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RESUMO

A alface (Lactuca sativa L) € uma olericola de origem mediterranea pertencente a familia
Asteraceae, ordem Asterales. Além de ser uma das mais importantes hortalicas cultivadas
no mundo, também ¢ a hortalica folhosa mais consumida no Brasil. Uma das dificuldades
em produzi-la esta relacionada a infestacdo por fitopatdogenos em areas de produgdo.
Dentre estes, destacam-se os nematoides das galhas, do género Meloidogyne,
especialmente o M. incognita € M. javanica. Esses nematoides ocorrem em todas as
regidoes do Brasil, causando grandes prejuizos as lavouras. O principal sintoma dessa
doenga ¢ a formacdo de galhas nas raizes, danificando os tecidos vasculares, o que, além
dos danos causados pelo proprio patdgeno, aumenta também a suscetibilidade da planta
a fungos e bactérias causadores de doencas. A utilizacdo de cultivares de alface
resistentes ¢ um método eficiente e seguro para o controle do patdogeno, pois além de
restringir a reprodu¢do do nematoide e diminuir o custo de produgdo, ndo causa impacto
ao meio ambiente. Poucos ainda sdo os trabalhos sobre gene(s) para resisténcia em alface
e, ainda, nao se encontram disponiveis cultivares de amplo uso comercial que apresentem
resisténcia. Assim, o objetivo neste trabalho ¢ a busca por genes de resisténcia a
nematoides em alface, utilizando técnicas de andlise gendmica com ferramentas de
bioinformatica. Foi realizada uma busca por genes NBS-LRR, de resisténcia a
Meloidogyne spp, pois foi identificado que esses genes sdo responsaveis pela resisténcia
a Meloidogyne spp em diversas espécies. Posteriormente as sequéncias encontradas foram
caracterizadas utilizando o algoritmo Blastx e o banco de dados InterproScan e feita uma
analise filogenética pelo método neighbor joining. Os recursos da bioinformatica foram
essenciais para caracterizacdo dos genes de resisténcia, de tal forma que ao final deste
trabalho foi possivel identificar dois genes da classe NBS-LRR com potencial de conferir
resisténcia a Meloidogyne spp em Lactuca saligna. Este resultado abre perspectivas para
novos trabalhos visando ao melhoramento para resisténcia o Meloidogyne spp em alface,

visto que L. saligna é uma espécie ja utilizada em programas de melhoramento da alface.

Palavra-chave: Lactuca sativa, Meloidogyne spp, genes de resisténcia, NBS-LRR



ABSTRAT

Lettuce (Lactuca sativa L) is a vegetable of Mediterranean origin belonging to the
Asteraceae family, order Asterales. In addition to being one of the most important
vegetables grown in the world, it is also the most consumed leafy vegetable in Brazil.
One of the difficulties in producing it is related to infestation by phytopathogens in
production areas. Among these, Meloidogyne, a root-knot nematodes, stand out,
especially M. incognita and M. javanica. These nematodes are common in higher
temperatures conditions occurring in all Brazil regions, causing great crops damage. The
main disease symptom is the formation of roots galls, damaging the vascular tissues,
which, in addition to the damage caused by the pathogen itself, also increases the plant
susceptibility to fungi and bacteria that cause another disease. The use of resistant lettuce
cultivars is an efficient and safe method for nematodes control, because in addition to
restricting the nematode reproduction and reducing the production cost, it does not impact
the environment. There are still few works on nematode resistance genes in lettuce and,
still, commercial cultivars that show resistance are not available. Thus, the objective of
this work is to search for nematode resistance genes in lettuce, using genomic analysis
techniques by bioinformatics. A search for NBS-LRR genes for resistance to
Meloidogyne spp was carried out, as it was identified that these genes are responsible for
resistance to Meloidogyne spp in several species. Subsequently, the sequences found were
characterized by Blastx and InterproScan and a phylogenetic analysis was performed
using the neighbor joining method. Bioinformatics resources were essential for the
characterization of resistance genes, so that at the end of this work it was possible to
identify 2 genes of the NBS-LRR class with the potential to confer resistance to
Meloidogyne spp in Lactuca saligna. This result opens perspectives for further work
aimed at improving the resistance to Meloidogyne spp in lettuce, since L. saligna is a

species already used in lettuce breeding programs.

Keywords: Lactuca sativa, Meloidogyne spp, resistance genes, NBS-LRR
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CAPITULO I - REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUCAO
1.1 Problema de pesquisa

A alface ¢ uma das hortalicas mais consumidas no Brasil, principalmente devido
ao crescente uso em redes de “fast-foods”, o que tem estimulado o aumento da produgao.
Porém, com a ampliagdo do cultivo e o plantio sucessivo em uma mesma area, tem
aumentado significativamente o problema de infestagcdo por doencas de solo, destacando-
se a incidéncia dos nematoides das galhas. Esses patdgenos podem gerar prejuizos
significativos ao produtor. Assim, a identificagdo de genes de resisténcia para o
desenvolvimento de novas cultivares resistentes aos fitonematoides torna-se de grande

importancia para os programas de melhoramento da alface.

1.2 Hipétese

E possivel identificar genes para resisténcia ao nematoide das galhas
Meloidogyne spp. a partir do genoma de espécies de Lactuca, visando a utilizacdo em

programas de melhoramento desta espécie.

1.3  Objetivos
1.3.1  Objetivo geral

Identificar genes de resisténcia ao nematoide das galhas Meloidogyne spp. em

espécies de Lactuca por meio de andlise genomica in silico.

1.3.2  Objetivos especificos

a) Identificar, in silico, genes envolvidos na via de resisténcia de plantas ao Meloidogyne

Spp,

b) Identificar e caracterizar, in silico, esses genes nas espécies Lactuca sativa € Lactuca

saligna.
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1.4 Justificativa

A alface (Lactuca sativa L) é uma olericola de origem mediterranea, com uma
variedade de cores, formas ¢ tamanhos. Seu valor nutricional ¢ subestimado, sendo rica
em fibra, ferro, folato, vitamina C e K e fonte de carotenoides. E a hortalica folhosa de
maior consumo no Brasil, com 6 tipos mais comercializados: repolhuda lisa, repolhuda
crespa/americana, solta lisa, solta crespa, mimosa e romana. A alface por ser de clima
temperado, passou por adaptagdes via melhoramento genético para o clima tropical.

A alface pode ser afetada por varios tipos de doencas, provocadas por fungos,
bactérias, virus ou nematoides. As principais doengas sdo o mildio, oidio, septoriose,
podridao, Xanthomanas, Pectobacterium e virus do mosaico.

O nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), principalmente das espécies M.
incognita € M. javanica, ¢ um dos principais problemas para o cultivo da alface,
particularmente em condigdes de temperaturas mais elevadas, como ¢ o caso do Brasil.
Este patdogeno ataca a raiz formando galhas, deixando a planta fraca e propicia a
ocorréncia de outras doengas, causando prejuizos significativos aos produtores.

Diferentes espécies de Lactuca, tais como L. saligna, L. serriola e L. virosa tém sido
utilizadas em programas de melhoramento genético da alface para incorporacdo de
caracteristicas desejaveis, principalmente a resisténcia a doencas (LEBEDA;
KRISTKOVA; KITNER; MIESLEROVA et al., 2014).

A identificacdo de genes de resisténcia pode ser feita por diversas técnicas, incluindo
marcadores moleculares ou por andlise gendmica in silico. A procura por genes de
resisténcia nas plantas ¢ um recurso valioso para desenvolver novas variedades para

melhorar o combate aos nematoides.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  Lactuca sativa L.

A alface (Lactuca sativa L.) provavelmente se originou no Mediterraneo oriental
e ja era conhecida no antigo Egito desde 4500 a.C. Chegou ao Brasil no século XVI,
trazida pelos portugueses por volta do ano de 1650 (AGUIAR; GONCALVES;
PATERNIANI; TUCCI et al., 2014). E uma planta de clima temperado, pertencente a
familia Asteraceae, ordem Asterales, e se originou de espécies silvestres, como a L.

serriola L. (KIM; MOON; TOU; MOU et al., 2016).
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A alface ¢ uma planta herbacea, autdgama, com um caule esverdeado, raiz
pivotante com sistema ramificado e superficial, de flores amarelas e folhas simples. Sua
inflorescéncia possui de 10 a 25 floretes formada por uma panicula com vérios botdes
florais. Cada florete possui uma pétala amarela, envolta por bracteas que irdo formar o
involucro. O ovdrio possui um 6vulo e a medida que o estilete se alonga, ocorre a
polinizagdo. A abertura dos botdes florais ocorre pela manha e cada flor se abre apenas
uma vez, garantindo a autofecundagdo e conferindo a planta a autogamia por cleistogamia

(Figura 1) (SOUSAIL; BONETTII; FILHOI; MACHADOI et al., 2007).

Figura 1. Lactuca sativa L. Planta adulta e flores.

k54

https://gobotany.nativeplanttrust.org/species/lactuca/sativa/

Séculos de selegcdo genética e técnicas de reproducdo levaram a modificagdes na
planta como mudanga no tamanho, forma, cor, textura e at¢ mesmo o sabor, produzindo
a alface como conhecemos hoje (MOU, 2012).

No Brasil, at¢ a década de 1980, a alface mais consumida era do tipo lisa,
conhecida como alface “manteiga”, porém, com o passar dos anos foram sendo
introduzidas cultivares de outros tipos, como crespa de folhas soltas e crespa repolhuda
(alface americana) (SALA; COSTA, 2012).

O valor nutricional da alface ¢ subestimado, € pobre em calorias, gorduras e sodio,
mas ¢ rica em fibra, ferro, folato, vitamina C e K e fonte de carotenoides (KIM; MOON;
TOU; MOU et al., 2016).

A alface ¢ uma das hortaligas mais consumidas e cultivadas no Brasil, ndo so6 pelo
fato de poder ser facilmente cultivada em horta doméstica, mas também pela evolugdo de

cultivares, praticas de manejo, técnicas e conservacao da colheita, bem como a mudanca
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alimentar de grande parte da populacdo (CARVALHO; FILHO; PEREIRA; COSTA et
al., 2018).

A producdo nacional ¢ de aproximadamente 321 mil toneladas ao ano, com
consumo alimentar doméstico equivalente a 1,006 kg per capita anual. A estimativa de
lucro para o agronegoécio gira em torno de US$ 2,1 bilhdes (PESSOA; JUNIOR, 2021).

A alface tem um ciclo relativamente curto, de cerca de 60 a 90 dias na fase
comercial e, até recentemente, era considerada uma cultura tipicamente de outono-
inverno. Porém, ao longo dos anos as cultivares foram sendo adaptadas para o plantio
durante a primavera-verao sendo possivel hoje, encontrar alface o ano todo. As cultivares
mais comercializadas no Brasil sdo agrupadas didaticamente em seis tipos de acordo com
a cabeca e tipo de folha (Figura 2):

e Repolhuda Lisa: tem folhas lisas, aspecto “amanteigado”, de coloragdo verde-
amarelada e forma uma cabega tipica e compacta.

¢ Repolhuda Crespa (Americana): possui folhas crespas, crocante com nervuras
destacadas e forma uma cabega grande.

e Solta Lisa: tem folhas lisas e macias e ndo forma cabega.

e Solta Crespa: suas folhas sdo crespas e soltas e ndo forma cabeca.

e Mimosa: As folhas sdo delicadas e com aspecto “arrepiado”, ndo forma cabega.

e Romana: possui folhas alongadas, duras, com nervuras protuberantes, com uma

cabeca na forma de cone. (FILGUEIRA, 2000).

A definicao dos tipos de alface ¢ importante porque a diferenga nas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas determina a conservagdo pds-colheita e seu manuseio.

(HENZ; SUINAGA, 2009).
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Figura 2. Diferentes tipos de alface. A. Repolhuda lisa. B. Repolhuda crespa/americana. C. Solta lisa. D.
Solta crespa verde. E. Solta crespa roxa. F. Romana. G. Mimosa verde. H. Mimosa roxa

(HENZ; SUINAGA, 2009)

Um dos grandes desafios para o cultivo da alface no Brasil diz respeito a
temperatura, pois, mesmo com o melhoramento genético e a maior adaptacdo de
cultivares se as temperaturas forem muito altas podem levar a perda de até 60% da
lavoura, ja que favorecem o ataque de fitopatogenos, assim como o pendoamento precoce

(SOUSATIL; BONETTII; FILHOI; MACHADOI et al., 2007).

2.2 Lactuca saligna L

E uma espécie de alface selvagem conhecida pelo nome comum de alface de folha
de salgueiro (figura 3). Cresce de uma raiz principal podendo chegar a 1 m, tem um caule
fino, ereto com cerdas em sua porgdo inferior. As folhas sdo longas e estreitas, com até
15 cm de comprimento. A flor tem cerca de 4 cm de largura quando aberta, de raios
amarelos palidos com pontas dentadas (LIFE, 2022).

E considerada uma erva daninha, pois coloniza beiras de estradas, bordas de
cultivos e lixdes. E comum em areas de planicie e montanhosas, sendo amplamente
distribuida no Mediterraneo, estendendo-se pelo Caucaso e Europa (KITNER; LEBEDA;
DOLEZALOVA; MARAS et al., 2008).
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Figura 3. Lactuca saligna L. A. Planta adulta. B. Flor.

https://www.pgrportal.nl/en/lettuce-genetic-resources-portal/show/lactuca-saligna-l.-1.htm

Acessos de Lactuca saligna tem sido utilizado em cruzamentos com outras espécies
de alface para o desenvolvimento de novas cultivares, tais como a cultivar Salad Crisp
que foi a primeira cultivar de alface derivada de cruzamento com o acesso PI 261653 de
Lactuca saligna. Este acesso apresenta resisténcia a varios patdogenos, assim como ao
nematoide Meloidogyne happla, a bactéria de solo Rhizomonas suberifaciense € a mosca
minadora Liriomyza langei (LEBEDA; KRISTKOVA; KITNER; MIESLEROVA et al.,
2014).

2.3 Lactuca serriola

Também chamada de alface espinhosa ou selvagem, ¢ uma erva daninha agricola
significativa em muitos paises como Australia, Asia, Africa e alguns paises da América
do Norte, Central e Sul. Apresenta em suas folhas uma margem espinhosa com uma
fileira de espinhos na face inferior da folha e ao longo da nervura central (Figura 4).
Pode chegar até 2 m de altura, sendo um grande competidor de nutrientes dos solos em
cultivos, prejudicando a qualidade dos graos e a eficiéncia da colheita (CHADHA;
FLORENTINE, 2021).

As cultivares Calrey e Calrico foram derivadas do cruzamento de cultivares de
L. sativa com o acesso de L. serriola (P1 91532), uma fonte de resisténcia ao mildio

(WEHNER, 1999).
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Figura 4. Lactuca serriola.

https://eol.org/pages/468149

2.4 Lactuca virosa

Encontrada em grande parte da Europa central, também chamada de ““alface grande”,
¢ semelhante a L. serriola, podendo chegar a 0,89 cm (Figura 5). Apresenta variagdes
fenotipicas como folhas com espinhos, folhas largas ou lobadas (FERTET;
GRAINDORGE; KOECHLER; DE BOER et al., 2021).

A genealogia de algumas cultivares de alface de folhas crespas tais como Salinas,
Winterset ¢ Monterey mostram que sdao derivadas de cruzamentos e selegdo a partir de

cruzamento com o acesso PI 125130 de Lactuca virosa (MIKEL; CARVER, 2007).

Figura 5. Lactuca virosa

https://eol.org/pages/486948
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2.5 Principais doencas em alface

Hé relatos de mais de 75 tipos de doengas que acometem a alface no mundo, sendo

causadas por bactérias, fungos, nematoides e virus. Para que o controle das doencas seja

realizado ¢ importante conhecer a interagdo entre patdogeno, hospedeiro e o ambiente

(LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

As principais doengas que acometem a cultura da alface sao o mildio, oidio,

septoriose, podridao, Xanthomanas, Pectobacterium, virus do mosaico ¢ os nematoides

(AGUIAR; GONCALVES; PATERNIANI; TUCCI et al., 2014):

Mildio: E um fungo que causa uma das principais doengas que acometem a
alface, ocorre principalmente em locais de temperatura baixa, onde as folhas
ficam constantemente molhadas, seja por irrigagdo ou chuva (LOPES;
QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

Oidio: Doenga fungica caracterizada pela presenga de estruturas esbranquigadas,
com aparéncia cinza nas folhas. Ocorre, geralmente, em regides de baixa umidade
(LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

Septoriose: Doenca causada pelo fungo Septoria lycopersici que ataca a alface
em ¢€pocas chuvosas ou cultivos irrigados por aspersao. Inicia-se com semente
infectada ou em restos de cultivos mais antigos (LOPES; QUEZADO-DUVAL;
REIS, 2010).

Podridao da Raiz: Causada por fungos, além de causar podridao da raiz, ocorre
também o murchamento das folhas (LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).
Podridao de Esclerotinia: Causada por fungos, ¢ comum em ambientes frios e
umidos. Uma vez que infecta o cultivo, dificilmente é controlada, pois as
estruturas de resisténcia do patdogeno permanecem no solo por até dez anos
(LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

Podridao mole (Pectobacterium): A bactéria age principalmente no verao,
podendo sobreviver no solo, em restos de cultivo, na 4gua e em superficie de

equipamentos (LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).
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e Mancha bacteriana (Xanthomonas): A doenca dissemina-se rapidamente,
causando grandes perdas na lavoura. E favorecido por neblina, irrigagio ou chuva
(LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

e Virus do Mosaico (Lettuce mosaic virus, LMV): E uma doenca bastante
comum na cultura da alface. O virus ¢ transmitido por véarias espécies de pulgdes,
sendo disseminado por longas distancias através de sementes (LOPES;

QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

2.6 Nematoides das Galhas

Novas espécies de nematoides sdo constantemente descobertas e algumas que
antes eram benignas, com o tempo, tornam-se prejudiciais a medida que os padrdes das
cultivares mudam. Nematoides que parasitam plantas e que tém relevancia economica na
agricultura podem ser divididos em grupos que causam danos direto a planta ou agem
como vetores de virus (MITIKU, 2018).

No Brasil, muitas cultivares de alface sdo suscetiveis aos nematoides. As
infestagdes ocorrem principalmente pelo nematoide das galhas Meloidogyne spp., das
espécies M. incognita e M. javanica (PINHEIRO; PEREIRA; CARVALHO;
RODRIGUES et al., 2013).

O Meloidogyne spp pertence a ordem Tylenchida e a familia Heteroderidae, sao
parasitas obrigatorios de plantas, compreendendo mais de 100 espécies (Figura 6). Por
1ss0, 0s aspectos morfoldgicos sdo de suma importancia para identificar a espécie, como
por exemplo, comprimento do estilete, regido labial dos machos, configuragdo perineal
da fémea, entre outros (PINHEIRO; PEREIRA; SUINAGA, 2014). Sao seres
microscopicos € medem de 0,5 a 4,0 mm de comprimento e sdo encontrados em raizes de
plantas quando infectadas. Podem ocorrer tanto em clima quente como frio, causando
grandes prejuizos nas plantas. Os nematoides parasitas de plantas alimentam-se
principalmente de raizes, porém podem infectar folhas, flores, caules, rizomas (RALMI;

KHANDAKER; MAT, 2016).
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Figura 6. A. Fémea de Meloidogyne spp. B. Glandula esofagica em detalhe.

P L3

(PINHEIRO; PEREIRA; CARVALHO; RODRIGUES et al., 2013)

O primeiro estagio do desenvolvimento do Meloidogyne da origem ao juvenil —
J1 — ainda no ovo, sofre ecdise para estagio J2 que ao eclodir infecta as células do
hospedeiro. No estagio J2, ja infeccioso, consegue penetrar as paredes celulares seja por
dano fisico na planta ou perfurando com o estilete pela acdo de enzimas celuloliticas e
pectoliticas, migrando para o cortex da planta. No estagio J2, sofre mudancas
morfolédgicas sofrendo ecdises para estagios juvenis J3 e J4. Os machos mudam sua forma
no estagio J4, assumindo uma forma alongada, chamada de vermiforme (MOTA, 2010).

O ciclo de vida do nematoide das galhas dura em torno de 25 dias e cada fémea
deposita em média de 500 a 2000 ovos em uma matriz gelatinosa (Figura 7). Uma vez
que infecta a planta, o nematoide juvenil injeta secrecdes proteicas pelas glandulas
esofagianas, penetra na raiz indo para seu apice e em seguida para o cilindro vascular
onde permanecerd. As secre¢des injetadas formam uma célula grande, chamada célula
gigante, que sera a sua fonte de alimentacao (PINHEIRO; PEREIRA; CARVALHO;
RODRIGUES et al., 2013).
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Figura 7. Ciclo infectivo de Meloidogyne spp em raizes de alface.
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(PINHEIRO; PEREIRA; CARVALHO; RODRIGUES et al., 2013)

Essas células gigantes sdo produzidas a partir de células da raiz vascular, que
passam por diversas divisdes nucleares sem a divisdo celular, tornando-se polinucleadas.
Sao cercados por células em divisdo, cuja hiperplasia e hipertrofia leva a formagao das
galhas (figura 8) (MEJIAS; TRUONG; ABAD; FAVERY et al., 2019). As células
gigantes possuem citoplasma denso, com varias mitocondrias, plastidios, ribossomos,
aparelho de golgi e reticulo endoplasmatico liso (CAILLAUD; DUBREUIL; QUENTIN;
PERFUS-BARBEOCH et al., 2008).

As fémeas permanecem no hospedeiro e pde ovos na matriz proteica da raiz por
aproximadamente trés meses. Os machos ndo tém papel na reproducdo, uma vez que a
maioria dos nematoides de galhas se reproduzem por partenogénese, € migram para fora
da planta (PINHEIRO; PEREIRA; CARVALHO; RODRIGUES et al., 2013; RAWAL,
2020).
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Figura 8: C¢lulas gigantes (contorno branco) induzidas pelo nematoide das galhas

Meloidogyne spp (contorno amarelo).

(MEJIAS; TRUONG; ABAD; FAVERY et al., 2019)

Os sintomas so tao graves que podem levar a planta a morte. Uma vez infectadas
as plantas apresentam deficiéncia de nutrientes, nanismo, murchamento e amarelecimento
das folhas (RALMI; KHANDAKER; MAT, 2016). Um dos principais sintomas ¢ a
formagao das galhas de raiz que danificam os tecidos vasculares das raizes, aumentando
a suscetibilidade da planta a fungos e bactérias causadores de doencas (figura 9) (ABAD;
FAVERY; ROSSO; CASTAGNONE-SERENO, 2003).

Figura 9. Galhas em raizes de alface causadas por Meloidogyne spp.

(LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010)

A prevencao ¢ a melhor forma de controle desses nematoides, e diversas medidas
visam reduzir a populacdo desses parasitas no solo, como: uso de Cultivares resistentes
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para restringir a reproducao do nematoide; solariza¢ao do solo, que consiste em cobrir o
solo com plastico filme por cerca de duas semanas com objetivo de matar o ovo do
nematoide; aplicagdo de matéria organica visando aumentar os micro-organismos
antagdnico aos nematoides, ndo permitindo o desenvolvimento do mesmo até a fase
adulta; e rotacdo de culturas com a finalidade de reduzir o alimento desses organismos

(LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010; RALMI; KHANDAKER; MAT, 2016).

2.7 Mecanismo molecular de infeccio do nematoide

A compreensdao do mecanismo de acao da infec¢do planta-nematoide ainda ¢
limitada, mas mostra que existe uma relacdo sutil entre o mecanismo de infec¢do do
patoégeno e o mecanismo de defesa da planta (ZINOVIEVA, 2014).

Muitas proteinas efetoras, derivadas do nematoide das galhas, funcionam como
moduladores de mecanismos celulares das plantas, modificando aspectos fisiologicos na
planta em beneficio do patdégeno (ISHIDA; SUZUKI; NAKAGAMI; KUROHA et al.,
2020).

J& foram identificados mais de 100 genes de proteinas efetoras dos nematoides
das galhas, também conhecidos como genes do parasitismo, entre eles destacam-se:
pectato liase, poligalacturase, corismato mutase, caoreticulina, proteinas semelhantes a
alérgenos, proteina de ligacdo a celulose, sinais de localizagao nuclear, entre outros. Suas
fungdes sdo diversas como facilitar a penetragdo do nematoide na raiz da planta
promovendo a degradacao da parede celular, prevenir ou neutralizar a resposta de defesa
da planta e iniciar ou manter o desenvolvimento das galhas (ZINOVIEVA, 2014).
Adicionalmente, os nematoides das galhas secretam proteinas necrofagas que os
protegem dos efeitos danosos das espécies reativas de oxigénio (CAILLAUD;
DUBREUIL; QUENTIN; PERFUS-BARBEOCH et al., 2008).

Essas secre¢des produzidas pelos nematoides, na hipoderme e glandulas
esofagicas, estdo envolvidas em interagdes moleculares nematoide-planta durante a
infeccdo. A glandula esofagica sintetiza proteinas efetoras que sdo secretadas através do
estilete do nematoide para a célula da planta, sendo responsavel pela manutencdo da
infeccdo (Figura 2B). De acordo com suas fungdes primarias, elas sdo divididas em
grupos: 1) Mediadores de quimiotaxia envolvidos na localizagdo do hospedeiro; II)
Degradagdo da parece celular e modificacdes enzimaticas que auxilia na penetragao do

nematoide na planta; III) Reguladores de reprogramagdo de plantas envolvidos na
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formacao das células gigantes de alimentacdo; IV) Moduladores do metabolismo da
planta para a producdo de nutrientes para o nematoide ¢ V) Imunomoduladores que
protege o nematoide contra as respostas de defesa da planta (NIU; LIU; LIU; CHEN et
al., 2016).

As respostas das plantas aos nematoides sdo baseadas em dois mecanismos:
primeiro tem-se a defesa basal, que podem ser ativadas pelos padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs), como flagelina bacteriana, lipopolissacarideos e
proteinas elicitadoras. Estes PAMPs serdo reconhecidos por receptores transmembrana
das plantas ativando a defesa contra os patogenos (DEYOUNG; INNES, 2006).

O segundo mecanismo de defesa ¢ a imunidade adaptativa, chamada de
“imunidade desencadeada por efetores” que é composto por genes de resisténcia que
reconhecem proteinas efetoras do patogeno (MARONE; RUSSO; LAIDO; DE
LEONARDIS et al., 2013).

Analises moleculares mostraram que a evolucdo das respostas de defesa na
interacdo planta-patdogeno segue o modelo “zig-zag”. Primeiro os padrdes moleculares
associados ao patdgeno (pathogen-associated molecular patterns - PAMPs), ou mais
recentemente conhecido como padrdes moleculares associados a micrébios (molecular
patterns-associated with microbes - MAMPs), sdo reconhecidos por receptores de
reconhecimento de padrdes transmembrana de plantas (pattern recognition receptors -
PRRs), compostos por proteinas transmembrana com dominio extracelular LRR
(leucine-rich-repeat). Isto resulta em imunidade acionada por padrdo (pattern-triggered
immunity - PTI), o que impede a entrada de alguns nematoides por meio da transcrigdo
de genes relacionados a resisténcia, produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
deposi¢do de calose e fechamento de estomatos. Em um segundo momento, os patdgenos
que se adaptaram ao processo anterior secretam proteinas efetoras para suprimir PTI, o
que resulta em suscetibilidade desencadeada pelos efetores (susceptibility triggered by
effectors - ETS). Esses efetores sdo utilizados no desvio de componentes sinalizadores
do hospedeiro, prejudicando a defesa basal. Posteriormente, efetores dos nematoides
serdo reconhecidos por receptores dos genes de resisténcia nas plantas, resultando em
uma imunidade desencadeada por efetores (effector-triggered immunity - ETI), que esta
associada a uma resposta de morte celular hipersensivel (hypersensitivity responses -
HR), onde ocorreu a infec¢do pelo nematoide, limitando seu crescimento e colonizagao.

(NIU; LIU; LIU; CHEN et al, 2016). Essa resposta estd associada a liberagdo de
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moléculas antimicrobianas, como as enzimas hidroliticas, quitinases e -1,3-glucanase
(MARQUES, 2016).

Para evitar ETI, os nematoides evoluiram adquirindo efetores adicionais para
suprimir essa imunidade, permitindo a infeccdo (Figura 10) (MARQUES, 2016;
PRZYBYLSKA; OBREPALSKA-STEPLOWSKA, 2020).

Figura 10. Modelo evolutivo classico de resisténcia a patdogenos em plantas.
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(MARQUES, 2016)

Estudos indicam que alguns efetores dos nematoides interferem nas vias do acido
salicilico (SA) e do acido jasmonico (JA). Por exemplo, o efetor Misp12, encontrado em
M. incognita, regula negativamente os genes de defesa de SA e JA, aumentando o
parasitismo do nematoide. O efetor MiLSES altera a regulagdo da transcri¢do. J4 o efetor
MjCM-1 encontrado em M. javanica promove o aumento da patogenicidade do
nematoide (PRZYBYLSKA; OBREPALSKA-STEPLOWSKA, 2020).

A proteina secretora de células da glandula esofagica de M. incognita, a MiMsp40,
¢ um efetor imunomodulador que ird suprimir a morte programada de células vegetais
que sdo associadas a respostas PTI ou ETI, promovendo o parasitismo dos nematoides
(NIU; LIU; LIU; CHEN et al., 2016). Ja a proteina efetora MiDO05 de M. incognita afeta
diversas funcdes das células vegetais, promovendo o aumento das células gigantes e

alimentacdo dos nematoides (ZINOVIEVA, 2014).
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2.8 Resisténcia de plantas aos nematoides

A resisténcia planta-patdogeno pode ser definida como a habilidade da planta em
conseguir inibir a reproducio ou desenvolvimento do patégeno, podendo expressar uma
heranga monogénica, oligogénica ou poligénica (ROHDE, 1972).

Haé trés categorias de genes de plantas que estdo envolvidas na resposta que a
planta tem quando ocorre a infec¢do por nematoides: I) Genes que vao induzir a defesa
da planta; IT) Genes relacionados ao estresse e; I1I) Genes envolvidos na alimentagdo dos
nematoides (ZINOVIEVA, 2014).

Quando a planta apresenta resisténcia, o desenvolvimento das células de
alimentacdo do nematoide sdo interrompidas, isso acontece porque ha dois tipos de
processo de resisténcia envolvido: o primeiro estd relacionado com a morte celular
programada e o segundo envolve a SAR (resisténcia sistémica adquirida), que bloqueia o
desenvolvimento da célula hospedeira (ZINOVIEVA, 2014).

Os nematoides causam grandes perdas nas lavouras no mundo todo. No entanto,
com o processo de selecdo natural, foram produzidos mecanismos de resisténcia como
uma forma de conter o avango dos parasitas, por exemplo: sintese de fitoalexinas
(composto quimico com propriedades antimicrobianas); inibidores de protease;
acumulagdo de enzimas hidroliticas, entre outros (SILVESTRINI; MALUF;
GUERREIRO--FILHO; GONCALVES, 2005).

A resisténcia das plantas a muitos patogenos pode ser alcancada pela presenga dos
genes de resisténcia R. A maioria dos genes de resisténcia a doengas em plantas codificam
sitios de ligacao a nucleotideos e repeticdes ricas de leucina (class NBS-LRR - nucleotide-
binding site—leucine-rich repeat), que estdo envolvidos no reconhecimento dos genes de
aviruléncia (Avr) e estdo relacionadas com a interagdo das proteinas efetoras de patdogenos
e HR (hypersensitivity responses), importantes fatores de resisténcia a doengas em plantas
(DEYOUNG; INNES, 2006).

Os genes NBS-LRR s3o a maior classe de genes de resisténcia conhecida até
entdo, e a mais importante, sendo todos os genes conhecidos ligados a resisténcia e estdo
envolvidos na deteccdo de diversas pragas e patdogenos, incluindo bactérias, virus, fungos,
nematoides e insetos (MCHALE; TAN; KOEHL; MICHELMORE, 2006).

O dominio LRR est4d presente em diversas proteinas e estd relacionado como

detector contra patdogenos invasores, seja pela interacdo com os efetores liberados dos
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patogenos ou monitorando o status das proteinas hospedeira direcionadas pelos efetores.
O dominio NBS sofre uma mudanca conformacional de um estado ligado ao ADP para
um ligado ao ATP desencadeando reacdes de hipersensibilidade causando apoptose de
células infectadas suprimindo a disseminagdo e proliferagao de patogenos. (SHAO;
XUE; WANG; WANG et al., 2019).
Ha duas subfamilias principais de NBS-LRR, classificadas pela presenga de
motivos:
1) TIR (Toll interleucine receptor) (TIR-NBS-LRR) que controla a resposta
imune por meio da ativacdo de uma via de sinalizagao.
2) Coiled-coil (CC-NBS-LRR) no dominio amino-terminal ou pode estar ligado
a um motivo TIR no N-terminal ¢ um WRKY no C-terminal (Figura 11).

(MCHALE; TAN; KOEHL; MICHELMORE, 2006).

Figura 11. Principais dominios das proteinas NBS-LRR.
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(MCHALE; TAN; KOEHL; MICHELMORE, 2006)

A resisténcia contra os nematoides, principalmente contra Meloidogyne spp., foi
encontrada em diversas plantas, que podem tanto suprimir como reduzir o
desenvolvimento dos nematoides. Alguns dos genes de resisténcia mapeados mais
conhecidos sdo os genes Mi do tomate. Dez genes (Mi-1 a Mi-9 e Mi-HT) foram relatados
para resisténcia, porém somente o gene Mi-1 confere efetivamente resisténcia aos
nematoides de galhas e pertence a classe NBS-LRR de genes R (EL-SAPPAH; M; H;
YAN et al., 2019).

A resisténcia genética em alface ¢ o método mais eficaz no controle de nematoide
de galhas, pois além de restringir a reprodu¢ao do patogeno, diminui o custo de produgao,
sendo mais economico no manejo de doencas. Outra vantagem é a menor agressao ao

meio ambiente, uma vez que limita o uso de agrotdxicos, tornando o produto mais
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saudavel para o consumidor final (SILVESTRINI; MALUF; GUERREIRO--FILHO;
GONCALVES, 2005).

No Brasil, o melhoramento genético da alface visa, principalmente, adapta-las as
condig¢des climaticas, com destaque para as temperaturas mais elevadas comuns na grande
maioria das regidoes do pais. Neste contexto surge a necessidade de encontrar genes de
resisténcia para caracteristicas que estdo mais relacionadas as temperaturas altas, como ¢

o caso da ocorréncia dos nematoides das galhas.

2.9 Bioinformatica

A bioinformatica ¢ uma area multidisciplinar que envolve a biologia, matematica
e ciéncias da computacdo. Surgiu a partir dos avangos na area de biologia molecular, com
o avango dos projetos genomas gerando grandes informagdes com o sequenciamento do
DNA (SINGH; SINGH; CHAND; KUSHWAHA, 2011).

Tem como base trés objetivos: primeiro, ela organiza os dados permitindo acessar
as informagdes e enviar novas entradas a medida que esses dados sdo produzidos. Em
segundo, desenvolve ferramentas e recursos que auxiliam na andlise dos dados. E em
terceiro objetiva usar as ferramentas para analise de dados e interpretacdo dos resultados
(LUSCOMBE; GREENBAUM; GERSTEIN, 2001).

Dra. Dayhoff foi a pioneira no campo da bioinformatica para o estudo de
biomoléculas, desenvolvendo matrizes de substituicdo e contribuindo para estudos de
filogenética. E uma area em constante evolugdo, o que exige uma atengdo a novos
métodos e tendéncias (VERLI, 2014).

Com o avango nas técnicas de sequenciamento do DNA, aumentou
substancialmente o nimero de genomas disponiveis nos bancos de dados, com isso, as
ferramentas para andlises desses dados foram sendo aperfeicoadas. Existem diversos
programas online que sdo capazes de analisar e alinhar centenas de sequéncias (VERLI,
2014).

O alinhamento ¢ uma técnica que compara uma ou mais sequéncias alvo com
milhares de dados disponiveis nos bancos de armazenamento online, fornecendo
informacdes da fungdo e estrutura das sequéncias bioldgicas, permitindo também o

entendimento da variabilidade genética de individuos e populagdes (VERLI, 2014).
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Ha dois tipos de alinhamento, o simples e o alinhamento o multiplo e sua
aplicabilidade se dara conforme o objetivo do pesquisador. O alinhamento simples
descrevem a relagdo de similaridade entre duas sequéncias diferentes, ja o alinhamento
multiplo envolvem trés ou mais sequéncias similares. Conceitualmente pode-se dividir os
alinhamentos simples e multiplos em outros dois: o alinhamento global que envolve
centenas de sequéncias, levando em consideragdo toda a extensdo dessas sequéncias € o
alinhamento local que busca pequenas regioes de similaridade (VERLI, 2014).

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ¢ um dos programas mais usados
na bioinformatica e compara uma sequéncia desconhecida com as que estao disponiveis
nos bancos de dados. Dentro do BLAST existem diferentes ferramentas que podem ser
usadas conforme a necessidade do pesquisador e variam quanto ao tipo de sequéncia de
busca, o banco de dados a ser empregado, e o tipo de comparacao a ser realizada (VERLI,
2014):

1) Blastn (nucleotideo-nucleotideo): usa sequéncia de DNA, mostrando as
sequéncias de DNA mais préximas no banco de dado usado como referéncia,

2) Blastp (proteina-proteina): usa sequéncia de proteina, mostrando sequéncias
proteicas mais proximas no banco de dado usado como referéncia,

3) Blastpgp: usado para encontrar proteinas distantemente relacionadas,

4) Blastx: compara produtos de tradug@o conceitual nos seis quadros de leitura
de uma sequéncia de nucleotideos contra o banco de dados de sequéncias
proteicas,

5) Blasttx: ¢ o mais lento, encontra relagdes distantes entre sequéncias de
nucleotideos,

6) tblastn: alinha e compara uma sequéncia de proteinas contra um banco de
dados de nucleotideos traduzidos em todos os seis quadros de leitura,

7) Megablast: usado quando se emprega um alto nimero de sequéncias de busca.
Normalmente utilizado para metadados.

O uso da bioinformatica e da genética comparativa na pesquisa do genoma das
plantas, mostrou que alguns genes foram conservados durante o processo evolutivo. Essa
informagdo torna-se bastante util na agricultura, com uso no melhoramento genético,
indicando genes de resisténcia a seca, doencas e insetos (SINGH; SINGH; CHAND;
KUSHWAHA, 2011).

A andlise gendmica por bioinformatica ja foi utilizada para identificar e

caracterizar genes de resisténcia a nematoides em outras plantas. Por exemplo, a
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resisténcia da soja a nematoides tem um papel importante no controle do mesmo. O uso
da bioinformatica permitiu conhecer os mecanismos moleculares e genéticos da
resisténcia e assim gerar recursos gendomicos e associagdes de tracos de marcadores
(KIM; VUONG; QIU; ROBBINS et al 2016).

As aplicagcdes da bioinformatica associadas a biotecnologia, sdo uma grande
ferramenta para o melhoramento genético vegetal. O uso computacional para andlise de
dados, planejamento e desenvolvimento de hipdteses, comeca na bioinformatica,
promovendo uma melhor compreensao do organismo, auxiliando no diagnodstico de
doengas ¢ no uso para o melhoramento de plantas (SINGH; SINGH; CHAND:;
KUSHWAHA, 2011).
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Analise in silico de genes de resisténcia aos nematoides das galhas em espécies do
género Lactuca

Michelle de Lima Moreira!, Luiz Antdnio Augusto Gomes?

1,2. Programa de p6s-graduagdo em Biotecnologia UFU — Patos de Minas -MG

RESUMO

A alface (Lactuca sativa L) € uma olericola de origem mediterranea pertencente a familia
Asteraceae, ordem Asterales. Além de ser uma das mais importantes hortalicas cultivadas
no mundo, também ¢ a hortali¢a folhosa mais consumida no Brasil. Uma das dificuldades
em produzi-la esta relacionada a infestacdo por fitopatdogenos em areas de produgdo.
Dentre estes, destacam-se os nematoides das galhas, do género Meloidogyne,
especialmente o M. incognita e o M. javanica. Esses nematoides ocorrem em todas as
regides do Brasil, causando grandes prejuizos as lavouras. O principal sintoma dessa
doenca ¢ a formacao de galhas nas raizes, danificando os tecidos vasculares, o que, além
dos danos causados pelo proprio patdogeno, aumenta também a suscetibilidade da planta
a fungos e bactérias causadores de doengas. A utilizacdo de cultivares resistentes de
alface ¢ um método eficiente e seguro para o controle do patogeno, pois além de restringir
a reproducdo do nematoide e diminuir o custo de producao, ndo causa impacto ao meio
ambiente. Poucos ainda sdo os trabalhos sobre gene(s) para resisténcia aos nematoides
em alface e, ainda, ndo se encontram disponiveis cultivares de amplo uso comercial que
apresentem resisténcia. Assim, o objetivo neste trabalho € a busca por genes de resisténcia
a nematoides em alface, utilizando técnicas de andlise genomica com ferramenta de
bioinformatica. Foi realizada uma busca por genes NBS-LRR, de resisténcia a
Meloidogyne spp, pois foi identificado que esses genes sdo responsaveis pela resisténcia

a nematoides em diversas espécies. Posteriormente as sequéncias encontradas foram
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caracterizadas pelo algoritmo Blastx e banco de dados de proteinas InterproScan e foi
feita uma analise filogenética pelo método neighbor joining. Os recursos da
bioinformatica foram essenciais para caracterizagcdo dos genes de resisténcia, de tal forma
que ao final deste trabalho foi possivel identificar dois genes da classe NBS-LRR com
potencial de conferir resisténcia a Meloidogyne spp em Lactuca saligna. Este resultado
abre perspectivas para novos trabalhos visando ao melhoramento para resisténcia ao
Meloidogyne spp em alface, visto a L. saligna ser uma espécie ja utilizada em programas

de melhoramento da alface.

Palavra-chave: Lactuca sativa, Meloidogyne spp, genes de resisténcia, NBS-LRR

INTRODUCAO

A alface, Lactuca sativa L, ¢ uma olericola de origem mediterranea, com uma
variedade de cores, formas e tamanhos. Seu valor nutricional é subestimado, sendo rica
em fibra, ferro, folato, vitamina C e K e fonte de carotenoides (KIM; MOON; TOU; MOU
et al., 2016). E a hortalica de maior consumo no Brasil, com seis tipos mais
comercializados: repolhuda lisa, repolhuda crespa/americana, solta lisa, solta crespa,
mimosa e romana (FILGUEIRA, 2000). Dentro do género Lactuca existem diferentes
espécies, das quais trés delas sdo proximas a alface, sendo passiveis de cruzamento para
fins de melhoramento. Sao as espécies Lactuca saligna L, L.serriola e L.virosa, que sao
espécies selvagens, consideradas ervas daninha, que normalmente colonizam beiras de
estradas, bordas de cultivos e lixdes (KITNER; LEBEDA; DOLEZALOVA; MARAS et
al., 2008).

A alface pode ser afetada por varios tipos de doencas, provocadas por fungos,

bactérias, virus ou nematoides. As principais doengas sao o mildio, oidio, septoriose,
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podridao, Xanthomanas, Pectobacterium, nematoides e virus do mosaico (LOPES;
QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

Os nematoides das galhas, das espécies Meloidogyne incognita € M. javanica, sao
um dos principais problemas para o cultivo da alface. Este patdgeno ataca a raiz formando
galhas, deixando a planta fraca e susceptivel a outras doencas, causando enormes
prejuizos nas lavouras.

As respostas das plantas aos nematoides sao baseadas em dois mecanismos: primeiro
tem-se a defesa basal, que pode ser ativadas pelos padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs), como flagelina bacteriana, lipopolissacarideos e proteinas
elicitadoras. Estes PAMPs serao reconhecidos por receptores transmembrana das plantas
ativando a defesa contra os patéogenos (DEYOUNG; INNES, 2006). O segundo
mecanismo de defesa ¢ a imunidade adaptativa, chamada de “imunidade desencadeada
por efetores” que € composto por genes de resisténcia que reconhecem proteinas efetoras
do patégeno (MARONE; RUSSO; LAIDO; DE LEONARDIS et al., 2013).

A resisténcia das plantas a muitos patdgenos pode ser alcangada pela presenca dos
genes de resisténcia R. A maioria dos genes de resisténcia a doengas em plantas codificam
sitios de ligagdo a nucleotideos e repeti¢des ricas de leucina (classe NBS-LRR), que estio
envolvidos no reconhecimento dos genes de aviruléncia (Avr) e estdo relacionadas com
a interacdo das proteinas efetoras de patdgenos e HR (hypersensitivity responses),
importantes fatores de resisténcia efetiva a doencas em plantas (DEYOUNG; INNES,
2006).

A identificacdo de genes de resisténcia pode ser feita por diversas técnicas, incluindo
marcadores moleculares ou por andlise genomica in silico. A procura por genes de
resisténcia nas plantas ¢ um recurso valioso para desenvolver novas variedades para o

controle de nematoides.
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O objetivo desse trabalho ¢ identificar genes de resisténcia ao nematoide das

galhas Meloidogyne spp. em espécies de Lactuca por meio de analise gendmica in silico.

MATERIAIS E METODOS

Busca por genes de resisténcia a Meloidogyne spp

Inicialmente foi realizada uma revisao bibliografica buscando na literatura quais
os principais genes conhecidos que conferem resisténcia a nematoides. Apos o
levantamento bibliografico, foi identificado que os genes da familia NBS-LRR sdo
responsaveis por conferir resisténcia a nematoides em diferentes espécies. Sequéncias
desses genes foram usadas como sequéncias de referéncia para buscar genes de resisténcia

em espécies do género Lactuca (Tabela 1).

Tabela 1. Genes NBS-LRR de resisténcia a Meloidogyne spp. usados como

referéncia.
Espécie Codigo NCBI Codigo da Referéncia
Proteina

Prunus MT665980 QZ1L09480.1 (XIAO; ZHU; ZHU; LIU et
sogdiana al.,2021)

Prunus KU198632.1 ANB44748.1 (XIAO; ZHU; ZHU; LIU et
sogdiana al.,2021)

Prunus ADP37704.1 ADP37704.1 (XIAO; ZHU; ZHU; LIU et
sogdiana al.,2021)
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Capsicum XM 016699613.1 XP_016555099.1 (CHANGKWIAN;

annuum XM 016697574.1 XP_016553060.1 VENKATESH; LEE; HAN
etal.,2019)

Glycine max  Glyma.13g194600 XP 003541584.1 (ALEKCEVETCH; DE

Glyma.13g194900 XP_003542820.1 LIMA PASSIANOTTO;

FERREIRA; DOS
SANTOS et al., 2021)

Arachis GDBKO01000706.1 (GUIMARAES;

stenosperma GUIMARAES;
MORGANTE; SILVA et
al.,2015)

Oryza sativa  Os11g10760 ABA92135.1 (HADA; DUTTA; SINGH;
SINGH et al., 2020)

Solanum AF039681 AAC67237.1 (EL-SAPPAH; M; H; YAN

lycopersicum etal., 2019)

Busca de genes de resisténcia em espécies do género Lactuca

A busca de genes de resisténcia a Meloidogyne, do grupo NBS-LRR, em espécies
do género Lactuca foi realizada usando a ferramenta tBlastn no banco de dados do NCBI
contra 0s genomas das espécies Lactuca sativa
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid4236) e Lactuca saligna
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid75948). Foram usadas as sequéncias
listadas na tabela 1 no tBlastn e gravadas as cinco sequéncias com melhores pontuacdes

de cada alinhamento.
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Essas espécies foram selecionadas por serem as Unicas disponiveis com genoma
completo nos bancos de dados. Nao ha resisténcia conhecida a Meloidogyne na cultivar
utilizada para sequenciamento de Lactuca sativa, a cultivar Salinas, porém maioria dos

acessos de Lactuca saligna sao resistentes (KAUR; MITKOWSKI, 2011).

Caracterizagao das sequéncias encontradas

As sequéncias encontradas nos genomas de alface foram caracterizadas por meio
do InterproScan usando o programa Blast2Go (CONESA; GOTZ; GARCIA-GOMEZ;
TEROL et al., 2005). As sequéncias que ndo apresentaram os dominios conservados NB-
ARC (IPR002182) e TIR (IPR000157) foram excluidas das analises posteriores. Esses
dominios estdo presentes nos genes NBS-LRR e nas sequéncias de referéncia da tabela 1.

As sequéncias que apresentaram os dominios conservados foram alinhadas pelo
programa MUSCLE utilizando o MEGA 11.0 para observa¢do dos sitios conservados

(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

Andlise filogenética

Na andlise filogenética foram usados alinhamentos editados, onde foram mantidas

apenas as sequéncias dos dominios TIR e NB-ARC. A andlise filogenética foi feita

usando o método neighbor joining com teste de “bootstrap” de 1000 réplicas, no programa

MEGA 11.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016; SAITOU; NEI, 1987).
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Organizagao gendmica

A organizagao gendmica dos possiveis genes de resisténcia a Meloidogyne foi
determinada buscando a localizagdo cromossémica dos genes bem como a posi¢cao dos
exons e introns. A determinacdo da posicdo dos exons e introns foi feita com um
alinhamento da sequéncia gendmica com a sequéncia de mRNA usando o programa
CLUSTAW. O diagrama descrevendo as posi¢des dos exons e introns foi feito usando o

programa Exon-Intron Graphic Maker (http://wormweb.org/exonintron).

4.0 Resultados e discussao

Apos andlises de alinhamento e busca por dominios conservados foram
encontrados 54 genes, sendo 24 de L. saligna e 30 de L. sativa, apresentando os dominios
NB-ARC (IPR002182) sozinho ou juntamente com outros dominios, sendo eles, TIR
(IPR0O00157), RX-N-terminal (IPR041118), C-JID domain (IPR045344) e LRR
(IPRO01611) (KASMI, 2021; MARONE; RUSSO; LAIDO; DE LEONARDIS et al.,
2013) (Tabelas 2 e 3).

A presenga de genes de resisténcia NBS-LRR ja foi identificada em varias
plantas, por exemplo, em Arabidopsis thaliana, Arachis hypogaea, Glycine max,
Medicago truncatula, Oryza sativa e Secale cereale (SONG; GUO,; HU,; QIAN et al.,
2019). Contudo, o nimero de genes NBS-LRR varia muito entre as diferentes espécies
de plantas, variando de dezenas a centenas. Por exemplo, em Arachis hypogaea foram
identificados 713 genes da classe NBS-LRR, sendo que 229 sequéncias continham
dominios TIR e 118 sequéncias incluiam dominios CC (SONG; GUO; HU; QIAN et al.,

2019). Em plantas de centeio (Secale cereale) foram identificados 582 genes NBS-LRR,
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ja em Ipomoea trifida, um total de 442 genes codificadores de NBS foram identificados
(SI; QIAO; ZHANG; Jl et al., 2022).

O numero de genes encontrado neste trabalho ¢ inferior ao observado em outras
plantas, pois foi realizada uma tentativa de buscar os genes mais homoélogos a genes de
resisténcia a Meloidogyne e ndo todos os genes NBS-LRR dos genomas analisados.

Esses genes foram alinhados com as sequéncias referéncia e o alinhamento usado
para construcao da analise filogenética. Essa analise foi feita com objetivo de identificar
nos genomas de alface analisados a existéncia de genes homologos aos genes de

resisténcia a Meloidogyne usados como referéncia (Figura 12).
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descri¢do do gene, nimero de aminoacidos, e-value, similaridade média e codigo do InterProscan.

Cdéd. Sequéncia

Descricio

N°aa e-Value Sim.média InterProscan IDs

CAB4071327.1
CAB4074623.1
CAB4075316.1
CAB4075318.1
CAB4078064.1
CAB4080709.1
CAB4080871.1
CAB4080872.1
CAB4082349.1
CAB4082515.1
CAB4082837.1
CAB4085314.1
CAB4089530.1
CAB4089531.1
CAB4089548.1
CAB4105670.1
CAB4108040.1
CAB4108969.1
CAB4110899.1
CAB4111097.1
CAB4111192.1
CAB4111201.1
CAB4113791.1
CAB4115494.1

probable disease resistance RPP8-like protein 2
putative disease resistance RPP13-like protein 3
putative late blight resistance protein homolog R1A-10
putative late blight resistance protein homolog R1A-10
disease resistance protein Roql isoform X1

disease resistance protein RUN1

disease resistance protein RPV1 isoform X1

disease resistance protein RUN1

NB-ARC domains-containing protein

TMYV resistance protein N isoform X2

putative disease resistance protein RGA3

TMV resistance protein N-like

putative disease resistance protein At3g14460

putative disease resistance protein At3g14460

putative disease resistance protein At3gl14460

disease resistance protein RUN1

TMYV resistance protein N-like

TMYV resistance protein N isoform X1

disease resistance protein RUNI

putative late blight resistance protein homolog R1A-10
Disease resistance protein

putative late blight resistance protein homolog R1A-10
TMYV resistance protein N-like

disease resistance protein RPV1 isoform X1

354
911
369
890
922
1176
1234
1233
416
1108
1072
1033
928
809
1241
1119
435
1067
537
886
880
925
843
1248

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

86.03
77.63
89.6
83.36
83.07
79.47
79.51
79.65
75.54
78.94
83.49
64.53
87.33
87.07
84.88
72.83
73.0
77.81
92.24
82.66
77.41
80.33
74.13
80.24

IPR002182 (PFAM)
IPRO41118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
IPRO00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPR000157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPRO00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)

IPR045344 (PFAM); IPR000157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)

IPR041118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
IPR041118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM)

IPRO01611 (PFAM); IPR002182 (PFAM); IPR041118 (PFAM)
IPR0O00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM); IPR045344 (PFAM)

IPR000157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
IPR002182 (PFAM)

IPRO41118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
IPR002182 (PFAM)

IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)

Tabela 2. Genes de Lactuca saligna com os dominios NB-ARC, TIR RX N- terminal e C-JID. Tabela mostra c6digo das sequéncias no NCBI,
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Tabela 3. Genes de Lactuca sativa com os dominios NB-ARC, TIR RX N- terminal e C-JID. Tabela mostra codigo

das sequéncias no NCBI, descri¢do do gene, numero de aminoacidos, e-value, similaridade média e codigo do

InterProscan.
Céd. Sequéncia  Descricio N°aa e-Value Sim.média InterProcan IDs
PLY80197.1 putative late blight resistance protein homolog R1A-10 902 0.0 81.47 IPR002182 (PFAM)
PLY81662.1 TMYV resistance protein N isoform X1 1201 0.0 82.56 IPR0O00157 (PFAM); IPR045344 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
PLY85806.1 disease resistance protein RPV1 isoform X2 1195 0.0 88.94 IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM); IPR045344 (PFAM)
PLY94239.1 TMYV resistance protein N isoform X1 808 0.0 83.07 IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
XP_023728232.1 putative disease resistance protein RGA3 1063 0.0 81.51 IPR001611 (PFAM); IPR002182 (PFAM); IPR041118 (PFAM)
XP 023728235.1 putative disease resistance protein RGA3 1072 0.0 84.04 IPR041118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
XP 023730296.1 TMV resistance protein N-like 1111 0.0 74.92 IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM); IPR045344 (PFAM)
XP 023731664.1 putative late blight resistance protein homolog R1B-16 748 0.0 82.21 IPR002182 (PFAM)
XP 023735399.1 putative disease resistance protein At3g14460 1278 0.0 82.91 IPR041118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
XP_023749851.1 putative disease resistance protein At3g14460 1249 0.0 85.76 [PR041118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
XP 023749853.1 putative disease resistance protein At3g14460 1162 0.0 85.35 IPR002182 (PFAM)
XP_023751043.1 disease resistance protein RPV1 isoform X1 1234 0.0 78.69 IPR0O00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
XP 023751044.1 disease resistance protein RPV1 1233 0.0 77.93 IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
XP_023755922.1 putative late blight resistance protein homolog R1B-16 839 0.0 80.67 IPR002182 (PFAM)
XP 023757805.2 TMYV resistance protein N isoform X1 1085 0.0 77.88 IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
XP_023763369.1 disease resistance protein RPV1 isoform X2 1183 0.0 88.96 IPR002182 (PFAM); IPR045344 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
XP 023766729.1 putative late blight resistance protein homolog R1A-10 925 0.0 82.74 IPR002182 (PFAM)
XP_023768828.1 TMV resistance protein N isoform X1 1187 0.0 82.94 IPR002182 (PFAM); IPR045344 (PFAM); IPR000157 (PFAM)
XP 023768829.1 TMYV resistance protein N isoform X2 1183 0.0 83.15 IPR045344 (PFAM); IPR000157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
XP_023770668.1 putative late blight resistance protein homolog R1A-10 928 0.0 81.47 IPR002182 (PFAM)
XP 023770669.1 putative disease resistance RPP13-like protein 3 876 0.0 80.79 IPR002182 (PFAM); IPR041118 (PFAM)
XP_023770670.1 Disease resistance protein 880 0.0 77.4 IPR041118 (PFAM); IPR002182 (PFAM)
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XP_023772576.1
XP 023772986.1
XP_042752700.1
XP 042753029.1
XP_042753509.1
XP 042753510.1
XP_042754140.1
XP 042754962.1

TMV resistance protein N-like

putative disease resistance RPP13-like protein 3
disease resistance protein RML1A-like isoform X1
putative late blight resistance protein homolog R1A-10
disease resistance protein RUN1

disease resistance protein RUNI isoform X1

disease resistance protein RPV1

TMYV resistance protein N isoform X1

843
896
584
881
1044
1040
658
990

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

74.09
84.86
77.85
82.74
88.99
89.5

87.22
86.46

IPRO00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)

IPR002182 (PFAM); IPR041118 (PFAM)

IPRO00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)

IPR002182 (PFAM)

IPR002182 (PFAM); IPR000157 (PFAM); IPR045344 (PFAM)
IPRO00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)

IPRO00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM)

IPRO00157 (PFAM); IPR002182 (PFAM); IPR045344 (PFAM)
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Figura 12. Analise filogenética de possiveis genes de resisténcia NBS-LRR de L.
sativa e L. saligna e comparados com as sequéncias de referéncia. As sequéncias de
referéncia estio destacadas com setas verdes. As sequéncias com maior homologia

a sequéncias de referéncia estio destacadas em um retangulo azul.

—— XP 023757805.2 TMV resistance protein N isoform X1 Lactuca sativa

I.— CAB4113791.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
50— PLY94239.1 hypothetical protein LSAT 8X49401 Lactuca sativa
100 CAB4085314,1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
o0 —— CAB4078064.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
78 —— XP 042754140.1 disease resistance protein RPV1 Lactuca sativa
— 100 CAB4080871.1 unnamed protein product Lactuca saligna
* XP 0427549621 disease resistance protein RPV1 isoform X4 Lactuca sativa
CAB4089530.1 unnamed protein product Lactuca saligna
100 99 CAB4108969.1 unnamed protein product Lactuca saligna
— 100 L— PLY81662.1 hypothetical protein LSAT 2X 14340 Lactuca sativa
82 T XP 023768828.1 TMV resistance protein N isoform X1 Lactuca sativa
g9 —— XP 023768828.1 TMV resistance protein N isoform X2 Lactuca sativa

CAB4082515.1 unnamed protein product Lactuca saligna
XP 023730296.1 disease resistance protein RPV1 Lactuca sativa
— ——— XP 023772576.1 disease resistance protein RPV1 Lactuca sativa
—— CAB4082837.1 unnamed protein product Lactuca saligna
o —— CAB4085314.1 unnamed protein product Lactuca saligna
—— QZL09480.1 NBS-containing resistance-like protein 3 Prunus sogdiana
100 — ANB44748.1 resistance protein 2 Prunus sogdiana
—— CAB4089531.1 unnamed protein product Lactuca saligna

77?— CAB4082515.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
% | —— CAB4078064.1 unnamed protein product Lactuca saligna
00— CAB4105670.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)(2)
— CAB4108040.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
7,. wo — CAB4080709.1 unnamed protein product Lactuca saligna
100 CAB4113791.1 unnamed protein product Lactuca saligna
XP 042752700.1 disease resistance protein RPV1 Lactuca sativa
— XP 023751043.1 disease resistance protein RUN1 isoform X1 Lactuca sativa
?7 XP 023751044 1 disease resistance protein RUN1 isoform X2 Lactuca sativa
100 — CAB4105670.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
100 73 —— CAB4082349.1 unnamed protein product Lactuca saligna
70 —— CAB4108040.1 unnamed protein product Lactuca saligna
’7 CAB4080872.1 unnamed protein product Lactuca saligna
o { ’— XP 042753510.1 disease resistance protein RUN1 isoform X3 Lactuca sativa
o | — XP042753509.1 disease resistance protein RUN1 isoform X2 Lactuca sativa
e w L[ XP023763369.1 disease resistance protein RUN1 isoform X1 Lactuca sativa
gg — PLY85806.1 hypothetical protein LSAT 8X114481 Lactuca sativa
XP 003541584.1 disease resistance protein ADR2 Glycine max 4
91— XP003542820.1 TMV resistance protein N Glycine max +—
CAB4074623.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
XP 023735399.1 putative disease resistance protein At3g14460 Lactuca sativa
100 CAB4075318.1 unnamed protein praduct Lactuca saligna(2)
|: XP 023749851 1 putative disease resistance protein At39144860 isoform X1 Lactuca sativa
El
100

M

100

5 XP 023749853.1 putative disease resistance protein At3g14460 isoform X2 Lactuca sativa

—— CAB4075316.1 unnamed protein product Lactuca saligna
a9 CAB4089555.1 unnamed protein product Lactuca saligna
XP 023728232.1 putative disease resistance protein RGA3 Lactuca sativa
PRI XP 023728235.1 putative disease resistance protein RGA3 Lactuca sativa
- CAB4089548.1 unnamed protein product Lactuca saligna
—— XP 016555099.1 PREDICTED: putative late blight resistance protein homolog R1A-3 Capsicum annuum ~ d——
10— XP016553060.1 PREDICTED: putative late blight resistance protein homolog R1B-17 Capsicum annuum e
—— XP023755922.1 putative late blight resistance protein homolog R1B-16 Lactuca sativa
10 —— XP 023731664.1 putative late blight resistance protein homolog R1B-16 isoform X2 Lactuca sativa
100 — CAB4115494.1 unnamed protein product Lactuca saligna
] 51— CAB4111192.1 unnamed protein product Lactuca saligna
98— CAB4105670.1 unnamed protein product Lactuca saligna
100 100 XP 023770669.1 putative late blight resistance protein homolog R1A-10 Lactuca sativa
100 —— XP 023772986.1 probable disease resistance RPP8-like protein 2 Lactuca sativa
76 —— CAB4074623.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)(2)
—— XP 023770670.1 putative late blight resistance protein homolog R1A-3 Lactuca sativa
34 [ 49 —— CAB4110899.1 unnamed protein product Lactuca saligna
49— CAB4075318.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)(2)
100 CAB4111201.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
CAB4111097 1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
= ‘ —— XP042753028.1 late blight resistance protein R1-A isoform X2 Lactuca sativa
> L wo —— XP 023766728 1 late blight resistance protein R1-A isoform X1 Lactuca sativa
— PLY80197.1 hypothetical protein LSAT 8X124781 Lactuca sativa
99 100 —— XP023770668.1 putative late blight resistance protein homolog R1A-10 Lactuca sativa
L1 —— CAB4111192.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)
35 10— CAB4111097.1 unnamed protein product Lactuca saligna
— CAB4111192.1 unnamed protein product Lactuca saligna(2)(2)
w0 — CAB4074623.1 unnamed protein product Lactuca saligna
CAB4071327.1 unnamed protein product Lactuca saligna
CAB4111201.1 unnamed protein product Lactuca saligna
Tgf CAB4075318.1 unnamed protein product Lactuca saligna
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Como observado na analise filogenética os genes CAB408953.1, CAB4082515.1,
CAB4078064.1 e CAB4105670.1 foram os uUnicos que apresentaram uma maior
homologia com alguma das sequéncias de referéncia utilizadas, todos eles sdo da espécie
Lactuca saligna, sendo os mais proximos das sequéncias de Prunus sogdiana
(QZL09480.1 e ANB44748.1). Para as outras sequéncias de referéncia ndo foram
encontrados genes homologos, nem em L. saligna e nem em L. sativa.

Esses resultados podem ser explicados, provavelmente, porque nio existe
resisténcia conhecida a Meloidogyne na cultivar Salinas, que foi utilizada para
sequenciamento de Lactuca sativa. Porém, a cultivar salinas 88, que ¢ derivada de
Salinas, apresenta resisténcia a Meloidogyne, de acordo com resultado de alguns trabalhos
descritos na literatura (CORREIA; SILVA; COSTA; WILCKEN, 2019; FILHO;
GOMES; WESTERICH; MALUF et al., 2008). Salinas 88” foi desenvolvida para
resisténcia ao virus LMV (Lettuce mosaic virus), a partir de cruzamento entre ‘Salinas’ e
material derivado do acesso PI 251245, um acesso do Egito (RYDER, 1991).
Infelizmente, nao existe sequenciamento gendmico para essa cultivar. No entanto, uma
referéncia aponta resisténcia a Meloidogyne em varios acessos de Lactuca saligna, que €
uma espécie selvagem ndo melhorada geneticamente (KAUR; MITKOWSKI, 2011).
Isso pode explicar a existéncia de homologia com genes de resisténcia a Meloidogyne spp
identificados nessa espécie.

Um segundo alinhamento e arvore filogenética foram realizados apenas com as
sequéncias de referéncia de Prunus sogdiana (QZ109480.1 e ANB44748.1) e suas

provaveis homologas em L. saligna (Figura 13).
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Figura 13. Analise filogenética dos possiveis genes de resisténcia a Meloidogyne spp

de Lactuca saligna.

Q71.09480.1 NBS-containing resistance-like protein 3 Prunus sogdiana
88
ANB44748.1 resistance protein 2 Prunus sogdiana

CAB4082515.1 unnamed protein product Lactuca saligna

CAB4078064.1 unnamed protein product Lactuca saligna

CAB4105670.1 unnamed protein product Lactuca saligna

CAB4089531.1 unnamed protein product Lactuca saligna

Apesar de observarmos quatro alinhamentos mais proximos aos genes de Prunus
sogdiana, € possivel ver que os dois primeiros genes (CAB4082515.1 e CAB4078064.1)
tem maior homologia aos genes de P. sogdiana. Os outros dois genes (CAB408953.1 e
CAB4105670.1) ficaram mais distante na arvore provavelmente por terem diversas
mutagdes, incluindo insercdes e delegdes, que ndo sdo compartilhadas pelos genes de
referéncia, como pode ser visto no alinhamento (Figura 14).

A resisténcia das plantas as espécies de Meloidogyne spp € encontrada em diversas
cultivares, por exemplo o gene Mi do tomate que confere resisténcia a varios tipos de
nematoides das galhas (EL-SAPPAH; M; H; YAN et al., 2019), assim como o gene Me5
da pimenta, gene RMC da batata, todos esses genes conferem resisténcia a Meloidogyne
(HAJIHASSANI; RUTTE,; LUO, 2019; XIAO; ZHU; ZHU; LIU et al., 2021). E na maior
parte dessas espécies a resisténcia foi provocada por um ou poucos genes, como
observado em Prunus sogdiana, uma das espécies de referéncia deste trabalho, e possui
trés genes NBS-LRR que conferem resisténcia a Meloidogyne (XIAO; ZHU; ZHU; LIU

etal.,2021).
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Os genes de resisténcia com dominio NBS-LRR e dominio adjacente a LRR c-
terminal (C-JID) desempenham papel importante nas interagdes intramoleculares entre
planta e patogenos. O dominio N-terminal auxilia na via de sinalizagdo que sera ativada
no reconhecimento de efetores além de estar envolvido no reconhecimento de patogenos
e nas interagdes com os alvos de efetores dos patogenos (KASMI, 2021).

As sequéncias desta familia de genes t€m um dominio conservado o NB-ARC que
¢ um adaptador de ligagao ao nucleotideo, compartilhado pelas proteinas NOD-LRR,
APAF-1, proteinas R, que desempenham um importante papel na resisténcia a doengas
de plantas e transdu¢do de sinal. O dominio TIR localizado no dominio amino-terminal ¢
responsdvel pela transducdo de sinal e reconhecimento de patdogenos (Figura 15)

(ZHANG; YUAN; WU; ZHANG et al., 2022).
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Figura 14. Alinhamento dos possiveis genes de resisténcia a Meloidogyne spp de

Lactuca saligna. As sequéncias desse alinhamento estio na mesma ordem da analise

filogenética da figura 12.
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Figura 15. Dominios conservados dos possiveis genes de resisténcia a Meloidogyne em
Lactuca saligna comparados com as sequéncias de referéncia de Prunus sogdiana.

QZL09480.1 [Prunus sogdiana] g '_:{‘BT'\I_{_C—
ANB44748.1 [Prunus sogdiana] —funTIRG _}B-A&C—
CAB4082515.1 [Lactuca saligna] IR g | [ p— _SB;'\RC— ¢ _gg_ﬂ_g g

CABA4078064.1 [Lactuca saligna] (IR S NB-ARC gy ©

A alface L. saligna tem um genoma dividido em apenas 10 cromossomos,
identificados no banco de dados do NCBI, como os nimeros 0 a 9. O gene
CAB4082515.1 encontra-se no cromossomo 2 ¢ o gene CAB4078064.1 no cromossomo
0. A organizagao de exons e introns destes genes ¢ bem diferente, o gene CAB4082515.1
possui 8 exons e 7 introns, enquanto o CAB4078064.1 apresenta apenas 5 exons e 4

introns (Figura 16).

Figura 16. Diagrama de posi¢do dos genes CAB4082515.1 e CAB4078064.1 indicando

os introns e exons, assim como o tamanho dos exons em pares de bases.

CAB4082515.1 _
EXON 1 EXON 2 EXON3  EXON4 EXON 5 EXONG  EXON7 EXON 8
CAB4078064.1 _
EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4 EXON 5

—— i

Nos resultados deste trabalho foi possivel encontrar 54 genes da categoria NBS-
LRR, sendo 24 de L. saligna e 30 de L. sativa. No entanto, apenas dois genes, da espécie
L. saligna, parecem ser homologos com outros genes de resisténcia a Meloidogyne,

resultado que ¢ similar ao visto em outras espécies resistentes, onde poucos genes sao
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responsaveis pela resisténcia. L. saligna ¢ uma espécie selvagem. Entdo ¢ provavel que
seja mais resistente do que as cultivares melhoradas.

A ativacao da defesa da planta para impedir a invasao dos patéogenos ¢ realizada
por genes de resisténcia (R). A classe mais prevalente contém repeti¢des ricas em leucina
(LRRs) e sitio de ligagao de nucleotideos (NBS). Apos a colonizagdo da terra pelas
plantas, os genes de resisténcia NBS-LRR se expandiram nos genomas sugerindo que
esses genes podem ter servido como um dos principais receptores do sistema de defesa
das plantas por milhdes de anos (QIAN; WANG; CHEN; LIU et al, 2021). A
caracterizacdo de novos genes R, da classe NBS-LRR, pode auxiliar no melhoramento
genético ndo so6 de alface, mas de diversas culturas como arroz, trigo, tomate. E os dois
genes identificados neste trabalho podem ser utilizados em projetos de melhoramento
genético visando a resisténcia a Meloidogyne spp.

O envolvimento de genes NBS-LRR na resisténcia de plantas ndao s6 a
Meloidogyne, como a outras doengas causadas por virus, bactérias etc. torna-os os
essenciais para a melhoria da resisténcia a doengas nas plantas. As informagdes que sao
fornecidas pelos bancos de dados na bioinformatica sdo de suma importancia, pois
ajudam a ampliar o conhecimento da interacdo planta-patdgeno, contribuindo

potencialmente para o melhoramento genéticos de plantas.

CONCLUSAO

No presente trabalho foram encontrados dois genes da classe NBS-LRR com
potencial de conferir resisténcia a Meloidogyne spp em Lactuca saligna. Em L. sativa
ndo foram encontrados genes homologos a genes de resisténcia a Meloidogyne da classe
NBS-LRR. Contudo, sdo necessarios mais estudos para caracterizar e validar esses dois

possiveis genes de resisténcia em Lactuca saligna. A confirmacao da funcao destes genes
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de L. saligna permitira a incorporagdo da resisténcia ao Meloidogyne spp em variedades

comerciais de alface.
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3.0 CONCLUSAO

No presente trabalho foram encontrados dois genes da classe NBS-LRR com potencial
de conferir resisténcia a Meloidogyne spp em Lactuca saligna. Em L. sativa ndo foram
encontrados genes homologos a genes de resisténcia a Meloidogyne desta clase. Contudo, sao
necessarios mais estudos para caracterizar e validar esses dois possiveis genes de resisténcia
em Lactuca saligna. A confirmacdo da funcdo destes genes de L. saligna permitira a

incorporagdo da resisténcia ao Meloidogyne spp em variedades comerciais de alface.
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ANEXO 1 - NORMAS DA REVISTA PESQUISA AGROPECUARIA TROPICAL

Informacgao para Autores

Pesquisa Agropecuaria Tropical (PAT) ¢ o periddico cientifico editado pela Escola de
Agronomia da Universidade Federal de Goias, em versdao eletronica (e-ISSN 1983-4063).
Destina-se a publicacdo de Artigos Cientificos cuja tematica tenha aplicacdo direta na
agricultura tropical. A submissao de Notas Técnicas e Comunicagdes Cientificas ndo ¢ aceita e
Artigos de Revisdo somente sdo publicados a convite do Conselho Editorial. Também nao ¢
aceita a submissao de manuscritos ja publicados em anais de congressos ou depositados em

servidores preprint.

A submissdo de trabalhos ¢é gratuita e deve ser feita exclusivamente via sistema eletronico,
acessivel por meio do enderego https://www.revistas.ufg.br/pat. Os autores devem cadastrar-se
no sistema e manifestar, por meio de documento (ver sugestdo de modelo) assinado por todos,
escaneado e inserido no sistema como documento suplementar (mesmo local onde foi inserido
o texto do artigo, cabegalho “Outros”, sempre preservando o histérico), anuéncia acerca da
submissao e do conhecimento da politica editorial e diretrizes para publicagdo na revista PAT
(caso os autores morem em cidades diferentes, mais de um documento suplementar pode ser
inserido no sistema, pelo autor correspondente). Os dados de todos os autores devem ser
inseridos no sistema (ao clicar na opg¢ao "Incluir coautor”, no ato da submissao, novos campos

se abrirdo).

A revista PAT recomenda a submissdo de artigos com, no maximo, 5 (cinco) autores. A partir
deste numero, uma descri¢ao detalhada da contribui¢dao de cada autor deve ser encaminhada ao
Conselho Editorial (nota: a mera participagdo na tomada de dados, ou apoio de natureza
infraestrutural, ndo justifica autorias, embora possa merecer crédito na se¢do Agradecimentos).

Ap0s a submissdo, ndo sera permitida a inclusdo de novos coautores.

Durante a submissao on-line, o autor correspondente deve atestar, ainda, em nome de todos os
autores, a originalidade do trabalho, a sua ndo submissdo a outro periodico, a conformidade
com as caracteristicas de formatacdo requeridas para os arquivos de dados, bem como a
concordancia com os termos da Declaracao de Direito Autoral, que se aplicara em caso de

publicacdo do trabalho. Se o trabalho envolveu diretamente animais ou seres humanos como
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sujeitos da pesquisa, deve-se comprovar a sua aprovagao prévia por um comité de ética em
pesquisa. Caso haja fontes potenciais de conflito de interesse (qualquer interesse ou
relacionamento, financeiro ou ndo, que possa influenciar nos resultados de uma pesquisa; por
exemplo, financiamento proveniente de uma entidade comercial, interesse comercial na
publicac¢ao, participacdo em conselho de administracdo ou comité consultivo de uma empresa
ligada diretamente a pesquisa, patentes concedidas ou pedidos pendentes), os autores devem
reporté-las, sob pena de rejei¢do do manuscrito, ou outras sangdes cabiveis. Por fim, deve-se
incluir os chamados metadados (informagdes sobre os autores € sobre o trabalho, tais como
titulo, resumo, palavras-chave - somente no idioma do manuscrito) e transferir os arquivos com

o manuscrito e documento suplementar (anuéncia dos Autores).

Os trabalhos podem ser escritos em portugués ou inglés, entretanto, serdo publicados apenas
em Inglés. Logo, em caso de submissdo em portugués e aprovacao para publicacdo, a versao
final do manuscrito devera ser traduzida por especialista em Lingua Inglesa (preferencialmente
falante nativo), sendo que a tradugdo ficard a cargo dos autores, sem qualquer 6nus para a

revista.

Os manuscritos devem ser apresentados em até 18 paginas. O texto deve ser editado em Word
for Windows (tamanho méximo de 2MB, versao .doc) e digitado em pagina tamanho A-4 (210
mm x 297 mm), com margens de 2,5 cm, em coluna Unica e espagamento duplo entre linhas
(inclusive para tabelas, cabecalhos, rodapés e referéncias). A fonte tipografica deve ser Times
New Roman, corpo 12. O uso de destaques como negrito e sublinhado deve ser evitado. Todas
as paginas e linhas devem ser numeradas. Os manuscritos submetidos a revista PAT devem,

ainda, obedecer as seguintes especificagdes:

1. Os Artigos Cientificos devem ser estruturados na ordem: Titulo (maximo de 20 palavras);
Resumo (méximo de 250 palavras; um bom resumo primeiro apresenta o problema para, depois,
apresentar os objetivos do trabalho); Palavras-chave (no minimo, trés palavras, e, no maximo,
cinco, separadas por virgula); Introdugdo; Material e Métodos; Resultados e Discussio;
Conclusoes; e Referéncias. Titulo, Resumo e Palavras-chave podem ser apresentados apenas
no idioma do manuscrito, neste estagio. Chamadas relativas ao titulo do trabalho e os nomes
dos Autores, com suas afiliagdes e enderegos (incluindo e-mail) em notas de rodapé, bem como
agradecimentos, somente devem ser inseridos na versao final corrigida do manuscrito, apds sua

aceitagdo definitiva para publicacao.
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2. As citagdes devem ser feitas no sistema "autor-data". Apenas a inicial do sobrenome do Autor
deve ser maitscula e a separacao entre Autor e ano ¢ feita somente com um espago em branco.
Ex.: (Gravena 1984, Zucchi 1985). O simbolo "&" deve ser usado no caso de dois autores e,
em casos de trés ou mais, "et al.". Ex.: (Gravena & Zucchi 1987, Zucchi et al. 1988). Caso o(s)
autor(es) seja(m) mencionado(s) diretamente na frase do texto, utiliza-se somente o ano entre
parénteses. Citacdes de citacdo (citacdes secundarias) devem ser evitadas, assim como as
seguintes fontes de informagdo: artigo em versao preliminar (no prelo ou preprint) ou de
publicacdo seriada sem sistema de arbitragem; resumo de trabalho ou painel apresentado em
evento cientifico; comunicacdo oral; informagdes pessoais; comunicagdo particular de

documentos ndo publicados, de correios eletronicos, ou de sites particulares na Internet.

3. As referéncias devem ser organizadas em ordem alfabética, pelos sobrenomes dos Autores,
de acordo com a norma NBR 6023:2018, da Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), com a seguinte adequagdo: nao € necessaria a inclusdo da cidade apos os titulos de
periddicos. Os destaques para titulos devem ser apresentados em itdlico e os titulos de

perioddicos ndo devem ser abreviados.

4. As tabelas (também com corpo 12 e espagamento duplo) e figuras, dispostas no decorrer do
texto, devem ser identificadas numericamente, com algarismos arabicos, e receber chamadas
no texto. As tabelas devem ser editadas em preto e branco, com tracos simples e de espessura
0,5 ponto (padrao Word for Windows), e suas notas de rodapé exigem chamadas numéricas.
Expressdes como "a tabela acima" ou "a figura abaixo" ndo devem ser utilizadas. As figuras
devem ser apresentadas com resolu¢cdo minima de 300 dpi.

5. A consulta a trabalhos recentemente publicados na revista PAT
(https://www.revistas.ufg.br/pat) ¢ uma recomendag¢do do corpo de editores, para dirimir

davidas sobre estas instrugdes e, consequentemente, agilizar a publicacao.

6. Os Autores ndo serdo remunerados pela publicacdo de trabalhos na revista PAT, pois devem
abrir mao de seus direitos autorais em favor deste periddico. Os conteudos publicados, contudo,
sdo de inteira e exclusiva responsabilidade de seus Autores, ainda que reservado aos Editores o
direito de proceder a ajustes textuais e de adequagao as normas da publicagdo. Por outro lado,
os Autores ficam autorizados a publicar seus artigos, simultaneamente, em repositorios da

institui¢ao de sua origem, desde que citada a fonte da publicacdo original na revista PAT. Ainda,
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visando assegurar a preservagdo, permitir a reutilizacdo e atestar a reprodutibilidade das
conclusdes de cada estudo publicado, o Comité Editorial recomenda e estimula a publicagao
em repositorios publicos, pelos autores, dos dados de pesquisa e/ou cddigos de programagao

utilizados na analise dos dados, explicitando sua vinculagao a publicagdo na revista PAT.
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