo 

teleomórfico abrigado em diferentes famílias e ordens. A maioria dos representantes do 

gênero Rhizoctonia são formas assexuadas de quatro gêneros de Basidiomicetos, são eles: 

Thanatephorus Donk., Waitea Warcup & Talbot Ceratobasdium Rogers e o gênero 

Tulasnella Schröter. Sendo aqueles dois primeiros gêneros teleomórficos, correspondentes 

respectivos das espécies: R. solani - espécie multinucleada, R. zeae e R. oryzae – espécies 

multinucleadas. Espécies como R. repens e R. oryzae-sativae são binucleadas e associam-se 

com várias espécies de Ceratobasdium ou ainda a espécies de Tulasnella (Ogoshi, 1987; Sneh 

et al., 1991; Carling & Summer, 1992; Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018). 
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Estudos pioneiros na década de 30 basearam-se na grande variação do aspecto 

morfológico da colônia, agressividade, gama de hospedeiros, exigências nutricionais e na 

anastomose de hifas para classificar as espécies de Rhizoctonia em grupos (Matsumoto et al., 

1932). Ao longo dos anos, estes estudos têm sido modificados por diversos autores que 

favoreceram a atual compreensão do conceito vigente dos grupos de anastomose (AGs) 

(Richter & Schneider, 1953; Parmeter et al., 1969; Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018). 

A utilização do conceito de AGs foi importante não somente como um critério válido 

para melhor classificar a diversidade infra-genética e infra-específica em Rhizoctonia, mas 

também para revelar que R. solani é um complexo de espécies que não tem compatibilidade 

entre grupos distintos, o que indica que são de populações isoladas reprodutivamente 

(Anderson et al., 1972; Anderson, 1984).  

O sistema de classificação por AGs consiste em juntar ou separar isolados 

geneticamente semelhantes com base no contato entre suas hifas. Quando ocorre facilmente a 

anastomose de hifas com troca citoplasmática e de núcleos, tais isolados são agrupados no 

mesmo AG. Ao passo que, isolados que não conseguem contato e fusão de hifas com troca de 

núcleos e citoplasma, são considerados membros de distintos AGs (Ajayi-Oyetunde & 

Bradley, 2018). O uso do conceito de AGs tem sido essencial para estudos com o objetivo de 

caracterizar isolados de R. solani, R. repens, R. zeae e R. oryzae e espécies binucleadas 

utilizando isolados de Ceratobasidium como teleomorfo (Yang & Li, 2012). 

Atualmente 14 grupos de anastomose em R. solani são conhecidos, assim 

denominados como: AG-1, AG-2, AG-3, AG-4, AG-5, AG-6, AG-7, AG-8, AG-9, AG-10, 

AG -11, AG-12, AG-13 e AG-BI (Agarwal, 2010; Yang & Li, 2012; de Melo et al., 2017; 

Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018). É importante ressaltar que alguns pesquisadores entendem 

o AG-BI como sendo uma porção do AG-2 (Carling, 1996; Carling et al., 2002). No ano de 

2010 foi proposto um novo grupo de anastomose (provável AG-14) ocorrendo em citrus na 
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região norte do Brasil no estado do Acre. Sendo estes isolados distintos de todos os outros que 

até então foram relatados no mundo (Gaino et al., 2010). Além dos AGs, os isolados de R. 

solani podem ser diferenciados em grupos intraespecíficos (ISGs). Atualmente, considerando-

se evidências de anastomose, patogenicidade, morfologia, requerimento de vitaminas, taxa de 

crescimento micelial, temperatura ótima de crescimento, tipos de escleródios produzidos e 

gama de hospedeiros dos isolados, têm-se o total de 23 ISGs. Estudos que consideram estes 

23 ISGs também baseiam-se em análises sorológicas, de ácidos graxos, de eletroforese de 

proteínas e na sequência de determinados segmentos de DNA (Carling, 2000; Nakatani, 

2006). 

Os 23 ISGs de R. solani são distribuídos em diversos AGs, a saber: IA, IB, IC, ID no 

AG-1; 2-1I, 2-1II, 21III, 2-2IIIB, 2-2IV, 2-2LP, 2-3 e 2-t no AG-2; HGI, HGII E HGIII no 

AG-4; HGI e GV no AG-6; ZG1-1, ZG1-2, ZG1-3, ZG1-4 e ZG1-5 no AG-8; TP e TX no 

AG-9 (Carling, 2000; Kuninaga & Carling, 2000; MacNish & O’Brien, 2000; Yang & Li, 

2012). 

O grupo AG-1 é cosmopolita e tem hospedeiras gramíneas e leguminosas. O grupo 

AG1-IA (conhecido como “sasaki”) por exemplo, é um patógeno de parte aérea que em arroz 

causa a seca da bainha (Carling & Summer, 1992; Jones & Belmar, 1989), em gramados 

causa bronzeamento (Martin & Lucas, 1984) e no milho, sorgo e soja causam queima das 

folhas (Yang et al., 1988). O AG1-IB conhecido também como microesclerocial é um grupo 

de patógenos de parte aérea. O AG1-IC possui isolados que são patógenos de solo e causam 

tombamentos em diversas hospedeiras como a soja e a cenoura. O AG1-ID causa queima das 

folhas também e tem como exemplo de hospedeira o cafeeiro. (Yang & Li, 2012). 

Recentemente, um grupo de pesquisadores da Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária – Embrapa, situada no estado do Acre, descreveu uma nova doença na cultura 

da mandioca (Manihot esculenta Crantz) a nível mundial. Os estudos se deram no maior polo 
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de produção desta cultura no estado, situado no município de Mâncio Lima. Testes de 

patogenicidade, moleculares e filogenéticos, utilizando a região do espaço interno transcrito 

(ITS) do DNA ribossomal, constataram a presença de Rhizoctonia solani pertencente ao 

grupo AG1-IA.  Os sintomas da doença intitulada “queima-do-fio da mandioca” consistem 

em queima das folhas da parte superior da planta e sinal do patógeno pela presença de intenso 

crescimento micelial na parte aérea (Siviero et al., 2019). 

O AG-2 possui 8 sub-grupos. O primeiro, AG-2-1 é conhecido em culturas de inverno. 

É importante como patógeno de solo e é capaz de causar tombamento em crucíferas 

(Watanabe & Matsuda, 1966), podridão de raiz em rabanete (Homma & Ishii, 1984) e queima 

foliar de tulipas (Nakatomi & Kaneko, 1971). O AG2-1I é composto por isolados de origem 

japonesa e holandesa de culturas de inverno, já o AG2-1II possui isolados oriundos do Alaska 

e Austrália e o AG2-2-1III composto por isolados provenientes da Itália (Kuninaga & Carling, 

2000). O grupo AG-2-2IIIB (“rush type”) possui isolados capazes de atacar tanto órgãos em 

contato como o solo como a parte área das hospedeiras, causam também tombamentos na pré 

e pós-emergência em culturas como a beterraba (Watanabe & Matsuda, 1966), crisântemo 

(Kajiwara & Sugata, 1971). Em gramados, causam bronzeamento (Hurd & Grisham, 1983) e 

na cultura do arroz, causam a falsa seca da bainha (Watanabe & Matsuda, 1966). O grupo 

AG-2-2IV conhecido também como “root rot type” ataca tanto os órgãos subterrâneos como a 

parte área causando queima e podridões de raízes em beterraba e em inúmeras outras culturas 

causando também seca em gramados (Carling & Summer, 1992). O grupo AG-2-2LP causa a 

doença conhecida como “large patch” em gramados (Hyakumachi et al., 1998). Já o grupo 

AG-2-3 possui isolados que foram constatados no Japão como causadores de queima foliar 

em soja (Naito et al., 1995). 

O grupo AG-3, denominado como “potato type” é um grupo mais delimitado e sem 

muita diversificação não possuindo sub-grupos conhecidos (Watanabe & Matsuda, 1966). 
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Causa podridões em raízes e colo na cultura da batata (Solanum tuberosum L.), lesão foliares 

em tomate, berinjela e fumo. Este grupo abriga isolados mais tolerantes à temperaturas 

amenas em comparação a isolados pertencentes a outros AGs (Date et al., 1984; Meyer et al., 

1990; Kodama et al., 1982, Yang & Li, 2012). 

O AG-4 denominado “praticola type” possui três grupos que são diferenciados 

geneticamente, mas não é possível diferenciá-los em reações de anastomose. São isolados que 

atacam uma ampla gama de hospedeiras e causam danos tanto em órgãos em contato com o 

solo quanto em porções áreas das plantas. Algumas culturas afetadas são: batata, ervilha, soja, 

amendoim, limão, espinafre, tomate, alfafa, canola e fumo (Elango, 1986; Shehata et al., 

1983, Muyolo et al., 1993; Ceresini et al., 1996; Yang & Li, 2012). 

O grupo AG-5 é também pouco diversificado e causa podridão em raízes e colo e 

tombamentos em batata, mas é quase sempre menos agressivo que os isolados pertencentes ao 

AG-3 (“potato type”). Ocorre majoritariamente na Europa, Ásia e América do Norte (Carling 

& Summer, 1992; Eken & Dermici; 2004; Naito, 2004). 

Existem isolados de R. solani que não são patogênicos e ocorrem no Japão. Estes 

pertencem ao grupo AG-6 e formam micorrizas associadas à orquídeas e musgos (Naito, 

2004). Além do AG-6, ocorre no Japão o grupo AG-7. Os isolados deste grupo são patógenos 

de solo que causam danos não expressivos em algumas culturas (Homma et al., 1983). 

O AG-8 possui isolados que são de solo e causam a doença “bare patch” em cereais 

(Neate & Warcup, 1985) e podridão de raiz em batata (Carling & Leiner, 1990). Foi relatado 

na Austrália, EUA e Reino Unido (Ogoshi et al., 1990; Burton et al., 1988; Naito, 2004). 

Nos estados de Alaska e Oregon, EUA ocorre o grupo AG-9. Este grupo abriga 

isolados que são considerados pouco agressivos que podem atacar batata, couve-flor e linho e 

que com base em análises de DNA são subdividos em TP e TX (Carling & Kuninaga, 1900; 

Naito 2004).   
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O grupo AG-10 é pouco relatado. Ocorre como saprófita no Nordeste do Pacífico, 

associados a cereais de grãos pequenos (Sneh et al., 1998). 

AG11 é um grupo relatado no oeste da Austrália e nos EUA no estado de Arkansas 

causando “damping-off” em plantas de Lupinus angustifolius e soja (Kumar et al., 2002). 

Assim como o AG-6, o AG-12 é encontrado como isolados simbióticos formando 

micorrizas em orquídeas na Austrália (Kumar et al., 2002). 

O grupo AG-13 causa podridão de colo e raiz em plantas de algodão, podendo atacar 

couve-flor, rabanete, alface e milho (Carling et al., 1990; Carling et al., 2002; Tomaso-

Peterson & Trevathan, 2004; Kumar et al., 2002). 

O grupo AG-BI é conhecido também como “bridging isolate” e ocorre no Japão. Os 

isolados deste grupo podem anastamosar com isolados pertencentes a outros AGs, como: AG-

2, AG-3, AG-6, AG-8 e AG-11 (Yang & Li, 2012). 

O detalhamento na caracterização destes fungos utilizando o conceito de AGs e de 

IGSs representa um grande avanço na descrição de variabilidade genética existente dentro dos 

gêneros Thanatephorus, Ceratobasidium e Waitea. Os diferentes ISGs podem refletir 

importantes variações na patogenicidade, cruzamento e dispersão destes fungos (Vilgalys & 

Cubeta, 1994) que trazem importantes informações para a pesquisa que envolve resistência 

genética de plantas e/ou aspectos epidemiológicos e ecológicos, proporcionando assim, um 

controle mais bem direcionado (Ogoshi, 1987). Na prática em campo, a caracterização dos 

AGs incidentes em uma determinada área de plantio pode ajudar por exemplo na decisão de 

qual cultura instalar na próxima rotação com objetivo de controlar o patógeno em campo pela 

redução de inóculo. Ainda que a maioria dos AGs sejam polífagos, existem casos em que este 

manejo leva a resultados positivos (Nakatani, 2006). 

Como nada é exato biologicamente, a análise de reação de anastomose pode se mostrar 

inconclusiva para a elucidação da posição taxonômica em determinados casos. Nesse sentido, 
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dois relatos mostram incompatibilidades entre AGs e características morfológicas, fisiológicas 

e de patogenicidade em plantas de fumo (Nicoletti et al., 1999) e soja (Naito & Kanematsu, 

1994). Isto demonstra as limitações do uso do conceito de AGs e ISGs como critério único 

para caracterizar e identificar fungos do gênero Rhizoctonia. Desta forma, diversos fatores 

ambientais que podem levar a uma alta variação fenotípica são tidos como uma das principais 

dificuldades que os micologistas possuem para utilizar o critério taxonômico convencional, 

até o momento estabelecido (Carling, 1996; Nakatani, 2006). 

1.5.3 - O uso da biologia molecular na taxonomia do gênero Rhizoctonia 

O uso do método de classificação em AGs e ISGs pode ser importante para a 

taxonomia de Rhizoctonia. No entanto, não é considerado atualmente o único método para 

classificação devido à frequente variação na fusão de hifas levando a erros de interpretação 

dos resultados e consequentemente na identificação. Estas falhas podem estar associadas a 

condições ambientais, nutricionais ou mesmo ao próprio envelhecimento dos isolados em 

coleções micológicas. Ademais, este método não consegue informar sobre os aspectos de 

variantes genéticas ou a relação entre e dentro de cada um dos AGs (Sneh et al., 1991; 

Parmeter et al., 1969; Hyakumachi & Ui, 1987; Carling, 1996). Estas limitações foram 

superadas através do desenvolvimento e uso de técnicas de biologia molecular. 

Desde a década de 80 são realizados estudos de populações baseadas em métodos 

moleculares (Brasier, 1987) como:  técnicas de hibridização DNA/DNA, reação em cadeia da 

polimerase (PCR) da região interna transcrita (ITS) do gene do RNA ribossomal, com 

posterior sequenciamento, gel de eletroforese em campo pulsado e polimorfismo do 

comprimento dos fragmentos amplificados (AFLP) (Vilgalys, 1994; Liu et al., 1993; Boysen 

et al., 1996; Kuninaga et al., 1997; Keijer et al., 1996; Ceresine et al., 2002; Ajayi-Oyetunde 

& Bradley, 2018). 

Tais técnicas foram importantes para estudar a similaridade genética entre os AGs de 
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R. solani utilizando sequências das unidades transcritas 18S, 28S e 5,8S e ITS do DNA 

ribossomal, sendo utilizada posteriormente para inferências taxonômicas e filogenéticas de 

Rhizoctonia spp. (Gonzales et al., 2016; Carling et al., 2002; Fenille et al., 2005). 

Vilgalys & Gonzáles (1990) fizeram análises filogenéticas utilizando a sequência 

parcial do 28S rDNA de 10 AGs distintos de R. solani e conseguiram observar pequenas 

variações entre eles. Boysen e colaboradores (1996), baseados também em análises 

filogenéticas da região ITS1-5.8S-ITS2 e com o uso de técnica de sequenciamento de PCR 

assimétrico, obtiveram 3 diferentes subgrupos dentro do AG-4, e que correlacionaram com 

dados de origem e virulência dos isolados. Kuninaga et al. (1997) explicitaram a importância 

dos estudos de sequências da região ITS1-5.8S-ITS2 como ferramenta para identificar 

subgrupos dentro da espécie R. solani.  

Atualmente, o uso da região ITS ainda se mostra eficaz para o estudo filogenético 

dentro do gênero Rhizoctonia. Jaafar et al. (2015), utilizando sequências de ITS rDNA, 

conseguiram mapear a distribuição geográfica dos grupos de anastomose envolvidos em 

plantios de canola (Brassica napus L.) no estado de Washington, EUA. González et al. 

(2016), utilizando sequências de diferentes regiões, incluindo ITS rDNA, conseguiram 

separar diversos isolados de Rhizoctonia solani em clados congruentes aos grupos conhecidos 

de anastomose. Melo et al. (2016) relataram pela primeira vez no Brasil, a ocorrência de 

isolados de R. solani pertencentes ao AG-1IB e AG-4-HGI causando queima foliar e podridão 

de raízes em plantas da família Lamiaceae utilizando caracterização morfológica com 

pareamento de hifas em grupos de anastomose e análise molecular envolvendo primers 

pertencentes ao ITS rDNA. Inokuti et al. (2018) estudaram a patogenicidade e diversidade de 

espécies de Rhizoctonia e grupos de anastomoses associados à plantas de batata em campos 

de produção no Brasil. Neste estudo, os 35 isolados analisados filogeneticamente através de 

sequências de ITS rDNA, agruparam em distintos clados referentes aos AGs: AG-3, AG-4-
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HGI, AG-R, AG-2-1, AG-A e AG-1-IB. Basseto et al. (2019), com o uso de filogenia 

envolvendo a região ITS rDNA detectaram a ocorrência do grupo AG 2-2-HB em seringueira 

(Hevea brasiliensis) na região amazônica do Brasil. 

Apesar do uso da região ITS nas análises filogenéticas ser importante para a 

caracterização de espécies de Rhizoctonia, existem estudos que demonstram o uso de outros 

genes como ferramenta para dar maior resolução às análises genômicas dos fungos incluindo 

Rhizoctonia. Por exemplo, Thon & Royse (1999) pesquisaram sobre a importância da 

sequência parcial de Beta-tubulina entre basidiomicetes. Kretzer & Bruns (1999) 

demonstraram que a região ATP6 (subunidade mitocondrial ATPase) é bastante eficaz para 

inferências filogenéticas de Boletales, pertencentes ao filo Basidiomycota. A segunda 

subunidade maior da polimerase II de RNA – RPB2 e o gene do fator de elongação EF-1alfa 

também têm sido utilizados como alternativas para melhor elucidar as relações filogenéticas 

entre espécies de Rhizoctonia. Mesa (2015), utilizando análises filogenéticas com as regiões 

ITS, RPB2 e EF-1alfa, identificou pela primeira vez R. solani AG-1-IF associado a mela da 

soja e do feijão caupi e R. solani AG-1-ID associados ao feijão-caupi no estado de Roraima-

Brasil. 

Além das regiões genômicas supracitadas, existem trabalhos que utilizam primers 

específicos baseados na região ITS para detectar a presença de determinados grupos de 

anastomose em patossistemas envolvendo espécies de Rhizoctonia. Sandoval et al. (2019), 

por exemplo, relataram a ocorrência de espécies multinucleadas de Rhizoctonia pertencentes 

ao grupo AG1-IA associadas à queima da bainha do arroz nas Filipinas utilizando primers 

espécificos para o subgrupo AG1-IA baseados na região ITS rDNA. 

1.5.4 - O gênero Pythium no complexo de espécies da podridão de saia em alface 

O gênero Pythium Pringsheim foi relatado pela primeira vez em 1858 e é classificado 

atualmente como pertencente ao Reino Chromista; Filo Oomycota; Classe Oomycetes; Ordem 
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Pythiales e Família Pythiaceae (Pringsheim, 1858; Kirk et al., 2008). 

Estes oomicetos encontram-se nos mais variados ecossistemas, tanto terrestres, como 

aquáticos, seja em fonte continental ou marinha. Além de serem importantes para a patologia 

de plantas como agentes etiológicos de diversas doenças, estes microrganismos são 

responsáveis por atuarem na reciclagem de nutrientes, sendo capazes de degradar compostos 

quitinosos, celulósicos e queratinosos com proximidade ao nicho ecológico de 

decompositores dos fungos verdadeiros (Jesus et al., 2013; Sousa & Rocha, 2017). Além 

disso, podem atuar como parasitas de outros oomicetos e fungos tanto em ambiente aquático 

ou no solo, crustáceos, peixes, macrófitas, nematoides, algas e artrópodes. Podendo servir 

também como fonte de alimentos às espécies de zooplâncton (Voronin 2008; Kestrup et al., 

2011; Kageyama, 2014; Rocha et al., 2017). 

O gênero Pythium possui aproximadamente 196 espécies conhecidas (Kageyama, 

2014) e atualmente existem 327 registros na plataforma Index Fungorum com o nome do 

gênero Pythium. Muitas dessas espécies são conhecidas na fitopatologia por causarem sérios 

problemas em culturas de interesse agrícola, como a podridão de frutos, raízes e caules, 

tombamento de mudas e podridão de sementes na pré e pós-emergência (Plaats-Niterink, 

1981; Alexopoulos et al., 1996). 

Assim como os fungos verdadeiros, as espécies de Pythium apresentam crescimento 

micelial com nutrição por absorção e produção de esporos durante sua reprodução (Fry & 

Grünwald, 2010). Características bioquímicas e estruturais, no entanto, levaram a necessidade 

de realocar este gênero em um reino diferente ao que os fungos verdadeiros pertencem, 

sobretudo por produzirem esporos flagelados, apresentarem composição da parede celular 

constituída de celulose e B-glucanas, hifas sem septos e mitocôndrias com cristas tubulares. 

Os esporos produzidos pelas espécies de Pythium durante a reprodução assexuada são 

conhecidos como zoósporos, que são diploides e flagelados, sendo um flagelo mais curto e 
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liso denominado “chicote” e outro do tipo “tinsel” com presença de mastigonemas 

(Alexopoulos, 1996; Amorim et al., 2016).  Durante a reprodução sexuada destes oomicetos 

são produzidos oósporos que facilitam a sobrevivência na ausência de hospedeiros. Ao 

encontrar condições favoráveis, estes oósporos germinam produzindo esporângios no qual há 

um encaminhamento do citoplasma para a formação de vesículas, ocorrendo no interior destas 

a diferenciação dos zoósporos (esporos que possuem habilidade de nadar em lâminas d’água) 

que são atraídos para suas hospedeiras através de mediações químicas com exsudatos 

produzidos pelas raízes de plantas (Amorim et al., 2016; Schroeder et al., 2013). 

Desde a década de 30 que se tem informações sobre a ocorrência de diversos 

patógenos envolvidos na podridão de saia em alface. De fato, esta doença tem sua etiologia 

dentro de um complexo de espécies, nas quais, participam espécies do gênero Pythium 

(Townsend, 1934, Blok & Plaats-Niterink, 1978; Van Beneden et al., 2009; Claerbout et al., 

2019). 

A importância do estudo do papel destes patógenos como agentes etiológicos é 

imprescindível para o sucesso no controle de diversas doenças, entre elas, a podridão de saia. 

Neste sentido, estudos taxonômicos têm sido realizados ao longo dos anos com o objetivo de 

elucidar as relações entre as espécies deste gênero e suas hospedeiras (Van der Plaats-

Niterink, 1981; Irwin, 1997; Claerbout et al., 2019). Tradicionalmente, a taxonomia do gênero 

Pythium baseia-se em critérios morfológicos, como: conformação de esporângios; 

ornamentação superficial do oogônio; volume que o oósporo preenche o interior do oogônio; 

origem e modo de ligação do anterídio ao oogônio; e a presença de espessamentos de hifas 

(Van der Plaats-Niterink, 1981). No entanto, estas características foram se tornando 

insuficientes para separar, por vezes, espécies que indicavam ser diferentes entre si quando se 

consideravam outras características que não somente as morfológicas (Irwin, 1997). 
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1.5.5 - O uso da biologia molecular na taxonomia do gênero Pythium 

Com o advento da biologia molecular, os estudos das relações filogenéticas têm 

ajudado a elucidar de modo mais coerente a relação entre espécies do gênero Pythium. O uso 

de marcadores genéticos como a região interna não transcrita (ITS) do DNA ribossomal, 

mostra-se efetiva para caracterização de isolados por ter alta variabilidade entre espécies 

(Irwin, 1997). A análise de sequências destas regiões não codificadas tem sido amplamente 

usada para estudos de relações entre espécies do gênero Pythium (Matsumoto et al., 2000). 

Apesar da importância da região ITS na caracterização dentro do gênero Pythium, 

muitas vezes ela se mostra insuficiente para o entendimento da evolução de todo o genoma. 

Sendo assim, tem sido necessário a inserção de outros genes em análises para um 

entendimento mais robusto das relações filogenéticas de espécies de Pythium. Genes que 

codificam para proteínas estruturais ou metabólicas como a citocromo oxidase II, fator de 

translocação e elongação 1-alfa e o gene da Beta-tubulina têm sido considerados atualmente 

para ampliar a robustez e resoluções das análises filogenéticas (Bruns et al., 1991; Al-Sheikh, 

2010; Al-Sheikh & Abdelzaher, 2012; Tojo et al., 2013; Villa et al., 2006). 

O gene da citocromo oxidase II é responsável por codificar uma enzima que catalisa o 

último passo no processo de transporte de elétrons na cadeia respiratória. Por ser de origem 

mitocondrial, além de diferir da região ITS, esta região é mais variável que o DNA nuclear. 

Neste sentido, esta região tem sido útil para analisar relações entre microrganismos 

semelhantes, sobretudo ao nível de subgêneros ou taxas mais inferiores. Estudos realizados na 

Califórnia, EUA analisaram 684 pares de base dos genes cox I e cox II com o objetivo de 

estudar relações filogenéticas entre 24 espécies de Pythium. O resultado observado foi que as 

espécies agruparam em 3 clados para o cox II e que de maneira abrangente, isto tinha refletido 

na morfologia dos zoosporângios e/ou dos espessamentos de hifas (Martin, 2000).  

Além da região ITS e da citocromo oxidase II, outros estudos têm considerado o uso 
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da região da Beta-tubulina. Este gene codifica para proteínas denominadas de tubulina, 

constituintes dos microtúbulos, citoesqueleto e flagelos de células eucarióticas. Diversos 

trabalhos têm demonstrado a importância deste gene para uma maior resolução das 

inferências filogenéticas dentro do gênero Pythium (Thon & Royse, 1999). Villa et al. (2006) 

realizaram estudos filogenéticos de isolados de Pythium e Phytophthora utilizando as regiões 

ITS, Cox II e Beta-tubulina. Como resultado, os autores conseguiram diferenciar 4 clados que 

refletiam aspectos morfológicos dos oomicetos analisados. O primeiro clado foi composto por 

espécies de Pythium apresentando esporângios lobulados. O segundo clado foi também 

composto por espécies de Pythium porém com zoosporângios globosos. O terceiro clado 

abrangendo isolados de Phytophthora sendo que espécies papiladas, semipapiladas e não 

papiladas se agruparam em subclados distintos. Por fim, o quarto clado apresentando espécies 

de Pythium com esporângios subglobosos que se assemelhavam aos esporângios papilados 

observados em Phytophthora. 

O círculo de hospedeiras e a resistência à determinados fungicidas de oomicetos 

fitopatogênicos como os do gênero Pythium, podem estar relacionadas à distinção de espécies 

dentro do gênero. Desta forma, um estudo detalhado utilizando caracterização molecular, 

pode levar a informações importantes sobre a biologia deste gênero de fitopatogénos, as quais 

poderão subsidiar a adoção de diferentes medidas de controle. 

1.6 - CONTROLE DA PODRIDÃO DE SAIA EM ALFACE 

Rhizoctonia spp. e Pythium spp. são organismos necrotróficos que podem infectar as 

plantas em qualquer estádio fenológico, em qualquer órgão, principalmente aqueles em 

contato com o solo. Assim, estes organismos provocam diversos sintomas na alface, tais como 

tombamento ou “damping-off”, queima de folhas próximas ou em contato com o solo, morte 

em reboleira, podridão de raízes e de colo com posterior necrose de hastes, brotos e murcha 

da planta. Dessa forma, estes fungos e estes oomicetos apresentam grande importância 
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econômica para a alface e várias outras culturas (Amorim et al., 2016). 

O controle de doenças causadas por fitopatógenos habitantes do solo, como 

Rhizoctonia spp. e Pythium spp., é baseado em medidas preventivas, que devem ser adotadas 

bem antes do plantio levando-se em consideração o conceito de manejo integrado. Utilização 

de sementes de boa qualidade tratadas com produtos químicos registrados, uso de mudas e 

substratos livres do patógeno, tratamento com água sanitária das bandejas utilizadas na 

produção das mudas, plantio em áreas livres do patógeno e solarização do solo são exemplos 

de medidas adotadas na prevenção da podridão de saia da alface (Lopes et al., 2010; Blancard 

et al., 2006). Em relação ao controle químico desta doença, no Brasil há uma escassez de 

trabalhos de pesquisas direcionados a este modo de controle. No Ministério da Agricultura e 

do Abastecimento há somente um fungicida registrado para controle de rizoctoniose na alface, 

o pencicurom (Moncerem 250 SC). Os produtores de alface fazem tratamento da muda antes 

do plantio e até mesmo pulverizações com este produto. Apesar de não estar registrado para a 

cultura, os produtores de alface também fazem uso do metalaxyl para controle de tombamento 

de Pythium na bandeja e do míldio (Bremia lactucae) em pulverizações foliares. Um dos 

problemas é que estes produtos têm sido utilizados intensivamente e o uso continuado de um 

mesmo princípio ativo para o controle de um determinado microrganismo pode levar à 

seleção de isolados resistentes, tendo os primeiros relatos sobre população resistente de 

oomicetos a metalaxyl detectados em meados da década de 70 (Reuveni et al., 1980). Estudos 

em populações de Pythium demonstraram a divergência com relação à sensibilidade ao 

metalaxyl, apresentando uma variabilidade considerável entre espécies e entre isolados da 

mesma espécie (Lookbaugh et al., 2015; Porter et al., 2009). Tais diferenças observadas 

nestes isolados podem ser determinantes para o resultado final do controle com o metalaxyl 

no campo. 
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1.7 - JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E HIPÓTESES 

Dentre as culturas de importância agrícola destacam-se as hortaliças em termos de 

produção e comercialização. As hortaliças geram um alto volume de renda por metro 

quadrado, quando comparadas aos grãos. Além disso, as hortaliças são cultivadas 

principalmente por agricultores familiares e geram uma grande quantidade de empregos 

diretos e indiretos (INCAPER, 2015).   

O Distrito Federal possui um cinturão verde que produz grande quantidade de 

hortaliças, sendo esta atividade uma das mais importantes do setor rural, gerando mais de 30 

mil empregos em toda a cadeia produtiva. Sendo que, 8,7 mil hectares têm sido utilizados 

para o cultivo de hortaliças alcançando uma produção de mais de 303 mil toneladas de 

vegetais frescos e de qualidade. Além de abastecer o mercado do DF, a produção local de 

hortaliças, para algumas espécies, gera excedentes, que são exportados para outros estados da 

Região Centro Oeste e até mesmo para outras regiões do país (EMATER-DF, 2009; 

EMATER-DF, 2016).  

Conforme o último levantamento realizado pela Associação Brasileira do Comércio de 

Sementes e Mudas (ABCSEM, 2016), a alface é a folhosa mais consumida no Brasil e a 

terceira hortaliça mais produzida nacionalmente, com uma área de produção de 

aproximadamente 38.571 ha. Atualmente, a produção de alface no Brasil se concentra nas 

regiões Sul e Sudeste do país, com destaque para os estados de São Paulo, Rio de Janeiro, 

Minas Gerais e Paraná. (ABCSEM, 2016).  

No DF, a alface ocupa a maior área cultivada e o maior número de estabelecimentos 

produtores, apesar de não apresentar o maior volume de produção, posição ocupada pelo 

tomate. A alface é cultivada em praticamente todas as cidades satélites e núcleos rurais do DF. 

A área de produção de alface e a produção no DF são de 1261,05 ha e 26.238,58 ton., 

correspondendo a 10,55% da produção de hortaliças (EMATER-DF, 2014).  
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Não há dados sobre as perdas provocadas pela podridão de saia em lavouras de alface 

no Brasil e no DF. Entretanto, têm-se observado alta incidência desta doença, principalmente 

nos verões quentes e chuvosos.  

Apesar da constante e intensiva ocorrência da podridão de saia da alface no DF, até o 

momento não se tem dados exatos sobre a incidência da doença nos plantios e nos diferentes 

núcleos rurais, bem como seu impacto na produção. Tampouco se conhece com precisão a 

etiologia da doença e a sua prevalência nas áreas de cultivos. É importante estabelecer o 

montante de perdas causadas por uma determinada doença de planta para que se possa avaliar 

a viabilidade econômica dos diferentes métodos de controle. Em adição, para que se possam 

adotar medidas adequadas de controle de fitopatógenos, é de fundamental importância que se 

identifique corretamente o agente causal da doença. Desta forma, se faz necessário quantificar 

a incidência da doença para que se possa evidenciar os níveis de perdas causadas por ela. 

Pensando em métodos de controle, é importante a identificação e quantificação da prevalência 

de AGs de R. solani e espécies de Pythium que possam estar associadas à ocorrência da 

podridão de saia da alface no DF. 

1.7.1 - Objetivos 

1.7.2 – Geral 

Estudar a etiologia da podridão de saia da alface no Distrito Federal, bem como 

estimar sua prevalência nos campos de cultivos. 

1.7.3 - Específicos 

a) Determinar o tamanho ideal de amostras para a quantificação da podridão de saia 

em alface crespa; 

b) Estimar a prevalência da podridão de saia em plantios comerciais de alface nos 

principais núcleos rurais produtores do Distrito Federal; 
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 c) Identificar as espécies de patógenos causadores de podridão de saia de alface no 

Distrito Federal;  

d) Avaliar a patogenicidade e agressividade dos agentes causadores da podridão de 

saia. 

1.7.4 – Hipóteses 

a) Não existe um valor mínimo de amostragem para quantificação da podridão de saia 

em alface nos campos do DF; 

b) Há baixa incidência de podridão de saia em plantios comerciais de alface no 

Distrito federal; 

c) A podridão de saia da alface no Distrito Federal não é de etiologia complexa; 

d) Isolados de Rhizoctonia e Pythium são pouco agressivos em alface; 
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CAPÍTULO 2 
 
Determinação do tamanho ideal de amostras para a quantificação da 

podridão de saia em alface crespa no Distrito Federal - Brasil 
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 9 

2.1 - RESUMO 10 

O Distrito Federal (DF) produz um grande volume de hortaliças, sendo esta atividade uma das 11 

mais importantes do setor rural. Mais de 30 mil empregos são gerados em toda a cadeia 12 

produtiva, utilizando mais de 8 mil hectares para o cultivo de diversas hortaliças, sobretudo de 13 

alface. Toda esta atividade abastece o mercado interno de folhosas do DF, sendo o excedente 14 

exportado para outros estados como os da Região Centro-Oeste. Apesar dos dados 15 

promissores, diversos fatores têm impedido um maior crescimento do comércio de folhosas 16 

no DF. Entre eles, a doença conhecida como podridão de saia. O objetivo deste trabalho foi 17 

determinar a quantidade ideal de amostras para a quantificação da podridão de saia em alface 18 

em levantamentos de campo. As amostragens foram realizadas em nove propriedades 19 

espalhadas em cinco regiões produtoras do Distrito Federal. Os resultados obtidos neste 20 

trabalho demonstram que, para futuros levantamentos em estudos epidemiológicos 21 

envolvendo esta doença, a quantidade ideal de amostras a serem coletadas para avalição da 22 

incidência em campos de produção no Distrito Federal é de 378 parcelas para um erro de 5%, 23 

de 94 parcelas para um erro de 10% e de 24 parcelas para um erro de 20%, sendo considerado 24 

em todos os casos, o levantamento de 20 plantas por parcela. Houve correlação significativa 25 

(P ≤ 0,05) entre a intensidade de agregação de amostras e o tamanho da amostra coletada. No 26 

entanto, não houve correlações significativas entre: a incidência da doença com o tamanho da 27 

amostra, e entre a incidência da doença e os valores que expressaram a intensidade de 28 

agregação da doença. Os dados obtidos neste trabalho servem como base para futuros estudos 29 

envolvendo questões epidemiológicas e de manejo desta importante doença em plantios de 30 

alface. 31 

 32 

Palavras-chave: Alface; Lactuca sativa; Rhizoctonia solani. 33 
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Determination of ideal sample size to quantify lettuce bottom rot in Federal 34 

District – Brazil 35 

 36 

2.2 - ABSTRACT 37 

The Federal District (DF) produces a large volume of vegetables, which is one of the most 38 

important activity of the local rural sector. More than 30 thousand jobs are generated 39 

throughout the production chain, using more than 8 thousand hectares for the cultivation of 40 

various vegetables, especially lettuce. The lettuce harvest mainly supplies the domestic 41 

market, but the surplus is exported to other states in the Midwest Region. Despite the 42 

promising trade, several factors have prevented a greater growth of the lettuce business in DF. 43 

Among them, the disease known as bottom rot. The objective of this work was to determine 44 

the ideal sample size for the quantification of bottom rot in lettuce in field surveys. Sampling 45 

was carried out in five growing regions in the Federal District. The results obtained in this 46 

work demonstrate that, for future surveys in epidemiological studies involving this disease, 47 

the ideal amount of samples to be collected to evaluate the incidence in growing fields is 378 48 

plots considering an error of 5%, of 94 plots for a 10% error and 24 plots for a 20% error, 49 

taking in account in all cases the survey of 20 plants per plot. There was a significant 50 

correlation (P ≤ 0.05) between the intensity of sample aggregation and the size of the sample 51 

collected. However, there were no significant correlations between: the mean incidence of the 52 

disease with the sample size, and between the mean incidences and the values that expressed 53 

the intensity of disease aggregation. The data obtained in this work serve as a basis for future 54 

studies in the Federal District, involving epidemiological and management issues of this 55 

important disease that affects lettuce crops. 56 

 57 

Keywords: Bottom rot; Lettuce; Lactuca sativa; Rhizoctonia solani. 58 

 59 
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2.3 - INTRODUÇÃO 60 

O cinturão verde do Distrito Federal (DF) exerce importante papel no abastecimento 61 

de hortaliças no mercado local dos estados brasileiros que compõem a região Centro Oeste. 62 

Dentro do DF, o cultivo de alface (Lactuca sativa L.) possui a maior área plantada e o maior 63 

número de propriedades produtoras, apesar de não apresentar o maior volume de produção, 64 

posição esta ocupada pelo tomate (EMATER-DF, 2014; EMATER-DF, 2016). O mercado do 65 

Distrito Federal segue a tendência nacional da produção e consumo, em sua maioria, de alface 66 

crespa (Sala & Costa, 2012). A alface é cultivada em praticamente todas as cidades satélites e 67 

núcleos rurais do DF. A área de produção de alface e a produção no DF são, respectivamente, 68 

de 1.261,05 ha e 26.238,58 ton., correspondendo a 10,55% da produção de hortaliças 69 

(EMATER-DF, 2014). Apesar dos bons índices de produção e das boas previsões para o 70 

mercado dessa folhosa no DF, alguns problemas podem impedir o crescimento da produção 71 

de alface. Entre eles, a ocorrência de doenças causadas por fitopatógenos de solo, como a 72 

podridão de saia. 73 

A podridão de saia em alface teve seu agente causal descrito inicialmente como 74 

Rhizoctonia solani Kühn [teleomorfo Tanatephorus cucumeris (Frank) Donk] ao ser detectada 75 

em casas de vegetação no estado de Massachusetts – Estados Unidos no ínicio do século XX 76 

(Stone et al., 1990). Estudos posteriores demonstraram que esta doença é causada por um 77 

complexo de espécies, podendo envolver a presença de Botrytis cinerea, Sclerotinia spp. e 78 

frequentemente Pythium spp. (Townsend, 1934, Blok & Plaats-Niterink, 1978). Os sintomas 79 

característicos desta doença são manchas que tem coloração variando em tons de marrom, 80 

principalmente na parte interior da nervura principal, no meio da folha. Com a evolução da 81 

doença, os vasos da folha são colapsados e o limbo foliar torna-se necrosado, com aspecto de 82 

queimado (Raid, 1997; Davis et al., 1997; Blancard et al., 2006; Takashi & Ui, 1978). 83 
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Na experimentação agrícola, a qualidade dos resultados que são obtidos depende da 84 

precisão com que os experimentos são realizados. Neste sentido, o erro experimental 85 

correspondente às variações entre repetições do mesmo tratamento deve ser minimizado para 86 

que o efeito dos tratamentos seja estimado com confiabilidade (Catapatti, et al., 2008). Além 87 

disso, a precisão experimental geralmente tem melhores resultados quando se alcança o 88 

adequado dimensionamento do número de repetições e escolha do desenho experimental 89 

(Storck et al., 2006; Catapatti et al., 2008). No entanto, em muitos casos experimentais, as 90 

variáveis devem ser obtidas por amostragem de parcelas uma vez que geralmente é inviável 91 

amostrar toda a população, considerando demanda de mão de obra, tempo e recursos 92 

financeiros (Cargnelutti Filho et al., 2009).  O tamanho da amostra, por sua vez, pode sofrer 93 

diversas influências. Em casos de pragas e doenças, é afetado por sua distribuição espacial no 94 

campo (Lúcio et al., 2009; Michereff et al., 2011). Desta forma, a distribuição da doença no 95 

campo influencia na escolha do método para calcular o tamanho ideal de amostras para 96 

quantificações de doença. Por exemplo, para doenças distribuídas aleatoriamente, a 97 

distribuição de Poisson é usada para o cálculo amostral, ao passo que no caso de distribuições 98 

agregadas, o parâmetro K da distribuição binomial negativa é o mais informativo (Michereff 99 

et al., 2008; Michereff et al., 2011). 100 

A determinação do tamanho ideal de amostras para quantificação de doenças e suas 101 

amostragens têm sido estudadas em alguns patossistemas, entre eles a mancha aquosa em 102 

melão, causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli (Silva et al., 2003), podridão-mole em 103 

alface e couve chinesa causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Jones 104 

(Silva et al., 2008), queima das folhas em inhame, causada por Curvularia eragrostidis P. 105 

Henn. Meyer (Michereff et al., 2008) e mancha de cercospora em pimentão, causada por 106 

Cercospora capsici (Michereff et al., 2011). 107 
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Apesar da importância da podridão de saia em plantios de alface em todo o mundo, 108 

poucos estudos foram realizados até o momento envolvendo esta doença, principalmente em 109 

condições de clima tropical como o do Brasil. Não há dados sobre as perdas provocadas por 110 

esta doença em lavouras de alface no Brasil e no DF, apesar de serem frequentes os relatos de 111 

elevada  incidência da podridão de saia, sobretudo em verões quentes e chuvosos. 112 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o tamanho ideal de amostras a 113 

serem coletadas em campos de produção para a quantificação da podridão de saia em alface 114 

crespa em cultivos comerciais conduzidos no Distrito Federal. 115 

 116 

2.4 – MATERIAIS E MÉTODOS 117 

Entre maio de 2017 a fevereiro de 2018 foram conduzidas amostragens da incidência 118 

da podridão de saia em alface crespa em 9 campos de produção espalhados em 5 grandes 119 

regiões produtoras de alface no Distrito Federal (Brazlândia, Estrutural, Vargem Bonita, Incra 120 

9 e Veredas) (Figura 2). As áreas foram escolhidas ao acaso em plantios comerciais e as 121 

plantas encontravam-se próximas ao estádio fenológico de colheita, aproximadamente 20 a 30 122 

dias após o transplantio. Todos os cultivos amostrados foram de condução em canteiros, com 123 

espaçamento de 25 cm entre linhas e 25 cm entre plantas. Em cada área foram demarcadas, ao 124 

acaso, 20 parcelas, onde cada parcela possuía 20 plantas.  A incidência da podridão de saia foi 125 

estimada em cada parcela pela porcentagem de plantas com sintomas da doença em relação ao 126 

total de 20 plantas avaliadas/parcela, selecionadas ao acaso. 127 

Os dados de incidência da podridão de saia, obtidos nas amostragens-piloto, foram 128 

utilizados na determinação dos tamanhos ideais das amostras baseado no arranjo espacial das 129 

plantas doentes e na confiabilidade pré-estabelecida (nível de erro aceitável), conforme 130 

metodologia descrita por Campbell &Madden (1990). O arranjo espacial foi determinado para 131 

cada área avaliada pelo índice de agregação de Lloyd (LIP), através da equação: LIP = {[ X 132 
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(S2 /X ) 1]}/X . Onde: X corresponde à incidência média da doença em 20 parcelas com 20 133 

plantas avaliadas/parcela e S2 à variância amostral. Valores de LIP menores, iguais ou 134 

maiores que 1,0 apontam para arranjos espaciais regular, aleatório ou agregado, 135 

respectivamente. A significância (P ≤ 0,05) dos valores observados foi determinada pelo teste 136 

de qui-quadrado, com (n-1) graus de liberdade. 137 

 138 

Figura 2: As 5 grandes regiões produtoras de alface do Distrito federal (Brazlândia, Incra 9, Estrutural, Vargem 139 

Bonita e Samambaia-Veredas) utilizadas neste estudo. 140 

O tamanho das amostras (n) foi estabelecido para cada área avaliada pela equação: 141 

𝑛 = (𝑘 + �̅�)/(�̅�. 𝑘. 𝐶𝑉�̅�
2), onde 𝑘 é o parâmetro que se associa à distribuição binomial 142 

negativa, descritiva do arranjo agregado de plantas doentes, sendo estimado como: 𝑘 =143 

�̅�2/(𝑆2 − 𝑥)̅̅̅, ao passo que 𝐶𝑉�̅� representa o coeficiente de variação da média, sendo os erros 144 

aceitáveis considerados de 5, 10 e 20% (= 0,05; 0,10; 0,20) (Campbell & Madden, 1990). A 145 

influência do número de plantas na área, dos níveis de incidência da podridão de saia e da 146 

intensidade de agregação (LIP) de plantas sintomáticas nos tamanhos das amostras, foi 147 

verificada através da análise de correlação de Pearson, ao nível de 5% de probabilidade. 148 
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 149 

2.4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 150 

Após o levantamento da incidência da podridão de saia obtidos ao longo do 151 

experimento realizado nas cinco grandes áreas produtoras do Distrito Federal, os valores 152 

obtidos para o índice de Lloyd, em sua maioria, foram significativamente maiores que 1 153 

(considerando P≤0,05) (Tabela 1). Demonstrando desta forma que o padrão de distribuição 154 

espacial da podridão de saia em alface crespa em campos de produção no Distrito Federal, se 155 

dá predominantemente de maneira agregada. Campbell & Maden (1990) relatam que 156 

patógenos de solo, em geral, possuem este tipo de distribuição, o que na prática, reflete em 157 

um campo com plantas sintomáticas em “reboleiras”. 158 

As doenças e os patógenos de plantas estão associados a diferentes arranjos espaciais, 159 

que variam de um alto grau de agregação para aleatoriedade, e desta a regularidade. Sendo 160 

que este último caso, encontrado neste trabalho em propriedades na área de Samambaia, é 161 

considerada uma situação incomum em fitopatossistemas (Campbell & Madden, 1990). 162 

Os valores de LIP, que correspondem neste estudo, a intensidade de agregação da 163 

podridão de saia em alface, se correlacionaram significativamente com o tamanho da amostra 164 

em alface, indicando que a metodologia proposta para determinação da quantidade ideal de 165 

amostras foi coerente ao ser considerado o arranjo do tipo agregado de plantas com sintomas 166 

de podridão de saia. Além disso, assim como os resultados obtidos por Kranz (1988) e 167 

Cambell & Madden (1990), os valores de correlações obtidos neste trabalho demonstraram 168 

que quanto maior a agregação de plantas doentes, maior deve ser o incremento do tamanho 169 

das amostras, considerando os erros aceitáveis de 5%, 10% e 20% (Tabela 1). A relação 170 

diretamente proporcional entre a intensidade de agregação de plantas doentes (LIP) e o 171 

tamanho das amostras coletadas em campo foi observada também em estudos realizados 172 

envolvendo o patossistema Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) em 173 
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plantios de alface do estado de Pernambuco – Brasil (Silva et al., 2008).  Considerando os 174 

erros aceitáveis, a quantidade média de parcelas a serem amostradas para quantificação da 175 

doença por hectare é de 378 parcelas para um erro de 5%, de 94 parcelas para um erro de 10% 176 

e de 24 parcelas para um erro de 20%. (considerando em todos os casos, o levantamento de 20 177 

plantas por parcela). 178 

Tabela 1: Localidade das áreas amostradas indicando o total de plantas avaliadas por área, média e variância da 179 

incidência, o padrão predominante de agregação da doença (LIP) e a quantidade ideal de plantas para 180 

amostragens da incidência de podridão de saia em campos de produção de alface no Distrito Federal, 181 

considerando erros aceitáveis de 5%, 10% e 20%.  182 

Alface Crespa           Nº Parcelas/ha 

    Incidência Arranjo Binomial Erro Aceitável  (%) 

Local Nº Plantas Média Variância LIP Espacial Negativa (k) 5 10 20 

Brazlândia 12780 1,90 19,70 5,906034483 AGREGADO 0,20383061 2172 543 136 

Vargem Bonita 4345 87,24 118,52 1,004110175 AGREGADO 243,2986662 6 2 0 

Samambaia 9552 6,25 60,20 2,381052632 AGREGADO 0,724085366 616 154 39 

Incra 9 32880 37,00 599,31 1,410745321 AGREGADO 2,434598639 175 44 11 

Incra 9 32736 61,77 497,58 1,114203519 AGREGADO 8,756297605 52 13 3 

Incra 9 23000 57,20 329,33 1,083174401 AGREGADO 12,02292994 40 10 3 

Samambaia 21636 99,03 29,03 0,992862524 REGULAR -140,1055448 1 0 0 

Samambaia 14060 99,00 30,00 0,992959902 REGULAR -142,0434783 1 0 0 

Estrutural 14544 28,39 675,65 1,803221849 AGREGADO 1,244986053 335 84 21 

Média   53,09         378 94 24 

 183 

Amostrar toda uma população durante um experimento em muitos casos é inviável, 184 

levando-se em consideração as limitações de mão de obra técnica, os recursos financeiros e a 185 

disponibilidade de tempo para execução do trabalho (Holderness, 2002; Cargnelutti Filho et 186 

al., 2009). Quanto maior a precisão que se pretende obter, maior será o número de parcelas a 187 

serem avaliadas. Sendo assim, a precisão da estimativa e da dimensão da amostra devem ser 188 

escolhidas por cada pesquisador, pois o tamanho ideal da amostra dependerá do erro mínimo 189 

aceitável em todas as situações, bem como das questões de trabalho e recursos financeiros 190 

disponíveis (Michereff et al., 2011; Toebe et al., 2011; Stürmer et al., 2013). Portanto, 191 
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recomenda-se trabalhar com um erro de 20%, que é considerado aceitável em levantamentos 192 

fitopatológicos regionais (Silva et al., 2008; Sari et al., 2016). 193 

Não foram encontradas correlações significativas (P≤0,05) entre os tamanhos das 194 

amostras para cada erro considerado aceitável e a incidência média da doença. Esta ausência 195 

de correlação foi constatada também por Andrade e colaboradores (2000) e Tavares e 196 

colaboradores (2000). Além disso, assim como constatado por Madden et al. (1995) e 197 

Michereff (1998), não houve também correlações significativas (P≤0,05) entre a média das 198 

incidências e o grau de agregação de plantas doentes (LIP). No entanto, podem ocorrer 199 

mudanças nos padrões do arranjo espacial com o decorrer do tempo ou no desenvolver da 200 

cultura da alface, levando em consideração que estas mudanças podem estar relacionadas com 201 

o decréscimo ou aumento da quantidade de inóculo, alterações na susceptibilidade da 202 

hospedeira ou por mudanças na supressividade dos fatores ambientais na evolução da doença 203 

(Campbell et al., 1984) .  204 

Uma das características básicas a serem levadas em consideração para planos de 205 

amostragem envolvendo qualquer patógeno é o fato de que os dados obtidos dos locais 206 

analisados sejam representativos do que poderia ocorrer em outros campos de produção 207 

(Campbell & Madden, 1990). Neste sentido, considerando que foram realizadas amostragens 208 

em diferentes épocas do ano e em diferentes propriedades do Distrito Federal, os resultados 209 

obtidos neste estudo servem como base para futuros levantamentos epidemiológicos da 210 

podridão de saia em alface crespa em plantios localizados nesta unidade da federação ou em 211 

outras regiões com condições climáticas semelhantes. 212 

 213 
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Etiologia e Prevalência da podridão de saia em alface no Distrito Federal 



 

 

84 

 

3 – ETIOLOGIA E PREVALÊNCIA DA PODRIDÃO DE SAIA EM ALFACE NO 

DISTRITO FEDERAL 

 

 

3.1 - RESUMO 

A podridão de saia frequentemente tem acometido plantios de alface no Distrito Federal (DF). 

Para o manejo de doenças, é imprescindível o conhecimento de aspectos epidemiológicos 

como: intensidade e frequência da doença e etiologia do agente causal. O objetivo deste 

trabalho foi estudar a prevalência da podridão de saia no DF e caracterizar a nível molecular 

isolados associados a esta doença. Foram amostradas cinco grandes áreas produtoras de alface 

no DF. A incidência em cada área foi calculada pela porcentagem de plantas com sintomas da 

podridão de saia em relação ao total de plantas sadias. Os resultados obtidos neste trabalho 

demonstram que o DF, na totalidade das áreas avaliadas, possui grande prevalência desta 

doença em campo (47,8%) sendo que a grande área Incra 9 foi a que teve maior prevalência 

(81,4%). Foram obtidos isolados dos gêneros Rhizoctonia (analisados com base na região 

ITS) e Pythium (analisados com base na região COX II).  Dentro do gênero Rhizoctonia 

foram detectados 4 grupos de anastomose (AGs): AG1-IB, AG4-HGI, AG4-HGIII e AG-A. E 

dentre os isolados de Pythium foram detectadas quatro espécies: P. sylvaticum, P. 

tracheiphilum, P. nodosum e P. ultimum. Todos os representantes dos AGs de Rhizoctonia e 

das espécies de Pythium encontrados nesta pesquisa e testados in vitro foram patogênicos em 

folhas de alface. Dentro do conhecimento adquirido ao longo deste trabalho, esta é a primeira 

vez que os grupos AG4-HGI, AG4-HGIII e AG-A estão sendo relatados a nível nacional 

causando podridão da saia em alface, bem como os grupos AG-A e AG4-HGIII à nível 

mundial causando esta doença em alface. As espécies P. tracheiphilum, P. sylvaticum e P. 

nodosum não haviam sido dectadas no Brasil e este estudo constitui os respectivos primeiros 

relatos. Estas informações podem servir como base para um melhor planejamento das 
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estratégias de controle e/ou estudos epidemiológicos envolvendo esta importante doença que 

vem acometendo todos os campos de cultivo de alface no Distrito Federal. 

 

Palavras-chave: Podridão da saia; alface; Pythium; Rhizoctonia solani, Lactuca sativa.  
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Etiology and prevalence of bottom rot of lettuce in the Federal District  

 

3.2 - ABSTRACT 

Bottom rot has frequently affected lettuce crops in the Brazilian Federal District (DF). For the 

management of diseases, knowledge of epidemiological aspects such as: intensity and 

frequency of the disease and etiology of the causal agent is essential. The aim of this work 

was to study the prevalence of bottom rot in the DF and to characterize at the molecular level 

isolates associated with this disease. Five large lettuce producing areas in the DF were 

sampled. The incidence in each area was calculated by the percentage of plants with 

symptoms of bottom rot in relation to the total of healthy plants. The results demonstrated that 

all the assessed areas in DF presented a high disease prevalence in the field (47.8%) and that 

the large area Incra 9 was the one with the highest prevalence (81.4%). Isolates of the genera 

Rhizoctonia (analyzed with basis on the ITS region) and Pythium (analyzed with basis on the 

COX II region) were obtained. Within the Rhizoctonia genus, 4 anastomosis groups (AGs) 

were detected: AG1-IB, AG4-HGI, AG4-HGIII and AG-A. Among the Pythium isolates, four 

species were detected: P. sylvaticum, P. tracheiphilum, P. nodosum and P. ultimum. All 

representative Rhizoctonia AGs and Pythium species tested in vitro found in this research 

were pathogenic in lettuce leaves. To the author´s knowledge, this is the first time that the 

groups AG4-HGI, AG4-HGIII and AG-A are reported at the national level causing bottom rot 

in lettuce. Furthermore, this is the first worldwide report of groups AG-A and AG4 -HGIII 

causing this disease in lettuce. The species P. tracheiphilum, P. sylvaticum and P. nodosum 

had not been detected to date in Brazil, and this study constitutes each respective first reports. 

This information serves as a basis for better planning of control strategies and/or 

epidemiological studies involving this important disease that affects all lettuce fields in the 

Federal District. 

 

Keywords: Bottom rot; Lettuce; Pythium; Rhizoctonia solani, Lactuca sativa.   
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3.3 - INTRODUÇÃO 

O Distrito Federal – Brasil abriga um importante cinturão verde responsável por 

produzir hortaliças de qualidade que abastecem tanto o mercado interno quanto o de outros 

estados brasileiros, gerando diversos empregos ao longo de toda a cadeia produtiva 

(EMATER-DF 2009; EMATER-DF, 2016). Dentre as hortaliças cultivadas no DF, a alface 

possui uma área de produção de 1.261,05 ha e produção de 26.238,58 ton, o que corresponde 

a 10,55% da produção de hortaliças (EMATER-DF, 2014). 

As doenças causadas por fitopatógenos provocam grandes prejuízos na produção de 

alface. Mais de 75 doenças são conhecidas nesta cultura, causadas por diversos agentes 

etiológicos que podem ser de origem bacteriana, viral, nematologica ou fúngica (Blancard et 

al., 2006), sendo a podridão de saia uma das mais comuns em plantios de alface (Wareing et 

al., 1986; Grosch et al., 2004). A etiologia desta doença é complexa, envolvendo diversos 

patógenos, sobretudo Rhizoctonia solani Kühn [teleomofo Thanatephorus cucumeris (Frank) 

Donk] e Pythium spp. (Claerbout et al., 2019). Os sintomas característicos são lesões que tem 

colorações que variam em tons de marrom, sobretudo na porção central do limbo foliar 

(nervura central). Com a evolução da doença, os vasos das folhas são colonizados e 

colapsados, acentuando as lesões necróticas no limbo, promovendo uma aparência de folha 

queimada. Prejudicando diretamente o produto comercial, com grandes prejuízos econômicos 

(Takashi & Ui, 1978; Davis et al., 1987; Blancard et al., 2006;). Apesar de relatos frequentes 

de produtores e extensionistas da ocorrência da podridão de saia no DF, um levantamento de 

prevalência da doença em plantios de alface, ou um estudo sistemático de associação dos 

agentes causais descritos para essa doença, ainda não foram realizados. 

De maneira geral, o controle de doenças veiculadas pelo solo, como a podridão de 

saia, baseia-se em medidas preventivas, considerando-se sempre um manejo integrado 

(Krause-Sakate et al., 2010). No entanto, alguns aspectos epidemiológicos fundamentais 
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devem ser levados em consideração para traçar um plano de controle adequado, como: a 

incidência da doença no campo e a correta caracterização dos agentes causais. Estudos de 

quantificação são essenciais para comparar tratamentos, descrever padrões de epidemias no 

tempo e no espaço, determinar relações entre níveis de doença e perdas de rendimento, 

entender a prevalência em uma área, assim como para promover manejo adequado visando a 

prevenção ou redução das perdas de produção no campo. Neste sentido, os estudos 

envolvendo quantificação de doenças são tão importantes quanto a própria diagnose, uma vez 

que não teria tanta serventia o conhecimento da etiologia de uma doença caso não fosse 

possível estimar a quantidade de doença que pode levar a perdas significativas na produção 

(Amorim & Bergamim Filho, 2018) 

Antigamente, os fitopatógenos de origem fúngica eram identificados somente com 

base nos caracteres morfológicos (geralmente estruturas reprodutivas), o que levava a alguns 

erros por estas características serem variáveis e plásticas, na maioria dos casos. Por exemplo, 

características morfológicas dos fungos fitopatogênicos variam de acordo com suas 

hospedeiras e com as condições ambientais em que se encontram. Ademais, a formação de 

corpos de frutificação raramente é observada em muitos desses fungos, dificultando seu 

estudo preciso, resultando em uma proliferação desordenada de gêneros assexuais 

polifiléticos (Hyde et al., 2014). 

Atualmente o conceito de grupos de anastomose (AG) é utilizado para classificar os 

isolados de Rhizoctonia. São conhecidos 14 grupos de anastomose (AGs). Esta classificação 

consiste em juntar ou separar isolados geneticamente semelhantes com base no contato entre 

suas hifas. Quando ocorre a fusão destas, com troca citoplasmática e de núcleos, os isolados 

testados são agrupados no mesmo AG. Ao passo que, isolados que não apresentam fusão de 

hifas nestas condições, são considerados membros de distintos AGs (Ajayi-Oyetunde & 

Bradley, 2018).  
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Entretanto, o uso de AGs leva a resultados frequentemente difíceis de serem 

interpretados no processo de fusão de hifas, dificultando o processo de identificação. Fatores 

nutricionais ou de condições ambientais podem estar associados a estes erros. Além disso, 

este método de classificação não especifica detalhes de variantes genéticas ou a relação entre 

e dentro de cada um dos AGs (Parmeter et al., 1969; Hyakumachi & Ui, 1987; Sneh et al., 

1991; Carling, 1996). 

 Quanto ao gênero Pythium, a taxonomia tradicional para classificação das espécies, 

leva em conta critérios morfológicos como: forma de esporângios; ornamentação superficial 

do oogônio; o espaço interno do oogônio preenchido pelo oósporo; origem e modo de ligação 

do anterídio ao oogônio; e a presença de espessamento de hifas (Van der Plaats-Niterink, 

1981).  

Apesar da importância dos estudos de morfologia para identificação de espécies dos 

gêneros Rhizoctonia e Pythium, atualmente também são considerados outros fatores como 

prioritários para correta caracterização desses patógenos. Nos últimos 25 anos, estudos 

taxonômicos passaram a ter maior precisão por conta do surgimento da biologia molecular, 

em especial os estudos envolvendo o DNA, que contém uma imensa fonte de informações de 

alta confiabilidade que revolucionou a micologia (Nilsson et al., 2004). 

Considerando a importância dos estudos de quantificação da doença em campo e de 

uma melhor precisão na caracterização dos agentes causais de uma doença, esta pesquisa teve 

como objetivos calcular a prevalência da podridão de saia, investigar aspectos envolvidos na 

patogenicidade e caracterizar a nível de DNA os agentes causais envolvidos nesta doença em 

campos de produção de alface crespa no Distrito Federal – Brasil. 
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3.4 – MATERIAIS E MÉTODOS 

3.4.1 - PREVALÊNCIA DA DOENÇA 

Entre maio de 2017 a maio de 2019 foram conduzidas amostragens da incidência da 

podridão de saia em alface crespa em 5 grandes regiões produtoras de alface no Distrito 

Federal: Brazlândia, Estrutural, Vargem Bonita, Ceilândia (Incra 9) e Samambaia (Veredas). 

No total, foram realizadas 91 visitas técnicas em 44 propriedades, sendo: 7 pertencentes à 

região de Samambaia, quartoze à Vargem Bonita, seis à Brazlândia, nove à Estrutural e oito 

ao Incra 9.   

Os cultivos de alface tinham como características a condução em canteiros, com 

espaçamento de 25 cm entre linhas e 25 cm entre plantas. Com base em estudos prévios, os 

levantamentos basearam-se na quantidade de 24 parcelas/ha, que considera um erro de 20% 

(vide Capítulo 2). Parcelas de 20 plantas foram demarcadas ao acaso e as avaliações foram 

sempre efetuadas em plantas que se encontravam próximas ao ponto de colheita. A incidência 

da podridão de saia foi estimada pela porcentagem de plantas com sintomas em relação ao 

total de plantas avaliadas. Foram estimadas a prevalência da doença de modo generalizado, ao 

nível do DF; em cada uma das cinco grandes áreas avaliadas e na totalidade das épocas de 

chuva e épocas de seca, considerando todas as grandes áreas visitadas durante o experimento. 

A comparação da prevalência da doença entre as grandes áreas foi feita realizada com base 

nos testes de Kruskal-Wallis e no teste de Nemenyi (P ≤ 0,05). 

Foi produzido memorial fotográfico da área com maior incidência da doença assim 

como levantamento e mapeamento dos índices acumulados de chuvas no Distrito Federal. 

Para isto, foram obtidos os dados de 54 estações pluviométricas pertencentes à Agência 

Nacional de Águas – ANA (Ministério do Desenvolvimento), levando-se em consideração o 

período que foram realizadas as amostragens de campo neste estudo. O manuseio dos dados 
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para plotagem da figura que representa a chuva acumulada no DF foi realizado com o auxílio 

do software SURFER® (Golden Software, Inc.). 

3.4.2 - OBTENÇÃO DOS ISOLADOS 

As folhas sintomáticas da saia da alface, obtidas em campo, foram utilizadas para 

isolamento dos agentes causais da doença. O isolamento foi realizado no laboratório de 

Fitopatologia da EMBRAPA Hortaliças. As folhas foram lavadas com água corrente e 

posteriormente desinfestadas com álcool 70%. Em seguida foi realizado o isolamento indireto 

dos agentes causais. Para cada porção destacada da folha, duas placas de Petri foram 

utilizadas, uma contendo Batata-Dextrose-Ágar (BDA) + Tetraciclina (30mg/L) para isolar 

Rhizoctonia e outra contendo meio seletivo (PARP+benomyl) composto por suco  V8 (900mL 

de água destilada, 100mL de suco V8, 3g de CaCO3 e 18g de ágar) + um mix dos fungicidas 

Pimaricina, PCNB e benomil e dos antibióticos ampicilina e rifampicina para isolar oomicetos 

(Masago et al., 1977) 

O mix de fungicidas e antibióticos era composto de: Benomyl (40 mg\L) (E. I. duPont 

De Nemours, Inc. Wilmington, DE), Ampicilina (100mg\L) (Sigma Chemical Co. St. Louis, 

MO), Rifampicina (10 mg\L) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e Pentacloronitrobenzeno 

PCNB (30 mg\L) (Uniroyal Chemical Co. Naugatuck, CT) (Masago et al., 1977). 

Vinte e quatro horas depois do isolamento, as placas foram avaliadas e culturas puras 

foram obtidas utilizando-se pontas de hifas. Foram obtidos o total de 59 isolados com 

morfologia comum ao gênero Rhizoctonia, e 14 isolados com morfologia comum ao gênero 

Pythium. Todos os isolados de Rhizoctonia foram preservados utilizando criopreservação a -

80 °C em glicerol 35% e também conforme metodologia de Castellani (1939). Os isolados de 

Pythium foram preservados pelo método Castellani e em óleo mineral (Erwin & Ribeiro, 

1996). 
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3.4.3 - EXTRAÇÃO DE DNA 

Após o cultivo dos isolados foi realizado a extração de DNA. Uma porção de micélio 

aéreo foi retirada de cada placa e o DNA genômico foi extraído segundo metodologia de 

Boiteux et al. (1999). As concentrações de DNA foram estimadas visualmente através de 

eletroforese utilizando gel de agarose a 1,5% comparando a intensidade das bandas com o 

marcador de DNA 1kb (Axygen). 

3.4.4 - AMPLIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO DAS REGIÃO GENÔMICAS 

Os primers ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5’-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White et al., 1990) foram utilizados para 

amplificar os fragmentos do rDNA-ITS do DNA genômico dos isolados de Rhizoctonia e os 

primers PF34 (5’-GGCAAATGGGTTTTCAAGATCC-3’) e PF35 (5’- 

CCATGATTAATACCACAAATTTCACTAC – 3’) (Hudspeth et al., 2000) foram utilizados 

para amplificar o fragmento de DNA da regigão COX II. As reações de PCR foram realizadas 

com um volume final de 50 μL, contendo: 39,25 μL de água Milli-Q, 5 μL de PCR buffer 

10x, 1,5 μL de MgCl2, 1 μL de dNTP (InvitrogenTM), 1 μL de cada primer, 0,25 μL Taq 

polimerase (InvitrogenTM) e 1 μL de DNA genômico. As reações foram realizadas em um 

termociclador MyCyclerTM Thermal Cycler (BIORAD). As amplificações para a região ITS 

de Rhizoctonia foram feitas mediante auxílio de um termociclador Veriti 96-well 

ThermalCycler, Applied Biosystems com um ciclo de pré-PCR a 94°C por 5 min, seguido de 

desnaturação inicial a 94° por 1 min, anelamento a 55°C para ITS e extensão a 72°C por 2 

min, em um total de 40 ciclos, com extensão final a 72°C por 7 min após o último ciclo (Villa 

et al., 2006).  Para COX II o ciclo consistiu em 35 ciclos de desnaturação à 94°C por 30 

segundos, anelamento à 52°C por 45 segundos e extensão a 72°C por 2 minutos, e por fim, 

um ciclo de extensão final a 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram separados em 

eletroforese utilizando gel de agarose a 1,5% em 1.0x Tris-Acetato ácido EDTA (TAE) 
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utilizando gel red foram revelados e fotografados no fotodocumentador L-Pix Touch Locus® 

(Locus do Brasil). Os produtos de PCR foram purificados utilizando o Kit Wizard kit 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) conforme protocolo indicado pelo 

fabricante. Os sequenciamentos foram realizados pela empresa Macrogen Inc. (Seul, Coréia 

do Sul). 

3.4.5 - ANÁLISES FILOGENÉTICAS 

Todas as análises iniciais como, montagem das sequências e alinhamentos, foram rea-

lizadas no software Geneious prime 2020 (Drumon et al., 2011). As sequências de ITS e COX 

II inicialmente foram analisadas e quando necessário, foram utilizados ajustes manuais no 

alinhamento. O método de análise de inferência Bayesiana (IB), foi utilizado para calcular a 

distância das árvores (Archibald et al., 2003). O programa MEGA 6.0 foi utilizado para 

realizar a seleção do modelo mais adequado segundo critério Bayesian Information Criterium 

(BIC). 

As sequências do estudo foram comparadas com sequências de referências obtidas no 

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/) para o gênero Pythium e para o gênero Rhizoctonia. Fazer 

tabela das referencias (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Acessos do GenBank utilizados para as análises filogenéticas deste estudo. 

Patógeno 
Acessos do Genbank 

para a região ITS 
Patógeno 

Acessos do Genbank 

para a região COX II 

Ceratobasidium ramicola AJ427404.1 Achlya ambisexualis AF086687.1 

Ceratobasidium sp.  DQ279055.1 Globisporangium acanthophoron KJ595376.1 

Ceratobasidium sp. EF679778.1 Globisporangium intermedium AB507410.1 

Rhizoctonia solani HF948018.1 Globisporangium marsipium KJ595401.1 

Ceratobasidium sp. HM623628.1 Globisporangium orthogonon KJ595379.1 

Ceratobasidium sp. HM623632.1 Globisporangium paroecandrum DQ071391.1 

Ceratobasidium sp. HQ270170.1 Globisporangium spinosum KJ595366.1 

Ceratobasidium sp. JQ688058.1 Globisporangium splendens AB512921.1 

Rhizoctonia sp. JQ859870.1 Globisporangium ultimum var. sporangiiferum KJ595357.1 

Rhizoctonia solani KJ668953.1 Globisporangium ultimum var. ultimum KJ595382.1 
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Rhizoctonia solani KJ668981.1 Lagenidium caudatum AF290309.1 

Ceratobasidium sp. KR259886.1 Phytophthora undulata KJ595348.1 

Rhizoctonia solani MH231252.1 Phytopythium boreale EF408876.1 

Ceratobasidium sp. MK828396.1 Phytopythium carbonicum AB690678.1 

Ceratobasidium sp. MN120901.1 Phytopythium chamaehyphon AB257280.1 

Ceratobasidium sp. MN120902.1 Phytopythium citrinum AB690679.1 

Ceratobasidium sp. MN120903.1 Phytopythium delawarense KJ595430.1 

Thanatephorus cucumeris AB122137.1 Phytopythium helicoides DQ071377.1 

Thanatephorus cucumeris AB122139.1 Phytopythium litorale KJ595418.1 

Ceratobasidium sp. AB196640.1 Phytopythium megacarpum AB690665.1 

Ceratobasidium sp. AB196653.1 Phytopythium mercuriale AB690666.1 

Ceratobasidium sp. AB286934.1 Phytopythium montanum KJ595410.1 

Ceratobasidium sp.  AF354092.1 Phytopythium oedochilum AB108011.1 

Thanatephorus cucumeris AF354116.1 Phytopythium ostracodes AB690668.1 

Thanatephorus cucumeris AJ238166.1 Phytopythium vexans GU133518.1 

Athelia rolfsii AY684917.1 Pythium abappressorium KJ595409.1 

Thanatephorus cucumeris DQ102449.1 Pythium acanthicum KJ595380.1 

Rhizoctonia solani FJ492100.2 Pythium acrogynum AB362324.1 

Ceratobasidium sp. KC782936.1 Pythium adhaerens KJ595386.1 

Ceratobasidium sp. KC782941.1 Pythium afertile KJ595440.1 

Rhizoctonia solani KF712285.1 Pythium amasculinum KJ595390.1 

Rhizoctonia solani KF907717.1 Pythium anandrum AB362328.1 

Rhizoctonia solani KF907732.1 Pythium angustatum KJ595387.1 

Rhizoctonia solani KF907733.1 Pythium aphanidermatum KJ595344.1 

Rhizoctonia solani AB054850.1 Pythium apiculatum KJ595422.1 

Rhizoctonia solani AB054863.1 Pythium apleroticum KJ595400.1 

Rhizoctonia solani AB054866.1 Pythium aquatile KJ595355.1 

Rhizoctonia solani AB054872.1 Pythium arrhenomanes  AKXY02053172.1 

Rhizoctonia solani AB054878.1 Pythium attrantheridium AB512889.1 

Rhizoctonia solani AB547379.1 Pythium buismaniae KJ595368.1 

Rhizoctonia solani AB828197.1 Pythium camurandrum KJ595433.1 

Rhizoctonia solani AB911322.1 Pythium canariense JX397983.1 

Rhizoctonia solani AF153780.1 Pythium capillosum KJ595360.1 

Rhizoctonia solani AF308622.1 Pythium carolinianum KJ595427.1 

Rhizoctonia solani AF308624.1 Pythium catenulatum KJ595404.1 

Rhizoctonia solani AF308627.2 Pythium cederbergense JQ412805.1 

Rhizoctonia solani AF308628.2 Pythium chondricola KJ595354.1 

Rhizoctonia solani AF308630.1 Pythium coloratum KJ595346.1 

Rhizoctonia solani AF308631.2 Pythium conidiophorum KJ595361.1 

Rhizoctonia solani AF478449.1 Pythium contiguanum KJ595358.1 

Rhizoctonia solani AF478452.1 Pythium cryptoirregulare GU071763.1 

Rhizoctonia solani AF479016.1 Pythium cucurbitacearum AB690680.1 

Rhizoctonia solani AY387556.1 Pythium cylindrosporum GU071762.1 

Rhizoctonia solani AY387557.1 Pythium cystogenes KJ595396.1 
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Rhizoctonia solani DQ355141.1 Pythium debaryanum KJ595399.1 

Rhizoctonia solani DQ355142.1 Pythium deliense KJ595372.1 

Rhizoctonia solani DQ356410.1 Pythium diclinum KJ595394.1 

Rhizoctonia solani DQ356411.1 Pythium dimorphum AB362331.1 

Rhizoctonia solani DQ356413.1 Pythium dissimile KJ595347.1 

Rhizoctonia solani EU730796.1 Pythium dissotocum KJ595351.1 

Rhizoctonia solani EU730800.1 Pythium echinulatum AB362327.1 

Rhizoctonia solani EU730801.1 Pythium emineosum KJ595432.1 

Rhizoctonia solani EU730865.1 Pythium erinaceum AB362326.1 

Rhizoctonia solani FJ480880.1 Pythium flevoense KJ595363.1 

Rhizoctonia solani FJ480889.1 Pythium glomeratum KJ595424.1 

Rhizoctonia solani FJ480891.1 Pythium graminicola AF196593.1 

Rhizoctonia solani FJ480911.1 Pythium grandisporangium KJ595367.1 

Rhizoctonia solani FJ480923.1 Pythium helicandrum AB362329.1 

Rhizoctonia solani FJ480927.1 Pythium heterothallicum AB512919.1 

Rhizoctonia solani FJ480931.1 Pythium hydnosporum KJ595364.1 

Rhizoctonia solani FJ492074.2 Pythium hypogynum AB362325.1 

Rhizoctonia solani FJ492085.2 Pythium inflatum KJ595352.1 

Rhizoctonia solani FJ492099.3 Pythium insidiosum KJ595391.1 

Rhizoctonia solani FJ492100.2 Pythium irregulare GU071760.1 

Rhizoctonia solani FJ492101.3 Pythium iwayamai JX397979.1 

Rhizoctonia solani FJ492105.2 Pythium kashmirense KJ595429.1 

Rhizoctonia solani FJ492108.2 Pythium kunmingense KJ595389.1 

Rhizoctonia solani FJ492109.3 Pythium longandrum KJ595413.1 

Rhizoctonia solani FJ492126.3 Pythium longisporangium KJ595426.1 

Rhizoctonia solani FJ492158.3 Pythium lucens KJ595415.1 

Rhizoctonia solani HM044763.1 Pythium lutarium KJ595359.1 

Rhizoctonia solani HQ898670.1 Pythium lycopersicum KJ595343.1 

Rhizoctonia solani HQ898735.1 Pythium macrosporum AB512916.1 

Rhizoctonia solani HQ898763.1 Pythium marinum KJ595398.1 

Rhizoctonia solani JQ311915.1 Pythium mastophorum KJ595378.1 

Rhizoctonia solani JQ343829.2 Pythium megalacanthum KJ595435.1 

Rhizoctonia solani JQ343830.1 Pythium middletonii AB362318.1 

Rhizoctonia solani JQ616854.1 Pythium minus AB362320.1 

Rhizoctonia solani JQ616859.1 Pythium monospermum KJ595350.1 

Rhizoctonia solani JQ616863.1 Pythium multisporum AB362319.1 

Rhizoctonia solani JQ669932.1 Pythium myriotylum KJ595365.1 

Rhizoctonia solani JQ669933.2 Pythium nagaii KJ595402.1 

Rhizoctonia solani JQ676917.1 Pythium nodosum KJ595407.1 

Rhizoctonia solani JQ676920.1 Pythium nunn AF196609.1 

Rhizoctonia solani JQ812797.1 Pythium okanoganense KJ595373.1 

Rhizoctonia solani JQ812805.1 Pythium oligandrum KJ595381.1 

Rhizoctonia solani JX843818.1 Pythium oopapillum KJ595431.1 

Rhizoctonia solani JX914627.1 Pythium ornacarpum KJ595411.1 
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Rhizoctonia solani KC413984.1 Pythium ornamentatum KJ595428.1 

Rhizoctonia solani KC997789.1 Pythium pachycaule KJ595362.1 

Rhizoctonia solani KC997792.1 Pythium paddicum JX397982.1 

Rhizoctonia solani KF542846.1 Pythium parvum AB362322.1 

Rhizoctonia solani KF542851.1 Pythium periplocum KJ595369.1 

Rhizoctonia solani KF542859.1 Pythium perplexum KJ595395.1 

Rhizoctonia solani KF542861.1 Pythium phragmitis AJ890351.2 

Rhizoctonia solani KF542868.1 Pythium pleroticum AB362321.1 

Rhizoctonia solani KF746162.1 Pythium plurisporium KJ595405.1 

Rhizoctonia solani KF746163.1 Pythium polare KJ595417.1 

Rhizoctonia solani KF870907.1 Pythium polymastum KJ595403.1 

Rhizoctonia solani KF870910.1 Pythium porphyrae KJ595377.1 

Rhizoctonia solani KF870931.1 Pythium prolatum AB362330.1 

Rhizoctonia solani KF870936.1 Pythium pyrilobum KJ595349.1 

Rhizoctonia solani KF870940.1 Pythium radiosum KJ595356.1 

Rhizoctonia solani KF907724.1 Pythium recalcitrans KJ595423.1 

Rhizoctonia solani KF907726.1 Pythium rhizo-oryzae KJ595420.1 

Rhizoctonia solani KF907730.1 Pythium rhizosaccharum AB362323.1 

Rhizoctonia solani KF907731.1 Pythium rostratifingens KJ595416.1 

Rhizoctonia solani KF907734.1 Pythium rostratum KJ595388.1 

Rhizoctonia solani KF907735.1 Pythium salinum KJ595414.1 

Rhizoctonia solani KF907736.1 Pythium salpingophorum KJ595384.1 

Rhizoctonia solani KF914419.1 Pythium schmitthenneri JF895530.1 

Rhizoctonia solani KJ577141.1 Pythium scleroteichum KJ595370.1 

Rhizoctonia solani KJ669101.1 Pythium segnitium KJ595412.1 

Rhizoctonia solani KJ716787.1 Pythium selbyi JF895532.1 

Rhizoctonia solani KJ777580.1 Pythium senticosum AB362317.1 

Rhizoctonia solani KJ777637.1 Pythium solare KJ595421.1 

Rhizoctonia solani KJ777643.1 Pythium sp. CAL-2011f KJ595406.1 

Rhizoctonia solani KJ866417.1 Pythium sp. rooibos 2 JQ412783.1 

Rhizoctonia solani KJ866420.1 Pythium sp. rooibos 2 JQ412813.1 

Rhizoctonia solani KJ866432.1 Pythium spiculum KJ595425.1 

Rhizoctonia solani KM013471.1 Pythium stipitatum KJ595437.1 

Rhizoctonia solani KM488563.1 Pythium sukuiense KJ595408.1 

Rhizoctonia solani KM488565.1 Pythium sulcatum KJ595393.1 

Rhizoctonia solani KM659188.1 Pythium sylvaticum KJ595383.1 

Rhizoctonia solani KP411232.1 Pythium takayamanum AB362315.1 

Rhizoctonia solani KP723333.1 Pythium tardicrescens KJ595439.1 

Rhizoctonia solani KP736174.1 Pythium torulosum KJ595374.1 

Rhizoctonia solani KP736178.1 Pythium tracheiphilum KJ595375.1 

Rhizoctonia solani KP736189.1 Pythium uncinulatum KJ595385.1 

Rhizoctonia solani KP736197.1 Pythium vanterpoolii KJ595371.1 

Rhizoctonia solani KR736348.1 Pythium viniferum KJ595419.1 

Rhizoctonia solani KT124637.1 Pythium violae KJ595345.1 
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Rhizoctonia solani KU216129.1 Pythium volutum KJ595397.1 

Rhizoctonia solani KU321570.1 Pythium vanterpoolii AB160858.1 

Rhizoctonia solani KX118330.1 Pythium catenulatum AF196588.1 

Rhizoctonia solani KX118333.1 Pythium sulcatum AF196620.1 

Rhizoctonia solani KX118338.1 Pythium sylvaticum AF196621.1 

Rhizoctonia solani KX118344.1 Pythium insidiosum AF196628.1 

Rhizoctonia solani KX118358.1 Pythium torulosum AF196628.1 

Rhizoctonia solani KX118360.1 Pythium deliense DQ071374.1 

Rhizoctonia solani KX118397.1 Pythium sulcatum DQ071396.1 

Rhizoctonia solani KX129967.1 Pythium sylvaticum EU257622.1 

Rhizoctonia solani KX130717.1 Pythium myriotylum EU265666.1 

Rhizoctonia solani KX377959.1 Pythium sylvaticum GU222164.1 

Rhizoctonia solani KX810068.1 Pythium tracheiphilum KJ595375.1 

Rhizoctonia solani KX810069.1 Pythium aphanidermatum MH760281.1 

Rhizoctonia solani KX852461.1 Pythium aphanidermatum MK333229.1 

Rhizoctonia solani KX925433.1 - - 

Rhizoctonia solani KY189902.1 - - 

Rhizoctonia solani KY570520.1 - - 

Rhizoctonia solani LC017861.1 - - 

Rhizoctonia solani LC325492.1 - - 

Rhizoctonia solani MF085065.1 - - 

Rhizoctonia solani MF085066.1 - - 

Rhizoctonia solani MF193941.1 - - 

Rhizoctonia solani MF447834.1 - - 

Rhizoctonia solani MG264304.1 - - 

Rhizoctonia solani MG384802.1 - - 

Rhizoctonia solani MG548648.1 - - 

Rhizoctonia solani MG735262.1 - - 

Rhizoctonia solani MG770087.1 - - 

Rhizoctonia solani MG844367.1 - - 

Rhizoctonia solani MG844372.1 - - 

Rhizoctonia solani MG844378.1 - - 

Rhizoctonia solani MG844381.1 - - 

Rhizoctonia solani MH483962.1 - - 

Rhizoctonia solani MH483967.1 - - 

Rhizoctonia solani MK583646.1 - - 

 

3.4.6 - TESTES DE PATOGENICIDADE, PERÍODO DE INCUBAÇÃO, INCIDÊNCIA E 

AGRESSIVIDADE. 

Neste estudo, o termo patogenicidade, foi definido como a capacidade de um 

microrganismo causar doença. Sendo, portanto, um aspecto qualitativo. Ao passo que, 
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agressividade, foi definido como um componente quantitativo da patogenicidade, ou seja, a 

quantidade de doença induzida por um organismo patogênico em um hospedeiro suscetível e 

em um ambiente favorável (Andrivon, 1993). 

Os testes patogenicidade e agressividade para Rhizoctonia foram realizados com base 

em 18 isolados representativos dentre os AGs identificados filogeneticamente neste estudo. 

Todos os 14 isolados de Pythium obtidos no início deste trabalho, foram avaliados quanto à 

patogenicidade e agressividade. Ambos os patógenos foram avaliados com base na 

metodologia descrita por Thornton et al. (1999) através da inoculação em folhas destacadas 

de alface. As folhas de alface crespa (cultivar ‘Vanda’) foram destacadas de plantas adultas e 

foram lavadas em água corrente. Posteriormente foram desinfestadas superficialmente em 

solução de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1% por 10 min e lavadas em seguida com água 

destilada. Após a secagem, cada folha foi inoculada com dois discos de micélio (4 mm de 

diâmetro), em posições equidistantes. Os discos de micélio foram retirados de colônias com 

sete dias de crescimento em meio BDA a 25°C no escuro. As folhas testemunhas foram 

inoculadas com discos de BDA com tetraciclina não colonizados pelos isolados utilizados no 

estudo. As folhas foram colocadas em caixas gerbox forradas com papel toalha umedecido 

com água destilada e cobertas com a tampa, para manter a umidade relativa do ar elevada e a 

turgescência das folhas. Os gerbox´s foram mantidos a temperatura ambiente durante 6 dias. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com três repetições por isolado e 

uma folha por repetição.  

Foi avaliado o período de incubação até o surgimento dos primeiros sintomas para 

cada isolado testado com intervalos de 24 horas durante 5 dias. A patogenicidade dos isolados 

foi avaliada pela presença de sintomas de necrose de coloração em tons de marrons a negros 

nos tecidos inoculados. A agressividade foi avaliada pela mensuração do tamanho da lesão em 

cm2 e posterior correspondência em porcentagem da área afetada em relação a área total da 
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folha de cada repetição de todos os isolados testados com o auxílio do Software Axionvison 

LE®. Os dados de tamanho de lesão representadas em porcentagem, foram utilizados para 

comparar a agressividade dos isolados de Rhizoctonia, bem como os de Pythium pela análise 

de variância (ANOVA) e comparação das médias pelo teste da diferença mínima significativa 

(LSD) de Fisher ao nível de 5% de significância (P≤0,05), com o programa Sisvar v. 5.6 

(Build 86)  (Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil) (Ferreira, 2011). 

Adicionalmente, foram realizados cortes histológicos da nervura central do limbo 

foliar sintomático para podridão de saia a fim de se obter registros fotográficos da ação 

patogênica de isolados de Pythium. Os cortes das secções foram feitos de modo transversal e 

longitudinal, à mão livre, conforme Quintas (1963) e submetidos à dupla coloração com azul 

de bromofenol e fucsina básica, baseado em metodologia descrita por Kraus et al. (1998). 

 

3.5 – RESULTADOS  

3.5.1 - PREVALÊNCIA DA DOENÇA 

Considerando o total de plantas avaliadas ao final do período do estudo nas cinco 

grandes áreas produtoras de alface crespa do DF, a prevalência da podridão de saia, na sua 

totalidade, foi de 47,8%. A prevalência absoluta, que expressa o total da incidência por área 

em porcentagem, foi de aproximadamente 33,1% para a grande área Estrutural, 46,1% para a 

grande área Brazlândia, 43,2% para a grande área Vargem Bonita, 70,7% para a grande área 

Samambaia (Veredas) e de 81,4% para a grande área Incra 9 (Figura 3). Além disso, a média 

da prevalência de podridão de saia em alface, considerando a totalidade das regiões avaliadas 

e o regime de chuvas no DF, foi de 21,0 % para a época de seca e de 56,4 % para a época de 

chuva. 

Claramente houve diferença significativa da prevalência entre as áreas avaliadas 

conforme BoxPlot do teste de Kruskall-Wallis (Figura 4). No entanto, só foi possível saber 
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quais áreas diferiram entre si após o teste de Nemenyi, o qual revelou que o percentual de 

prevalência da podridão de saia na grande área Incra 9 diferiu significativamente (P≤0,05) de 

todas demais áreas avaliadas neste estudo. Além disso, Vargem Bonita comparada com 

Samambaia e Vargem Bonita comparada com Estrutural, diferiram também 

significativamente (P≤0,05) entre si (Tabela 3). 

 

Figura 3: Prevalência da podridão de saia em alface em núcleos rurais no Distrito Federal nos anos de 2017-

2019 
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Figura 4: Boxplot do teste de Kruskall-Wallis para a prevalência da podridão de saia em alface em núcleos 

rurais do Distrito Federal, nos anos 2018-2019. 

 

Tabela 3: Teste de Nemenyi para a Prevalência da podridão de saia no Distrito Federal. 

Teste de Nemenyi Incra 9 Vargem Bonita Samambaia Brazlândia

Vargem Bonita 4,532454E-04

Samambaia 3,040290E-17 2E-06

Brazlândia 9,799723E-07 1,469020E-01 8,832000E-02

Estrutural 9,847886E-12 0.000964 0.402764 3,304850E-01
 P>0,05 (em vermelho) indica que, o valor em percentual da prevalência da doença nas propriedades 

(Tabela 3) não difere estatisticamente entre si pelo teste de Nemenyi. Valores em amarelo expressam 

diferenças significativas no percentual de prevalência da podridão de saia entre as áreas relacionadas. 

 

O memorial das áreas visitadas na grande área Incra 9, revelou diversos fatores 

inadequados ao manejo da cultura da alface, como: o descuido com as bandejas de mudas que 

por várias vezes encontravam-se em contato com o solo (Figura 5.A); a irrigação inadequada 

com excesso de disponibilidade de água para a cultura (Figura 5.B e 5.C); canteiros com 
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alturas inadequadas ao cultivo; plantios escalonados; restos de cultura em campo (Figura 5.D 

e 5.E) e presença massiva de plantas invasoras (Figura 5.F).  

O mapeamento das chuvas acumuladas durante o período de avaliação realizados à 

campo (2017 a 2019) indicou que a grande área Incra 9 teve o maior índice pluviométrico 

(superior a 3500 mm) quando comparado às demais regiões. As grandes áreas Samambaia, 

Vargem Bonita e Estrutural tiveram índices mínimos de 3000 mm. Ao passo que, a grande 

área Brazlândia, obteve índice pluviométrico máximo de 1000 mm (Figura 6). 
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Figura 5: Registro do manejo inadequado nas áreas do Incra 9: A) Mudas em ambiente aberto, em contato direto 

com o solo; B e C) Ruas totalmente encharcadas por irrigação inadequada; D e E) Restos de cultura no plantio 

com presença da podridão de saia; F) Presença massiva de plantas invasoras no plantio. Fotos: Luiz Lopes. 
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Figura 6: Índice de chuva acumulada no território do Distrito Federal durante os anos de 2017 a 2019. Os dados 

foram obtidos a partir de 54 estações pluviométricas. Todos os registros utilizados para plotagem desta figura 

pertencem à Agência Nacional de Águas – ANA (Ministério do Desenvolvimento Regional). 

3.5.2 - CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS AGENTES CAUSAIS 

A análise filogenética com o uso da região ITS foi capaz de distinguir quatro AGs 

comuns à espécies Rhizoctonia solani, sendo eles: AG4-HGI, AG4-HGIII e AG1-IB. Além 

destes foi detectada a presença do grupo AG-A, pertencente à espécies de Rhizoctonia 

binucleadas. Considerando cada AG encontrado neste trabalho, o total de isolados para cada 

grupo foi de: 21 para o AG4-HGI (LH 87, LH 26, LH 23, LH 58, LH 25, LH 44, LH 53, LH 

111, LH 114, LH 104, LH 33, LH 28, LH 22, LH 112, LH 18, LH 11, LH 2, LH 52, LH 27, 

LH 54 e LH 55), 19 para o AG1-IB (LH 42, LH 107, LH 108, LH 92, LH 57, LH 110, LH 

36, LH 139, LH 133, LH 131, LH 84, LH 56, LH 61, LH 34, LH 50, LH 48, LH 43, LH 51 e 

LH 17) 12 para AG-A (LH 138, LH 121, LH 102, LH 103, LH 134, LH 116, LH 123, LH 

119, LH 99, LH 9, LH 5 e LH 15 ) e 7 para AG4-HGIII (LH 132, LH 95, LH 88, LH 126, 

LH 91, LH 89 e LH 93) (Figura 7). 
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Figura 7: Árvore filogenética gerada por análise Bayesiana obtida dos alinhamentos das sequências de ITS dos 

59 isolados de Rhizoctonia com referências dos AGs pertencentes à R. solani e espécies binucleadas de 

Rhizoctonia. 
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A análise filogenética com o uso da região COX II foi capaz de distinguir quatro 

espécies distintas do gênero Pythium causando podridão de saia no DF, são elas: P. 

sylvaticum, P. nodosum, P. ultimum e P. tracheiphilum. Os isolados Pyt 751, Pyt 752, Pyt 

753, Pyt 754, Pyt 760 e Pyt 761 agruparam junto ao isolado de referência P. tracheiphilum. O 

isolado Pty 731 agrupou junto ao isolado de referência P. sylvaticum. Os isolados Pyt 735 e 

Pyt 755 agruparam com o isolado de referência P. nodosum. Os isolados Pyt 756, Pyt 758, Pyt 

759 e Pyt 765 agruparam junto ao isolado de referência P. ultimum. Por fim, o isolado Pyt 763 

não agrupou com nenhuma referência utilizada neste estudo (Figura 8) 

3.5.3 - TESTES DE PATOGENICIDADE, PERÍODO DE INCUBAÇÃO, INCIDÊNCIA E 

AGRESSIVIDADE in Planta 

Todos os isolados de Rhizoctonia utilizados neste experimento foram patogênicos em 

folhas destacadas de alface e apresentaram similaridade quanto à morfologia do referido 

gênero após o reisolamento obtido de tecido foliar afetado. Além disso, eles apresentaram 

grande variação quanto aos períodos de incubação, desde 24 horas à 120 horas. O isolado LH 

43 apresentou o menor período de incubação mais lento dentre os testados, apresentando 

sintomas primários da doença (manchas pontuadas com coloração marrom) em apenas 24 

horas pós inoculação dos discos de micélio (Figura 9.B). Os isolados LH 95, LH 103, LH 48 e 

LH 50 apresentaram os sintomas iniciais com 48 horas. Com 72 horas, os isolados LH 99, LH 

126, LH 108, LH 17, LH 133, LH 53, LH 52, LH 18 e LH 114 apresentaram os sintomas nas 

folhas. Ao passo que, os isolados LH 23, LH 33 e os isolados LH 27 e LH 54 foram os que 

mais demoraram a apresentar sintomas aparentes nas folhas, em um período de 96 horas e 120 

horas respectivamente (Tabela 4). 
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Figura 8: Árvore filogenética gerada por análise Bayesiana obtida dos alinhamentos de sequências da região 

COX II dos 14 isolados de Pythium com referências tipo de espécies deste gênero. 
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Figura 9: Sintomas primários da podridão de saia em alface observados após 24 horas da inoculação. A) 

Testemunha; B) Sintomas iniciais da podridão de saia causadas por Rhizoctonia (isolado LH 43) caracterizados 

por pequenas manchas marrons; C) Sintomas iniciais similares ao causado pelo isolado de Rhizoctonia LH 43 

causados pelo isolado de Pythium Pyt 754. Fotos: Luiz Lopes. 

 

Tabela 4: Resultado do teste de patogenicidade, período de incubação, incidência e 

agressividade dos isolados de Rhizoctonia representativos dos AGs relatados neste trabalho. 

 

 

 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de LSD de Fisher a 5% de 

significância (P=0,05). CV = 31,98 % para incidência e CV = 25,47 % para agressividade. 

 

LH 43 Sim 24 h LH 52 50,0 a LH 23 48,0 a

LH 95 Sim 48 h LH 23 50,0 a LH 54 56,4 a b

LH 103 Sim 48 h LH 54 50,0 a LH 52 65,0 a b c

LH 48 Sim 48 h LH 108 66,7 a b  LH108 67,7 a b c

LH 50 Sim 48 h LH 27 83,3 a b LH 126 78,5 a b c

LH 99 Sim 72 h LH 43 83,3 a b LH 27 79,5 a b c

LH 126 Sim 72 h LH 53 83,3 a b LH 48 83,5 a b c

LH 108 Sim 72 h LH 48 83,3 a b LH 43 86,2 b c

LH 17 Sim 72 h LH 103 83,3 a b LH 17 86,3 b c

LH 133 Sim 72 h LH 114 83,3 a b LH 103 86,8 b c

LH 53 Sim 72 h LH 126 83,3 a b LH 53 97,2 c

LH 52 Sim 72 h LH 17 83,3 a b LH 99 100,0 c

LH 18 Sim 72 h LH 99 100,0 b LH 95 100,0 c

LH 114 Sim 72 h LH 95 100,0 b LH 114 100,0 c

LH 23 Sim 96 h LH 33 100,0 b LH 33 100,0 c

LH 33 Sim 96 h LH 18 100,0 b LH 133 100,0 c

LH 27 Sim 120 h LH 50 100,0 b LH 50 100,0 c

LH 54 Sim 120 h LH 133 100,0 b LH 18 100,0 c
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A incidência in planta dos isolados de Rhizoctonia variou de 50% a 100%, 

apresentando diferenças estatísticas significativas entre os isolados avaliados em dois grupos 

de médias. O primeiro grupo de isolados LH 52, LH 23, LH 54, LH 108, LH 27, LH 43, 

LH53, LH 48, LH 103, LH 114, LH 126 e LH 17, não apresentaram diferença estatística entre 

si, variando a média da incidência 50,0% a 83,3%. O segundo grupo de isolados (LH 99, LH 

95, LH33, LH18, LH 50 e LH 133) apresentou maior incidência quando comparado com o 

primeiro grupo e diferiram estatisticamente destes, variando de 83,3% a 100% (Tabela 4). 

Quanto à agressividade os isolados testados foram separados estatisticamente em três 

grupos. Sendo que, em todos, houve um comprometimento maior que 50% da área foliar por 

conta do desenvolvimento da doença. Os isolados LH 53, LH 99, LH 95, LH 114, LH 33, LH 

133, LH 50 e LH 18 foram os mais agressivos, causando lesões que cobriram toda a área 

foliar ao final do experimento (Tabela 4). 

Quanto aos isolados de Pythium utilizados neste teste, todos foram patogênicos em 

folhas de alface e todos apresentaram similaridade morfológica com Pythium spp. após o 

processo de reisolamento obtido de folhas infectadas. Os isolados testados apresentaram 

diferentes períodos de incubação que variaram de 24 a 96 horas. Os isolados Pyt 763, Pyt 735 

e Pyt 756 foram os mais precoces em apresentarem sintomas primários da doença no período 

de 24 horas pós inoculação dos discos de micélio do fungo nas folhas de alface (Figura 9.C). 

Os isolados Pyt 761, Pyt 731, Pyt 760, Pyt 759 e Pyt 751 apresentaram os sintomas iniciais 

com 48 horas. Com 72 horas, os isolados Pyt 752, Pyt 755 e Pyt 758 apresentaram sintomas 

nas folhas. Ao passo que, todos os demais isolados, foram capazes de causar doença em um 

período de 96 h após a inoculação (Tabela 5). 
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Tabela 5: Resultado do teste de patogenicidade, período de incubação, incidência e 

agressividade dos isolados de Pythium utilizados neste trabalho. 

 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de LSD de Fisher a 5% de 

significância (P=0,05). CV = 24,99% para incidência e CV = 41,33% 

 

A incidência in planta de podridão em folhas causadas por isolados de Pythium variou 

de 50% a 100%, apresentando diferenças estatísticas significativas entre os isolados avaliados 

em três grupos de médias. O primeiro grupo de isolados Pyt 755, Pyt 756, Pyt 752, Pyt 765, 

Pyt 758, Pyt 763, Pyt 761, Pyt 753, Pyt 760 não apresentaram diferença estatística entre si, 

variando a média de 50,0% a 66,7%. O segundo grupo de isolados Pyt 759 e Pyt 751, 

apresentou 83,3% de incidência nas folhas de alface. Ao passo que o terceiro grupo, composto 

pelos isolados Pyt 735, Pyt 754 e Pyt 731 apresentou incidência de 100% nas folhas testadas. 

Quanto à agressividade, os isolados testados diferiram estatisticamente em seis grupos. 

Sendo que, de maneira geral, os isolados comprometeram desde 4,9% até 100% do limbo 

foliar (Tabela 5). 

Curiosamente, durante o teste de patogenicidade envolvendo Pythium, foram 

observadas a capacidade dos isolados Pyt 754 e Pyt 751 em colonizarem os vasos do limbo 

foliar, causando podridões vasculares (Figura 10.A e 10.B).  Secções transversais obtidas da 

Pyt 763 Sim 24 h Pyt 755 50,0 a Pyt 760 4,9 a

Pyt 735 Sim 24 h Pyt 756 50,0 a Pyt 763 9,9 a b

Pyt 756 Sim 24 h Pyt 752 50,0 a Pyt 751 16,5 a b c

Pyt 761 Sim 48 h Pyt 765 50,0 a Pyt 765 16,8 a b c

Pyt 731 Sim 48 h Pyt 758 50,0 a Pyt 756 20,9 a b c

Pyt 760 Sim 48 h Pyt 763 50,0 a Pyt 755 21,1 a b c

Pyt 759 Sim 48 h Pyt 761 66,7 a b Pyt 735 31,0 a b c

Pyt 751 Sim 48 h Pyt 753 66,7 a b Pyt 758 39,7 b c d

Pyt 752 Sim 72 h Pyt 760 66,7 a b Pyt 761 41,0 b c d

Pyt 755 Sim 72 h Pyt 759 83,3 b c Pyt 754 49,3 c d e

Pyt 758 Sim 72 h Pyt 751 83,3 b c Pyt 731 72,2 d e f

Pyt 753 Sim 96 h Pyt 735 100,0 c Pyt 752 72,7 d e f

Pyt 754 Sim 96 h Pyt 754 100,0 c Pyt 759 81,4 e f

Pyt 765 Sim 96 h Pyt 731 100,0 c Pyt 753 100,0 f

Isolado

Agressividade 

(médias em % 

da área foliar 

lesionada)

Resultado do TesteIsolado Patogenicidade

Período de 

incubação 

(horas)

Resultado 
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nervura central do limbo apodrecido pelo patógeno, permitiram visualizar a região medular 

necrosada bem como os vasos do xilema (Figura 10.C). Sendo que, as células 

parenquimáticas do entorno destas estruturas, apresentavam-se aparentemente preservadas 

(Figura 10.C). Secções de transição entre o tecido sadio e o tecido lesionado, apresentaram 

vasos de xilema sadios (com interior translúcido) ao lado de vasos de xilema afetados por 

Pythium (vasos com o interior escurecidos) (Figuras 10.D e 10.E). Cortes nas secções 

longitudinais da nervura principal de limbo lesionado, permitiram observação da podridão os 

vasos do xilema e de maneira específica, das estruturas helicoidais de revestimento vascular 

interno (parede secundária) destes vasos (figura 10.F). 

 

Figura 10: A) Folha com sintomas da podridão de saia causados por Pythium tracheiphilum; B) nervura central 

do limbo indicando lesão vascular. C) secção transversal do limbo com lesão na região medular (RM) e 

comprometimento dos vasos de xilema (XL) D e E) secção de transição entre tecido sadio e tecido lesionado 

indicando vasos de xilema sadios (translúcidos) e vasos necrosados (escurecidos) por P. tracheiphilum F) secção 

longitudinal indicando apodrecimento vascular do xilema bem como das estruturas de revestimento interno dos 

vasos (ERV). 
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3.6 – DISCUSSÃO 

Os dados da prevalência da podridão de saia em alface revelados neste estudo lançam 

um alerta sobre os prejuízos que esta doença tem causado aos produtores de alface do DF, 

considerando que quase metade do total de plantas avaliadas nas 44 propriedades 

apresentavam a doença em campo. Com base nas pesquisas publicadas até o momento, este 

trabalho é pioneiro na elucidação da etiologia e da prevalência desta doença em campos de 

produção de alface no Distrito Federal. Estudos como este, do ponto de vista epidemiológico, 

são imprescindíveis para orientar medidas de manejo a fim de reduzir e/ou prevenir doenças 

em plantios (Amorim & Bergamim Filho, 2018). O fato da podridão de saia (considerando a 

associação com espécies de Rhizoctonia) prevalecer em épocas de chuva quando comparados 

com as épocas de seca ao longo deste estudo, vai ao encontro dos resultados apresentados por 

Gondal et al. (2019) que relacionaram uma maior ocorrência de Rhizoctonia solani em 

campos de produção de tomate no Paquistão ao alto índice pluviométrico apresentado durante 

os seus levantamentos.  

Com exceção da grande área Brazlândia que, por obter poucas estações pluviométricas 

instaladas pode ter levado a uma subestimativa do total de chuvas presentes naquela região 

durante o experimento, as grandes áreas que tiveram maior prevalência da podridão de saia no 

DF,  também tiveram maior índice de chuva acumulada (conforme levantamento de dados da 

Agência Nacional de Águas – ANA  – Figura 6). Este pode ser um dos motivos pelo qual 

estas áreas apresentaram maior prevalência da doença em campo, conforme relação direta 

entre ocorrência da doença e alta umidade, supracitadas no parágrafo anterior. 

A presença de restos de cultura no campo é um dos fatores que favorecem a 

disseminação e perpetuação de patógenos de solo sobretudo por estes terem alta capacidade 

de sobreviver e competir saprofiticamente, além de possuírem ampla gama de hospedeiros 

(Agarwal, 2010). Dessa forma, além do alto índice pluviométrico e irrigação inadequada, a 
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presença de restos de cultura, bandejas em contato direto com o solo e a ocorrência massiva 

de plantas invasoras, ajudam a elucidar a alta prevalência desta doença na região do Incra 9. 

Os resultados apresentados na Tabela 1 do Capítulo 2 desta tese tem relação com o 

fato da grande área Incra 9 apresentar maior prevalência da doença quando comparada com as 

demais regiões avaliadas. Áreas com grande prevalência de uma doença causada por 

patógenos de solo, tendem a apresentar mudança no padrão do grau de distribuição da doença. 

Um padrão de distribuição regular, neste caso, é expresso por um LIP próximo de 1. Isto 

indica maior regularidade de ocorrências da doença na área, contrário ao estado de agregação, 

comum para casos de doenças com agentes causais veiculados pelo solo. Neste sentido, a 

amostragem das parcelas em áreas com relativa regularidade, mantém menor erro, tendendo a 

um resultado de maior incidência da doença na área. A mudança no padrão de distribuição da 

doença também pode estar relacionada à diversos motivos, entre eles: o decréscimo ou 

aumento da quantidade de inóculo, alterações na susceptibilidade da hospedeira ou por 

mudanças na supressividade dos fatores ambientais a doença (Campbell et al., 1984). 

Segundo Trujilo & Snyder (1963), a capacidade dos fungos produzirem propágulos capazes 

de sobreviver no solo e em restos de cultura, aliada a um manejo inadequado destes restos, 

podem contribuir para alterações no padrão espacial de plantas doentes. 

Dados sobre arranjo espacial de uma doença podem ser utilizados como auxílio na 

mensuração quantitativa da doença no campo, como por exemplo a prevalência. Isto permite 

maior discernimento sobre a dinâmica espaço-temporal das interações entre hospedeiro, 

patógeno e ambiente, dentro de um patossistema (Thal & Campbell, 1986; Gottwald et al., 

1992). Peruch et al., (2006), realizaram levantamentos quantitativos da prevalência de 

alternariose em brássicas nos estados de Santa Catarina e Pernambuco e constataram a 

prevalência de 100% nos cultivos de brócolis avaliados em Pernambuco, bem como em 

couve-flor, em ambos os estados. Elevadas prevalências na maioria das avaliações indicam a 
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importância de tais doenças para tais culturas, e são fortes indicadores da importância nas 

alterações de adaptabilidade dos patógenos aos ambientes e às hospedeiras. 

As análises filogenéticas dos isolados obtidos neste estudo, demonstraram que a 

podridão de saia em alface no DF é bastante complexa, sendo causada por pelo menos quatro 

AGs de Rhizoctonia e  quatro espécies de Pythium, sendo eles: AG1-IB, AG4-HGI, AG4-

HGIII, AG-A e P. tracheiphilum, P. sylvaticum, P. nodosum , P. ultimum, respectivamente 

(Figura 7 e Figura 8). Esta é a primeira vez que estes AGs são relatados causando podridão de 

saia em alface no Brasil, exceto o AG1-IB, anteriormente relatado por Kuramae et al. (2002) 

em campos de produção de alface em Botucatu-SP-Brasil. Dentro do conhecimento adquirido 

ao longo desta pesquisa, os grupos AG-A e AG4-HGIII estão sendo relatados pela primeira 

vez a nível mundial causando podridão de saia em alface. Recentemente, os AGs AG-A, 

AG4-HGI e AG4-HGIII foram detectados por Blanco et al. (2018) após pesquisarem a 

diversidade e patogenicidade de espécies de Rhizoctonia a partir de amostras de solo de 

diferentes áreas de vegetação do cerrado brasileiro, tanto nativas quanto oriundas de campos 

agrícolas. 

Diferentes AGs de Rhizoctonia foram distinguidos como agentes causais da podridão 

da saia em alface pelo mundo. Na Bélgica os grupos encontrados foram AG1-IB, AG4-HGI, 

AG10, AG2-1, AG2-1 Nt e AG3, sendo AG1-IB e AG4-HGI os mais frequentes, coincidindo 

com o que foi observado nesta pesquisa (Van Beneden et al., 2009). Claerbout et al. (2019) 

detectaram alta prevalência deste último grupo em alface sob cultivo protegido na Bélgica, 

durante épocas quentes. Este fato pode ajudar a elucidar o motivo da alta ocorrência do AG4-

HGI em campos de cultivo de alface no DF, sobretudo por conta do clima tropical a qual este 

território está sujeito. 

 Os grupos AG1, AG2 e AG4 foram encontrados em alface na Holanda, Reino Unido 

e EUA (Kooistra 1983; Wareing et al. 1986). Outro grupo observado nos Estados Unidos foi 
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o AG5 (Herr 1992). O AG1-IB, além de ser conhecido no Brasil, foi também relatado na 

Alemanha e nos Estados Unidos (Kuramae et al., 2003). Na Alemanha os grupos AG2-1 e 

AG1-IC foram também detectados, apesar de apresentarem baixa prevalência durante as 

avaliações (Grosch et al., 2004).  

Dentre os AGs detectados nesta pesquisa, um é pertencente a espécies de Rhizoctonia 

binucleadas, o AG-A. Este grupo não tinha sido observado até o momento atacando alface. 

Ele é conhecido por causar sintomas como a podridão de raiz e “damping-off”. Além disso, 

ele possui uma ampla gama de hospedeiras, tais como: morango, beterraba, ervilha, girassol, 

tomate, melão, batata, espinafre e amendoim (Mazzola, 1997; Sneh et al., 1998; Yang & Li, 

2012). 

A complexidade da podridão de saia da alface no que diz respeito à diversidade de 

patógenos envolvidos, já tinha sido relatada desde a década de 30 (Townsend, 1934), sendo o 

gênero Pythium um dos envolvidos e que merece relativo destaque. Com a exceção de P. 

ultimum que já tinha sido detectado no Brasil atacando amendoim (Arachis hypogaea L.) e 

beterraba (Beta vulgaris L.) (Ponte, 1996; Kimati et al., 1997), este trabalho relata a 

ocorrência de três espécies que nunca tinham sido detectadas no Brasil, são elas: P. 

tracheiphilum, P. sylvaticum e P. nodosum. No final da década de 70, P. tracheiphilum e P. 

sylvaticum, foram relatadas como agentes causais de podridão de saia em alface em outros 

países (Blok & Van der Plaats-Niterik, 1978). Muito recentemente,  P. tracheiphilum (espécie 

do gênero de maior ocorrência nesta pesquisa) foi relatada causando podridão de saia em 

alface cultivada em casas de vegetação na Bélgica (Claerbout et al., 2019) e podridão de raiz 

(causando murchas) em campos de produção comercial em Quebec, Canadá (Van der Heyden 

et al., 2019). 

 A ocorrência de P. sylvaticum causando podridão de saia em alface no Brasil, é 

congruente com os resultados apresentados por Gilardi et al. (2017), que relataram esta 
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espécie em alfaces na Itália. Assim como os resultados de Farr & Rossman (2017) os quais 

registraram a presença desta espécie atacando alface no Arizona, EUA, Canadá e África do 

Sul. A espécie P. nodosum, relatada pela primeira vez em 1998 em solos na França (Paul et 

al., 1998), tem somente a soja (Glicine max) relatada na literatura como planta hospedeira 

(Farr & Rossman, 2017). Sendo assim este trabalho registra pela primeira vez a alface como 

hospedeira deste oomiceto a nível mundial. 

De maneira geral, a semelhança na sintomatologia da podridão de saia da alface para 

os diferentes agentes causais identificados neste trabalho (Figura 9), revela uma das 

dificuldades encontradas para o controle desta doença em campo. Este é um dos motivos pelo 

qual se faz necessário o conhecimento exato da etiologia de uma doença em planta, a fim de 

se obter informações para um manejo adequado (Riley et al., 2002). Ressalte-se que os 

Pythium (Reino Chromista), não são fungos verdadeiros, possuem zoósporos flagelados e não 

são suscetíveis aos mesmos princípios ativos e demais medidas de controle empregadas para o 

controle de Rhizoctonia (Reino Fungi). 

Dentre os isolados de Rhizoctonia mais agressivos, dois (LH 133 e LH 50) pertencem 

ao grupo AG1-IB e três (LH 114, LH 33 e LH 18) pertencem ao grupo AG1-HGI. Estes 

grupos são conhecidos por apresentarem maior crescimento micelial em temperatura ótima de 

28°C quando comparado com outros grupos causadores de podridão de saia em alface como: 

AG-BI e AG2-1 (Claerbout et al., 2019). O fato do HG1-IB estar relacionado com alta 

agressividade em alface já tinha sido registrado anteriormente por Herr (1992) em estudos 

realizados em campos de produção de alface no estado de Ohio, EUA.  Além disso, Claerbout 

et al. (2019) constataram que os grupos AG1-IB e AG4-HGI foram mais agressivos em testes 

de patogenicidade em alface quando comparados com os grupos AG-BI, e AG2-1. 

Os oomicetos do gênero Pythium possuem diversos mecanismos para colonização de 

suas hospedeiras. Algumas espécies são capazes de infectar diretamente por hifas que são 
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produzidas diretamente de oósporos. Em outras condições ambientais, produzem zoósporos 

cujos tubos germinativos atravessam as células dos tecidos vegetais e degradam a parede 

celular através de enzimas e toxinas até matar a hospedeira (Schroeder et al., 2013). No 

entanto, a espécie P. tracheiphilum coloniza suas hospedeiras de maneira incomum 

comparado às demais espécies deste gênero. Sabe-se que ela é capaz de causar podridões 

vasculares em suas hospedeiras, em particular no xilema, onde passam a maior parte de seu 

ciclo de vida (Jacquet, 1979). Neste sentido, todos os sintomas de podridão vascular, em 

particular por esta espécie, foram observados de maneira similar neste estudo em folhas de 

alface, conforme Figura 10. Kiehr et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes ao 

avaliarem plantios de alface localizados em Bahia Blanca – Argentina. As plantas 

apresentavam como principais sintomas: clorose, nanismo, murcha e podridão vascular nas 

raízes e nas folhas. Através dos postulados de Kock, os autores comprovaram que a espécie P. 

tracheiphilum era o agente causal da doença.  

Observa-se que, durante a coleta de dados neste trabalho junto aos produtores rurais e 

demais envolvidos na cadeia produtiva da alface, a pouca disponibilidade de área no DF e a 

alta demanda por alface no mercado regional e nacional, tem forçado os produtores, em 

muitos casos, a reduzir o período de duração da rotação de cultura ou simplesmente, a não 

realizá-la. A maioria das espécies de Pythium pode sobreviver sob grande variação climática e 

por um período prolongado (Schoroeder et al., 2012). E, como consequência do tempo curto 

nas rotações de cultura, o inóculo inicial contido no solo, aumenta a cada ciclo de cultivo, 

contribuindo para redução da produção (Bennett et al., 2012).  

Baseados nos resultados apresentados no presente trabalho, conclui-se que o DF 

possui alta prevalência de podridão de saia nos campos de produção de alface e que a doença 

é causada por dois grupos de patógenos que são totalmente distintos, sobretudo em aspectos 

epidemiológicos. Sendo assim, estas informações podem servir como base para um melhor 
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planejamento das estratégias de manejo desta importante doença que acomete os cultivos de 

alface no Distrito Federal e em outras regiões nacionais e do estrangeiro. 
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4 – CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A metodologia proposta para determinação do tamanho ideal de amostras a serem 

realizadas no campo para a podridão de saia foi eficiente e poderá ser utilizada em estudos 

epidemiológicos posteriores nos campos de produção de alface do Distrito Federal, bem como 

também em outras regiões que possuam as características climáticas semelhantes ao DF;  

 

De maneira geral, a podridão de saia é bastante presente no DF, sobretudo em épocas 

chuvosas. Isto é representado pelo fato de quase metade do total plantas avaliadas durante 

desenvolvimento deste trabalho, apresentarem sintomas típicos da doença. Dentre as grandes 

áreas avaliadas, a região Incra 9 foi a que teve maior prevalência da doença. Apesar da alta 

ocorrência desta doença em campos de plantios de alface no DF, pouco se conhece sobre os 

valores reais de perda econômica que esta doença causa. Espera-se, portanto, que este estudo 

pioneiro, sirva como de base para pesquisas posteriores envolvendo quantificações reais dos 

danos econômicos que esta doença causa no agronegócio do DF; 

 

Este estudo comprova que a etiologia da podridão de saia é bastante complexa, 

envolvendo espécies distintas do gênero Pythium e diversos grupos de anastomose de 

Rhizoctonia solani bem como um AG de Rhizoctonia binucleada. Todos os isolados testados 

foram patogênicos em folhas de alface e tiveram diferentes níveis de agressividade. Dentro do 

conhecimento adquirido neste trabalho, esta é a primeira vez que a podridão de saia em alface 

está associada aos AGs AG4-HGI, AG4-HGIII, AG-A a nível nacional. Além disso, não se 

tem conhecimento sobre AG-A e AG4-HGIII causando esta doença em alface no mundo. As 

espécies P. tracheiphilum, P. sylvaticum e P. nodosum nunca foram detectadas no Brasil, em 

nenhuma cultura. Estes resultados são muito importantes para o controle da doença, visto que 

os Pythium (Reino Chromista) não são fungos verdadeiros e não são suscetíveis aos mesmos 
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princípios ativos e demais medidas de controle empregadas para o controle de Rhizoctonia 

(Reino Fungi). Além disso, os dados de agressividade poderão ser usados como screening 

para futuros estudos envolvendo melhoramento vegetal. 


