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RESUMO

A cultura da alface (Lactuca sativa) pode ser muito afetada por fatores ambientais, abiodticos e
bioticos, dentre estes, os nematoides. No Brasil, os nematoides prejudiciais a alface sao
majoritariamente do género Meloidogyne, que se instalam no sistema radicular da planta
formando galhas. Uma alternativa para o controle destes nematoides ¢ uso de cultivares
resistentes, porém nem sempre estas agradam ao mercado. Entdo foi feito o cruzamento entre
uma cultivar resistente (Salinas 88) e uma susceptivel (Colorado), mas que possui
caracteristicas de mercado, avangando mais uma geracao com autofecundagdo. As amostras
utilizadas foram plantadas e avaliadas na Universidade Federal de Lavras (UFLA). Utilizando
marcador molecular AFLP, buscou-se identificar bandas polimdrficas ligadas ao fenotipo de
resisténcia, possibilitando o uso deste marcador em programas de melhoramento. Com as

bandas formadas foi possivel determinar um QTL para o carater de resisténcia.

Palavras-chave: Olericultura. Nematoide-das-galhas. Mapa de ligacao.



ABSTRACT
The lettuce (Lactuca sativa) crop can be very affected by environmental factors, abiotic and
biotic, like nematodes. In Brazil, most of the nematodes which are harmful to lettuce belong
to genus Meloidogyne, which are installed in the root system of the plant forming root-knots.
An alternative for the control of these nematodes is the use of resistant cultivars, but these
aren’t usually pleasing to the market. Then, a cross was made between a resistant cultivar
(Salinas 88) and a susceptible cultivar but that had market characteristics (Colorado),
advancing another generation with self-fertilization. The samples used here were planted and
evaluated at the Federal University of Lavras (UFLA). Using molecular marker AFLP, we
sought to identify polymorphic marks linked to the resistance phenotype, making it possible
to use this marker in breeding programs. With the formed marks, it was possible to determine

a QTL for the resistance character.

Key words: Vegetables crop. Root-knot nematode. Linkage map.
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INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa) ¢ uma olericola pertencente a familia Asteraceae, sendo uma
das hortalicas mais consumidas no mundo, cultivada ha mais de 2500 anos, tendo como
centro de origem o leste da regiio mediterrinea. E rica em fibras, vitaminas e minerais,
comumente consumida in natura juntamente com outras hortalicas na forma de salada
(Velasco et al. 2013). As principais variedades de alface cultivadas no Brasil s3o dos tipos

crespa, americana, lisa e romana; ordenadas por importancia economica (Sala e Costa 2012).

Culturas de olericolas no geral sdo altamente influenciadas por fatores ambientais
como disponibilidade de nutrientes, tipo de solo ¢ a fitossanidade do ambiente de cultivo, o
que diz respeito a presenca de patdgenos no ambiente que possam prejudicar a produtividade
do vegetal (Rosa et al. 2013). Varias doengas podem afetar a produtividade e a qualidade em
um cultivo de alface, etiologicamente causadas por uma diversidade de patdégenos diferentes

como virus, bactérias, fungos e nematoides (Pinheiro et al. 2013).

Os nematoides sdo organismos que podem se reproduzir de modo exponencial,
gerando uma populacdo muito grande e altamente concentrada, sendo capazes de
comprometer a producdo de cultivos sucessivos. Muitos géneros de nematoides fitoparasitas
podem ser encontrados em areas de produc¢ao de alface. No Brasil, os problemas em alface em
geral sdo causados por infestagdo das plantagdes pelo nematoide-das-galhas, Meloidogyne
spp., principalmente M. incognita e M. javanica, espécies do género Meloidogyne mais

distribuidas nas regides produtoras (Pinheiro et al. 2013).

Muitas vezes, métodos convencionais de controle de patogenos de culturas, como o
uso de insumos e a rotagdo de cultura, ndo atendem as necessidades dos agricultores quando
se trata de nematoides em alface, que ¢ uma espécie de cultivo rapido. Assim, é necessaria
uma alternativa que faga o controle mais efetivo dos fitonematoides na producdo da alface; e o
uso de cultivares resistentes ¢ o0 método mais vidvel neste controle. Entretanto, nem sempre ¢é
possivel usar estas cultivares, pois em alguns casos a cultivar ndo possui caracteristicas
agrondmicas desejaveis; logo, ndo atende as expectativas e exigéncias do mercado

consumidor (Ferreira et al. 2013).

A cultivar Salinas 88 ¢ resistente a M. incognita racas 1 e 2, & M. javanica e ao virus
do mosaico da alface (LMV); € do tipo americana com folhas verde escuro, porém, apresenta

problemas na formagao de cabeca devido as condi¢des climéaticas brasileiras. Ja a cultivar



Colorado, que possui folhas crespas na cor verde claro, ¢ suscetivel ao nematoide-das-galhas e
ao LMV (Oliveira 2012). Entdo, pode-se realizar o cruzamento entre uma cultivar que nao ¢
boa de mercado, mas ¢€ resistente ao nematoide, € uma cultivar que seja suscetivel, mas que

atenda ao desejo dos consumidores.

Para observar os resultados deste cruzamento e selecionar os individuos pretendidos, é
necessario realizar um programa de melhoramento; porém, se este programa utilizar métodos
convencionais de selecdo, ¢ necessario avangar uma quantidade consideravel de geragdes, o
que tornaria o processo demorado e oneroso. Por isso, a sele¢do assistida por marcadores
moleculares ¢ uma ferramenta extremamente importante para a selecdo indireta de genes de
efeito quantitativo e de fenotipos mais dificeis de serem observados, acelerando a sele¢do das
novas geragoes e facilitando os processos do melhoramento genético convencional (Souto

2015).

Marcadores moleculares de DNA sdo basicamente descritos como uma sequéncia ou
fragmento de DNA, relacionados ou ndo com um fendtipo e que demonstram diferengas em
nivel de genoma, os polimorfismos; portanto, podem auxiliar no processo de caracterizagao,

selecdo de gendtipos e fingerprint molecular de variedades (Oliveira et al. 2016).

Existe uma diversidade de marcadores moleculares passiveis de serem utilizados em
diferentes situacdes, de acordo com o que se deseja avaliar e com o material disponivel. Entre
as classes de marcadores moleculares existentes, a analise por AFLP (Admplified Fragment
Length Polymorphism) apresenta algumas vantagens em relagdo a outros marcadores. A
analise por AFLP utiliza tanto as enzimas de restri¢do quanto a velocidade de amplificagdo
por PCR, o que gera um grande niimero de polimorfismo e alta repetibilidade, sendo muito
indicada para o mapeamento genético e clonagem de genes de interesse (Ferreira e

Grattapaglia 1998).

A partir da obtenc¢do das bandas polimorficas, € possivel gerar mapa de ligagdo e QTL
(Quantitative Trait Loci). Os grupos de ligagcdo sdao grupos de genes (marcadores) cujos loci
estdo localizados no mesmo cromossomo que os genes que controlam uma determinada
caracteristica, no caso deste trabalho, resisténcia a fitonematoides; e, portanto, mostram a sua
localiza¢do no genoma avaliado (Carneiro e Vieira 2002). Identificando os grupos de ligagao
e as bandas responsaveis, € possivel isolar a sequéncia e converter em outro tipo de marcador,
0 SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), passando a identificar a presenga do

gene de interesse com maior facilidade (Oliveira 2016).



A resisténcia a nematoides ¢ um fenotipo de dificil mensuragdo, justificando o uso de
marcadores moleculares para sua caracterizagdo em alface, visto que ¢ uma cultura de
impacto economico que ¢ prejudicada por estes parasitas. Além disso, se o marcador a ser
identificado estiver em uma regido conservada evolutivamente, podera ser utilizado em outras

culturas também afetadas por estes nematoides.

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

As amostras utilizadas nos experimentos sdo de diferentes geracdes, sendo a geracao
F, obtida do cruzamento da cultivar Salinas 88 (genitor feminino) e Colorado (genitor
masculino). A geragdo F, foi obtida da autofecundagdo natural da F;. Destas foram coletadas
40 amostras da cultivar Salinas 88, 39 amostras da cultivar Colorado, 40 amostras da geracao

F; e 318 amostras da geragdo F,.

A obtengdo das geracdes, a avaliagdo ¢ a analise quanto a resisténcia a nematoides e a
liofilizacdo das amostras de folhas de alface foram realizadas na Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, MG. As etapas ap6s a liofilizacdo das amostras de folhas de
alface foram realizadas na Universidade Federal de Uberlandia — UFU (Campus Patos de

Minas — Patos de Minas e Campus Umuarama - Uberlandia), MG.

Extracao de DNA

Para realizar a extragdo de DNA, o método escolhido segue o protocolo de Doyle e
Doyle (1990), utilizando o detergente brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), com
modificagdes em relacdo a quantidade de tecido foliar de cada amostra utilizada. Adicionou-
se 0,02 M de bissulfito de sodio (0,06 g) ao tampao de lise (0,35 M de sorbitol, 0,10 M de
tris-base € 5,00 mM EDTA Na,) e ao tampao de extragdo (0,20 M de tris-base, 0,05 M EDTA
Nay, 2,00 M de NaCl e 2,00 % CTAB).

Apo6s a extragdo de DNA, a qualificagdo do DNA extraido das amostras foi feita em
gel de agarose 1 % e para a quantificagdo foi utilizado o espectrofotometro Nanodrop ND-
1000. Apds a quantificagdo, as amostras foram diluidas em tampao TRIS-HCI para a

concentra¢do final de DNA de 50 ng/uL.



Caracterizacio molecular por AFLP

A primeira etapa consiste na digestdo do DNA gendmico utilizando duas enzimas de
restri¢ao do tipo 2, a enzima EcoRI de corte raro e a enzima Msel de corte frequente. Para a
reacdo de digestdo foi preparada uma solu¢do com 250 ng do DNA, 1,5 U EcoRI, 1,5 U Msel
e 1X o tampao da enzima. As amostras foram colocadas em banho-maria por duas horas a 37
°C, para a digestao, a 70 °C por 15 minutos, para a inativacdo das enzimas e em seguida

armazenadas a -20 °C.

Na segunda etapa, os pares de adaptadores (EcoRI 1 5 CTG GTA GAC TGC CC 3’ ¢
EcoRI 2 5° AAT TGG TAC GTC TAC 3° / Mse I 1 5 GAC GAT GAG TCC TGA G 3’ e
Mse I 2 5’TAC TVA GGA CTC AT 3’°) foram ligados as extremidades do DNA digerido,
contendo as pontas coesivas geradas pelos cortes das enzimas de restrigdo, em uma reagao
contendo T4 DNA ligase. A reagdo durou cerca 2 horas a 20 °C £ 2 °C (temperatura

ambiente). Entdo foram novamente armazenadas a -20 °C.

Para a etapa de pré-amplificagdo, diluiu-se na propor¢ao de 1:10 o DNA digerido e
ligado aos adaptadores, em tampao TRIS-HCI (pH 8,0). Para preparar o mix necessario para
esta etapa, adicionou-se 1,5 ng/puL de primer (primers Eco+A 5 GAC TGC GTA CCA ATT
CA 3’ e Mset+C 5° GAT GAG TCC TGA GTA AC 3°), 0,25mM de cada dNTP, 1X tampao
da enzima Taq polimerase com MgCl2, 1 U de Taq polimerase e 2,5 uL de DNA digerido
ligado aos adaptadores diluido em TRIS-HCI. O programa de PCR para essa etapa foi
constituido de 23 ciclos (94 °C por 30 segundos para a desnaturagdo do DNA; 56 °C por 1
minuto para anelamento dos primers; e 72 °C por 1 minuto para extensdo pela enzima Taq
polimerase). Em seguida, as amostras foram diluidas a 1:10, mais uma vez, em TRIS-HCI

(pH=8) e armazenadas a -20 °C.

Na etapa de amplificacdo seletiva, foram utilizados 5 pL do DNA pré-amplificado e
diluido, 1,25 ng/pL do primer E-AGC (GAC TGC GTA CCA ATT CAG (), 1,5 ng/uL do
primer M-CAG (GAT GAG TCC TGA GTA ACA G), 0,25mM de cada dNTP, 1X o tampao
com MgCl, e 0,5 U de Taq polimerase. Este ¢ o programa de PCR estabelecido para realizar a

amplificagao:

- 1 ciclo (94 °C por 30 segundo para desnaturacdo do DNA; 65 °C por 30 segundos

para anelamento dos primers; e 72 °C por 1 minuto para extensao pela Taq polimerase);

- reduzir 0,7 °C da temperatura de anelamento a cada ciclo, durante 12 ciclos;



- 32 ciclos (94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos e¢ 72 °C por 1 minuto) e

armazenadas a -20 °C.

As amostras amplificadas foram desnaturadas com azul de formamida no
termociclador (95 °C por 5 minutos). Em seguida, foram aplicadas no gel de poliacrilamida 6
% de polimerizagdo rapida (85mL de acrilamida 6 %, 425 pL de persulfato de amonio 10 % e
85 uL de Temed). A eletroforese foi executada com tempo de corrida de 15 horas, em uma

tensao de 300 V, corrente de 60 mA e poténcia de 90 W; em tampao TBE 1X.

A coloragao das amostras foi feita com nitrato de prata. Inicialmente, adicionou-se 2 L
de solucdo de fixacao (220 mL de etanol absoluto, 20 mL de &cido acético e 1780 mL de dgua
miliQ) por 10 minutos (tempo minimo) sob agitacdo leve. Apos a fixacdo o gel foi lavado em
2 L de 4gua miliQ por 1 minuto. A proxima etapa foi a de pré-coloragdo com acido nitrico por
3 minutos (30 mL de &cido nitrico e 1970 mL de 4gua miliQ) sob agitacdo leve e depois
lavado novamente por 1 minuto com 2 L de 4gua miliQ. Posteriormente, ocorreu a etapa de
coloracdo por 20 minutos com prata 0,2 % (4 g de nitrato de prata e 2 L de 4gua miliQ) sob
agitacdo leve e o gel foi novamente lavado em 2 L de 4gua miliQ. Na quarta etapa o gel foi
colocado em 1 L de solucdo de revelagdo (30 g de carbonato de sodio, 375 pL de formaldeido
37 %) até que as primeiras bandas do gel comecaram a aparecer; apos o aparecimento destas
bandas, essa parte da solugdo foi descartada e foi adicionado mais 1 L de solugdo de
revelagdo, até que o restante das bandas apareceram. Em seguida, a revelacdo das amostras foi
bloqueada com a solucdo Stop (100 mL de 4cido acético e 1900 mL de dgua miliQ) por 5
minutos em agitacdo leve e lavada com 2 L de agua destilada para evitar a proliferagdo de
microrganismos na placa. O gel secou em temperatura ambiente para que as bandas fossem

analisadas.

Analise estatistica e mapa de ligacao

As bandas que se formaram no gel foram analisadas, gerando uma matriz onde a
presenca de determinada banda na amostra ¢ indicada pelo valor 1 e sua auséncia pelo valor 0.
Assim, estes valores foram utilizados para gerar o mapa de ligacdo e determinar a correlagdo

entre a presenga das bandas com a resisténcia a nematoides.

Também foram feitos testes de qui-quadrado (¥2) para avaliar as hipoteses de

segregacao das bandas e do fendtipo de resisténcia a nematoides. Tanto os testes estatisticos



quanto o mapa de ligacdo foram feitos utilizando o sofiware Genes — Genética Quantitativa e

Estatistica Experimental — da Universidade Federal de Vigosa (Cruz 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Amplificagdo e analise de gel de poliacrilamida

Das amostras bioldgicas fornecidas, obteve-se DNA amplificado e passivel de ser
analisado em gel de poliacrilamida de apenas 98 amostras, sendo 95 destas amostras
pertencentes a geragdo F,. Diversos fatores podem influenciar para que a amplificagdo do
DNA ndo ocorra como concentragdo e qualidade do DNA das amostras e dos reagentes
utilizados, e para que a coloragdo em gel ndo resulte em bandas polimérficas aparentes, como
heterogeneidade e densidade do gel, concentracdo e qualidade de tampao, contaminagdo das
amostras de DNA ou problemas com o intercalador de bases nitrogenadas e solucdes do

processo de coloragao.

Foi observada a presenca de sete bandas polimoérficas utilizando a combinag¢ao de um
par de primers na amplificacdo, apresentando aproximadamente os seguintes comprimentos:
90 pb, 110 pb, 183 pb, 218 pb, 236 pb, 315 pb e 325 pb. Algumas bandas polimorficas podem

ser visualizadas na figura 1.

“ Y, A
LD B

Figura 1 Gel de poliacrilamida 6 % mostrando as bandas polimorficas indicadas
por setas para individuos da populagdo F,, do cruzamento entre as cultivares de

alface Salinas 88 e Colorado.



A identificacdo de apenas sete bandas polimodrficas demonstra que a taxa de
polimorfismo entre as amostras ¢ baixa, porém isso ja era esperado, assim como a presenga de
bandas monomorficas em maior quantidade, considerando que a populagao do estudo vem de
descendentes de cultivares comerciais; sendo que estas cultivares ja passaram por processos

de selegao.

Segregaciao das bandas polimorficas

Utilizando o software GENES, foi realizado o teste de y° (qui-quadrado) para
averiguar se a segregacao das bandas polimorficas segue a propor¢cdo da primeira lei de
Mendel, 3:1, que ¢ o esperado de uma geragdo F, obtida por autofecundacao (Borem 2006).
As classes consideradas para realizagdo deste teste de hipdtese foram 0, representando a
auséncia da banda; 1, representando a presen¢a da banda; e 9, caso aquele dado houvesse sido

perdido, utilizando um a = 0,05 para determinar a rejeicao ou aceitacao da hipdtese.

Apenas a segunda banda, 110 pb de comprimento — intitulada como CAG 2; ¢ a
terceira banda, 183 pb de comprimento — intitulada como CAG 3; demonstraram seguir a
propor¢ao mendeliana, s6 que em dominancia por repulsdo, sendo trés auséncias da banda

para uma presenga, como ilustra a tabela 1.

Mapa de Ligacao

Apenas as bandas CAG 2 e CAG 3 foram utilizadas na constru¢do do mapa de
ligagdo. Com estas duas marcas foi possivel gerar um grupo de ligacdo apresentando 10,59
cM (centiMorgan) de comprimento ou frequéncia de recombinacdo de 0,1059, como

demonstrado na figura 2.

Tabela 1 Teste de y° e probabilidade de segregagio 3:1

Classes
Marca 0 1 9 Qui-quadrado Probabilidade (%)
90 pb (CAG 1) 91 4 0 38,3219 0
110 pb (CAG 2) 71 24 0 0,0061* 99,6934 *
183 pb (CAG 3) 72 23 0 0,0552* 97,2743*
218 pb (CAG 4) 84 11 0 15,971 0,034
236 pb (CAG5) 93 0 46,4763 0
315 pb (CAG 6) 94 1 0 50,8482 0
325 pb (CAG 7) 80 15 0 7,5219 2,3261

* +* na regido de aceitacio de Hy e alta probabilidade de segregacio 3:1.



Isto indica que as sequéncias das duas bandas estdio no mesmo cromossomo e
provavelmente proximas, considerando os pardmetros maximo de recombinacdo de 30% e

minimo de LOD (Likelihood of odds) escore de 3.

O LOD escore equivale ao logaritmo na base 10 da razdo da verossimilhanga de
ligacdo dos genes sobre a verossimilhanca da auséncia de ligacdo; portanto, um LOD escore
maior ou igual a 3 indica que a verossimilhanga de ligagdo ¢ no minimo 1000 vezes maior que

a de auséncia de ligacao (Cruz e Silva 2006).

Analise de QTL

O método de QTL permite analisar o efeito individual dos locos sobre um fenétipo de
carater quantitativo, sendo o QTL um segmento cromossdmico que afeta aquele fendtipo sem

se limitar necessariamente a ser composto por um unico gene ou loco (Falconer e Mackay

1996).

1059

Figura 2 Grupo de ligacdo formado utilizando os dados de presenca das bandas e grau de

resisténcia a nematoides das amostras, GENES software.



Estatisticamente, existe um QTL vinculado ao grupo de ligagdo e pode ser verificado
tanto pelo método de regressao quanto pelo método de maxima verossimilhanga. A figura 3
representa graficamente a variagdo do LOD escore do QTL, pelas analises de regressao e

maxima verossimilhanga, ao longo dos posicionamentos do grupo de ligagao.

Método da Regressic
Resizst LRja=0,d=0) ¥max: L.749 Kmax : 5.01
[l a0 s
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. %
1.5 e \-._\
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o | | (1§ ‘-\\\
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Frequéncia ce recombinagio - Grupo de Ligagéc - 1
(5.03.9.75)R2% =714 %
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Resist LRia=0,d=1) Ymax : 9.869 Kmax : 6.01
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10 o
15 -
QTL 1
wse | 1
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(5.03,9.87) R*%=9.71%

Figura 3 Analise de QTL pelo método de regressao (a) e maxima verossimilhanga (b).
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Os parametros avaliados para determinar a existéncia de QTL no grupo de ligacao
foram R? %, que ¢ a porcentagem de correlagdo entre o loco no grupo de ligagcdo e o fenotipo
avaliado, e LOD > 3. Pela anélise de regressdao, o QTL encontrado demonstrou um LOD
escore maximo de 9,75 e R* % = 7,14 %, um resultado positivo, sendo que este pico esta
vinculado a um loco no grupo de ligacdo na metade da distancia entre as marcas CAG 2 e

CAG 3.

Para verificar se o resultado positivo para este QTL pelo método de regressao nao se
trata de um “QTL-fantasma”, que representaria um falso positivo, foi realizada a analise por
maxima verossimilhanga. Através desta analise, obtiveram-se valores ainda maiores dos
parametros avaliados, sendo o LOD escore maximo de 9,87 ¢ R? % = 9,71 %, sendo que o
LOD e a correlagdo do loco da banda CAG 3 apresentaram valores muito proximos dos

valores maximos.

Silva 2015 analisou a presenca de QTL’s para a resisténcia a M. incognita raga 3 em
uma populacdo F, de algodoeiro (Gossypium spp.) utilizando marcador molecular SSR e
obteve dois locos ligados ao fenotipo de resisténcia nos cromossomos 11 e 15, apresentando
LOD escores de 18,6 ¢ 3,2; ¢ R? % de 9,39 % e 4,31 %, respectivamente. Ambos foram
considerados como QTL’s existentes, sendo que o QTL do cromossomo 15 foi tido como
inédito e do cromossomo 11 jé havia sido descrito anteriormente por diversos autores € possui

a maior influéncia na resisténcia a formagao de galhas.

Campos 2016 encontrou QTL’s em diferentes grupos de ligacdo no genoma da
geracdo F; de hibrido de citros (Citrus reticulata X Citrus sinensis) para a resisténcia a
Alternaria alternata demonstrando LOD escores que vao de 2,74 a 5,62, porém com valores
baixos de correlagdo da variagdo fenotipica (R* %), de 0,17 % a 2,83 %; entretanto, alguns
ainda foram considerados com efeitos significativos de domindncia para a resisténcia ao

fungo.

Portanto, o QTL obtido ¢ real e os locos do grupo de ligagdo tem uma contribui¢io

consideravel sobre o fendtipo de resisténcia a nematoides do género Meloidogyne.

CONCLUSAO

Foi possivel gerar um mapa de ligacdo e um QTL para o fendtipo de resisténcia a

nematoides com as bandas segregantes 3:1 encontradas. O QTL estd em um loco entre as duas
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marcas encontradas, que sdo proximas, € que se fossem sequenciadas poderiam ser

localizadas no genoma da alface e anotadas.

A andlise desta sequéncia indicaria quais os possiveis transcritos e produtos proteicos
relacionados; e, consequentemente, poderia indicar também alguns dos possiveis mecanismos
envolvidos na resisténcia ao nematoide-das-galhas; uma vez que o valor de correlagdo

fenotipica obtido demonstra um efeito significativo.

Isto seria interessante para o programa de melhoramento da alface, pois facilitaria nao
apenas a compreensdo do mecanismo de resisténcia da planta, mas também auxiliaria no
processo de selecdo assistida por marcadores considerando a possibilidade de conversdao em

marcadores mais especificos para genes de resisténcia a Meloidogyne spp.
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