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A alface (Lactuca sativa L.) é uma das hortaliças mais importantes no Brasil e no mundo. A 

murcha de fusário (causada por distintas raças do fungo Fusarium oxysporum f. sp. lactucae – 

FOLAC) é uma das principais doenças de da alface em regiões tropicais e subtropicais. Devido à 

dificuldade de implementação de estratégias eficazes de controle químico e cultural, o uso de 

cultivares com resistência genética é o método mais prático de manejo da doença. Fontes estáveis 

de resistência à raça FOLAC 1 foram encontradas, mas a base genética dessa característica ainda 

se encontra mal caracterizada. A integração da seleção assistida por marcadores (SAM) em 

programas de melhoramento convencional irá acelerar o desenvolvimento e lançamento de 

cultivares de alface com resistência genética a esse patógeno. O presente estudo teve como 

objetivos: elucidar os fatores genéticos associados à resistência a murcha de fusário (Capítulo 2) 

e idenficar marcadores moleculares potencialmente ligados aos fatores de resistência a isolados 

de FOLAC raça 1 identificados na cultivar ‘Vanda’ (Capítulo 3). O estudo da herança genética 

da resistência a FOLAC raça 1 foi conduzido com populações segregantes (F2 e F3) obtidas do 

cruzamento entre um parental suscetível ‘Gizele’ e ‘Vanda’. Populações foram inoculadas com 

uma suspensão de esporos do patógeno (3 x 10
6
 microconídios/mL) por meio de corte e imersão 

de raízes e avaliadas quanto à resistência por meio de escala de notas. O DNA genômico das 

plantas resistentes e suscetíveis foi extraído e usado como molde em diferentes sistemas de 

marcadores (RAPD, SCAR, DR analogs, SRR e CAPS), visando identificar polimorfismos 

ligados a essa característica. Com relação à resistência a FOLAC raça 1, os estudos indicaram um 
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controle genético relativamente simples na cultivar ‘Vanda’, com os resultados de segregação 

indicando um locus monogênico com uma provável combinação de efeitos de dosagem e 

penetrância incompleta. No entanto, os diferentes sistemas de marcadores moleculares utilizados 

nessa primeira etapa do trabalho não permitiram encontrar polimorfismos com estreita ligação 

com o(s) fator(es) de resistência. Desta forma, uma nova etapa do trabalho foi conduzida visando 

identificar por meio do método genotyping-by-sequencing (GBS) marcadores moleculares ligados 

a resistência (Capítulo 4). O GBS foi explorado na identificação de SNPs (single nucleotide 

polymorphisms) empregando DNA extraído dos dois parentais e de um conjunto de 82 indivíduos 

da população F2 derivados do cruzamento entre ‘Vanda’ x ‘Gizele’. Cada indivíduo foi 

genotipado utilizando o Illumina Hiseq 3000, que produziu 4,5 milhões de reads por amostra. 

Um total de 10.017 SNPs foi identificado entre os parentais. Estes SNPs foram avaliados para 

ligação com o fenótipo de resistência nos 82 individuos F2. Os dados genotípicos foram 

condensados em 1.484 scaffolds ou supercontigs. Um subconjunto de 417 scaffolds contendo 

polimorfismos foi selecionado para a construção de um mapa de ligação após filtragem baseada 

em missing data (< 20%), teste de qui-quadrado (3:1 p>0,05) e número de SNPs por scaffold. O 

mapa foi composto por 17 grupos de ligação, com um comprimento total de 1.132,984 cM. A 

análise de QTL (quantitative trait loci) para resistência a FOLAC raça 1 foi realizada no mapa de 

ligação com os conjuntos de dados de severidade da doença obtido nas populações F2 e F3. Dois 

QTLs de efeito maior foram identificados no cromossomo 9, explicando 30 a 40% da variação 

fenotípica observada na população F3 e F2, respectivamente. Um QTL de efeito menor foi 

detectado no cromossomo 4, explicando 0,06% da variação fenotípica na população F3. Desta 

forma, o presente estudo estabelece a porção mediana do cromossomo 9 como sendo a 

localização física do principal locus de resistência para FOLAC raça 1 presente na cultivar 

‘Vanda’. Portanto, os marcadores moleculares localizados na proximidade desta região genômica 
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são candidatos para o desenvolvimento de ferramentas de SAM em programas de melhoramento 

genético visando incorporar essa característica em linhagens elite de alface. 

 

Palavras-chave: Lactuca sativa L., murcha de fusário, marcadores moleculares, seleção 

assistida, QTLs. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

Cabral, Cléia Santos. Genetic analysis and mapping of resistance to Fusarium oxysporum f. 

sp. lactucae race 1 in lettuce: Employment of the RGA marker system and SNPs derived 

from genotyping-by-sequencing strategy. 2016. 182p. Doctor Degree in Plant Pathology – 

Universidade de Brasília, DF. 

 

Lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most important leafy vegetable crops in Brazil and 

worldwide. Fusarium wilt (caused by distinct races of the fungus Fusarium oxysporum f. sp. 

lactucae – FOLAC) is one of the main soil-borne diseases of lettuce in tropical and subtropical 

regions. Due to the complexity of implementing effective cultural and chemical control, the most 

practical disease management strategy has been the use of cultivars with genetic resistance. 

Stable sources of resistance to FOLAC race 1 have been found, but the genetic basis of this trait 

is yet poorly characterized. The integration of marker assisted selection (MAS) in conventional 

breeding programs would be an important contribution to accelerate the development and release 

of lettuce cultivars with genetic resistance to this pathogen. In this context, the present study 

aimed to elucidate the inheritance of resistance to FOLAC race 1 detected in the cultivar Vanda 

(Chapter II) and to search for molecular markers linked to FOLAC race 1 resistance factor(s) 

(Chapter III). Inheritance studies were carried out using segregating populations (F2 and F3 

families) derived from the cross between a susceptible cultivar (Gizele) and a FOLAC race 1 

resistant cultivar (Vanda). The parental lines and the segretating populations were inoculated via 

root dipping technique with a conidial suspension adjusted to 3 x 10
6
 microconidia/mL. Reaction 

to one FOLAC race 1 isolate was evaluated using a disease rating scale ranging from 1 (= no 

symptoms) to 5 (= dead plant). The studies indicated a simple genetic control of FOLAC race 

resistance in cultivar Vanda, with segregation results indicating a single gene locus with a likely 
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combination of dosage effects and incomplete penetrance. Genomic DNA of resistant and 

susceptible plants was extracted and used as a template in PCR assays with different marker 

systems (RAPD, SCAR, DR Analogs, SSRs and CAPS) aiming to identify polymorphisms linked 

to the resistant reaction. However, none of the evaluated molecular techniques were able to 

identify markers in close linkage with the resistance factor(s). Therefore, a new phase of the 

present study was conducted with the objective of searching for markers linked to resistance 

through the employment of the genotyping-by-sequencing (GBS) strategy (Chapter IV). The 

GBS strategy was employed using DNA extracted from the parental lines and 82 phenotyped F2 

individuals derived from the same cross between Gizele x Vanda. Each individual was genotyped 

using the Illumina Hiseq 3000. A total of 4.5 million reads was obtained per sample with 10,017 

SNPs being identified among the parental lines as well as among the 82 F2 individuals. Genotypic 

data were condensed into 1484 scaffolds. Four hundred seventeen (417) scaffolds containing 

polymorphisms were selected for the construction of the linkage map after filtering based on 

missing data (< 20%), chi-square test (3: 1 p> 0.05) and number of SNPs per scaffold. The final 

map consisted of 17 linking groups with a total length of 1,132.984 cM. The QTL analysis for 

resistance to FOLAC race 1 was performed on the linkage map based upon the disease severity 

datasets of F2 population and F3 families. Two major effect QTLs were identified on chromosome 

9, explaining 30 to 40% of the phenotypic variation observed in the population F3 and F2, 

respectively. One QTL of minor effect was also identified on chromosome 4, explaining 0.06% 

of the phenotypic variation in the F3 population. This study establishes the central region of 

chromosome 9 as the physical location of a major resistance locus to FOLAC race 1 found in 

Vanda. Molecular markers in close proximity to this genomic region are candidates for the 

development of MAS tools for breeding programs aiming to incorporate this trait into elite lettuce 

lines.  
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Keywords: Lactuca sativa L., Fusarium wilt, molecular markers, assisted selection, QTLs 

mapping. 
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1. A CULTURA DA ALFACE 

A alface (Lactuca sativa L.) pertence à família Asteraceae, subfamília Cichorioideae e tribo 

Lactuceae (Ryder, 1999). A Asteraceae (previamente denominada de Compositae) é a maior 

família dentro das dicotiledôneas, contendo cerca de 23.000 espécies distribuídas por mais de 

1.500 gêneros (Almeida, 2006).  

A alface é uma das mais importantes hortaliças folhosas cultivadas no mundo. A produção 

mundial em 2010 foi de mais de 23 milhões de toneladas. A Ásia produziu aproximadamente 

65%, seguida de 19% na América Central e do Norte e 13% na Europa. A área restante foi 

cultivada na América do Sul, na África e na Oceania, cada uma contribuindo com 1% da 

produção total (Simko, 2013). Os Estados Unidos são o maior produtor de alface com as regiões 

produtoras se localizando na região central da Califórnia (70-75%) e no Arizona (18-20%) 

(Simko, 2013, 2014). Por ser o principal componente de saladas ou mix de saladas, o 

agronegócio de alface nos Estados Unidos é considerado como um dos dez economicamente mais 

valiosos do país, somando US$ 2 bilhões por ano (Kandel, 2015). Na China e no Egito, além das 

folhas, os caules são também consumidos cozidos ou crus, em conserva, como sopas, 

desidratados ou na composição de molhos (Mou, 2008). 

A possibilidade de cultivos sucessivos no mesmo ano, um consolidado hábito de consumo 

alimentar pela população e uma demanda sempre crescente do produto são fatores que fazem da 

alface a hortaliça folhosa mais produzida no Brasil, conferindo a essa cultura uma grande 

importância econômica e social (Sala & Costa, 2016). Além disso, a alface apresenta grande 

aceitação no mercado não só por suas qualidades organolépticas, mas também por possuir baixo 

valor calórico e ser rica em sais de cálcio e de ferro e em vitaminas A, B1, B2, B6 e C (Oliveira 

et al., 2006). 
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O centro de origem e domesticação da alface é o sul da Europa e a Ásia Ocidental, sendo 

cultivada desde 2500 a.C. (Ryder, 1999). A alface foi introduzida no Brasil no século XVI, por 

meio dos imigrantes portugueses (Filgueira, 2008). Do ponto de vista do melhoramento 

genético, a viabilização do cultivo da alface em regiões tropicais e subtropicais (com 

temperaturas mais elevadas e precipitações pluviométricas mais frequentes) envolveu a superação 

de uma série de obstáculos via incorporação de um conjunto de características para melhor 

adaptação desta hortaliça. Nas condições ambientais dos trópicos e subtrópicos, cultivares de 

alface com baixa adaptação não conseguem expressar o potencial genético plenamente, 

ocorrendo emissão prematura do pendão floral (= antecipação da fase reprodutiva) e redução 

drástica do ciclo da cultura, que comprometem a qualidade e a produção (Sala & Costa, 2016). 

Segundo Silva et al. (1999), as temperaturas ideais para a produção de folhas e a formação da 

cabeça de alface estão entre 12 e 22°C. Temperaturas acima desse limite favorecem o 

florescimento (pendoamento) precoce das plantas. O florescimento precoce provoca o 

alongamento do caule, estimula a produção de látex (que confere sabor amargo às folhas), reduz 

o número de folhas e afeta a formação de cabeça (Silva et al., 2000; Sala & Costa, 2016).  

2. TIPOS VARIETAIS E O MERCADO BRASILEIRO DE ALFACE 

A planta da alface é herbácea de caule carnoso e esverdeado, ao qual se aderem às folhas. 

Conforme a cultivar, as folhas podem se apresentar lisas ou crespas, formando ou não “cabeça”, 

com coloração em vários tons de verdes, ou roxa. Segundo Filgueira (2008), as cultivares podem 

ser agrupadas em seis diferentes tipos ou segmentos varietais: (1) Tipo Repolhuda – Crespa (= 

Americana): As folhas são caracteristicamente crespas, bem firmes e com nervuras destacadas, 

formando uma cabeça compacta. As folhas internas são mais crocantes que as externas, sendo 

preferidas para sanduíches. Exemplos: ‘Lucy Brown’, ‘Laurel’, ‘Raider Plus’, ‘Tainá’ e 



 

 4 

‘Rafaela’; (2) Tipo Repolhuda – Manteiga: As folhas são bem mais lisas, muito delicadas, de 

coloração verde amarelada e aspecto amanteigado, formando uma cabeça tipicamente compacta. 

Exemplos: ‘White Boston’, ‘Carolina’, ‘Elisa’ e ‘Lídia’; (3) Tipo Solta – Lisa: As folhas mais 

macias, lisas e soltas, não havendo formação de cabeça. Exemplos: ‘Babá de Verão’, ‘Regina’, 

‘Luisa’ e ‘Vitória de Santo Antão’; (4) Tipo Solta – Crespa: As folhas são firmes, crespas e 

soltas, não formando cabeça. Folhas com superfície inteiramente irregular com destaque para as 

bordas (que se apresentam inteiramente onduladas). Exemplos: ‘Vanda’, ‘Verônica’, ‘Vera’, 

‘Mônica’ e ‘Gizele’. A Embrapa Hortaliças em parceria com a empresa Agrocinco liberou 

recentemente três cultivares nesse segmento (‘BRS Leila’, ‘BRS Lélia’ e ‘BRS Mediterrânea’); 

(5) Tipo Mimosa: As folhas são delicadas e com aspecto muito recortado. É um tipo varietal 

recente e que vem adquirindo certa relevância. Exemplos: ‘Red Salad Bowl’ e ‘Mimosa’. (6) 

Tipo Romana: As folhas são alongadas, com nervuras bem protuberantes, formando cabeças 

pouco densas. É um tipo muito demandado em processamento e na produção de mix de folhas, 

bastante utilizados por restaurantes. De todas as alfaces citadas, é a menos consumida no Brasil, 

mas apresenta ampla aceitação na Europa e nos EUA. Exemplos: ‘Romana Paris’, ‘Donna’ e 

‘Sofia’. 

Até meados da década de 1980, o mercado consumidor no Brasil tinha preferência pela 

alface lisa do tipo ‘White Boston’ ou ‘manteiga’. Posteriormente, houve uma mudança de 

mercado para o segmento de alface do tipo crespa ‘Grand Rapids’. Nos últimos anos, a alface do 

grupo varietal americana tem mostrado o maior crescimento no mercado. Esse segmento foi 

estabelecido com maior intensidade no Brasil, inicialmente, para atender às redes de fast food. 

Entretanto, a preferência por esse grupo varietal também tem aumentando pelos consumidores 

domiciliares (Sala & Costa, 2012). O aumento observado no consumo de alface do tipo 

americana se deve principalmente às suas características organolépticas superiores em termos de 
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crocância e sabor diferenciado (Sala & Costa, 2012). Os tipos varietais ‘Mimosa’ e ‘Romana’ 

também apresentam um consumo crescente no Brasil, sendo demandados por restaurantes e 

processadores de hortaliças. Outro grupo varietal crescente é formado pelas cultivares coloridas, 

como os segmentos do tipo ‘Crespa roxa’ e ‘Crespa vermelha’, e o segmento de alface do tipo 

‘Mimosa Roxa’ (Henz & Suinaga, 2009; Sala &Costa, 2012). A grande diversificação de tipos 

varietais de alface contribui para o aumento de seu consumo, além de ser uma importante forma 

de agregar valor em vários elos da cadeia produtiva. A disponibilidade de um amplo portfólio de 

cultivares capazes de atender aos diferentes tipos de mercados consumidores, com variados níveis 

de exigência e diferentes níveis financeiros, tem resultado na expansão do consumo desta 

hortaliça (Silva, 2009; Sala & Costa, 2012). 

3. HISTÓRICO DO MELHORAMENTO GENÉTICO DE ALFACE NO BRASIL 

 

Os programas de melhoramento da alface para condições tropicais e subtropicais têm como 

foco o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas e com resistência múltipla a doenças. Esse 

trabalho tem permitido plantar e colher alface de boa qualidade nas condições brasileiras durante 

todo o ano (Filgueira, 2008).  

O melhoramento genético de alface no Brasil foi formalmente estabelecido pelo Professor 

Marcílio de Souza Dias na ESALQ em 1953, que propiciou o lançamento da cultivar ‘Gorga’ 

(‘Great Lakes’ x ‘Batávia Blonde’). A ‘Gorga’ foi considerada, na época, como um conceito 

revolucionário uma vez que foi a primeira cultivar que combinava espessura foliar, arquitetura de 

planta aberta, tolerância ao pendoamento precoce e adaptação ao verão chuvoso, sem formação 

de cabeça. O fator limitante para seu cultivo foi sua suscetibilidade ao tip burn (deficiência na 

translocação de cálcio causando pela queima de bordas das folhas externas) e má formação de 

cabeça no cultivo de verão (Sala & Costa, 2016). 
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Posteriormente, outras importantes contribuições no melhoramento dessa cultura foram 

feitas pelo Dr. Hiroshi Nagai, do Instituto Agronômico de Campinas (IAC), com o cruzamento da 

cultivar lisa ‘White Boston’ com a cultivar romana ‘Galega’, resistente ao potyvírus Lettuce 

mosaic virus (LMV). Cultivares de alface lisa resistentes ao LMV e com tolerância ao 

pendoamento precoce foram obtidas nesse programa. Das várias progênies selecionadas, a que se 

destacou foi a cultivar ‘Brasil 48’. A maior limitação dessa cultivar foi a sua baixa adaptação ao 

cultivo de verão, que ocasionava muitas perdas devido o apodrecimento das plantas e formação 

de cabeça (Sala & Costa, 2016).    

Na década de 1980, o Professor Dr. Cyro Paulino da Costa assumiu o programa de 

melhoramento genético de hortaliças da ESALQ.  Em continuidade ao melhoramento genético de 

alface lisa foi liberada em 1985 a cultivar ‘Regina’, caracterizada por ser resistente ao LMV, 

apresentar plantas de grande porte (ausência de formação de cabeça) e tolerância ao cultivo no 

verão chuvoso. Essa alface foi lançada para o domínio público e todas as empresas do setor de 

sementes multiplicaram suas sementes e comercializaram-nas no mercado nacional.  

O conceito de alface aberta no cultivo de verão permitiu o desenvolvimento do segmento de 

alface do tipo crespa ‘Grand Rapids’, mais adaptada ao cultivo verão. A partir da década de 1990 

esse tipo de alface ganhou importância no país (Sala & Costa, 2016). O lançamento das cultivars 

‘Verônica’ e ‘Vera’ (tipo crespa ‘Grand Rapids’) pela equipe liderada pelo Dr. Paulo T. Della 

Vecchia da Agroflora S.A. (Della Vecchia et al., 1999) permitiu o cultivo de alface no verão em 

todo o Brasil. Essas cultivares foram a sustentabilidade da alfacicultura por décadas, devido ao 

pendoamento lento, não formação de cabeça, resistente as chuvas de verão, fácil manuseio e 

transporte e ciclo curto. Com isso o melhoramento genético de alface realizado no país, até então 

concentrado nas instituições públicas, passou a ser realizado pela iniciativa privada. 
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Posteriormente, a empresa Sakata Seed Sudamerica lançou a cultivar ‘Vanda’ e passou a ser a 

empresa líder na produção na produção de sementes de alface com 70% do mercado.  

Entre os anos de 1992 a 1993 o Engenheiro Agrônomo Carlos Alberto M. Tavaraes passou 

a trabalhar com o desenvolvimento de alface americana, restrita a região de Mogi-São Paulo em 

plantios de inverno. Ele avaliou mais de 300 acessos de alface americana e somente duas (‘Lucy 

Brown’ e ‘Raider’) foram selecionadas para as condições brasileiras.  

Nos últimos anos diferentes empresas tais como: Sakata, TopSeed, Horticeres, Feltrin, 

Takii, Sakama, Hortec, Eagle e Enza Zaden vêm desenvolvendo e validando inúmeras cultivares 

de alface de diferentes tipos varietais e com resistência a fitopatógenos, evidenciando que esse 

processo precisa ser contínuo em razão das demandas futuras do setor. Duas cultivares do 

segmento crespa uma da Horticeres, como a cultivar Marisa e outra da Sakata, a cultivar 

Valentina apresentam resistência a murcha de fusário da alface. A Embrapa Hortaliças também 

iniciou um programa de melhoramento genético de alface de maneira informal em 2005 e que foi 

posteriormente formalizado com um projeto em parceria com a empresa Agrocinco em 

2012/2013. Recentemente, três cultivares do segmento varietal crespa (‘BRS Leila’, ‘BRS Lélia’ 

e ‘BRS Mediterrânea’) foram liberadas dentro desse programa. 

4. CLASSIFICAÇÃO BOTÂNICA E BIOLOGIA FLORAL  

Das quase 100 espécies pertencentes ao gênero Lactuca, apenas quatro podem cruzar entre 

si, formando um grupo: a espécie domesticada L. sativa L. e as selvagens L. serriola L., L. 

saligna L. e L. virosa L., utililizadas em programas de melhoramento genético dessa hortaliça 

(Lebeda et al., 2014). A alface é uma espécie diploide com 2n=2x=18 cromossomos e com um 

genoma de 2.7 Gb, um dos maiores do reino vegetal (Arumuganathan & Earle, 1991; The 

Lettuce Genome Sequencing Consortium, http: //lgr.genomecenter.ucdavis.edu)  
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  A alface apresenta inflorescência do tipo capítulo composta por aproximadamente 10 a 25 

floretes ou flores. Cada flor apresenta um óvulo que, subsequentemente, formará um só aquênio. 

Devido aos dispositivos botânicos presentes na estrutura floral, a alface é uma espécie 

estritamente autógama. Dependendo da temperatura e da luminosidade do ambiente, o conjunto 

de flores do capítulo abre na parte da manhã, a partir das oito horas, e se fecham após as dez. No 

período de duas horas da antese, o pistilo se diferencia e, ao passar pelo tubo de anteras, é 

autopolinizado (dispositivo botânico de cleistogamia). Por esse motivo, não existe a produção 

comercial de sementes híbridas de alface, devido à sua biologia floral. Para realizar as 

hibridações (cruzamentos) artificiais controlados, os floretes do capítulo devem ser 

despolinizados (= emasculação parcial) via limpeza com jatos de água. Esse método não garante 

100% de eficiência, resultando, ainda, em frequências variáveis de sementes autofecundadas. 

Após, os floretes são secados e polinizados com o pólen de outra cultivar de interesse. Após o 

cruzamento, a flor que recebeu o pólen é identificada com os dados dos cruzamentos (Sala et al., 

2014). Portanto, a superação dos dispositivos botânicos de autogamia representa um fator 

determinante na formação de populações segregantes dos programas de melhoramento genético 

da alface. 

5. DOENÇAS DA ALFACE  

Mais de 75 doenças da alface causadas por bactérias, fungos, nematóides e vírus já foram 

relatadas no mundo. Segundo Blacard et al. (2006) e Lopes et al. (2010) as doenças da parte 

área que mais causam danos a alface durante o seu ciclo produtivo são: Mancha bacteriana 

[Pseudomonas cichorii (Swinglle) Stapp], Míldio [Downy Midew-Bremia lactucae Regel], 

Antracnose [Microdochium panattonianum (Berl.)], Septoriose [Septoria lactucae Passerini], 

Mancha de cercóspora [Cercospora longissima (Cugini.) Sacc.], Podridão de botrytis [Botrytis 
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cinerea Pers], Oídio [Powdery mildew – Golovinomyces cichoraceatum sensu stricto = Erysiphe 

cichoracearum DC)], Mancha bacteriana [Xanthomonas campestris pv. vitians (Brown) Dye], 

Mosaico [Lettuce mosaic virus-LMV], Vira-cabeça [várias espécies: (Tomato spotted wilt virus – 

TSWV), (Tomato chlorotic spot virus – TCSV) e (Groundnut ringspot virus – GRSV)], 

Mosqueado [Lettuce mottle virus – LeMoV] e Engrossamento-das-nervuras [(Big-vein-Lettuce 

big vein virus – LBVV) e (Mirafiori lettuce big-vein virus – MLBVV)], Lettuce Dieback 

[Tomato bushy stunt virus – TBSV e Lettuce necrotic stunt virus – LNSV] e  outras viroses 

[(Cucumber mosaic virus – CMV) e (Turnip mosaic virus –  TuMv)]. 

As doenças que afetam a raiz e o caule limitantes para o cultivo da alface são: Pythium 

spp., Sclerotinia minor Jagger, S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, Rhizoctonia solani Khun, 

Thielaviopsis basicola (Berk.& Broome) Ferraris, Podridão-mole [Pectobacterium spp. ou 

Dickeya = Erwinia spp (Jones) Waldee], Nematóide das galhas [Meloidogyne spp.], Root downy 

Midew [Plasmopara lactucae-radicis (Stang. & Gilbn)], murcha de vertícilio [Verticillium 

dahliae Kleb]   e Murcha de fusário [Fusarium oxyporum Schlechtend.:Fr. f. sp. lactucae Matuo 

& Motohashi – FOLAC] (Blacard et al., 2006;  Lopes et al., 2010). 

6.  A MURCHA DE FUSÁRIO DA ALFACE 

A murcha de fusário ou fusariose (causada por raças do fungo Fusarium oxysporum, 

Schlenchtend. f. sp. lactucae Matuo & Motohashi) é uma das doenças economicamente mais 

importantes da alface ao redor do mundo. Os danos na produção podem variar de 20 a 70%, 

dependendo da cultivar, das práticas de manejo adotadas e das condições ambientais (Pasquali et 

al., 2005; 2007). Os sintomas iniciais dessa doença são um amarelecimento foliar e/ou redução 

do crescimento. Com o progresso da doença, as folhas mais velhas podem murchar totalmente, 

levando ao colapso e morte da planta. Cortes no sentido vertical do caule de plantas doentes 
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permitem a visualização de uma coloração marrom intensa nos vasos condutores que aparece 

como resultado da reação da planta hospedeira à colonização e produção de toxinas pelo fungo F. 

oxysporum f. sp. lactucae (FOLAC) (Fujinaga et al., 2001; Garibaldi et al., 2004b; Scott et al., 

2010). 

A fusariose da alface tem uma ampla distribuição geográfica já foi relatada no Japão 

(Matuo & Motohashi, 1967), nos Estados Unidos (Hubbard & Gerik, 1993), em Taiwan 

(Huang & Lo, 1998), no Irã (Millani et al., 1999), na Itália (Garibaldi et al., 2002), em Portugal 

(Pasquali et al., 2007), no Brasil (Ventura & Costa, 2008; Cabral et al., 2012) e, mais 

recentemente, na Argentina (Malbrán et al., 2014) e na Holanda (Gilardi et al, 2016). Quatro 

raças de FOLAC foram identificadas, sendo que a raça 1 é a mais disseminada em todo o mundo, 

com relatos na Itália, em Portugal, nos EUA (Pasquali et al., 2005) e no Brasil (Cabral et al., 

2014). O Japão é o único país onde três raças (1, 2 & 3) já foram registradas (Fujinaga et al., 

2001, 2003; Yamauchi et al., 2004). Fora do Japão, a raça 3 foi relatada apenas em Taiwan (Lin 

et al., 2014). A raça 4 foi recentemente reportada na Holanda (Gilardi et al., 2016). 

A determinação de raças de FOLAC se baseia na capacidade dos isolados induzirem (ou 

não) sintomas em um conjunto de cultivares de alface diferenciais ou diferenciadoras (Ogiso et 

al., 2002; Fujinaga et al., 2003), e que consiste em uma abordagem trabalhosa e demorada, 

envolvendo a produção de mudas, produção de inóculo, inoculação controlada e avaliação da 

resposta das plantas.  

No gênero Fusarium, a identificação de espécies baseada exclusivamente em características 

biológicas ou morfológicas representa um enorme desafio que, em geral, resulta em 

classificações imprecisas. O gênero Fusarium é especialmente difícil para taxonomistas devido à 

ausência de características morfológicas informativas e a instabilidade fenotípica de várias das 

características de valor no diagnóstico que são fortemente afetadas pelas condições de cultivo in 
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vitro ou in vivo (Fravel et al., 2003). Neste sentido, o desenvolvimento de marcadores 

moleculares baseados em PCR para determinação de raças de FOLAC tem se mostrado muito útil 

para aumentar a precisão do diagnóstico e para permitir a análise em larga escala de coleções de 

isolados, uma vez que são menos trabalhosos e abreviam, consideravelmente, o tempo de 

obtenção dos resultados (Pasquali et al., 2007; Mbofung & Pryor, 2010), incluindo a 

amplificação do DNA com marcadores do tipo Sequence characterized amplified region – SCAR 

(Lievens et al., 2008). Um destes marcadores (Pasquali et al., 2007) foi desenvolvido em regiões 

entre retrotransposons, os chamados Long Terminal Repeats (LTRs). Essa região denominada 

Han foi encontrada distribuída em todo o genoma de Fusarium (Huan-Van et al., 2000). Estudo 

realizado por Cabral et al. (2014) demonstrou que o par de primers Hani e Hanilatt3rev pode ser 

utilizado para identificar isolados brasileiros de FOLAC raça 1. Outros métodos utilizados para 

diferenciar e identificar populações de FOLAC, como a amplificação de uma região codificadora 

do fator de elongação-1α (TEF-1α), de uma região da pequena subunidade mitocondrial (mtSSU 

rDNA) e a região espaçadora intergênica do DNA ribossômico (IGS) (Mbofung et al., 2007). A 

região IGS é particularmente adequada para estudos de relações intra-específicas de F. oxyporum, 

por ser muito informativa (Mbofung et al., 2007; Srinivasan et al., 2010). 

Está bem estabelecido na literatura que as distintas formae speciales de F. oxysporum são 

eficientemente transmitidas por sementes (Mbofung et al., 2010; Sousa et al., 2015). De fato, a 

detecção de isolados de FOLAC raça 1 em vários países geograficamente distantes em um 

período de tempo relativamente curto sugere a sua recente dispersão mundial tenha ocorrido 

principalmente via sementes infectadas (Garibaldi et al., 2004a). Da mesma forma, a presença 

da raça 1 de FOLAC em distintas regiões produtoras de alface do Brasil sugere que este patógeno 

pode ter sido introduzido e disseminado dentro do país por meio de sementes 
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infectadas/infestadas. Este fato é preocupante e alerta para a necessidade de um melhor controle 

fitossanitário das sementes importadas pelo Brasil. 

O controle da murcha de fusário da alface através do uso de fungicidas ou da desinfestação 

dos solos com produtos químicos é, geralmente, pouco eficiente e inviável em termos 

econômicos e/ou ambientais. Estratégias de controle biológico estão sendo implementadas com 

isolados não patogênicos de F. oxysporum e com outros microrganismos antagônicos tais como 

Tricoderma harzianum (Innocenti et al., 2014). 

Adicionalmente, a presença de fungos no solo pode ser controlada pela manipulação do 

ambiente por meio da utilização da solarização, da fumigação do solo e da rotação de cultura para 

reduzir os níveis de inóculo do solo (Matheron, 2015). A persistência de FOLAC no solo pode 

não ser afetada se as culturas empregadas em sistemas de rotação com alface permitirem o 

desenvolvimento ou a sobrevivência do patógeno (Gordon & Koike et al., 2015). Pesquisas 

realizadas por Scott et al. (2013) mostraram que FOLAC pode colonizar raízes de tomate, 

melancia, algodão, brócolis e espinafre sem causar sintomas da doença. De qualquer forma, a 

medida de rotação de cultura é de pouca eficiência, uma vez que é um fungo de solo, podendo 

sobreviver no campo por 10 anos ou mais, mesmo na ausência do hospedeiro, uma vez que pode 

crescer em matéria orgânica.  

Por essas razões, as táticas de manejo mais eficazes da doença se baseiam em estratégias de 

prevenção e incluem: uso de sementes isentas do patógeno, uso de material propagativo sadio, 

remoção de solo contaminado, limpeza prévia de tratores, equipamentos agrícolas, tubos de 

irrigação, equipamentos de colheita e calçados. No entanto, a estratégia preferencial de prevenção 

e controle da doença é o uso de cultivares resistentes (Gordon & Koike et al., 2015).  

O conhecimento sobre a variabilidade genética de FOLAC no Brasil é uma importante 

informação para o melhoramento genético visando incorporar fatores (alelos) de resistência que 
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sejam efetivos contra todas as variantes (raças) desse patógeno. Isso subsidiará o 

desenvolvimento de cultivares com um espectro de resistência mais amplo, podendo prevenir 

problemas relacionados com potenciais surtos epidêmicos causados por variantes desse patógeno, 

ainda não reportadas no Brasil (Cabral & Reis, 2013). Essa informação também é importante 

para os produtores e extensionistas, orientando-os na seleção e escolha de cultivares resistentes e 

com melhor adaptação a uma dada região produtora (Cabral & Reis, 2013). A transmissão do 

fungo através de sementes e as perdas econômicas causadas pela fusariose também indicam a 

necessidade dos programas de melhoramento genético implementarem estratégias de 

‘piramidação’ de fatores genéticos distintos (do tipo raça-específicos) em uma única cultivar, 

incluindo, de maneira antecipatória (preemptive breeding), fatores que controlam resistência 

mesmo contra raças ainda não reportadas no Brasil. 

7. IMPORTÂNCIA DOS MARCADORES MOLECULARES NO 

MELHORAMENTO 

Um marcador genético para ser útil em programas de seleção assistida deve apresentar os 

seguintes atributos: polimorfismo com elevado nível de especificidade (para um genótipo, 

fenótipo e região genômica ou gene); estabilidade e herança simples (Collard et al., 2005; 

Collard & Mackill, 2008). Os marcadores moleculares ideais são aqueles denominados 

funcionais, ou seja, derivados ou localizados dentro dos próprios genes que controlam a 

característica de interesse.  

O mapeamento genético de uma espécie consiste na geração de um conjunto ordenado de 

informações sobre as sequências do DNA que cobrem a totalidade ou um segmento de uma 

região do genoma. O mapeamento genético estima a freqüência de cotransmissão de dois 

marcadores ou genes. As probabilidades de permutas genéticas ocorrerem entre dois marcadores 
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ou genes são menores quanto mais próximos estes estiverem localizados. Tal fato, torna possível 

ordenar linearmente a informação genética ao longo dos cromossomos. Ou seja, o mapa genético 

consiste na representação da ordem e da distância entre genes em grupos de ligação genética 

(Collard et al., 2005; Collard & Mackill, 2008).  

O emprego de marcadores moleculares propicia a seleção mais rápida de plantas superiores 

permitindo, inclusive, que novos cruzamentos possam ser realizados ainda dentro de uma mesma 

geração, aumentando significativamente a eficiência de um programa de melhoramento (Collard 

et al., 2005; Collard & Mackill, 2008). Marcadores moleculares podem ser utilizados mesmo 

que não tenham sido ainda mapeados, contanto que possam estar fortemente associados com um 

dado genótipo ou fenótipo, comprovando o seu valor de diagnóstico (Milach, 1998). 

Vários genes de resistência a doenças foram isolados/clonados, utilizando as estratégias de 

mapeamento genético/físico de alta resolução. Esse tipo de trabalho tem o objetivo de encontrar 

marcadores moleculares próximos (= ligados) ao gene de interesse, saturando com o maior 

número possível de marcadores a região do genoma onde o gene candidato se localiza. Esse 

processo foi acelerado/facilitado em algumas espécies de plantas cujos genomas completos já 

estão disponíveis (Collard et al., 2005). Desta forma, a informação sobre a estrutura de genes de 

resistência a fungos possibilita o estabelecimento de métodos mais simplificados e eficientes, 

baseados na identidade de sequência com genes homólogos/análogos, visando a busca dos “genes 

candidatos” (Collard et al., 2005; Michelmore et al., 2013).  

8. SISTEMAS DE MARCADORES MOLECULARES NO MELHORAMENTO 

GENÉTICO 

Diversos tipos de sistemas de marcadores moleculares são empregados na alface, incluindo, 

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized Amplified 
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Regions), AFLP (Amplified fragment length polymorphism), CAPS (Cleaved Amplified 

Polymorphic Sequence), SSR (Simple Sequence Repeats – Microssatélites) e SNPs (Single 

Nucleotide Polymorphisms) (Kesseli et al., 1991; Jeuken et al.; 2001; Truco et al., 2007; 

Simko, 2009). Alguns marcadores foram encontrados em estreita ligação com segmentos 

genômicos contendo fatores que controlam importantes características de interesse para o 

melhoramento da alface, incluindo genes de resistência a doenças (Simko, 2013).  

O sistema de marcadores RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), baseado na 

PCR, foi utilizado em vários estudos genéticos (Castagnone-Sereno et al., 1994; D’Andrea et 

al., 2008). Os marcadores RAPD são predominantemente dominantes de natureza binária 

(presença ou ausência de bandas ou amplicons) (Ferreira & Grattapaglia, 1998). A análise via 

RAPD, além de utilizar pequenas quantidades de material genético (6-30 ng de DNA), não 

necessita do conhecimento prévio do genoma ou do fenótipo a ser estudado (Williams et al., 

1990). As principais limitações dos marcadores RAPD é o baixo conteúdo de informação 

genética gerado em cada análise e a baixa reprodutibilidade dos resultados. 

Os marcadores baseados nas regiões amplificadas de sequências caracterizadas (Sequence 

Characterized Amplified Regions – SCAR) foram desenvolvidos como o objetivo de eliminar 

algumas das desvantagens dos marcadores RAPD. O marcador SCAR é um fragmento de DNA 

genômico em um locus específico que é identificado por amplificação em PCR, usando-se um par 

de primers específicos (Sakiyama, 1993). Se um fragmento amplificado por meio do RAPD for 

de interesse, ele é clonado e as suas duas extremidades, sequenciadas. Essas informações são 

utilizadas para a construção de dois primers específicos com aproximadamente 24 nucleotídeos, 

que resultam em amplificação reproduzível desses loci quando altas temperaturas de anelamento 

são utilizadas. As vantagens dos marcadores SCAR sobre os marcadores RAPD é que eles 

detectam de maneira específica somente um locus; sua amplificação é menos sensível às 
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condições experimentais/laboratoriais e podem ser potencialmente transformados em marcador 

codominante. 

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) são fragmentos de DNA amplificados 

via PCR, utilizando-se primers específicos (20 a 30 pb), seguido da digestão (clivagem) com 

endonucleases de restrição que relevam polimorfismos internos de um amplicon inicialmente 

identificado como sendo não-polimórfico em análises convencionais via PCR. As principais 

vantagens dos marcadores CAPS são a codominância e a alta reprodutibilidade e a principais 

desvantagens são a necessidade de conhecimento prévio de sequência de DNA para a construção 

dos primers e para a escolha das endonucleases de restrição (Faleiro, 2007). 

Os microssatélites são conjuntos de sequências (geralmente de dois a seis nucleotídeos de 

comprimento) originadas por arranjos de repetições em tandem. O polimorfismo desses 

marcadores caracteriza-se pela variação do número dos elementos repetidos presentes na região. 

Essa variação no número de elementos repetidos ocorre, geralmente, devido aos erros da DNA 

polimerase durante o processo de replicação e reparo da molécula de DNA (Studart, 2001). O 

emprego de primers específicos flanqueando o segmento variável do microssatélite permite a sua 

amplificação e detecção dos polimorfimos, gerando amplicons de tamanhos diferentes. As 

principais vantagens dos marcadores microssatélites são a codominância, alta reprodutibilidade 

dos resultados e o elevado nível de polimorfismos devido à sua alta frequência de mutação e 

abundância na maioria dos genomas vegetais (Morgante et al., 1993; Milach, 1998; Matioli, 

2001). 

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) são marcadores moleculares de DNA utilizados 

para identificar mutações/polimorfismos de base individual (Ansari et al., 2015). Com a 

crescente disponibilidade de bancos de dados de sequências, principalmente de ESTs (Expressed 

Sequence Tags), tem cada vez mais aumentado o ritmo de desenvolvimento e utilização de 
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marcadores SNPs. O desenvolvimento de marcadores do tipo SNPs necessita do aporte de 

informações de sequenciamento do DNA para o desenho de primers. As variações do tipo SNP 

são caracterizadas por substituições ou deleções/inserções (coletivamente chamadas de Indels) de 

um único nucleotídeo. Estas classes de mutações são as formas de variação mais frequentemente 

encontradas nos diferentes genomas vegetais. As vantagens atribuídas aos SNPs para estudos 

genéticos são evidenciadas pela sua enorme aplicação em algumas espécies vegetais tais como 

Arabidopsis (Schmid et al., 2003), Zea mays (Bhattramakki et al., 2002) e Eucalyptus 

(Grattapaglia et al., 2011). 

 A aplicação das tecnologias coletivamente denominadas como next-generation sequencing 

(NGS) tem propiciado enormes avanços na caracterização de genomas vegetais alavancando os 

sistemas de genotipagem em larga escala disponíveis para os programas de melhoramento. Uma 

das estratégias derivadas dos sistemas NGS é a chamada genotipagem via sequenciamento – 

genotyping-by-sequencing (GBS) que permite ampliar de maneira significativa a descoberta de 

marcadores moleculares (especialmente SNPs e Indels) ligados com características de interesse 

agronômico. A estratégia de GBS envolve a digestão do DNA genômico da espécie vegetal de 

interesse com enzimas de restrição (otimizadas para cada espécie) seguida de uma reação de 

ligação com adaptadores do tipo barcode que são empregados como moldes para ensaios de PCR 

e posterior sequenciamento do conjunto do DNA genômico amplificado. Esses barcordes 

permitem rastrear as sequências geradas de cada amostra (Craig et al., 2008). Os dados gerados 

pela estratégia GBS são posteriormente processados e analisados em plataformas de 

bioinformática. Várias plataformas NGS, como a Roche 454 FLX Titanium (Thudi et al., 2012), 

a Illumina MiSeq e HiSeq 2500 (Bentlley et al., 2008), Hiseq 3000 (Boland et al., 2013) e a Ion 

Torrent PGM (Rothberg et al., 2011) foram utilizadas (Deschamps et al., 2012; Quail et al., 

2012) (Tabela 1).  



 

 18 

  

 

 

 Tabela 1.  Comparação das tecnologias e plataformas de next-generation sequencing. 

Plataforma de sequenciamento Read Length (bp) Reads per Run 

Roche 454 FLX Titanium  ~ 800 ~ 1 milhão 

Illumina Miseq 2 x 250
a
 ~ 1 milhão 

Illumina Hiseq 2500 2 x 100
a
 ~3.0 milhões 

Ion Torrent PGM 100 ~ 1 milhão 

Illumina Hiseq 3000 2 x 150
a
 ~ 2.5 bilhões 

 
a
Paired-end read sequencing 

 

Os avanços nas metodologias de NGS têm propiciado uma redução considerável nos custos 

de sequenciamento de DNA (Elshire et al., 2011). Esse sistema de última geração pode produzir 

centenas de milhões a centenas de bilhões de sequências simultaneamente, permitindo o 

desenvolvimento de marcadores em escala industrial. Os principais aspectos positivos deste 

sistema incluem: baixo custo, demanda por uma menor quantidade de DNA purificado, seleção 

do tamanho dos fragmentos, um número menor de etapas de PCR e purificação, não apresentam 

limites de sequência de referência, contam com código de barras eficiente e fácil para ampliação 

(Davey et al., 2011). Esse método está se tornando cada vez mais importante como uma 

ferramenta eficaz na seleção assistida em uma variedade de espécies de plantas (Elshire et al., 

2011). A construção de bibliotecas de GBS é baseada na redução da complexidade do genoma 

com enzimas de restrição (Elshire et al., 2011). Essa abordagem é simples, rápida, extremamente 

específica, altamente reproduzível, podendo chegar a importantes regiões do genoma que são 

inacessíveis a outras abordagens de captura de sequência. A escolha de enzimas de restrição 

apropriadas pode evitar regiões repetidas do genoma e regiões com um número menor de cópias 
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podem ser alvo com uma eficiência duas a três vezes maior (Gore et al., 2009), o que minimiza 

problemas de alinhamentos computacionais em espécies com níveis elevados de diversidade 

genética. 

 Devido a esse conjunto de características, a estratégia GBS é empregada em um variado 

grupo de estudos genéticos, incluindo os chamados genome-wide association studies (GWAS), 

diversidade genômica, desenvolvimento de marcadores moleculares, identificação de regiões 

genômicas contendo genes candidatos e características quantitativas (QTLs) de interesse 

(Deschamps et al., 2012; He et al., 2014). Esse conjunto de informações pode ser convertido em 

marcadores de interesse para sistemas aplicados de seleção de indivíduos superiores, combinando 

múltiplas características de interesse.  

Em alface, avanços significativos estão sendo feitos utilizando a estratégia GBS. O 

desenvolvimento de mapas genéticos extremamente densos (i.e. com um número elevado de 

marcadores) tem permitido a localização genômica/isolamento de genes e o uso de diversos 

marcadores moleculares em programas de melhoramento com seleção assistida (Truco et al., 

2013). A Universidade da Califórnia, em Davis, é a instituição com as maiores e mais relevantes 

contribuições no desenvolvimento de marcadores derivados de NGS em alface e espécies 

selvagens (silvestres) geneticamente relacionadas (Stoffel et al., 2012; Atkinson et al., 2013; 

Truco et al., 2013).  

9. RESISTÊNCIA DE PLANTAS A DOENÇAS 

A interação planta-patógeno envolve longos processos co-evolucionários que podem 

resultar no estabelecimento, por parte da planta hospedeira, de mecanismos de percepção dos 

agentes patogênicos e de ativação de sinais que podem ser convertidos em respostas de defesa 

específicas (ou não). Enfrentando a pressão seletiva imposta pelos patógenos, as plantas 
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desenvolveram mecanismos genéticos para defesa pós-invasão, cujos produtos gênicos detectam 

direta ou indiretamente os efetores específicos do patógeno e desencadeiam respostas eficazes de 

defesa (Michelmore et al., 2013). Essa indução de sinalização de defesa da planta via 

reconhecimento de efetores específicos do patógeno é feita por conjuntos variados de produtos 

gênicos condificados por genes referidos como genes R (= resistência). Numerosos genes de 

resistência (R) já foram caracterizados e estão sendo, muitos deles, eficientemente utilizados em 

programas de melhoramento genético vegetal (Gururani et al., 2012). 

O emprego de cultivares resistentes é a alternativa mais conveniente quando comparada 

com outras medidas de controle. Os benefícios de usar fatores de resistência incluem a redução 

eficiente do crescimento e propagação do patógeno, a redução de danos para a planta hospedeira, 

redução de agrotóxicos e, sobretudo, a produção de alimentos mais saudáveis. Além disso, é uma 

tecnologia fácil de ser adotada, uma vez que já vem imbutida na semente. O controle eficiente e 

sustentável de uma gama de patógenos como bactérias, fungos, oomicetos, vírus, nematóides e 

insetos é uma exigência para todos os sistemas agrícolas (Gurunani et al., 2012).  

O melhoramento genético com base em genes de resistência está sendo otimizado através 

da incorporação de técnicas moleculares e biotecnológicas. A genética de resistência a patógenos 

é intensamente estudada em muitas espécies vegetais (Michelmore et al., 2013). Com base na 

herança, a resistência é frequentemente classificada como monogênica (dominante ou recessiva) 

ou poligênica. Altos níveis de resistência contra raças específicas de um patógeno são 

controlados por um ou poucos genes, muitas vezes de grandes efeitos fenotípicos e de alta 

penetrância que tendem a ser estáveis em diversas condições ambientais. Esse tipo de resistência 

refere-se à monogênica ou resistência de gene maior (que engloba grande parte dos genes R) 

(Michelmore et al., 2013). Entretanto, nem toda resistência monogênica confere imunidade 

completa. Níveis parciais ou intermediários na resistência são também observados em distintos 



 

 21 

patossistemas. Algumas vezes os genes R se mostram sensíveis às condições ambientais (Zhu et 

al., 2010). A resistência de caráter poligênico é determinada por genes menores (= de reduzido 

efeito fenotípico) múltiplos genes ou loci de características quantitativas, resultando em 

diferentes níveis de completa e incompleta resistência (Michelmore et al., 2013). 

O desenvolvimento de novas abordagens para a proteção genética das culturas contra 

fitopatógenos demanda contínuos avanços no entendimento dos mecanismos moleculares que 

regulam os níveis de resistência da planta. Segundo Jones & Dangl (2006), as ferramentas 

moleculares e genômicas têm possibilitado dissecar as principais estratégias e mecanismos 

empregados pelo chamado “sistema imunológico vegetal”, a saber: PAMP (padrões moleculares 

associados a agentes patogênicos)-triggered immunity (PTI) e o effector-triggered immunity 

(ETI).  

10. RESISTÊNCIA BASAL E RESISTÊNCIA MEDIADA POR GENES R 

As plantas possuem dois tipos gerais de resistência a doenças: a defesa basal e a defesa 

mediada por genes R. A defesa basal, constituída por resistência do tipo ‘não hospedeira’ e 

‘hospedeira’, representa a primeira linha de defesa contra a infecção por uma ampla gama de 

patógenos. A defesa basal envolve interações entre receptores de reconhecimento padrão (pattern 

recognition receptors – PRRs), como por exemplo, receptor-like kinases (RLKs) e o receptor-

like proteins (RLPs). Esses se localizam na matriz extracelular ou na membrana plasmática 

(Jones & Dangl, 2006; Dangl et al., 2013), e possuem a capacidade de reconhecimento dos 

PAMPs.  

Geralmente, a resistência ‘hospedeira’ é especifica de uma cultivar ou de um acesso, 

enquanto a resistência ‘não hospedeira’ se manifesta contra uma ampla gama de potenciais 

agentes patogênicos em todos os membros de uma dada espécie de planta (Heath, 2000). 
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Elicitores de defesa basal podem ser derivados da degradação da parede celular da planta 

hospedeira (que são liberados pela atividade hidrolítica das enzimas secretadas por patógenos 

invasores), mas também identificam características comuns dos diferentes grupos de patógenos, 

referidos como os PAMPs (Nürnberger et al., 2004).  

Os PAMPs representam uma gama variável de moléculas contendo epítopos microbianos 

primordiais na sobrevivência ou aptidão de um dado grupo de patógenos, como, por exemplo, 

lipopolissacarídeos, quitinas, β-glucanos, peptidoglicanos, fator Tu de alongamento bacteriano, 

flagelina e ergosterol (Schwessinger et al., 2008). O termo padrões moleculares associados a 

micro-organismos (MAMPs) também pode ser empregado, visto que essas moléculas podem 

também ocorrer em microorganismos não patogênicos (Jones & Dangl, 2006; Boller & Felix, 

2009). Essas interações promovem a PAMP-triggered immunity (PTI), que compreende a 

ativação de uma MAP (que é uma proteína associada com a mitogênese ou com capacidade de 

iniciar o processo de divisão celular), cascatas de proteínas quinases (enzimas que catalização a 

transferência de grupos fosfatos) e ativação de fatores de transcrição WRKY (TF). Essas 

alterações fisiológicas e bioquímicas impedem a colonização do patógeno e conferem um 

espectro de resistência efetivo contra a maioria dos patógenos em potencial. O PTI também inclui 

mudanças no fluxo de íons em todo o plasmalema, rápida produção de espécies ativas de 

oxigênio e indução de genes de defesa (Michelmore et al., 2013).  

Quando os patógenos conseguem ter sucesso na superação do PTI, uma segunda linha de 

defesa do sistema ‘imunológico’ vegetal pode evoluir e se manifestar: a chamada ETI (effector-

triggered immunity). Genes de avirulência do patógeno evoluem de acordo com a espécie, a raça, 

formae especiales, os patotipos ou mesmo de acordo com efetores de avirulência de estipes que, 

após a secreção e translocação dentro da célula hospedeira, interferem ou desativam a sinalização 

da PTI, tornando as plantas suscetíveis ao patógeno, resultando da suscetibilidade do tipo 
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effector-triggered susceptibility (ETS) (Gohre & Robatzek, 2008). Desta forma, diferem-se dos 

PAMPs, pois atingem especificamente os mecanismos de defesa do hospedeiro. Dentro da ETI, 

encontra-se o modelo gene-a-gene e o modelo de Guarda. 

Fitopatógenos produzem certas moléculas chamadas "efetores", que são codificadas pelos 

genes da avirulência (Avr) do patógeno. Os produtos dos genes de avirulência são liberados 

diretamente nas células da planta durante a fase inicial da infecção. Esses efetores podem alterar 

o estado fisiológico da planta hospedeira, a fim de beneficiar a colonização do patógeno ou serem 

utilizados para inteferir negativamente ou mesmo desativar as respostas de defesas das plantas 

(Hammond-Kosack et al., 2007). No entanto, as plantas têm desenvolvido uma forma adicional 

de imunidade que é baseada na percepção desses efetores por proteínas de resistência do 

hospedeiro codificadas pelos genes R (Nimchuk et al., 2003).  

Os genes R são altamente polimórficos e possuem distintas especificidades de 

reconhecimento dos diferentes patógenos e variantes de patógenos. Normalmente, os genes R 

ocorrem como parte de uma família gênica em agrupamentos físicos (= clusters) que evoluíram 

via eventos de duplicação e recombinação. Em geral, cada gene R confere resistência a um 

patógeno específico. A forma de atuação deste mecanismo de defesa se adequa dentro do modelo 

clássico de gene-a-gene proposto por Flor (1971). Neste modelo, o gene R funciona como um 

receptor que é ativado ao receber um sinal externo, induzindo e/ou ativando uma cascata de sinais 

que são traduzidos para que se obtenha uma resposta de defesa. Essa resposta pode ser local, 

havendo uma reação local de hipersensibilidade (HR) na qual ocorre a morte programada de 

células no sítio inicial da infecção ou pode se apresentar como uma resposta sistêmica (Flor, 

1971).  

Um mecanismo associado de maneira consistente com o ‘disparo’ de reações de 

hipersensibilidade é a geração de intermediários reativos de oxigênio (Reactive Oxygen 
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Intermediates) (ROIs) e de espécies ativas de oxigênio (EAOs), que envolvem a 

produção/liberação de superóxido (O2) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Esses eventos em 

associação com a produção coordenada de óxido nítrico (NO) são coletivamente denominados de 

‘explosão oxidativa’ celular (Grant & Loake, 2000). Essas alterações bioquímicas 

desempenham um papel crucial na ativação dos mecanismos de resistência a doenças em plantas. 

A explosão oxidativa associada com a HR é parte de um complexo sistema integrado de 

sinalização que envolve também a participação do ácido salicílico (AS) e alterações nos níveis de 

Ca2
+ 

citosólico para desencadear mecanismos de defesa (Resende et al., 2003). Ocorre também 

no processo um acúmulo de fito-hormônios, especialmente o ácido jasmônico e o etileno. 

Modificações estruturais envolvem o espessamento da parede celular, produção de fenóis, ação 

de lipoxigenases, formação de fitoalexinas e indução da expressão de proteínas PR 

(Pathogenesis-related proteins) (Hammond-Kosak & Parker, 2003). Esses eventos podem 

desencadear, posteriormente, uma resposta generalizada e de longa duração, prolongando-a de 

forma sistêmica e atuando mesmo longe do sítio de infecção (= Resistência Sistêmica Adquirida). 

Um exemplo de HR em total conformidade com a hipótese gene-a-gene é fornecida por 

uma das mais caracterizadas interações planta-patógeno, entre a alface e o agente patogênico 

Bremia lactucae Regel, causando a doença denominada míldio da alface. Mais de 25 Dm (Downy 

mildew resistance) genes controlando resistência a B. lactucae foram identificados, sendo que a 

maioria deles apresenta caráter dominante (Crute & Johnson, 1976; Farrara et al., 1987; Ilott 

et al., 1987; Michelmore et al., 2009).  

O outro modelo para ação dos genes de defesa vegetal denomina-se como “modelo guarda” 

(Holt III et al., 2003). De acordo com essa teoria, a proteína R interage, ou “guarda”, uma 

segunda proteína denominada “guardee”, que é alvo da proteína Avr do patógeno invasor. Neste 

modelo, a ocorrência de interações envolvendo a proteína “guardee” serve como sinal para ativar 
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a resistência mediada por genes R (Marathe & Dinesh-Kumar, 2003). Por exemplo, em 

Arabidopsis thaliana, a proteína RPM1, codificada por um gene de resistência a Pseudomonas 

syringae pv. tomato, não se relaciona diretamente com a sua proteína Avr correspondente 

(avrRPM1). Nessa situação, ocorre a indução da proteína RIM4, a qual interage com a avrRPM1. 

Essa interação sinaliza para RPM1 que, por sua vez, desencadeia uma resposta de 

hipersensibilidade (HR) (Mackey et al., 2002). Da mesma maneira, o gene Cf-2 de tomate que 

condiciona resistência ao fungo Cladosporium fulvum (que expressa Avr2) também necessita da 

expressão de um segundo gene (proteína RCR3) (Krüger et al., 2002), o que reforça o valor 

biológico desta hipótese (Pinto et al., 2010). 

11. MECANISMOS ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DE GENES DE 

RESISTÊNCIA CARACTERIZADOS EM PLANTAS. 

Os genes de resistência caracterizados até o momento são classificados em grupos ou 

famílias gênicas que possuem regiões filogeneticamente conservadas, denominadas motivos 

(motifs) ou domínios (domains), os quais podem incluir proteínas ricas em leucina (Leucine-rich 

repeats – LRR), sítios de ligação a nucleotídeos (Nucleotide binding sites – NBS), estruturas 

complexas envolvendo a combinação de estruturas do tipo NBS-LRR ou ainda genes 

combinando domínios para localização em membranas (= transmembrane domains) e repetições 

ricas em leucina (TM-LRR) (Hammond-Kosack & Jones, 1997). 

Outros estudos têm identificado diferentes motivos/domínios relacionados aos mecanismos 

de resistência em plantas, incluindo repetições de pentatricopeptideo e peroxidases (Staskawicz 

et al., 1995; Liu et al., 2007). Em alguns genes os domínios NBS-LRR podem apresentar 

organizações estrutrais mais complexas aparecendo em associação com outros domínios como, 

por exemplo, TIR (Toll interleucine receptor)-NBS-LRR (sigla TNL) ou não TNL/coiled-coil-
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NBS-LRR (sigla CNL). Os alvos dos genes das classes TNL e CNL são especificamente 

proteínas efetoras patogênicas no interior da célula hospedeira, que caracteriza as respostas do 

tipo ETI – effector-triggered immunity.  

Da mesma forma, os TM-LRRs podem ser divididos em duas classes: receptores do tipo 

quinase (Receptor-like kinases – RLKs) ou proteínas do tipo receptoras (Receptor-like protein-

RLPs). RLPs e RLKs são receptores de reconhecimento padrão (PRRs) que interferem na 

associação dos padrões moleculares associados de microorganismos (PAMPs/MAMPs), 

desencadeando o sistema imunológico vegetal para permitir o reconhecimento de uma ampla 

gama de agentes patogênicos (Sekhwal et al., 2015). 

Família NBS-LRR: Nucleotide Binding Site – Leucine Rich Repeats: Os genes da classe 

NBS-LRR consistem, estruturamente, em uma extremidade N-terminal variável, uma ligação 

conservada de nucleotídeos de domínio interno (NB)-ARC, e um carboxi-terminal altamente 

polimórfico com múltiplas repetições ricas em leucina (LRRs) (Sekhwal et al., 2015). Os NBS-

LRR podem ser classificados em dois grandes grupos: o TNL e o CNL, baseados na presença ou 

ausência de receptor TOLL/interleucina-1 (TIR), que mostram homologia com domínios de 

sinalização de Drosofila (Toll) e um interleucina (IL) basal de mamíferos ou coiled coil (CC) 

(cauda espiralada) no N-Terminal. NBS-LRR é a família mais conhecida, pois todos os os genes 

integrantes desta família estão relacionados de alguma forma a resistência de plantas a fatores 

bióticos. Os genes que codificam NBS-LRR estão, normalmente, localizados em agrupamentos 

físicos (clusters) nos genomas vegetais como resultado de eventos de duplicação de segmentos de 

linhagens específicas, seguidos por eventos de rearranjos locais (Zhang et al., 2014). A expansão 

de clusters individuais ocorre através da duplicação em tandem, originados de crossing-overs 

desiguais (Richly et al., 2002; Meyers et al., 2003; Zhou et al., 2004). A complexidade desses 

clusters também é afetada pela perda de genes ou de função de genes e também de ganhos de 
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função de genes através da seleção natural, em um processo referido como “nascimento-e-morte” 

(Michelmore & Meyers 1998; Mondragon-Palomino & Gaut 2005; Guo et al., 2011). Esses 

processos genéticos e evolutivos têm resultado em complexos e variáveis clusters no genoma, 

conferindo diversidade alélica e geração de novos fatores resistência contra múltiplas doenças. 

Família RLK e RLP (Receptor Like Kinase – RLK e Receptor Like Protein – RLP): Essas 

duas classes de proteínas são estruturalmente semelhantes, apresentando um peptídeo de sinal 

(SP) no início do N-terminal e domínios extracelulares de percepção do padrão microbiano 

através das repetições ricas em leucina. Apresentam também um domínio de hélice 

transmembranar (TrD) que permitem a ancoragem das proteínas na membrana plasmática. As 

RLPs diferem de RLKs pela falta de um domínio quinase intracelular. As RLPS e RLKs são 

consideradas PRRs que reconhecem elicitores, tais como lipídeos, proteínas, ácidos nucléicos e 

carboidratos (Sekhwal et al., 2015). 

Família Receptor Like Kinase – RLK: Os genes da família RLK estão envolvidos na defesa 

e também no desenvolvimento da planta. As protéinas dessa família podem ser divididas em duas 

classes principais. A primeira consiste em proteínas quinases envolvidas na interação planta-

patógeno e respostas de defesa. Por exemplo, o gene Xa21, no arroz, está envolvido na resistência 

a uma doença bacteriana causada por Xanthomonas oryzae (Xoo) e o gene Fls2 na percepção da 

flagelina em Arabidopsis thaliana. Na segunda, as proteínas estão envolvidas no 

desenvolvimento celular e no crescimento, assim como em Arabidopsis, nos genes de abscisão de 

órgãos florais (Jin et al., 2000), no desenvolvimento do meristema (clavata1) (Clark et al., 

1997) e na regulação do crescimento celular (Bri1) (Li & Chory, 1997). As proteínas quinases 

alteram estrutras e funções de proteínas-alvo, fosforilando grupos específicos de serina e 

treonina. Por sua vez a quinase receptora de histidina (RHKs) pode fosforilar resíduos de 
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histidina, por exemplo, em produtos gênicos associdados com a produção de etileno (ETR1) 

(Bleecker et al., 2000) e citoquininas (CRE1) (Inoue et al., 2001).  

Familia de genes do tipo Receptor Like Protein – RLP: Os genes desta família codificam 

proteínas que possuem um domínio LRR extracelular no N-Terminal ancorado à célula com 

pequenos domínios transmembranares. O gene Cf-9 foi o primeiro gene identificado nessa 

família, conferindo resistência à mancha foliar de C. fulvum no tomateiro. De fato, vários genes 

da família Cf pertencem à família RLP (Dixon et al., 1996, 1998). Nem todos os RLPs estão 

envolvidos na resistência a doenças, alguns desempenham um papel de desenvolvimento da 

planta, como por exemplo, o gene clavata2 (Clv2) e o gene (TMM) que estão envolvidos no 

desenvolvimento de meristema e na regulação estomática em Arabidopsis, respectivamente. 

12. OUTRAS CLASSES DE GENES DE RESISTÊNCIA 

O sistema de defesa vegetal é iniciado quando receptores extracelulares transmitem sinais 

para elementos intracelulares. Para detectar os sinais de organismos invasores, as células vegetais 

possuem sistemas de receptores TM (transmembranares) que facilitam a comunicação entre 

ambientes intra e extracelulares. Entretanto, vários receptores TM relatados não contêm domínios 

completos como observado em NBS-LRR e RLPs ou RLKs. Assim, o termo “outros genes” é 

utilizado para classificar esses genes peculiares. 

Família serina treonina quinase citoplasmática desprovida de domínio LRR (STK): Esta 

família codifica proteínas que não contêm domínios NBS-LRR. Caracteriza-se pela presença de 

uma quinase que fosforila resíduos de serina e treonina (Tang et al., 1996). Um exemplo clássico 

é o gene Pto, que, em conjunto com o gene Prf, confere resistência a algumas estipes de 

Pseudomonas syringae pv. tomato em tomate via reação de hipersensibilidade e morte celular 

programada (Frederick et al., 1998). Essa família gênica também já foi caracterizada em A. 



 

 29 

thaliana, Phaseolus vulgaris (Nomura et al., 2005) e Musa acuminata (Peraza-Echeverria et 

al., 2007).  

Família coiled coil ancorado à membrana: Os genes de resistência dessa família contêm um 

domínio transmembranar, ancorado a um domínio coiled-coil. O principal representante dessa 

família é o gene RPW8 em Arabidopsis, que codifica uma redutase localizada na membrana, com 

uma estrutura helicoidal (Xiao et al., 2001). Esse gene ativa a produção de ácido salicílico como 

estratégia de defesa e promove o acúmulo local de H2O2, provavelmente para restringir o 

crescimento do haustório e, ao mesmo tempo, reduzir o dano oxidativo às células hospedeiras, 

conferindo um amplo espectro de resistência (Xiao et al., 2003).  

13. GENES ANALÓGOS DE RESISTÊNCIA (RGAs): ESTRUTURA, FUNÇÃO & 

DIVERSIDADE  

Os genes análogos de resistência (resistance gene analogs-RGAs) são genes, pseudogenes, 

ou regiões genômicas que apresentam características estruturais similares e/ou sequências com 

identidade com os diferentes domínios conservados presentes nos genes de resistência 

caracterizados em plantas. Esta conservação estrutural apresenta um enorme interesse do ponto 

de vista genético, uma vez que sugerem que elas representem sítios de relevância biológica na 

expressão fenotípica dos genes de resistência (Bent, 1996). Com base nessa conservação 

filogenética um novo sistema de marcadores foi concebido para análises genéticas. Nesse 

sistema, um conjunto de primers degenerados foi desenhado com o objetivo de amplificar 

(usando técnicas simplificadas de PCR heterólogo) regiões análogas a genes de resistência 

(RGAs) que se encontram conservadas em várias espécies vegetais (Leister et al., 1996; 

Kanazin et al., 1996; Yu et al., 1996).  
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Em diversos trabalhos, observou-se que os marcadores do tipo RGAs co-localizam com 

genes de resistência ou os amplicons produzidos podem até mesmo representar segmentos dentro 

de genes de resistência funcionais (Hammond-Kosack & Jones, 1997). Neste sentido, o sistema 

de marcadores RGAs constitue uma ferramenta útil para a construção de mapas genéticos e em 

seleção assistida dentro de programas de melhoramento genético vegetal. A possibilidade de 

gerar um grande número de polimorfismos entre diferentes acessos de uma mesma espécie ou 

gênero também pode permitir o uso dos marcadores RGAs em sistemas de caracterização 

genética de acessos (fingerprinting) e cultivares (Hammond-Kosack & Jones, 1997).  

14. ANÁLISES DE GENES R CANDIDATOS E DE RGAs EM ALFACE 

Como mencionado, nos genomas vegetais, os genes de resistência são frequentemente 

encontrados formando agrupamentos físicos (clusters) em distintas regiões cromossomais 

(Michelmore & Meyers 1998). Um clássico exemplo do agrupamento físico de genes de 

resistência em alface é ilustrado pelo grupo de ligação LG 2 que abriga pelo menos nove Dm 

(Downy mildew resistance) genes conhecidos, incluindo o já clonado Dm3 (Meyers et al., 1998), 

que pertence à família NBS-LRR (Shenet et al., 2002).  

Análises de ESTs de alface identificaram mais de 700 genes R candidatos que apresentaram 

sequências e/ou estruturas similares as identificadas em genes de resistência já caracterizados em 

plantas (McHale et al., 2008). Estes genes podem ser classificados em quatro grandes grupos: (1) 

genes candidatos para resistência (RGCs); (2) Genes de sinalização (signaling pathway genes); 

(3) Genes associados com respostas gerais de defesa (defense response associated genes) e (4) 

fatores de susceptibilidade (susceptibility factors) (McHale et al., 2009). RGCs em alface foram 

categorizados em 20 famílias baseados nas similaridades das sequências. RGC2 é uma grande 

família gênica que inclui mais de 40 membros conferindo resistência a patógenos 
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economicamente importantes e se localizam no cromossomo 2 (Kuang et al., 2004, 2008; 

Christopoulou et al., 2015a,b). 

15. ABORDAGENS DE BIOINFORMÁTICA PARA IDENTIFICAÇÃO E 

CARACTERIZAÇÃO DE GENES DE RESISTÊNCIA E RGAs EM GENOMAS 

VEGETAIS 

O número de genes R varia muito entre espécies, por exemplo, 54 foram anotados em 

Carica papaya (Porter et al., 2009), 150 em Arabidopsis thaliana (Meyers et al., 2003), 571 em 

Medicago truncatula (Shao et al., 2014), 465 em Glycine max (Shao et al., 2014), 402 em 

Populus trichocarpa (Kohler et al., 2008), 535 em Oryza sativa (Zhou et al., 2004), 1015 em 

Malus domestica (Arya et al., 2014) e 1134 em Lactuca sativa cv.‘Salinas’ (Christopoulou  et 

al., 2015b). A prevalência dos diferentes grupos também pode variar consideravelmente, por 

exemplo, o grupo TNL apresenta ampla ocorrência em Eudicots (Primula hortensis), mas estão 

ausentes no genoma de monocotiledôneas.  

Mais recentemente, os genes de resistência e RGAs foram identificados a partir de genomas 

sequenciados utilizando ferramentas de bioinformática. Nos últimos 15 anos, mais de 50 

genomas de plantas foram sequenciados e montados e suas sequências estão sendo depositadas e 

liberadas em bancos de dados públicos como o Phytozome (Goodstein et al., 2012; Nordberg et 

al., 2014) e o EnsemblPlants FTP servers (Bolser et al., 2015). Avanços no sequenciamento de 

próxima geração são umas das abordagens mais importantes da pesquisa biológica moderna. 

Vários métodos de bioinformática foram utilizados para identificar genes de resistência e 

RGAs e predizer suas funções, incluindo alinhamento de sequências, pesquisa pelo BLAST, 

análise filogenética, análise de domínio e motivos, utilizando diversas aplicações, como o Hidden 

Markov Model (HMM) (Yoon et al., 2009), SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) (Schultz 

http://smart.embl-heidelberg.de/
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et al., 2000), o Prosite (http://prosite.expasy.org/), o  pfam (http://pfam.xfam.org/) e o 

InterProScan5 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/). 

 A identificação e a caracterização de genes de resistência e RGAs segue, geralmente, uma 

sequência de procedimentos padrões. O primeiro passo envolve a obtenção das sequências 

obtidas dos marcadores (amplicons) obtidos em ensaios de PCR com primers degenerados, 

usando como molde o DNA genômico extraído de acessos contrastantes de uma dada espécie 

vegetal. Na segunda etapa, as sequências obtidas são comparadas com as sequências disponíveis 

em plataformas tais como GenBank e PRGdb usando o algoritmo BLAST. Essa etapa visa 

confirmar e identificar a presença de potenciais genes de resistência candidatos. Na terceira etapa, 

ferramentas de software são empregadas para identificar os diferentes domínios, motivos 

conservados e produzir alinhamentos. No último passo, é realizada uma classificação dos genes R 

candidatos de acordo com seu domínio e motivos ou a suas combinações. 

Até o momento, não há ferramentas de bioinformática padronizadas e critérios consistentes 

que foram empregados em estudos individuais. Além disso, ferramentas de software individuais 

têm suas próprias vantagens e limitações para identificar os diferentes domínios dos genes R. Um 

pacote de software mais abrangente, capaz de integrar ferramentas individuais de análise 

facilitaria o processamento, a padronização de organização de dados, permitindo uma consistente 

identificação dos genes R em análises comparativas entre as espécies e acessos dentro de espécies 

(Sekhwal et al., 2015). 

16. MAPAS DE LIGAÇÃO E LOCALIZAÇÃO DE QTLs 

Marcadores apresentando frequência de recombinação abaixo de 50% são descritos como 

sendo ligados (linked) e acima desse valor são considerados como sendo não-ligados (unlinked). 

A indicação de ausência de ligação significa que os marcadores podem estar localizados em 

http://prosite.expasy.org/),%20o
http://pfam.xfam.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/
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braços distintos de um mesmo cromossomo ou em cromossomos diferentes. Funções de 

mapeamento são usadas para converter frações de recombinação em unidades do mapa chamada 

de centiMorgans (cM). Mapas de ligação são construídos a partir da análise de diversos 

marcadores (por exemplo, fenotípicos, bioquímicos e moleculares) em populações segregantes. 

As três etapas principais na construção de mapas de ligação são: (a) produção de uma população 

segregante para mapeamento, (b) identificação de polimorfismos entre os parentais e (c) análise 

do padrão de segregação e de ligação entre marcadores polimórficos e fenótipos (Collard et al., 

2005). 

Populações de mapeamento: A construção de um mapa de ligação requer uma população 

segregante obtida do cruzamento controlado entre parentais divergentes para uma ou mais 

características de interesse. O tamanho da população recomendado para trabalhos de mapeamento 

genético varia entre 50 a 250 ou mais indivíduos (Mohan et al., 1997). Populações com um 

número mais elevado de indivíduos são necessárias para o mapeamento de ‘alta resolução’. 

Diferentes populações podem ser utilizadas para mapeamento dentro de uma determinada espécie 

de planta, todavia, cada tipo de população possui vantagens e limitações (McCouch & Doerge, 

1995). Os tipos mais simples de populações de mapeamento para espécies autógamas são as 

populações F2, geradas a partir da autofecundação de uma planta híbrida F1, e populações de 

retrocruzamentos, derivadas do cruzamento de um indivíduo da geração F1 com um dos parentais 

contrastantes. As principais vantagens destas populações são a facilidade de geração e exigência 

de apenas um curto período de tempo para produzi-las. Além disso, na população F2, os gametas 

de cada indivíduo são informativos, fazendo com que a quantidade de informação disponível seja 

o dobro daquela disponível nas populações derivadas de retrocruzamentos. Por esses motivos e 

somado ao fato da população F2 possuir todas as possíveis combinações dos alelos parentais (AA, 
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Aa & aa), essa população é amplamente utilizada para mapeamento de ligação em plantas 

(Guimarães et al., 2006).  

O avanço nos níveis de endogamia a partir de plantas individuais da geração F2 via ciclos 

sistemáticos de autofecundação permite a construção de outro tipo de população de mapeamento, 

denominadas de RILs (recombinant inbred lines). As RILs consistem em uma série de linhagens 

F6 ou F7 (portanto, com níveis elevados de homozigose) cada uma contendo uma combinação 

única de segmentos cromossômicos dos parentais originais. O tempo necessário para a obtenção 

das RILs (entre seis a sete gerações) é maior desvantagem dessa estratégia quando comparada 

com o uso da geração F2. As linhagens duplo-haplóides (DH), por sua vez, podem ser 

reproduzidas pela duplicação natural ou pela indução da duplicação do conjunto cromossômico 

em células haplóides ou pela produção artificial via cultivo de células de pólen ou de células-ovo. 

A produção de populações DH só é possível em espécies que são passíveis de cultura de tecidos 

(por exemplo: pimentão, cenoura, arroz, cevada e trigo). A maior vantagem das populações DH e 

RILs é que elas produzem linhas homozigotas que podem ser multiplicadas e reproduzidas sem 

ocorrência de alteração genética. Essas populações representam recursos genéticos permanentes 

para o mapeamento de genes individuais e QTLs (Paterson, 1996). A pureza genética das 

populações DH e RILs permite a realização de ensaios comparativos em diferentes locais e anos.  

Padrões de segregação e razões mendelianas de acordo com o teste do qui-quadrado (χ²): O 

qui-quadrado é um teste estatístico empregado para avaliar quantitativamente se o conjunto de 

dados obtidos em um experimento difere daqueles obtidos ao acaso. Este teste estima se a 

distribuição de uma determinada classe fenotípica e/ou genotípica se adequa a uma hipótese 

formulada para explicar um dado fenômeno genético. Esse teste estima um grau de ‘certeza’ de 

que os valores observados estão de acordo com a hipótese formulada para uma dada distribuição 

fenotípica e/ou genotípica. A formula de χ² = Σ [(o-e)
2
/e] onde: o = frequência observada de uma 
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classe fenotípica e/ou genotípica; e = frequência esperada de uma classe fenotípica/genotípica; Σ 

= somatório dos valores da expressão. É proposta uma hipótese nula H0, onde as frequências 

observadas não são diferentes das frequências esperadas. Comparando o valor esperado com o 

observado para cada fenótipo obtém-se o desvio. Verifica-se se os desvios são significativos ou 

não, baseados na probabilidade de ocorrência do evento. Se os desvios não são significativos, 

conclui-se que eles são devidos ao acaso, aceitando-se a hipótese formulada. Por outro lado, se os 

desvios são significativos, a hipótese é rejeitada, havendo necessidade de se formular nova 

hipótese para explicar os resultados obtidos. É necessário nesse teste fazer a comparação de dois 

valores estatísticos denominados de χ² calculado e χ² tabelado. As frequências observadas são 

obtidas diretamente dos dados amostrais, enquanto as frequências esperadas são calculadas a 

partir da hipótese a ser testada (H0). Assim, o χ² calculado é obtido a partir dos dados 

experimentais, levando-se em consideração os valores observados e os esperados, tendo em vista 

a hipótese. Já o χ² tabelado depende do número de graus de liberdade e do nível de significância 

adotado. A tomada de decisão é feita comparando-se os dois valores de χ². Se χ² calculado ≥ χ² 

tabelado: Rejeita-se H0. Por sua vez, se χ² calculado < χ² tabelado aceita-se H0, o que significa 

que o desvio observado nos dados experimentais pode ser atribuído exclusivamente ao acaso 

(Schuster & Cruz, 2004; Ramalho et al., 2008).  

Identificação de polimorfismos: A segunda etapa na construção de um mapa de ligação é 

identificar marcadores fenotípicos, bioquímicos ou de DNA que revelam diferenças entre os 

parentais (ou seja, revelam polimorfismos). Em geral, espécies de polinização cruzada 

(alógamas) possuem níveis mais elevados de polimorfismo de DNA em comparação com as 

espécies endogâmicas (autógamas) tais como a alface. O mapeamento de espécies endogâmicas 

geralmente requer a seleção de parentais que são geneticamente divergentes (= pouco 
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relacionados). Na maioria dos casos, os parentais são selecionados com base no nível de 

diversidade genética (Collard et al., 2005). 

Sistemas de marcadores moleculares de DNA: A escolha dos sistemas de marcadores de 

DNA a serem utilizados para o mapeamento depende da disponibilidade de marcadores 

caracterizados para uma determinada espécie ou grupo taxonômico relacionado. Uma vez que os 

marcadores polimórficos entre as linhagens parentais são identificados, a segregação destes 

marcadores pode ser monitorada na população de mapeamento (“genotipagem”). Dessa forma, o 

DNA deve ser extraído de cada indivíduo da população de mapeamento. Os caracteres mapeados 

devem distribuir-se de acordo com um padrão de segregação mendeliana. Este padrão pode ser 

verificado através do teste qui-quadrado. A segregação mendeliana não é observada quando os 

loci apresentam distorção de segregação, o que é, por exemplo, observado comumente em 

cruzamentos interespecíficos (Collard et al., 2005). 

Análise de ligação (linkage) entre marcadores: A etapa final na construção de um mapa de 

ligação envolve a codificação de dados para cada marcador e para cada indivíduo da população. 

A análise de ligação pode ser realizada de forma manual para um conjunto pequeno marcadores, 

no entanto, não é viável analisar e determinar as ligações entre um grande número de marcadores. 

Desta forma, programas de bioinformática são comumente empregados para essa finalidade. A 

condução de análises de ligação em larga escala é feita utilizando aplicativos computacionais. 

Ausências de dados para algumas combinações indivíduos-marcadores (= missing data) também 

podem ser aceitas e incorporadas nas análises conduzidas nesses programas. A ligação entre os 

marcadores é normalmente calculada usando o odds ratio, ou seja, a proporção (ratio) de ligação 

versus a proporção de não ligação.   

Grupos de ligação: Marcadores ligados são agrupados em grupos de ligação, que são 

definidos como grupos de genes (ou marcadores) cujos loci estão localizados em um mesmo 
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segmento cromossomal ou em um mesmo cromossomo. Estatisticamente, um grupo de ligação 

pode ser definido como um conjunto de loci que são herdados conjuntamente (Liu, 1998). Um 

mapa genético é considerado como sendo saturado quando o número obtido de grupos de ligação 

é igual ao número haplóide de cromossomos de uma espécie (Paterson, 1996). Muito 

frequentemente, os marcadores polimórficos identificados não estão uniformemente distribuídos 

ao longo dos cromossomos, deixando áreas descobertas ou, de maneira oposta, formando densos 

agrupamentos (clusters) em algumas regiões (Paterson, 1996). Além da distribuição aleatória 

dos marcadores, a frequência de recombinação não é igual ao longo dos cromossomos. A 

acurácia na medição da distância genética e a determinação da ordem dos marcadores estão 

diretamente relacionadas com o número de indivíduos estudados nas populações de mapeamento. 

Preferencialmente, as populações de mapeamento devem consistir, no mínimo, em 50 indivíduos 

na construção de mapas de ligação (Young, 1996). 

QTLs (Quantitative Trait Loci): As principais características de relevância agronômica 

apresentam herança do tipo multifatorial ou poligênica. Para estes caracteres, a variação entre 

indivíduos é resultante de múltiplos loci, da interação entre eles e dos efeitos ambientais 

envolvidos na determinação dos fenótipos (Ferreira & Gattapaglia, 1998). Devido ao grande 

número de genes controlando tais características, os fenótipos resultantes seguem um padrão 

contínuo de variação. Essas características quantitativas ou loci gênicos (ou regiões genômicas) 

relacionados com seu controle recebem a designação de QTL (Quantitative Trait Loci). A análise 

desses loci associada ao uso de mapas genéticos, obtidos por marcadores moleculares possibilita 

identificar, quantificar e mapear o efeito dos QTLs (Tanksley et al., 1988). Muitos fatores 

contribuem na eficiência de identificação de QTLs: a herdabilidade da característica, o número de 

QTLs, a magnitude do seu efeito sobre a característica, interação genótipo x ambiente, a análise 

de um grande número de indivíduos de diferentes gerações de populações segregantes, ensaios 
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experimentais para mensuração do fenótipo de interesse, da frequência de recombinação entre o 

marcador e o QTL, tamanho do genoma e saturação do mapa (Tanksley, 1993; Young, 1996). 

Mapeamento de QTLs (Quantitative trait loci): O mapeamento de QTLs baseia-se no 

princípio em que cada um dos genes responsáveis pela expressão fenotípica de um caráter 

poligênico e marcadores genéticos ou moleculares ligados a esses genes co-segregam (via 

recombinação cromossômica ou crossing-over) durante a meiose (reprodução sexual), permitindo 

assim sua análise nas progênies (Young, 1996). Genes e marcadores que estão fortemente ligados 

serão transmitidos dos parentais para a progênie com maior frequência do que aqueles genes e/ou 

marcadores que não estão ligados com um determinado fator quantitativo (Collard et al., 2005). 

A frequência de genótipos recombinantes é utilizada para calcular frações de recombinação, que 

são usadas para inferir a distância genética entre os marcadores e o caráter em estudo. Ao analisar 

a segregação dos marcadores, a ordem relativa e a distância entre os marcadores, pode-se 

determinar que, quanto menor frequência de recombinação entre dois marcadores, mais perto eles 

estão situados em um cromossomo. Inversamente, quanto maior a frequência de recombinação 

entre dois marcadores, mais distantes estão situados no cromossomo (Collard et al., 2005). 

Ferramentas computacionais para análise de QTLs: O programa QTL Cartographer 

consiste em um conjunto de programas de mapeamento de QTLs a partir de um mapa de ligação 

genético estipulando valores de LOD Score (LOD) para cada região analisada do mapa (Basten 

et al., 2001). A caracterização do LOD está em função do número de marcadores avaliados e do 

comprimento do mapa de ligação. As estratégias de mapeamento via Single-Marker-Analysis, 

Mapeamento por Intervalo Simples (Simple Interval Mapping), Mapeamento por Intervalo 

Composto (Composite Interval Mapping) e o Mapeamento por Múltiplos Intervalos (Multiple 

Interval Mapping) (Tanksley, 1993; Kao et al., 1999) são as mais utilizadas em estudos de 

mapeamento de caracteres quantitativos. O Single-Marker-Analysis é o método mais simples para 
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detecção de QTLs associado a marcadores individuais. Este método não requer um mapa de 

ligação completo e pode ser realizado através de testes estatísticos como teste t, analise de 

variância (ANOVA) e regressão linear simples. No entanto, quando a distância entre o marcador 

e o QTL for grande, menos provável será detectá-lo tendo em vista a possibilidade de 

recombinação entre o gene marcador e o QTL, dificultando a estimativa da magnitude do efeito 

do QTL (Lynch &Walsh, 1998). Por sua vez, o Simple Interval Mapping utiliza mapas de 

ligação e intervalos de análise entre pares adjacentes de marcadores ligados ao longo dos 

cromossomos simultaneamente, por regressão linear ou estimativa de verossimilhança, para 

estimar a frequência de recombinantes e a magnitude do efeito do QTL entre dois marcadores 

ligados (Lander & Botstein, 1989; Carneiro et al., 2002). O Composite Interval Mapping é o 

método mais preciso e eficaz, especialmente quando existem QTLs ligados, pois avalia os QTLs 

fora do intervalo em questão, por um modelo de regressão múltipla, evitando que toda variação 

devida a outros QTLs fora do intervalo sejam residuais, elevando a precisão das estimativas. A 

desvantagem deste método é que não se permite estimar os efeitos epistáticos (Jansen, 1993; 

Zeng, 1993, 1994; Carneiro et al., 2002). O Multiple Interval Mapping é um modelo 

desenvolvido posteriormente e que leva em consideração os efeitos de epistasia e de múltiplos 

QTLs, utilizando diversos intervalos de marcadores simultaneamente, para buscar, testar posições 

e verificar interações de vários QTLs (Kao et al., 1999). 

17. MAPAS GENÉTICOS E FERRAMENTAS GENÔMICAS DISPONÍVEIS PARA 

Lactuca sativa 

Para o gênero Lactuca, diversos mapas foram relatados utilizando populações a partir de 

cruzamentos intraespecíficos e/ou interespecíficos (Kesseli et al., 1994; Witsenboer et al., 1997; 

Waycott et al., 1999; Johnson et al., 2000; Jeuken et al., 2001; Syed et al., 2006). Um mapa 
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molecular de referência em alface foi construído utilizando RILs (Recombinant inbred lines) 

derivadas da população de mapeamento L. sativa cv. ‘Salinas’ x L. serriola ‘UC96US23’ (Truco 

et al., 2007). Este mapa foi construído utilizando mais de 700 marcadores AFLP e SSR e, 

posteriormente, um mapa genético ultradenso foi gerado com aproximadamente 14.000 loci 

baseados em sequências transcritas por um chip de microarray (Michelmore et al., 2010; Stoffel 

et al., 2012; Truco et al., 2013). O chip contém sequências para detectar polimorfismos em 

aproximadamente 35.000 unigenes e, com isso, facilita a análise de alto rendimento, a massiva 

genotipagem e a análise de expressão de genes de alface (Stoffel et al., 2012). Aproximadamente 

45.000 genes modelos foram preditos em Scaffolds (Michelmore et al., 2010; Reynes-Chin Wo 

et al., 2012) que está atribuído ao mapa de referência utilizando a tecnologia genotyping-by-

sequencing (GBS) (Elshire et al., 2011). Sequências do genoma da alface foram liberadas 

publicamente em 2012.  As mais completas e recentes informações sobre o projeto do genoma da 

alface, utilizando uma variedade de recursos genéticos e genômicos, estão disponíveis como uma 

parte do Compositae Genome Project (CGP), no website http://cgpdb.ucdavis.edu.  Uma 

população de mapeamento entre o cruzamento de L. sativa ‘Salinas 88’ x L. sativa ‘La Brilhante’ 

utilizando a metodologia GBS também desenvolveu mais de 1000 marcadores SNPs em alface e 

foram utilizados para a construção de um novo e articulado mapa de ligação (Truong et al. 

2012). Da mesma forma foi construído um mapa de referência por McHale et al. (2009) e 

Christopoulou et al. (2015a,b) contendo 36 loci associados a fenótipos de resistência e 20 QTLs 

para dez patógenos e um para insetos. Os fatores de resistência mapeados em alface foram para 

os seguintes patógenos/doenças: míldio (Downy mildew, causada por Bremia lactucae Regel), 

corky root (Sphingomonas suberifaciens, formely Rhizomonas suberifaciens), Lettuce Dieback, 

causada pelo complexo viral Tomato bushy stunt virus – TBSV e Lettuce necrotic stunt virus – 

LNSV, outras viroses [mosaico (Lettuce mosaic virus-LMV) e Turnip mosaic virus – TuMv)], 
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root downy mildew causado por Plasmopara lactucae-radicis (Stang. & Gilbn), oídio 

(Golovinomyces cichoraceatum sensu stricto – formerly Erysiphe cichoracearum DC), big-vein 

(Mirafiori lettuce big-vein virus – MLBVV), antracnose (Microdochium panattonianum (Berl.), 

podridão de esclerotínia (Sclerotinia minor Jagger e S. sclerotiorum (Lib.) de Bary) mancha 

bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vitians (Brown) Dye), murcha de verticílio (Verticillium 

dahliae Kleb)  e murcha de fusário (F. oxysporum f. sp. lactucae) (Tabela 2).  

Tabela 2.  Lista de genes de resistência e QTLs (Quantitative trait loci) localizados nos 

diferentes grupos de ligação (Linkage Groups – LG) disponíveis nos mapas de ligação da alface 

(Lactuca sativa L.). 

 

Doença LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8 LG9 

Míldio (Downy mildew) Dm5/8 Dm1 Dm13 Dm4     qDM7.1   qDMR9.1 

Míldio (Downy mildew) Dm10 Dm2 

 

Dm7 

  
qDMR7.1 qDMR9.2 

Míldio (Downy mildew) Dm17 Dm3 

 

Dm11 

    
qDMR9.3 

Míldio (Downy mildew) Dm25 Dm6 

 

Dm24 

     Míldio (Downy mildew) Dm36 Dm14 

 

Dm38 

     Míldio (Downy mildew) Dm37 Dm15 

 

Dm44 

     Míldio (Downy mildew) Dm43 Dm16 

 

Dm48 

     Míldio (Downy mildew) Dm45 Dm18 

 

Dm49 

     Míldio (Downy mildew) RBQ2 Dm50 

 

qDM4.1 

     Míldio (Downy mildew) qDMR1.1 qDMR2.2 

       Míldio (Downy mildew) 

 

qDM2.1 

       Root aphid resistance  

 

Ra 

       Corky root  

  
Cor 

      Lettuce mosaic virus  Mo-2 

  
mo-1 

     Lettuce dieback  

 

Tvr1 

       Murcha de verticílio 

    
qVRT 

  
qVRT Vr1  

Turnip mosaic virus Tu 

        Root downy mildew Plr 

        Oídio (Powdery mildew) pm-1.1 pm-2.1  

    
pm-7.1 

  Oídio (Powdery mildew) 

 

pm-2.2 

       Big-vein  (MLBVV) 

  
BV1 BV2  BV4 BV5 

   Big-vein (MLBVV) 

   
BV3 

     Murcha de Fusário   qFUS1.1 FUS2   

 

qFUS4.1 

 

FUS3 qFUS8.1 

 Murcha de Fusário  qFUS1.2 RRD2 

       Antracnose 

 

qANT1  

     
ANT3 

 Mancha Bacteriana  

 

Xar1 e Xcvr 

      Hypersensitive bacterial  AvrB 

      
AvrPpic 

 Hypersensitive bacterial   AvRpt2 

      
AvrRps4 

 Hypersensitive bacterial  AvrRpm1             AvrPo   

A localização dos genes de resistência foi complilada a partir de artigos científicos, livros e 

capítulos de livros, Dissertações, Teses e relatórios de pesquisa. 
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CAPÍTULO 2 

Herança da resistência à murcha de fusário (Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raça 

1) na cultivar de alface ‘Vanda’ 
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Herança da resistência à murcha de fusário (Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raça 

1) na cultivar de alface ‘Vanda’  

RESUMO  

A murcha de fusário (causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lactucae – FOLAC) é uma 

das principais doenças da alface em regiões tropicais e subtropicais. Devido às dificuldades de 

controle químico e cultural da murcha de fusário, a estratégia de controle mais eficiente e 

economicamente viável é o emprego de cultivares com resistência genética. Até o presente 

momento, apenas a raça 1 de FOLAC foi implicada com a murcha de fusário da alface no Brasil. 

Fontes de resistência genética contra a raça 1 de FOLAC foram identificadas, sendo a cultivar 

‘Vanda’ (do grupo varietal ‘crespa’) um dos materais mais promissores. No entanto, ainda não 

existem estudos determinando o controle genético dessa resistência. A identificação de plantas 

híbridas resultantes de cruzamentos controlados é um dos grandes problemas enfrentados no 

melhoramento genético da alface.  O sistema de marcadores RAPD-SCAR é uma ferramenta 

simples e bastante utilizada em sistemas de identificação de cultivares (fingerpriting) em diversas 

culturas, incluindo a alface. Três marcadores RAPD-SCAR foram desenvolvidos (SCARB11-10, 

SCARW15-3 e SCAR17-1) capazes de distinguir plantas híbridas, demontrando ser uma 

metodologia confiável e eficaz. Estudos de herança foram realizados utilizando as linhagens 

parentais, plantas híbridas F1 genotipadas e as populações segregantes (F2 e famílias F3) 
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derivadas do cruzamento ‘Gizele’ x ‘Vanda’. Plantas foram inoculadas via root-diping com uma 

suspensão ajustada 3 x 10
6
 microconídios/mL. A reação ao isolado de FOLAC raça 1 foi avaliada 

usando uma escala de notas variando de 1 (= sem sintomas) até 5 (= planta morta). Os resultados 

sugerem que a resistência a FOLAC raça 1 é determinada por um locus (monogênico) dominante, 

com efeitos de dosagem e penetrância incompleta. Esses dados experimentais estão em contraste 

com prévios estudos com isolados de FOLAC raça 1 onde herança recessiva e/ou controle 

poligênico foram reportados. O fato da herança da resistência na cultivar ‘Vanda’ ser 

relativamente simples, faz   dessa cultivar um promissor germoplasma para uso em programas de 

melhoramento da alface visando incorporar resistência a FOLAC raça 1 nos diferentes segmentos 

varietais.  

 

Palavras chave: Resistência, controle genético, penetrância, melhoramento. 
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ABSTRACT 

Fusarium wilt (caused by fungus Fusarium oxysporum f. sp. lactucae –FOLAC) is one of the 

main diseases of lettuce (Lactuca sativa L.) in tropical and subtropical regions. Due to the 

problems of implementing effective cultural and chemical control of fusarium wilt, the most 

effective and economically viable strategy to control this disease has been the use of cultivars 

with genetic resistance. So far, only FOLAC race 1 isolates have been reported causing fusarium 

wilt of lettuce under Brazilian conditions. Sources resistance have been identified to FOLAC race 

1 isolates with the variety Vanda (varietal group loose leaf) being one of the most promising 

materials. However, there is so far still no study determining the genetic control of this resistance. 

The identification of bona fide hybrid plants resulting from controlled crosses is one of the major 

challenges in lettuce breeding programs. RAPD-SCAR marker system is a simple and widely 

used tool in fingerpriting systems in several crops, including lettuce. Three developed RAPD-

SCAR markers (SCARB11-10, SCARW15-3, and SCAR17-1) were capable of distinguishing 

hybrid plants between the contrasting genotypes Gizele (susceptible) and Vanda. Inheritance 

studies were carried out using the parental lines, genotyped F1 hybrid plants, and segregating 

populations (F2 and F3 families) derived from the cross Gizele x Vanda. Plants were inoculated 

via root dipping technique with a conidial suspension adjusted to 3 x 10
6
 microconidia/mL. 

Reaction to one FOLAC race 1 isolate was evaluated using a disease rating scale ranging from 1 

(= no symptoms) to 5 (= dead plant). The studies indicated a simple genetic control of FOLAC 
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race resistance in cultivar Vanda, with segregation results indicating a single gene locus with a 

likely combination of dosage effects and incomplete penetrance. These experimental data are in 

contrast to previous studies with FOLAC race 1 isolates that reported recessive inheritance and/or 

polygenic control. The relatively simple genetic control of FOLAC race 1 resistance in Vanda 

makes this variety a promising germplasm for use in lettuce breeding programs aiming to 

incorporated this trait in a wide array of elite lines and variety groups. 

 

Keywords: Resistance, genetic control, penetrance, breeding, crop improvement. 
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1. INTRODUÇÃO 

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliça folhosa mais importante no Brasil, possuindo 

expressiva importância social e econômica, sendo cultivada tanto em campo aberto quanto em 

sistemas protegidos e hidropônicos. No Brasil, o segmento varietal ‘Crespa’ é o mais importante 

em termos de área cultivada e volume de produção, correspondendo a aproximadamente 60% do 

mercado (Sala & Costa, 2012, 2016). O segmento varietal ‘Americana’ ocupa aproximadamente 

25% do mercado e o grupo varietal ‘Lisa’ e os demais segmentos (‘Mimosa’, ‘Romana’ e 

‘Roxa’/‘Vermelha’) representam em torno de 15% do total cultivado (Sala & Costa, 2012, 

2016).  

No Brasil, as doenças causadas por fungos habitantes do solo são fatores limitantes para o 

cultivo da alface especialmente devido às práticas empregadas na cultura tais como o uso 

intensivo das áreas com cultivos sucessivos (Lopes et al., 2010). A murcha de fusário ou 

fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLAC) é uma das principais 

doenças da alface em regiões tropicais e subtropicais. A variabilidade patogênica de isolados de 

F. oxysporum f. sp. lactucae foi agrupada em quatro raças (1, 2, 3 & 4) de acordo com a reação 

de cultivares diferenciadoras de alface (Fujinaga et al., 2003; Gilardi et al., 2016). A raça 1 do 

patógeno apresenta a mais ampla distribuição geográfica, sendo registrada nos seguintes países: 

Japão (Matuo & Motohashi, 1967), Estados Unidos (Hubbard & Gerik, 1993; McCreight et 

al., 2005), Taiwan (Huang & Lo, 1998), Irã (Millani et al., 1999), Portugal (Pasquali et al., 

2007) e Itália (Pasquali et al., 2005, 2007). O Japão é o único país onde foi relatada a presença 

de três raças (1, 2 & 3) em plantios comerciais de alface (Fujinaga et al., 2001, 2003; Yamauchi 
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et al., 2004). Mais recentemente, uma nova raça (= raça 4) foi reportada ocorrendo na Holanda 

(Gilardi et al., 2016). 

No Brasil, a murcha de fusário foi relatada inicialmente no Estado do Espírito Santo por 

Ventura & Costa (2008) e, posteriormente, em outros Estados da região Sudeste (Rio de 

Janeiro, São Paulo e Minas Gerais) e na região Sul do Brasil (Santa Catarina, Paraná e Rio 

Grande do Sul) (Cabral et al., 2012). Até o presente momento, apenas isolados de FOLAC raça 

1 foram relatados em associação com a doença no Brasil (Cabral et al., 2014).  

Devido às dificuldades de controle químico e cultural de FOLAC (Davis et al., 2006; 

Lopes et al., 2010; Matheron et al., 2010; Matheron, 2015), a medida de controle mais 

eficiente e economicamente viável para o produtor é o uso de cultivares com resistência genética. 

Fontes de resistência genética de amplo espectro (i.e. efetiva contra diferentes variantes do 

patógeno) e com estabilidade fenotípica foram identificadas e podem ser empregadas em 

programas de melhoramento com objetivo de produzir cultivares de alface com resistência a 

isolados de FOLAC (Tsuchiya et al., 2004; Scott et al., 2010; Cabral & Reis, 2013).  

A genética de resistência contra distintos isolados de FOLAC é descrita como qualitativa 

ou quantitativa. Estudos de herança e o desenvolvimento de mapas genéticos para esse patógeno 

foram relatados utilizando populações de alface oriundas dos Estados Unidos e Japão. Os 

resultados indicam que a resistência para isolados da raça 2 é controlada por um gene dominante, 

enquanto a resposta para isolados da raça 1 é controlada quantitativamente por múltiplos fatores 

genéticos (McCreight et al., 2005; Aruga et al., 2012; Truco et al., comunicação pessoal).  

Fontes de resistência genética contra isolados brasileiros da raça 1 também foram 

identificadas, sendo a cultivar ‘Vanda’ (do grupo varietal ‘crespa’) um dos materais mais 

promissores (Cabral & Reis, 2013). No entanto, ainda não existem estudos determinando o 
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controle genético dessa resistência quanto ao número de genes envolvidos e suas relações alélicas 

(dominância /recessividade). 

Um problema prático enfrentado pelos programas de melhoramento genético de alface é a 

enorme dificuldade de identificação de plantas híbridas resultantes de cruzamentos controlados. 

Essa dificuldade é intensificada pela natureza autógama (cleistogâmica) da alface, que dificulta a 

obtenção segura de híbridos, mesmo envolvendo cruzamentos controlados, quando níveis 

consideráveis de autofecundação ainda podem ocorrer (Sala & Nascimento, 2014). Nos 

cruzamentos intervarietais, quando os pais são fenotipicamente distintos, os descritores 

morfológicos são suficientes na identificação de plantas híbridas, (embora possam ser 

majoritariamente aplicados apenas em plantas adultas). Entretanto, quando os pais são 

fenotipicamente muito semelhantes, como nos cruzamentos entre acessos de um mesmo grupo 

varietal e/ou morfo-agronômico, há problemas para correta identificação de plantas híbridas 

usando apenas descritores morfológicos. Nesse aspecto, os marcadores moleculares são 

ferramentas poderosas para a identificação segura e precoce de plantas híbridas obtidas a partir de 

cruzamentos controlados (Silva et al., 2005). Os marcadores moleculares (além de acessarem 

diretamente o genótipo da planta e não sofrerem influência do ambiente) podem ser analisados a 

partir de amostras de qualquer parte da planta e em qualquer estádio de desenvolvimento. Essas 

características tornam os marcadores moleculares muito mais vantajosos quando comparados 

com análises conduzidas via descritores morfológicos.  

Os marcadores derivados dos sistemas RAPD-SCAR são uma ferramenta simples e 

bastante utilizada em sistemas de identificação de cultivares (fingerpriting) em diversas culturas, 

incluindo a alface (Dziechciarkova et al., 2004). Neste contexto, visando dar suporte aos 

programas de melhoramento de alface, o presente trabalho teve como objetivos: desenvolver 

marcadores para identificação de plantas híbridas entre os dois parentais contrastantes para 
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resistência ao fungo e estudar a herança da resistência a raça 1 de F. oxyporum f. sp. lactucae na 

cultivar ‘Vanda’.  

2. OBJETIVOS DO CAPÍTULO 

2.1. Objetivos Gerais 

 Caracterização da genética da resistência a um isolado de F. oxysporum f. sp. 

lactucae (FOLAC) raça 1 em populações segregantes obtidas a partir de cruzamentos 

entre um parental suscetível ‘Gizele’ (comercializada no Brasil pela empresa TopSeed) e 

um parental resistente ‘Vanda’ (Empresa Sakata Seed Sudamerica). 

 Desenvolver marcadores moleculares derivados dos sistemas RAPD-SCAR 

capazes de identificar plantas híbridas resultantes do cruzamento intravarietal do 

segmento alface ‘Crespa’ entre as cultivares ‘Gizele’ e ‘Vanda’.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 Determinar a herança genética associada com a resistência a raça 1 de F. 

oxysporum f. sp. lactucae  na cultivar ‘Vanda’  

 Determinar as relações alélicas dos fatores de resistência (i.e. dominância ou 

recessividade) 

 Investigar a ocorrência de outros fatores genéticos e outros tipos de ação gênica 

associados com a expressão fenotípica da resistência (ex. presença de penetrância e de 

efeitos de dosagem gênica). 

3. MATERIAL & MÉTODOS 

3.1. Cruzamentos entre parentais contrastantes para resposta a isolados FOLAC raça 

1 e desenvolvimento de populações segregantes para estudos de herança da resistência –  
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Foram realizados cruzamentos entre o parental suscetível (PS) ‘Gizele’ e o parental resistente 

(PR) ‘Vanda’, que foi usado exclusivamente como progenitor masculino (= doador de pólen). As 

duas cultivares utilizadas como parentais são do segmento varietal do tipo ‘Crespa’. As sementes 

resultantes dos cruzamentos (geração F1) foram semeadas em bandejas e as plantas individuais 

produzidas foram autofecundadas, para constituir a geração F2. Progênies F3 foram obtidas a 

partir da autofecundação de plantas individuais da geração F2. Os parentais contrastantes, os 

indivíduos F1 genotipados (ver descrição abaixo) e as populações, F2 e F3 foram utilizadas para o 

estudo de herança. 

3.2. Extração de DNA genômico de linhagens parentais e indivíduos das populações 

segregantes – O DNA foi extraído individualmente de cada planta das linhagens parentais e de 

indivíduos das populações segregantes de acordo com a metodologia de CTAB 2X, com a 

incorporação de algumas modificações (Boiteux et al., 1999). As amostras das folhas foram 

trituradas em cadinho de porcelana na presença de nitrogênio líquido. Em seguida, as amostras 

foram colocadas em tubos contendo 750 µL de CTAB 2X, colocadas em banho-maria a 65°C 

durante 10 minutos. Após esta etapa, 750 µL de clorofil foram acrescentados em cada tubo e o 

conteúdo final foi agitado em vortex por aproximadamente 30 segundos. As amostras foram 

então centrifugadas por 9.000 rpm durante 5 minutos. Os tubos foram retirados da centrifuga e 

600 µL do sobrenadante foram retirados e colocados em novos tubos de micro-centrífuga. Foram 

acrescentados 300 µL de isopropanol gelado e para homogeneizar, os tubos foram suavemente 

agitados de forma manual. Os tubos foram posteriormente centrifugados a 12.000 rpm durante 13 

minutos. O sobrenadante foi eliminado e o pellet foi lavado, com álcool 70%. Os tubos foram 

colocados na estufa a 37°C por 20 minutos, depois foram acrescentados 50 µL de TE+RNAse e 

os tubos foram então acondicionados em uma geladeira. No dia seguinte, as amostras foram 

agitadas no vortex e os DNAs purificados foram guardados (-20
o
C) em freezer. As quantificações 
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de DNA foram feitas usando o espectrofotômetro (NanoDrop
®
). Posteriormente, o DNA foi 

purificado usando o kit Power Clean
®
 Pro DNA Clean-up, seguindo os procedimentos 

recomendados pelo fabricante (MO BIO Laboratories-Carlsbad, CA, USA). Essa etapa foi 

empregada porque foi verificada a presença de inibidores da PCR na maioria das amostras. 

3.3. Desenvolvimento de marcadores moleculares para identificação de plantas 

híbridas no cruzamento ‘Gizele’ x ‘Vanda’ com uma coleção de primers RAPD – Um total 

de 520 primers RAPD (série Operon OPA-01 até OPZ-20, Operon Technologies, Alameda, 

Califórnia, EUA) foi avaliado na busca por polimorfismos entre indivíduos contrastantes, no 

parental suscetível (‘Gizele’) e no parental resistente (‘Vanda’). Duas cultivares de alface do 

segmento varietal americana (‘Laurel’ e ‘Raider’), também foram incluídas (como padrões) 

nessas análises. As amostras de DNA quantificadas foram diluídas com TE+RNAse para uma 

concentração de 50 ng/μL e utilizadas nas reações de RAPD. A reação foi composta de 2 μL de 

DNA genômico (50 ng/μL), 1,25 μL de tampão 10X (100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, pH 8.3), 

0,6 μL de MgCl2 (50mM), 0,5 μL de dNTPs (2,5 mM cada), 0,2 μL de Taq DNA polimerase 

(5u/μL), 2 μL de primer, 5,95 μL de H2O Milli-Q com volume total de 12,5 μL. As amplificações 

foram efetuadas em um termociclador Gene Amp
®
 PCR System 9700. O programa utilizado para 

amplificação dos fragmentos foi de um ciclo inicial de 94°C por 2 min, seguido de: 35 ciclos de 

94°C por 30 seg para a desnaturação, 36°C por 1 min para anelamento, e 72°C por 2 min para 

extensão, o ciclo final constituiu-se 68º por 10 min e 4ºC por tempo indeterminado (∞). Os 

produtos de PCR foram analisados em géis de agarose (1,5%) corados com brometo de etídeo e 

visualizados sob luz ultravioleta, utilizando-se o marcador 1 Kb Plus DNALadder
®
 (Invitrogen) 

para análise dos produtos obtidos.  

3.4. Validação com amostras dos parentais e da população F1 de marcadores RAPD-

SCAR – A seleção de marcadores moleculares capazes de identificar plantas híbridas entre 
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‘Gizele’ e ‘Vanda’ foi conduzida em três etapas. Na primeira etapa, primers capazes de gerar 

amplicons polimórficos entre os dois parentais contrastantes foram selecionados para 

confirmação de sua estabilidade. Na segunda etapa, amplicons selecionados foram removidos do 

gel de agarose, purificados, clonados e sequenciados, com a finalidade de desenhar novos primers 

do tipo Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR), mais específicos. Para a purificação 

das bandas foi utilizado o Kit Invitrogen PureLinkTM
®

 (Quick Gel Extraction Kit
®

), seguindo as 

recomendações preconizadas pelo fabricante. Os novos primers desenhados foram validados nos 

parentais e em 30 indivíduos potencialmente representando plantas híbridas (F1). No estudo de 

validação dos marcadores que foram polimórficos entre os parentais, as amplificações foram 

realizadas em duplicatas para confirmar a estabilidade dos resultados.  

3.5. Desenvolvimento de marcadores do tipo Sequence Characterized Amplified 

Regions (SCAR) – Para a clonagem de amplicons polimórficos foi utilizado o protocolo pGEM-

T Easy Vector Systems
®
 (Promega). A ligação foi feita adicionando a microtubos: 0,5 μL do 

vetor pGEM-T Easy
®

; 5 μL do tampão; 1 μL ligase (T4 DNA); 0,5 μL de água Milli-Q e 3 μL do 

produto de PCR (bandas purificadas), com volume total de 10 μL de ligação. As reações foram 

incubadas a 4°C overnight. Após esse período foram adicionados 50 μL de células competentes 

(JM 109 High Efficiency Competent Cells, Promega) a 2 μL da reação de ligação, incubando-os 

em gelo por 20 minutos. O choque térmico foi dado retirando os tubos do gelo e colocando em 

banho-maria a exatamente 42°C por 45 segundos. Imediatamente os tubos foram retirados e 

acondicionados em gelo por 2 minutos. Foram adicionados 950 μL de meio LB líquido. As 

transformações foram incubadas (durante 1 hora e 30 minutos a 37°C) em condições de constante 

agitação. 100 μL de cada suspensão de bactérias foram espalhadas em placas de Petri contendo 

meio LB + ampicilina (50 µg/mL). As placas foram incubadas em estufa a 37°C durante 24 

horas. A confirmação e seleção das bactérias transformadas foram feitas via PCR utilizando os 
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iniciadores de síntese do vetor M13 (M13 reverse e forward). O DNA foi extraído das colônias 

selecionadas para sequenciamento dos produtos de PCR clonados (miniprep), utilizando os 

mesmos primers universais do vetor M13. 

3.6. Sequenciamento dos amplicons clonados – O sequenciamento dos amplicons 

clonados foi realizado em um sequenciador ABI PRISM 3100 pertencente ao Laboratório de 

Análise Genômica da Embrapa Hortaliças (CNPH), utilizando o Kit ABI Prism BigDye
®
 version 

3.1 (Applied Biosystems do Brasil) e os iniciadores de síntese do vetor M13 (M13 reverse e 

forward). A análise da qualidade das sequências, remoção dos segmentos de baixa qualidade 

(Allex, 1999) e a obtenção das sequências consenso foram realizadas usando o programa 

SeqMan
®
 (Lasergene, Madison, Wisconsin-WI). As sequências foram comparadas com as 

disponíveis no banco de dados do GenBank, empregando algoritmo BlastN 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 

3.7. Desenho dos oligonucleotídeos e amplificação dos potenciais marcadores do tipo 

Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR) – Pares de oligonucleotídeos foram 

desenhados utilizando o programa PrimerSelect
®
 (Lasergene, Madison, Wisconsin-WI), 

utilizando as sequências originais dos primers RAPD com o acréscimo de 5-10 bases de acordo 

com as informações obtidas via sequenciamento. Os três pares primers (forward – F /reverse – R) 

do tipo SCAR desenhados foram os seguintes:  

1 
B11-10-F  (5’-AGA-CCC-GTT-ACT-ACT-GGA-AGG-AA-3’)  

B11-10-R (5’-ACC-CGT-CCC-CGG-TAT-GAT-GAT-TCC-3’) 

   
2 

W15-3-F (5’-CGG-AAC-GAC-GGA-AAT-G-3’)  

W15-3-R  (5’-CAC-CGG-AAC-CAC-ACC-3’)  

   
3 

A17-1-F  (5’-GACCGCTTGTCAGCA-3’) 

A17-1-R  (5-GACCGCTTGTGGGGTT-3’) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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As reações de amplificação foram realizadas utilizando 2 μL de DNA genômico (50 

ng/μL), em volume final de 12,5 μL, contendo 1,25 μL de tampão 10X (100 mM Tris-HCl, 500 

mM KCl, pH 8.3), 0,6 μL de MgCl2 (50 mM), 0,5 μL de dNTPs (2,5 mM cada), 0,2 μL de Taq 

DNA polimerase (5u/μL), 0,3 μL de cada primer SCAR, 7,35 μL de H2O Milli-Q. O programa 

utilizado para amplificação dos fragmentos foi de um ciclo inicial de 94°C por 4 min, seguido de: 

35 ciclos de 94°C por 1 min para a desnaturação, 61°C por 1 min para anelamento e 72°C por 2 

min para extensão, o ciclo final constituiu-se 72ºC por 7 min e uma etapa final de 4ºC ∞. As 

condições de PCR foram otimizadas em termos de temperatura de anelamento para cada primer 

utilizado. Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose (1,5%) corados com brometo 

de etídeo e visualizados sob luz ultravioleta, utilizando-se o marcador 1 Kb Plus DNALadder
®
 

(Invitrogen) para análise dos produtos obtidos. 

3.8. Caracterização fenotípica das linhagens parentais, híbridos F1 e populações 

segregantes para resposta a resistência um isolado de FOLAC raça 1 – Plantas dos parentais 

PR (30 plantas) e PS (30 plantas) e das populações F1 (30 plantas); F2 (82 plantas) e F3 (719 

plantas) foram inoculadas com isolado CMM-3577 (Fus-209) da raça 1 de F. oxysporum  f. sp. 

lactucae  (pertencente a coleção de fungos fitopatogênicos da Embrapa Hortaliças, Brasília-DF e 

também depositado na coleção da “Professora Maria Menezes-Recife, Pernambuco”) (Cabral & 

Reis, 2013). Para estimar os genótipos dos indivíduos F2, entre 9 e 16 plantas das diferentes 

progênies F3 foram avaliadas. O isolado do fungo foi cultivado em meio de cultura BDA-t (BDA 

adicionado de 50 ppm de tetraciclina) por cinco dias. A suspensão de esporos foi ajustada para 

uma concentração de 3 x 10
6 

microconídios/mL. Para produção das mudas, as sementes foram 

semeadas em bandejas de isopor, preenchidas com substrato esterilizado (Plantmax
®
). Mudas 

com 30 dias após o semeio foram removidas das células e as raízes lavadas em água corrente, 

visando eliminar o substrato aderido às raízes. As porções apicais das raízes (aproximadamente 2 
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cm) foram cortadas com o auxílio de uma tesoura esterilizada e mergulhadas (por três minutos) 

em 50 mL da suspensão de esporos. Em seguida as mudas foram transplantadas para vasos de 2 L 

contendo uma mistura de argila, esterco bovino, areia e palha de arroz carbonizada e esterilizada. 

Posteriormente foram adicionados no colo de cada plântula 3 mL da suspensão de conídios. As 

plantas foram mantidas em casa de vegetação com temperatura do ar variando entre 25 e 35ºC e 

fotoperíodo de 12 horas e turnos de rega regulares (um pela manhã e outro no final da tarde). A 

irrigação foi suprimida no dia da inoculação visando evitar perda do inóculo por lixiviação. 

3.9. Avaliação da resposta dos materiais genéticos de alface ao isolado de FOLAC raça 

1 e análises dos padrões de segregação para resistência – A avaliação foi efetuada aos 20 dias 

após a inoculação usando uma escala de notas, adaptada de Santos (1996), variando de 1 a 5, 

sendo a nota 1 = plantas sem sintomas; nota 2 = plantas sem sintomas de murcha ou 

amarelecimento, mas com escurecimento vascular; nota 3 = plantas com escurecimento vascular 

intenso e com início de murcha ou amarelecimento foliar; nota 4 = plantas com murcha intensa, 

associada com amarelecimento e necrose foliar; nota 5 = plantas mortas. As plantas foram 

classificadas (com base nas notas recebidas) como resistentes (R≤2) ou suscetíveis (S>2). O 

padrão de segregação de indivíduos resistentes e suscetíveis foi observado para cada uma das 

gerações/populações e a adequação a razões mendelianas foi conduzida utilizando o teste do qui-

quadrado (Schuster & Cruz, 2004; Ramalho et al., 2008).  

3.10. Validação dos marcadores moleculares entre os parentais contrastantes – Os 

marcadores moleculares gerados pelos diferentes primers RAPD e SCAR foram analisados 

quanto à presença de bandas (amplicons) polimórficas entre os dois parentais contrastantes. Foi 

observada a presença ou ausência de bandas informativas (marcadores dominantes) ou a presença 

de bandas com variação no tamanho (sugerindo a presença de INDELs – inserções e/ou 
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deleções). Foram consideradas bandas informativas somente aquelas com alta intensidade e 

estabilidade. 

3.11. Emprego da estratégia de Bulked segregant analysis (BSA) para verificar 

potencial ligação com o(s) fator(es)  de resistência a FOLAC raça 1 dos marcadores 

polimórficos entre os parentais contrastantes – Foram estabelecidos dois grupos (bulks) de 

DNA extraído de sete genótipos resistentes e sete indivíduos suscetiveis da geração F2 como 

descrito por  Michelmore et al. (1991). A confirmação da presença de polimorfismos entre os 

dois bulks foi feita com marcadores RAPD e SCAR polimórficos descritos anteriormente.  

4. RESULTADOS 

4.1. Desenvolvimento de marcadores moleculares para identificação de plantas 

híbridas entre ‘Gizele’ e ‘Vanda’ – Foi utilizado em uma triagem inicial um total de 512 

iniciadores RAPD (Figura 2-1). Destes, apenas 13 (OPA-01, OPA-17, OPB-03, OPB-11, OPC-

04, OPL-12, OPK-03, OPO-17, OPS-01, OPS-08, OPT-14, OPS-06 e OPW-15) foram 

selecionados por se apresentarem polimórficos. Análises adicionais indicaram que somente três 

desses marcadores apresentavam polimorfismos estáveis com o DNA genômico extraído dos dois 

parentais contrastantes para FOLAC raça 1 (‘Gizele’ e ‘Vanda’). Esses três iniciadores RAPD 

que mantiveram a estabilidade dos amplicons polimórficos foram convertidos para três 

marcadores do tipo SCAR (códigos: SCARB11-10, SCARW15-3 e SCAR17-1). Análises 

adicionais confirmaram que estes marcadores SCAR permitem uma inequívoca distinção de 

plantas híbridas versus plantas autofecundadas (Figura 2-2). 

4.2. Padrão de segregação de resistência para FOLAC raça 1 – A severidade de doença 

das progênies F2 e F3 derivadas do cruzamento entre uma cultivar resistente e uma suscetível foi 

utilizada para entender os fatores de resistência para FOLAC raça 1. O padrão de resistência entre 
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os parentais foi relatado anteriormente por Cabral et al. (2013). O parental ‘Vanda’apresentou 

100% de plantas resistentes e a geração F1 apresentou 83,33% das plantas com resposta do tipo 

resistente. O parental ‘Gizele’ apresentou 100% de plantas mortas. A severidade da doença na 

progênie de 82 indivíduos da população F2 foi distribuída da seguinte forma: 13 plantas, nota 5.0; 

e 69 plantas, nota 1 e/ou 2. De acordo com distribuição da taxa da severidade da doença, 

observou-se um padrão de segregação na geração F2 com um bom ajuste à proporção 3:1 

(resistente vs. suscetível) de acordo com o teste do qui-quadrado (χ²) (p > 0,05), já que o valor 

calculado foi maior que o tabelado com grau de liberdade (GL) de 1 e probabilidade (P) de 0,05 

(Tabela 2-1). 

Tabela 2-1. Análise das respostas de plantas de alface (Lactuca sativa L.) a um isolado de 

Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raça 1 nas gerações F1 e F2 obtidas do cruzamento entre os 

parentais ‘Gizele’ (suscetível) x ‘Vanda’ (resistente) e ajuste dos dados dos padrões de 

segregação para um modelo de 3:1 de acordo o teste de do qui-quadrado (x
2
). 

Parentais e 

gerações 

Número de plantas avaliadas Padrão  

esperado 

(R:S) 

χ
2
 

tabelado 

χ
2
 

calculado 

Total 
Plantas 

R 
Plantas S 

‘Gizele’ P1 30 0 30 1:00 - - 

‘Vanda’ P2 30 30 0 0:01 - - 

P1 x P2 F1 30 25 5 1:00 
-
 

-
 

F1 x F1 F2 82 69 13 3:01 3,84 3,65* 

 

* Valor encontrado para GL=1 e P=0,05. 

Devido ao fato do isolado de FOLAC raça 1 induzir a morte das plantas F2 suscetíveis, 

apenas indivíduos resistentes (ou potenciais escapes) puderam gerar progênies F3. Para progênies 

F3 oriundas apenas de indivíduos resistentes, observou-se 1/3 das progênies obtidas de indivíduos 

homozigotos RR (≈ 23 famílias) e 2/3 de indivíduos heterozigotos Rr (≈ 46 famílias).   
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4.3. Bulked segregant analysis (BSA) para verificar potencial ligação com o(s) fator(es)  

de resistência a FOLAC raça 1 dos marcadores polimórificos entre os parentais 

contrastantes – Todos os três iniciadores que mantiveram a estabilidade dos amplicons 

polimórficos (SCARB11-10, SCARW15-3 e SCARA17-1) foram avaliados com DNA de dois 

grupos (bulks) (Michelmore et al., 1991). No entanto, nenhum desses marcadores mostrou-se 

estar em ligação com o fenótipo de resistência. 

5. DISCUSSÃO 

Para a identificação de híbridos entre as cultivares ‘Gizele’ e ‘Vanda’, foi utilizado, em 

uma triagem inicial, um total de 512 iniciadores RAPD. Destes, apenas 13 foram selecionados 

por se apresentaram polimórficos e, após exaustivas análises, somente três destes confirmaram os 

polimorfismos entre os parentais contrastantes para FOLAC raça 1. A diversidade genética de 

alface cultivada em nível molecular foi investigada por vários grupos de pesquisa com diferentes 

sistemas de marcadores com resultados variáveis em termos dos níveis de polimorfismos 

observados (Kesseli & Michelmore 1986; Kesseli et al. 1991; Hu et al., 2005; Simko, 2009; 

van Treuren & van Hintum, 2009). A quantidade relativamente baixa de polimorfismos obtidos 

no presente estudo se deve, provavelmente, ao fato de que a espécie L. sativa tem uma base 

genética estreita (Kesseli & Michelmore, 1986; Kesseli et al., 1991; Hu et al., 2005; Simko, 

2009; van Treuren & van Hintum, 2009) que foi agravado ainda mais pelo fato de que os dois 

parentais constratantes serem pertencentes a um mesmo grupo varietal ou morfo-agronômico. 

Apesar de todas as limitações, amplicons polimórficos estáveis foram identificados entre os 

parentais constrastantes e apenas plantas genotipadas como híbridas foram utilizadas no estudo 

subsequente de herança da resistência. Como esperado, os indivíduos F1 empregados para a 
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obtenção das populações F2 segregantes apresentaram um alelo (= banda ou amplicon) oriundo 

do parental resistente e outro alelo oriundo do parental suscetível (Figura 2-2).  

Na cultura da alface, há uma dificuldade inerente na identificação segura e precoce dos 

híbridos, pois algumas plantas da progênie podem ser originadas de autofecundação da planta 

mãe, reforçando a importância do uso de marcadores como ferramenta auxiliar para o trabalho 

dos melhoristas e geneticistas. O emprego de marcadores moleculares com uma alternativa viável 

para confirmação dos cruzamentos em alface foi relatado por vários autores. Segundo D’Andrea 

et al. (2008) a obtenção de híbridos de alface resultantes de cruzamentos interespecíficos foi 

confirmada pela análise de bandas informativas utilizando o primer específico RAPD (OPT-06). 

Da mesma forma, Uwimana et al. (2012a,b) identificaram híbridos de alface resultantes do 

cruzamento interespecífico entre L. sativa e L. serriola, por meio  de marcadores SSR. 

Os genitores contrastantes para a resposta a isolados de FOLAC raça 1 foram escolhidos 

em virtude do seu potencial agronômico e também características de interesse, visando obter 

populações segregantes com maior frequência de indivíduos com alta produtividade, ciclo 

precoce, adaptação às condições tropicais de cultivo, rusticidade e resistência a doenças. Os três 

marcadores SCAR desenvolvidos para distinguir plantas híbridas mostraram-se excelentes 

ferramentas para verificar a ocorrência da hibridização, demonstrando ser uma metodologia 

confiável e eficaz, que permite sua utilização em estágios iniciais do desenvolvimento das 

supostas plantas hibrídas. A estratégia de bulked segregant analysis (BSA) é frequentemente 

utilizada no melhoramento genético da alface para identificar marcadores associados com 

fenótipos contrastantes (Michelmore et al., 1991). No entanto, no presente trabalho, apesar dos 

marcadores obtidos distiguiram de maneira estável os parentais contrastantes, nenhum deles 

mostrou uma forte ligação com o fenótipo de resistência a FOLAC raça 1. 
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Nas condições experimentais descritas no presente trabalho, as plantas foram submetidas a 

um método de inoculação drástico que consistiu de uma imersão do sistema radicular uma 

suspensão com alta concentração de esporos (3 x 10
6 

microconídios/mL) após injúria mecânica 

(cortes com tesoura aproximadamente 2 cm acima da extremidade da raiz). Além disso, para 

acompanhamento do desenvolvimento dos sintomas, as plantas foram expostas a temperaturas do 

ar variando entre 25
 o

C a 35 
o
C. Essas condições experimentais podem ter contribuído para 

aumentar a frequência de plantas suscetíveis, inibindo a plena expressão do(s) fator(es) de 

resistência. De fato, em sistemas de seleção de plantas resistentes quando a inoculação com o 

patógeno é requerida, a expressão dos genes alvos é altamente variável as condições ambientais 

(Jiang, 2013). A temperatura, por exemplo, é conhecida por modular a expressão da resistência 

em diferentes interações entre patógenos – hospedeiros. Temperaturas do solo e do ar elevadas 

podem, muitas vezes, inibir a expressão da resistência ou intensificar reações de suscetibilidade 

(Schoeneweiss, 1975). No entanto, a base genética e molecular da sensibilidade à temperatura 

dos genes R é ainda pouco caracterizada (Zhu et al., 2010). Por exemplo, plantas de Arabidopsis 

se mostraram mais suscetíveis à Pseudomas syringae pv. tomato a 28 °C do que a 22 °C (Wang 

et al., 2009). A resistência ao Tobacco mosaic virus (TMV) conferida pelo gene N em acessos de 

fumo é eficaz a 22°C, mas não se expressa a 30 
o
C (Whitham et al., 1996). Resistência aos 

nematóides das galhas conferida pelo gene Mi em tomate é inativada em temperaturas de solo 

acima de 28°C (Hwang et al., 2000).  

O fenômeno genético de resistência ‘parcial’ devido aos fenômenos de semi-dominância e 

penetrância incompleta (i.e. percentagem de indivíduos de uma população com um dado genótipo 

que expressa o fenótipo correspondente) também parece estar envolvido no patossistema alface – 

FOLAC raça 1. Proporções variáveis de plantas doentes foram encontradas em progênies F3 de 

plantas F2 caracterizadas como resistentes. A penetrância é afetada, entre outros fatores, pela 
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interação entre genótipo do hospedeiro, isolado do patógeno, concentração do inóculo, idade das 

mudas e temperatura do solo e do ar. Com uma tendência geral, um aumento na concentração 

(pressão) do inóculo também induz uma redução nos níveis de penetrância, ou seja, um aumento 

na incidência de plantas expressando sintomas da doença.  

Outro ponto a ser investigado é o efeito de dosagem do(s) fator(es) de resistência presentes 

na cultivar ‘Vanda’.  Neste cenário, plantas heterozigotas (i.e. com apenas uma dose do fator de 

resistência) se mostraram mais sensíveis aos isolados de FOLAC raça 1 quando comparadas com 

plantas homozigotas. O efeito de dosagem gênica já foi evidenciado em estudos realizados no 

patossistema F. oxyporum f. sp. lycopersici em tomate (Alon et al., 1974).  

Estudos de herança genética da resistência à raça 2 de FOLAC em alface também foram 

realizados e um gene semi-dominante (denominado RRD2) foi caracterizado controlando essa 

característica (Aruga et al., 2012). Neste trabalho, um mapa de ligação foi construído utilizando 

plantas F2 do cruzamento entre ‘VP1013’ e ‘Patriot’ e o locus RRD2 foi caracterizado. O locus 

RRD2 está posicionado entre os marcadores WF11-12 e WF09-23 no grupo de ligação 2, 

enquanto o marcador WF25-42 foi intimamente associado com alelos de suscetibilidade. Aruga 

et al. (2012) assumiram que a resistência a raça 2 de FOLAC apresentava um controle mediado 

pela ação de um único locus semi-dominante, pois as taxas de segregação esperadas para 

marcadores dominantes para uma população F2 foram na proporção esperada 1:2:1 (resistente: 

intermediário: suscetível). No entanto, os autores sugerem a presença de efeitos associados com 

loci menores que também podem contribuir para algumas modificações no padrão de segregação. 

McCreight et al. (2005) identificaram fontes de resistência a isolados norte-americanos de 

FOLAC raça 1 nas cultivares ‘Salinas’, ‘Salinas 88’ e ‘Costa Rica No.4’. Por sua vez, a cultivar 

‘Vanguard’ se mostrou altamente suscetível. Análises dos padrões de segregação em populações 

F1 e F2 indicaram que a herança da resistência em ‘Salinas’ e ‘Costa Rica No.4’ é 
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predominantemente controlada por múltiplos fatores recessivos. A resistência contra FOLAC 

raça 1 foi mapeada em duas populações. Na população derivada do cruzamento [(‘Valmaine’ x 

‘Salinas 88’) x ‘Salinas’] foram detectados quatro QTLs de resistência nos grupos de ligação 

LG1, LG2 e LG7. Os alelos de resistência localizados nos grupos de ligação LG1 e LG2 foram 

originados da cultivar ‘Valmaine’, enquanto o alelo presente no LG7 foi foi originado da cultivar 

‘Salinas’ (Michelmore et al., 2010). Por sua vez, quatro QTLs associados com a resistência nos 

grupos de ligação LgG1, LG4 e LG8 foram detectados na análise de 112 indivíduos F2 derivados 

do cruzamento entre ‘Red Tide’ x ‘Lolla Rosa’ (Truco et al., comunicação pessoal). Esses 

dados de experimentos prévios com isolados de FOLAC raça 1 indicando a presença de distintos 

fatores em todas as fontes de resistência estudas até o presente momento estão em contraste com 

os obtidos no cruzamento entre ‘Gizele’ x ‘Vanda’. Além disso, é importante realçar o fato da 

herança da resistência na cultivar ‘Vanda’ ser primariamente determinada por um locus 

dominante monogênico, característica que faz dessa cultivar um promissor germoplasma para uso 

em programas de melhoramento da alface visando resistência a isolados de FOLAC raça 1. 
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Figura 2-1. Perfil de amplicons gerados com um subconjunto de primers RAPD dos grupos OP-

A e OP-B (Operon) usando como molde o DNA genômico dos genitores de alface contrastantes 

para resistência a Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLAC) raça 1 [‘Vanda’, resistente e 

‘Gizele’, suscetivel]. Duas cultivares de alface do segmento varietal Americana (‘Laurel’ e 

‘Raider’), também foram incluídas (como padrões) nessas análises. O código ‘M’ indica a linha 

do marcador de peso molecular 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). 
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Figura 2-2. Perfil de amplicons obtido com o par de primers SCAR OPW-15-3 para os genitores 

contrastantes para resistência a Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLAC) raça 1 [‘Vanda’ 

(V), resistente e ‘Gizele' (G), suscetivel]. A eletrofore em gel de agarose (1,2%) ilustra o padrão 

de bandas para ‘V’ e ‘G’ e para 11 plantas potencialmente de natureza híbrida F1 (códigos 1, 2, 3, 

5, 6, 8, 9, 12, 11 & 17) obtidas de cruzamentos controlados entre ‘G’ x ‘V’. O código ‘M’ indica 

a linha do marcador de peso molecular 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). A seta aponta uma 

banda polimórfica informativa (originária de ‘Vanda’) que foi utilizada para distinguir plantas 

verdadeiramente de origem híbrida F1 (ex. as assinaladas com barras) de plantas de ‘Gizele’ 

autofecundadas (ex. 5, 6, 11 & 17), quando empregando a cultivar ‘Vanda’ como doadora de 

pólen e ‘Gizele' como receptora de pólen.  
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CAPÍTULO 3 

Plataforma de marcadores DR analogs derivados de clusters gênicos do genoma da 

alface: Aplicação na localização de fatores de resistência a Fusarium oxysporum f. sp. 

lactucae (raça 1). 
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Plataforma de marcadores DR analogs derivados de clusters gênicos do genoma da 

alface: Aplicação na localização de fatores de resistência a Fusarium oxysporum f. sp. 

lactucae (raça 1) 

RESUMO  

A murcha de fusário, causada por diferentes raças do fungo Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 

(FOLAC), é um dos mais importantes problemas fitossanitários da cultura da alface (Lactuca 

sativa L.), acarretando perdas na produção em diferentes regiões do mundo. A seleção assistida 

por marcadores (MAS) poderia ser explorada como uma ferramenta acoplada ao melhoramento 

convencional, visando facilitar a obtenção de cultivares resistentes a diferentes raças de FOLAC. 

Em relação à resistência a FOLAC raça 1, estudos de herança indicaram um controle monogênico 

dominante e com penetrância incompleta na cultivar ‘Vanda’. No entanto, marcadores 

moleculares ligados a fatores de resistência ao FOLAC raça 1 derivados dessa cultivar ainda não 

estão disponíveis impedindo a determinação de sua localização cromossômica. O objetivo do 

presente trabalho foi estabelecer uma coleção de primers visando identificar marcadores ligados 

com a resistência a FOLAC raça 1. A plataforma consiste de uma coleção de oligonucleotídeos 

(primers) que foram selecionados para anelar em regiões distribuídas nos nove cromossomos da 

alface, de acordo com as informações disponíveis no Compositae Genome Project Database. A 

maioria dos genes de resistência a doenças em alface está localizada em cinco grandes 

agrupamentos físicos ou clusters (major resistance clusters – MRCs). Desta forma, foi explorado 

inicialmente um subconjunto de 98 pares de primers que anelam em regiões dispersas em cinco 

principais MRCs do genoma da alface localizados nos cromossomos/grupos de ligação 1, 2, 4, 7 

& 8. Marcadores moleculares do tipo Disease resistance analogs (DR-analogs), SCAR 

(Sequence Characterized Amplified Regions), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) 
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e microssatélites foram avaliados para polimorfismos entre as cultivares ‘Gizele’ (suscetível) e 

‘Vanda’ (resistente) e em uma população F2 (n = 82), resultante do cruzamento entre ‘Vanda’ 

(resistente a FOLAC raça 1) e ‘Gizele’ (suscetível). Marcadores DR analog polimórficos entre as 

cultivares contrastantes foram avaliados para verificar ligação com o fenótipo de resistência 

empregando populações de mapeamento F2 (n = 82) e F3 derivadas do cruzamento entre ‘Gizele’ 

x ‘Vanda’ após bioensaios com inoculação controlada do fungo. No entanto, dentro do subgrupo 

analisado, não foram obtidas evidências inequívocas de ligação genética com os fatores de 

resistência a FOLAC raça 1, sugerindo que este(s) fator(es) não se localizam nos MRCs dos 

cromossomos/grupos de ligação 1, 2, 4, 7 & 8. De qualquer forma, essa coleção de marcadores 

moleculares servirá como um banco de dados para programas de melhoramento especialmente 

em estudos de variabilidade genética de genótipos e na busca por marcadores ligados a distintas 

características de interesse no melhoramento da alface. A identificação de vários marcadores 

moleculares dentro de diversas famílias de genes de resistência no genoma de alface é importante 

e podem ser utilizados em sistemas de caracterização (fingerpriting) de cultivares dos diferentes 

segmentos/grupos varietais dessa hortaliça. 

 

Palavras chave: Resistência, marcadores, seleção assistida, melhoramento. 
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ABSTRACT 

Fusarium wilt, caused by different races of the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 

(FOLAC), is one of the most economically important diseases of lettuce (Lactuca sativa L.), in 

many tropical and subtropical regions of the world. Marker-assisted selection (MAS) could be 

exploited as a tool in combination with classical breeding programs, in order to facilitate the 

development of lettuce varieties with resistance to FOLAC. Inheritance studies indicated a 

monogenic genetic control with high penetrance of FOLAC race 1 resistance in cultivar ‘Vanda’. 

However, molecular markers linked to FOLAC race 1 resistance factor(s) derived from this 

cultivar are yet not available, precluding a precise determination of its chromomosomal 

localization. In this context, the objective of this study was to establish a collection of PCR 

primers in order to enable the identification of markers linked to the genetic factor(s) associated 

with FOLAC race 1 resistance. The present molecular marker platform consists of a collection of 

primers that were selected to anneal to nine genomic regions uniformly distributed along the nine 

lettuce chromosomes, according to the information available in the Compositae Genome Project 

Database. Most of the known disease resistance genes in lettuce are located in five major clusters 

(major resistance clusters – MRCs). In this work, a subset of 98 primers pairs scattered in five 

MRCs of the lettuce genome located on the chromosomes/linkage groups 1, 2, 4, 7 & 8 was 

initially exploited. Disease resistance analogs (DR-analogs), SCAR (Sequence Characterized 

Amplified Regions), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), and microsatellite 

markers were screened for polymorphisms between the cultivars ‘Gizele’ (susceptible) and 

‘Vanda’ (resistant). Polymorphic DR analog markers markers were obtained between the 

contrasting cultivars and they were checked for linkage to FOLAC race 1 using F2 (n = 82) and 

F3 mapping populations derived from a cross between ‘Gizele’ x ‘Vanda’ after bioassays 
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employing controlled fungal inoculation. However, no clear evidence of genetic linkage with the 

factors of resistance to FOLAC race 1 was obtained with the subgroups of primers examined, 

suggesting that these factors are not located in the MRCs of the chromosomes/linkage groups 1, 

2, 4, 7 & 8. Nonetheless, this collection of molecular markers may serve as a database for 

breeding programs especially in studies dealing with the genetic variability of germplasm 

collections as well as in the search for markers linked to other traits of interest for lettuce 

breeding programs. The identification of several molecular markers in several resistance gene 

families in the lettuce genome is important and this information can be used in fingerpriting 

systems of cultivars from different varietal groups. 

 

Keywords: resistance, molecular markers, marker assisted, breeding, crop improvement. 
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1. INTRODUÇÃO 

A seleção assistida por marcadores moleculares (Marker Assisted Selection – MAS) é uma 

poderosa ferramenta para uso em programas de melhoramento, especialmente para incorporação 

de fatores de resistência a doenças (Agrama et al., 2007; Zhao et al., 2011; Kwon et al., 2013). 

Nos sistemas de MAS, a incorporação de genes de resistência pode ser monitorada de maneira 

precisa e específica sem mesmo requerer a inoculação e/ou presença do patógeno, reduzindo o 

tempo e os custos associados com bioensaios de campo e telado. Outra vantagem dos sistemas de 

MAS é a possibilidade conduzir simultaneamente processos de seleção para múltiplos fatores de 

resistência contra uma ampla gama de agentes patogênicos, o que torna possível a rápida 

‘piramidação’ de genes de interesse em uma única cultivar ou linhagem elite (Peleman & van 

der Voort, 2003; Simko et al., 2007; Collard & Mackill, 2008).  

O desenvolvimento de mapas genéticos densos (i.e. com um número elevado de 

marcadores) tem permitido a localização física dos genes nos cromossomos, a estimativa do 

número de loci envolvidos no controle de uma dada característica (qualitativa ou quantitativa) e a 

estimativa da magnitude do efeito destes loci no fenótipo de interesse (Collard & Mackill, 

2008). Para o gênero Lactuca, diversos mapas foram obtidos utilizando populações derivadas de 

cruzamentos intraespecíficos e/ou interespecíficos (Kesseli et al., 1994; Witsenboer et al., 1995; 

Waycott et al., 1999; Johnson et al., 2000; Jeuken et al., 2002; Syed et al., 2006). Para tal, 

diversos sistemas de marcadores bioquímicos e moleculares foram empregados na genética da 

alface incluindo, isoenzimas (Kesseli & Michelmore 1986); Restriction fragment length 

polymorphism – RFLP (Kesseli et al., 1991); Randomly amplified polymorphic DNA – RAPD 

(Kesseli et al., 1994); Sequence characterized amplified regions – SCAR (Maisonneuve et al., 

1994); Retrotransposon-based sequence specific amplification polymorphism (Syed et al., 2006); 
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Amplified fragment length polymorphism – AFLP (Hill et al., 1996); Simple sequence repeats – 

SSR (Van de Wiel et al., 1999; Rauscher & Simko, 2013); Target region amplification 

polymorphism – TRAP (Hu et al. 2005); Expressed sequence tag-based SSR – EST-SSR (Simko, 

2009); Single-stranded conformational polymorphism – SSCP (McHale et al., 2009); Single 

nucleotide polymorphism – SNP (Kwon et al., 2013) e Single position polymorphism – SPP 

(Stoffel et al., 2012).  

Os modernos sistemas de marcadores moleculares utilizados em genética vegetal permitem 

a genotipagem com alto rendimento (Truong et al., 2012). Estes marcadores estão sendo 

utilizados na construção de vários mapas de ligação de alface (Truco et al. 2007, 2013), 

incluindo estudos envolvendo a localização cromossômica de genes de resistência a doenças 

(Paran & Michelmore, 1993; Meyers et al., 1998; McHale et al., 2009) e no desenvolvimento 

de sistemas de MAS para essa hortaliça (Moreno-Vázquez et al., 2003; Simko et al., 2009).  

Um mapa molecular de referência em alface foi construído utilizando linhagens RILs 

(Recombinant Inbred Lines) derivadas da população L. sativa ‘Salinas’ x L. serriola ‘UC96US23’ 

(Truco et al., 2007). Este mapa engloba com mais de 700 marcadores AFLP e SSR. 

Posteriormente, um mapa genético ultradenso foi gerado com 13.943 loci baseados em 

sequências transcritas de alface e outras espécies da família Compositae organizadas em um chip 

de microarray (Truco et al., 2013). Os loci foram catalogados e ordenados de acordo com a 

distância genética e organizados em cromossomos para facilitar a visualização com a ajuda do 

software “GBrowse” (http://www.Gbrowse.org). O Lettuce Genome Browser pode ser acessado 

após inscrição e login no site https://lgr.genomecenter.ucdavis.edu.  

De acordo com as estimativas, a alface possui cerca de 45.000 genes. Desta forma, esse 

mapa representa um enorme avanço analítico, disponibilizando cerca de 1/3 dos genes que 

http://www.gbrowse.org/
https://lgr.genomecenter.ucdavis.edu/
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codificam proteínas em alface (Truco et al., 2013). Mais recentemente, a metodologia de 

Genotyping-by-sequencing (GBS) foi aplicada na análise genômica de alface permitindo o 

desenvolvimento de mais de 1.000 marcadores SNPs em uma população de mapeamento 

derivada do cruzamento entre L. sativa ‘Salinas 88’ x L. sativa ‘La Brilhante’ (Truong et al., 

2012). Estes marcadores foram adicionados aos mapas de ligação de referência da alface (Truco 

et al., 2013).  

Da mesma, forma foi construído um mapa de referência por McHale et al. (2009) e 

Christopoulou et al. (2015a,b), contendo um coleção de marcadores associados com 36 loci e 20 

QTLs associados a fenótipos de resistência/tolerância a dez patógenos e um inseto (Tabela 3-1). 

Os seguintes patógenos e doenças já tiveram os fatores de resistência e QTLs mapeados em 

alface: raças fisiológicas de Bremia lactucae (míldio); corky root (Sphingomonas 

suberifanciens); lettuce dieback, causado pelo complexo viral (Tomato bushy stunt virus – TBSV, 

Lettuce necrotic stunt virus – LNSV); outras viroses (Lettuce mosaic virus – LMV e Turnip 

mosaic virus – TuMv); root downy mildew, causado por Plasmopara lactucae-radicis; oídio 

(Golovinomyces cichoracearum sensu stricto = Erysiphe cichoracearum); big-vein (Mirafiori 

lettuce big-vein virus – MLBVV); antracnose (Microdochium panattoniana); podridão de 

esclerotínia (Sclerotinia minor e S. sclerotiorum); mancha bacteriana (Xanthomonas campestris 

pv. vitians); murcha de verticílio (Verticillium dahliae) e a murcha de fusário (F. oxysporum f. sp. 

lactucae).  

A maioria dos genes de resistência a doenças identificados no genoma da alface estão 

localizados em cinco grandes agrupamentos físicos ou clusters (Major Resistance Clusters – 

MRCs). Dos cinco principais MRCs em alface, o MRC2 (cromossomo 2) é o mais extensamente 

estudado. O MRC2 é composto por nove genes Dm (downy mildew resistance genes – Dm1, 
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Dm2, Dm3, Dm6, Dm14, Dm15, Dm16, Dm18 e Dm50). Este cluster inclui Dm3 (que foi o 

primeiro gene de resistência clonado em alface) (Shen et al., 2002; Christopoulou et al., 

2015a,b),  QTLs para resistência parcial contra raças de míldio (qDMR2.2 e qDM2.1) (Simko et 

al., 2015), o gene de  resistência ao pulgão de raiz (Ra) (Ellis et al., 2002), resistência a Tomato 

bushy stunt virus (Tvr1) (Grube et al., 2005), um QTL associado com resistência a antracnose 

(qANT) (McHale et al., 2009), genes de resistência a mancha bacteriana (Xar1 e Xcvr) (Hayes et 

al., 2014; Wang et al., 2016),  QTLs de resistência ao oídio  (pm-2.1 e pm-2.2) (Simko et al., 

2014) e um número variável de 15 a 42 membros da família de genes candidatos de resistência 2 

(RGC2) do tipo CNL (Shen et al., 2002; Kuang et al., 2004), bem como de alguns NBS-LRR 

fora da família RGC2 (McHale et al., 2009).  A análise de sequências de genes RGC2 de 47 

acessos de L. sativa indica uma complexidade genética desse locus que inclui mutações, 

conversão gênica e recombinação resultando em numerosas variantes dos membros desta família 

(Kuang et al., 2004). A partir do draft do genoma da alface (L. sativa cv. ‘Salinas’) foi possível 

identificar 754 genes nesse cluster, dos quais 61 são NBS-LRR, dois são RLKs e cinco são RLPs 

(Christopoulou et al., 2015a, b). 

O cluster MRC1 (cromossomo 1) é constituído por oito genes Dm (Dm5/8, Dm10, Dm17, 

Dm25, Dm36, Dm37, Dm43 e Dm45) (Hulbert & Michelmore, 1985; Landry et al., 1987; 

Parra et al., 2016),  por um QTL (qDMR1.1) associado com a resistência parcial ao míldio 

(downy mildew) (Jeuken & Lindhout, 2002), pelo gene de resistência a isolados de Lettuce 

mosaic virus (Mo2) (McHale et al., 2009), resistência  a Turnip mosaic virus (Tu) (Robbins et 

al., 1994), resistência recessiva a Plasmopara lactucae-radicis (plr) (Witsenboer et al., 1995), 

por QTL de resistência ao oídio (pm-1.1) (Simko et al., 2014), por fatores genéticos controlando 

uma reação de hipersensibilidade em resposta as proteínas efetoras AvrB, AvRpt2 e AvrRpm1 de 
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Pseudomonas syringae  (AvrB-HR, AvrRpt2-HR e AvrRpm1-HR) (Wroblewski et al., 2009) e 

pelos QTLs qFUS1.1 e qFUS1.2 associados com resistência parcial a murcha de fusário (Truco 

et al., comunicação pessoal). A partir de estudos de mapeamento com marcadores EST de 

sequências expressas (Expressed sequence tag), McHale et al. (2009) identificaram membros da 

família RGC16 (TNL) e membros da família RCC1 (CNL) dentro da região do cluster MRC1.  

A disponibilidade de uma primeira versão (draft) do genoma da alface (L. sativa cv. 

‘Salinas’) também permitiu a caracterização detalhada da arquitetura genômica do locus MRC1. 

Conjuntos de dados de 39.000 modelos de genes para a presença de características de domínios 

Pfam (Lettuce Genome Resouce) identificaram 365 modelos de genes com o NB-ARC (com e 

sem a presença de CC, TIR e domínios LRR) e 687 genes que codificam LRR (com ou sem 

presença do domínio kinase) (Christopoulou et al., 2015a,b). 

O cluster  MRC4 (cromossomo 4) se extende por cerca de 25 cM e é composto por sete loci 

controlando resistência  à míldio (Dm4, Dm7, Dm11, Dm24, Dm38, Dm44 e Dm48) (Hulbert & 

Michelmore 1985; Landry et al., 1987; Parra et al., 2016), por QTLs associados com 

resistência a murcha de fusário (qFUS4.1) (Truco et al., comunicação pessoal), resistência a 

big-vein (BV2 e BV3) (Hayes et al., 2010) e o gene recessivo mo-1 que controla resistência a 

patotipos do potyvirus Lettuce mosaic virus (Nicaise et al., 2003). Membros da família RGC12 

(TNL) são predominantes nesse cluster. Existem 21 genes do tipo NBS-LRR, sendo 18 TNL 

atribuídos a família de genes RGC12, com base em suas sequências e três CNL (Christopoulou 

et al., 2015b).  

No cromossomo 7 se localizam dois QTLs de resistência para míldio (qDM7.1 e 

qDMR7.1) (Christopoulou et al., 2015a,b), um QTL para resistência a oídio (pm7-1) (Simko et 

al., 2014) e um fator de resistência a murcha de fusário (FUS3) (Michelmore et al., 2010).  
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Por sua vez, três MRcs (MRC8A, MRC8B e MRC8C) estão localizados no cromossomo 8 

que co-segregam com diferentes fatores genéticos relacionados com resistência a doenças. O 

MRC8A é composto por 1132 genes, dos quais 23 genes são potencialmente envolvidos no 

reconhecimento do patógeno: quatro TNL (RGC4), dois CNLs (RCC27), oito RLKs, quatro 

RLPs, um TIR e quatro genes que codificam LRR. O MRC8B co-segrega com HR para AvrRps4, 

contém 127 genes, dos quais 36 são membros do RGC4. Já o MRC8C é o mais complexo, 

contém 348 genes, 26 são do tipo NBS-LRR, 9 membros de RGC15, 11 de RGC9, 4 de RGC29, 

1 de RGC7 e 1 de RGC43. Neste cluster há presença de um QTL de resistência a murcha de 

fusário (qFUS8.1) e um QTL para V. dahliae (qVRT) (Christopoulou et al., 2015a,b; Truco et 

al., comunicação pessoal).  

Em relação à resistência a FOLAC raça 1, estudos indicaram um controle genético 

relativamente simples na cultivar ‘Vanda’ (ver capítulo 2), com os resultados de segregação 

indicando um controle monogênico dominante com penetrância elevada, porém incompleta 

(Cabral et al., 2015; ver capítulo 2). No entanto, marcadores moleculares ligados a fatores de 

resistência ao FOLAC raça 1 derivados dessa cultivar ainda não estão disponíveis impedindo a 

determinação de sua localização cromossômica. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho 

foi estabelecer uma coleção de primers visando identificar marcadores ligados e/ou genes 

candidatos associados com a resistência a FOLAC raça 1. Inicialmente foram selecionados e 

sintetizados 90 oligonucleotídeos, usando informações disponíveis no Compositae Genome 

Project Database. Esses marcadores estão distribuídos nos nove cromossomos da alface (dez 

regiões/primers por cromossomo), incluindo marcadores dispersos em cinco dos principais 

MRCs do genoma da alface localizados nos cromossomos/grupos de ligação (1, 2, 3, 4 & 8), 

descritos acima. Marcadores moleculares do tipo Disease resistance analogs (DR-analogs), 
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CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), SCAR (Sequence Characterized Amplified 

Regions) e microssatélites foram sintetizados e validados em uma população F2 segregando para 

reação a FOLAC raça 1. No presente trabalho, essa plataforma foi aplicada visando identificar 

marcadores moleculares ligados a fatores de resistência a raça 1 de FOLAC.  

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

 Caracterizar marcadores derivados de genes análogos de resistência (RGAs) 

presentes em cinco grandes agrupamentos físicos ou clusters (major resistance clusters – 

MRCs) no genoma da alface em populações segregantes obtidas a partir de cruzamentos 

entre um parental suscetível e um resistente a raça 1 de Fusarium oxyporum f. sp. 

lactucae, visando identificar marcadores moleculares potencialmente associados o(s) 

fator(es) de resistência a esse patógeno. 

2.2. Objetivos Específicos 

 Amplificar de forma específica, RGAs em materiais contrastantes para resistência 

a raça 1 de F. oxyporum f. sp. lactucae, utilizando primers descritos no site 

https://lgr.genomecenter.ucdavis.edu). 

 Desenhar e validar marcadores moleculares baseados na análise de sequências dos 

RGAs, potencialmente ligados aos fatores de resistência a FOLAC raça 1. 

 Ampliar as ferramentas moleculares disponíveis para mapear outros genes de 

resistência associados com os mecanismos genéticos que regulam a diferentes interações 

planta-patógeno em alface. 

 

https://lgr.genomecenter.ucdavis.edu/
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3. MATERIAL & MÉTODOS 

3.1. Cruzamentos entre parentais contrastantes para resposta a FOLAC raça 1 e 

desenvolvimento de populações segregantes – Foram realizados cruzamentos entre o parental 

suscetível (PS) ‘Gizele’ (cultivar comercializada no Brasil pela a Empresa Topseed) e o parental 

resistente (PR) ‘Vanda’ (Empresa Sakata Seed Sudamerica) que foi usado exclusivamente como 

progenitor masculino (= doador de pólen). As duas cultivares utilizadas como parentais são do 

segmento varietal do tipo ‘Crespa’. As sementes resultantes dos cruzamentos (geração F1) foram 

semeadas em bandejas e as plantas individuais produzidas foram autofecundadas, para constituir 

a geração F2. Progênies F3 foram obtidas a partir da autofecundação de plantas individuais da 

geração F2. Os parentais contrastantes e as populações F1, F2 e F3 foram utilizadas nesse estudo.  

3.2. Caracterização fenotípica das linhagens parentais e populações segregantes – 

Inicialmente 30 plantas de cada um dos parentais contratantes, 30 plantas da geração F1, 82 

plantas F2 e 719 plantas da geração F3 foram inoculadas com o isolado CMM-3577 (Fus-209) 

(Cabral & Reis, 2013) da raça 1 de FOLAC (ver capítulo 2). Para confirmar os genótipos dos 

indivíduos da F2, entre 9 e 16 plantas (de cada progênie F3) foram avaliadas para a resposta ao 

fungo. O isolado do fungo foi cultivado por cinco dias em meio de cultura BDA-t (BDA 

suplementado com 50 ppm de tetraciclina). A suspensão de esporos foi ajustada para uma 

concentração de 3 x 10
6 

microconídios/mL. Para produção das mudas, as sementes foram 

semeadas em bandejas de isopor, preenchidas com substrato esterilizado (Plantmax
®
). Mudas 

com 25-30 dias após o semeio foram removidas das células e as raízes lavadas em água corrente 

para eliminar o resíduo de substrato ainda aderido às raízes. A porção apical das raízes foi cortada 

(aproximadamente 2 cm), com auxílio de tesoura esterelizada, e mergulhadas em 50 mL da 

suspensão de esporos, por três minutos. Em seguida as mudas foram transplantadas para vasos de 
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2 L contendo uma mistura de argila, esterco bovino, areia e palha de arroz carbonizada 

esterilizada. Estes vasos foram irrigados anteriormente (uma hora antes do plantio). Depois disto, 

3 mL da suspensão foi adicionado no colo de cada plântula. As plantas não foram irrigadas 

novamente no dia da inoculação para evitar a perda do inóculo através do escoamento superficial. 

Posteriormente foram mantidas em casa de vegetação com temperaturas variando de 25 a 35ºC e 

fotoperíodo de 12 horas. Os fenótipos das plantas inoculadas foram avaliados aos 20 dias após a 

inoculação de acordo com a escala de notas adaptada de Santos (1996), sendo 1 = plantas sem 

sintomas; 2 = plantas sem sintomas de murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento 

vascular; 3 = plantas com escurecimento vascular intenso e com início de murcha ou 

amarelecimento foliar; 4 = plantas com murcha intensa, associada com amarelecimento e necrose 

foliar; 5 = plantas mortas. Com base nas notas recebidas as plantas foram classificadas como 

resistentes (R≤2) ou suscetíveis (S>2).  

3.3. Extração de DNA de genômico de linhagens parentais e indivíduos das populações 

segregantes – As amostras foliares foram coletadas dez dias após a inoculação e mantidas em 

casa de vegetação. O DNA foi extraído individualmente de cada planta das linhagens parentais e 

de indivíduos das populações segregantes, de acordo com a metodologia de CTAB 2X com a 

incorporação de algumas modificações (Boiteux et al., 1999). As amostras das folhas foram 

trituradas no cadinho de porcelana na presença de nitrogênio líquido. Em seguida, colocadas em 

tubos com 750 µL de CTAB 2X, as amostras foram retiradas e colocadas em banho-maria a 65°C 

durante 10 minutos, acrescenta-se, após esse tempo, 750 µL de clorofil em cada tubo e agita-se 

no vortex por aproximadamente 30 segundos. As amostras foram então centrifugadas por 9.000 

rpm  durante 5 minutos. Os tubos foram retirados da centrifuga 600 µL do sobrenadante foram 

retirados e colocados em novos tubos de micro-centrífuga. Foram acrescentados 300 µL de 

isopropanol gelado e para homogeneizar, os tubos foram suavemente agitados de forma manual e 
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posteriormente centrifugados a 12.000 rpm durante 13 minutos. O sobrenadante foi eliminado e o 

pellet lavado com álcool 70%. Os tubos foram colocados na estufa a 37°C por 20 minutos, depois 

se acrescenta 50 µL de TE+RNAse e coloca-se os tubos na geladeira. No outro dia, as amostras 

foram agitadas no vortex e os DNAs então extraídos foram guardados no freezer. As 

quantificações de DNA foram feitas com o espectrofotômetro (NanoDrop
®

). Para confirmação da 

qualidade das amostras de DNA, alíquotas foram utilizadas em uma reação de PCR em condições 

previamente testadas. O resultado negativo da amplificação indicou a presença de potenciais 

inibidores da reação de PCR na maioria das amostras. Desta forma a os DNAs foram re-

purificados usando o kit Power Clean
®
 Pro DNA Clean-up, seguindo os padrões recomendados 

pelo fabricante do kit (MO BIO Laboratories – Carlsbad, California, USA). Após este 

procedimento a reação de PCR foi repetida, desta vez com sucesso, indicando que os inibidores 

de PCR foram removidos. 

3.4. Plataforma de marcadores do tipo Disease Resistance Analogs (DR analogs) em 

alface – A presente plataforma consiste de uma coleção de oligonucleotídeos (primers) que 

foram selecionados para anelar em regiões uniformemente distribuídas nos nove cromossomos da 

alface, de acordo com as informações disponiveis no Compositae Genome Project Database. Um 

subgrupo de 98 pares de primers foi empregado no presente capítulo (Tabela 3-2). Estes primers 

foram derivados de sequências do tipo Resistance Gene Analogs (RGAs) dispersas em cinco dos 

principais MRCs (Major Resistance Clusters) do genoma da alface localizados nos cromossomos 

(Cr.)/grupos de ligação 1, 2, 3, 4 & 8. De acordo com dados reportados na literatura, essas cinco 

regiões MRCs são mais ricas em fatores de resistência a doenças, incluindo fatores reportados 

controlando resistência para isolados de FOLAC (Christopoulou et al., 2015a,b). Estes 98 pares 

de primers foram obtidos no site http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMapViewer/display/ ou foram 

sintetizados a partir de sequências disponíveis no mesmo site. Nesta coleção, foram selecionados 

http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMapViewer/display/
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apenas pares de primers que anelavam com sequências relacionadas com ‘motivos’ (= regiões 

conservadas) com assinaturas do tipo NBS (Nucleotide Binding Sites = sítios de ligação de 

nucleotídeos), LRR (Leucine rich repeats = regiões ricas em códons correpondentes ao 

aminoácido leucina) e RLK (Receptor-like kinase = Receptores do tipo quinases) (McHale et al., 

2009). Essas famílias gênicas estão presentes em diferentes genomas de membros da Asteraceae 

(Compositae) e em outras famílias botânicas. Marcadores do tipo SRRs e SCAR previamente 

descritos por Simko et al. (2009) e Aruga et al. (2012) foram também incorporados na 

plataforma e nas análises.  

 3.5. Reação de PCR com primers anelando em regiões dos cromossomos 1, 2, 4, 7 & 8 

contendo DR analogs – Os primers foram inicialmente avaliados nos dois parentais e em 12 

indivíduos da população F2 contrastantes para resposta a FOLAC raça 1 (seis plantas resistentes e 

seis suscetíveis), baseado na severidade da doença. Amplicons presentes na maior parte dos 

indivíduos resistentes e ausentes nos suscetíveis foram selecionados. Amplicons em repulsão (i.e. 

associados com o fenótipo suscetível) também foram selecionados. Em uma segunda etapa, os 

primers capazes de manter o polimorfismo nos 12 indivíduos contrastantes foram validados em 

82 indivíduos da população F2. Amplicons estáveis nos 12 indivíduos contrastantes foram 

purificados e sequenciados. A análise da sequência destes amplicons permitiu o desenho de 

novos primers a serem utilizados como potenciais marcadores do tipo CAPS (Tabela 3-2, 

Figuras 3-2, 3-3 & 3-4). O objetivo desta etapa foi aumentar probabilidade de identificar 

polimorfismos ligados a resposta de resistência a FOLAC raça 1. As reações de amplificação 

foram realizadas utilizando 2 μL de DNA genômico (50 ng/μL), em volume final de 12,5 μL, 

contendo 1,25 μL de tampão 10X (100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, pH 8.3), 0,6 μL de MgCl2 

(50 mM), 0,5 μL de dNTPs (2,5 mM cada), 0,2 μL de Taq DNA polimerase (5u/µL), 0,3 μL de 

cada primer, 7,35 μL de H2O Milli-Q. O programa utilizado para amplificação dos fragmentos foi 
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de um ciclo inicial de 94°C por 4 min, seguido de: 35 ciclos de 94°C por 1 min para a 

desnaturação, 1 min para anelamento (temperatura variável), e 72°C por 2 min para extensão, o 

ciclo final constituiu-se 72ºC por 7 min e 4ºC ∞. As condições de PCR foram otimizadas em 

termos de temperatura de anelamento para cada primer utilizado (Tabela 3-2).  

3.6. Reações de sequenciamento dos amplicons – Os amplicons obtidos foram 

diretamente sequenciados utilizando o protocolo BigDye
® 

Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit version 3.1 (Applied Biosystems). O sequenciamento foi realizado em um 

sequenciador ABI PRIM 3100 da Embrapa Hortaliças (CNPH).  

3.7. Análise das sequências – Sequências consenso foram obtidas usando o programa 

SeqMan (DNAStar) e as sequências nucleotídicas foram analisadas usando EditSeq (DNAStar). 

A qualidade das sequências foi avaliada através do programa SeqMan (Lasergene, Madison,WI) 

e a sequências de baixa qualidade foram removidas (Allex, 1999). As sequências foram 

comparadas com as disponíveis no banco de dados do GenBank e analisadas para níveis de 

identidade usando o algoritmo BLASTn, disponível online (Altschul et al., 1990). O alinhamento 

das sequências e o cálculo das identidades nucleotídicas foram realizados por meio do software 

Megalign (Lasergene, Madison, WI), utilizando-se o método Clustal W. 

3.8. Marcadores CAPS – A partir da informação de sequências, sítios de clivagem de 

enzimas de restrição foram identificados usando o programa SeqMan (DNAStar), visando 

desenvolver marcadores do tipo CAPS. O corte com enzimas de restrição de cada amostra após 

PCR com os primers originais seguiram o protocolo do fabricante. Foram adicionados 5 µL de 

azul de bromofenol e as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1,5%, já suplementado com 

brometo de etídeo. Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em 

tampão TBE (Tris-Borato 45 mM e 1 mM EDTA), a 120V, por um período de aproximadamente 

2 horas. Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta, tendo-se utilizado o marcador 1 Kb Plus 
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DNA Ladder
®
 (Invitrogen) para análise dos produtos obtidos. 

4. RESULTADOS 

4.1. Genotipagem das linhagens parentais e da população F2 para marcadores DR-

analogs potencialmente ligados a resistência a raça 1 de FOLAC– Dos 98 pares primers 

utilizados, 42 não amplificaram e/ou foram inespecíficos (i.e. apresentaram mais de uma banda) 

usando o DNA genômico dos dois parentais contrastantes como molde. Cinquenta e três primers 

produziram amplicons monomórficos e que foram caracterizados via sequenciamento. Três 

amplicons apresentaram polimorfismos entre os parentais do tipo INDEL (inserção/deleção). Os 

três primers que geraram amplicons polimórficos com INDELs foram LE0395 (localizado no 

cromossomo 8), LM0035 (localizado no cromossomo 8) e LE3164 (localizado no cromossomo 

7). A estabilidade desses polimorfismos foi avaliada tomando-se amostras de seis indivíduos F2 

resistentes e seis indivíduos F2 suscetíveis a FOLAC raça 1. O primer LM0035 gerou um 

amplicon de aproximadamente 1500 pb associada com indivíduos resistentes, enquanto os 

indivíduos suscetíveis apresentaram um amplicon de aproximadamente 1000 pb. O primer 

LE0351 amplificou uma banda de aproximadamente 550 pb em indivíduos resistentes e uma de 

500 pb em indivíduos suscetíveis. O primer LE0395 gerou um amplicom de aproximadamente 

550 pb para indivíduos resistentes e 650 pb para indivíduos suscetíveis. Em seguida, houve a 

validação desses primers em 82 indivíduos segregantes da população F2, observando-se a não co-

segregação desses marcadores com o fenótipo de resistência, ou seja, há eventos de recombinação 

entre o fator de resistência e os marcadores avaliados. (Tabela 3-4).  

4.2. Análises Blast dos amplicons clonados e seqüenciados – Os resultados das análises 

de sequências dos 53 amplicons monomórficos obtidos com os primers da Tabela 3-2 estão 

apresentados na Tabela 3-3. Como esperado, diversos dos amplicons seqüenciados 



 

 109 

corresponderam a sequências com identidade com genes de resistência a doenças descritos em 

alface e outras espécies vegetais (Tabela 3-3). Alguns amplicons sequenciados apresentaram 

níveis de identidade elevados com genes da família Flowering locus T (FT) que estão 

relacionados com a indução floral e outros processos de desenvolvimento (Fukuda et al., 2011; 

Pin &Nilsson, 2012). 

4.3. Marcadores do tipo CAPS – Apenas três (3) dos (53) amplicons sequenciados 

apresentaram polimorfismos do tipo SNPs. Estes três amplicons (representativos de DR analogs) 

foram utilizados para o desenho de marcadores do tipo CAPS (Figuras 3-2, 3-3 & 3-4). O padrão 

de amplicons após PCR com o par de primers LE0351-F/ LE0351-R (localizado no cromossomo 

4), LE0337-F/ LE0337-R (localizado no cromossomo 4) e M4241-F/ M4241-R (localizado no 

cromossomo 7) foram de uma única banda aproximadamente 339 pb, 592 pb e 197 pb, 

respectivamente. No entanto, após a clivagem com as enzimas de restrição MspAII, BstNI e Msel, 

as plantas apresentaram três distintos padrões de bandas. No caso do par de primers ‘LE0351-F/ 

LE0351-R’, uma banda intacta (não clivada) de 339 pb associada com indivíduos homozigotos 

resistentes, duas bandas (251 pb e 88 pb), resultando da clivagem completa pela MspAII de todos 

os produtos de de PCR para indivíduos homozigotos suscetíveis e três bandas (339 pb, 251pb e 

88 pb) para indivíduos heterozigotos, que possuem as duas variantes alélicas do marcador 

(Figura 3-1). Nesse ensaio de genotipagem, do total de 68 plantas da população F2 foram 

observadas as seguintes frequências de classes genotípicas: 42 genótipos associados com plantas 

heterozigotas, 14 plantas apresentaram genótipo associado com plantas homozigotas suscetíveis e 

12 genótipos associados com plantas homozigotas resistentes. Para o par de primers ‘LE0337-F/ 

LE0337-R’, uma banda intacta (não clivada) de 592 pb associada com indivíduos homozigotos 

suscetíveis, duas bandas (437 pb e 155pb), resultando da clivagem completa pela BstNI de todos 
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os produtos de PCR para indivíduos homozigotos resistentes e três amplicons (437 pb, 437 pb e 

155 pb) para indivíduos heterozigotos, possuindo duas variantes do marcador (Figura 3-1). 

Nesse ensaio de genotipagem do total de 59 plantas da população F2 foram observadas as 

seguintes frequências de classes genotípicas: 43 plantas apresentaram genótipo associado com 

plantas heterozigotas, 14 genótipos associados com plantas homozigotas suscetíveis e dois 

genótipos associados com plantas homozigotas resistentes. Os padrões de bandas dos primers 

‘M4241-F/ M4241-R’ foram os seguintes: uma banda intacta (não clivada) de 197 pb associada 

com indivíduos homozigotos resistentes, duas bandas (106 pb e 91 pb), resultando da clivagem 

completa pela Msel de todos os produtos de PCR para indivíduos homozigotos suscetíveis e três 

bandas (197 pb, 106 pb e 91 pb) para indivíduos heterozigotos, que possuem as duas variantes 

alélicas do marcador (Figura 3-1). Nesse ensaio de genotipagem do total de 76 plantas da 

população F2 foram observadas as seguintes frequências de classes genotípicas: 48 plantas 

apresentaram genótipo associado com plantas heterozigotas, 19 genótipos associados com plantas 

homozigotas suscetíveis e 09 genótipos associados com plantas homozigotas resistentes. Os 

marcadores moleculares que foram testados na população segregante apresentaram valores 

variando entre 24 a 64% de recombinantes (Tabela 3-4). Desta forma, marcadores polimórficos 

entre os parentais contrastantes foram obtidos, mas, dentro do subgrupo analisado de marcadores, 

não foram obtidas evidências inequívocas de ligação genética com os fatores de resistência a 

FOLAC raça 1, sugerindo que este(s) fator(es) não se localizam nos MRCs dos 

cromossomos/grupos de ligação 1, 2, 4, 7 & 8.  

5. DISCUSSÃO 

A maioria dos amplicons e marcadores moleculares obtidos/caracterizados nesse trabalho 

apresentaram níveis de identidade com proteínas contendo os ‘motivos’ das famílias gênicas 
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NBS-LRR e RLK localizadas em cinco dos principais clusters MRCs (Major Resistance 

Clusters) dispersos nos cromossomos/grupos de ligação 1, 2, 3, 4 & 8, que co-segregam com 

vários fenótipos de resistência a doenças em alface (McHale et al., 2009; Michelmore et al., 

2010). Os clusters de genes são resultado de duplicação em tandem de sequências parálogas e são 

relativamente comuns em genomas de plantas, incluindo a alface (Meyers et al., 2003). Dentro 

desses clusters numerosos genes de resistência estão presentes controlando reações de defesa 

contra diversos patógenos, diferentes raças e patotipos (Van de Vossen et al., 2000). A formação 

de clusters de genes de resistência também pode facilitar a geração de diversidade genética e a 

evolução de novos genes de resistência com novas especificidades. Desta forma, a efetividade 

destes primers na amplificação de DR analogs em alface crespa (56 de 98 primers empregados) 

indica níveis elevados de conservação e que os mesmos poderão ser utilizados em projetos 

similares relacionados a outras doenças de alface ou mesmo na busca por marcadores associados 

com outras raças de FOLAC. 

O desenho de marcadores moleculares do tipo DR analogs, SCAR, CAPS e SSR no grupo 

varietal crespa representa uma importante ferramenta para a identificação de potenciais loci de 

resistência para diferentes doenças da alface, embora no caso específico dos primers avaliados 

até o momento (que anelam com regiões dos cromossomos/grupos de ligação 1, 2, 4, 7 & 8) 

indicam que o(s) fator(es) de resistência a FOLAC raça 1 não estejam em estreita ligação gênica 

com essas regiões genômicas da alface.  

Os 53 amplicons de que foram sequenciados e analisados são, como esperado, 

majoritariamente do tipo DR analogs, apresentando motivos de genes de resistência (Tabela 3-3). 

Este resultado comprova a utilidade destes primers para amplificação deste grupo de sequências 

no genoma de cultivares de alface do segmento crespa. O número de polimorfismos do tipo 
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INDELs (3/98) e SNPs (3/53) se encontra dentro do esperado para esta classe de marcadores. A 

estratégia de uso de marcadores moleculares do tipo CAPS foi bastante eficiente na genotipagem 

dos SNPs presentes em bandas monomórficas e sem INDELs.  

Da mesma forma, a identificação de vários marcadores dentro das diferentes famílias de 

genes de resistência é importante, já que podem ser utilizados em outros trabalhos de 

caracterização agronômica e bioquímica de alface. Alguns dos genes amplificados, como, por 

exemplo, as enzimas lipoxygenases estão envolvidas na resposta a estresses bióticos e abióticos, 

germinação e nas vias bioquímicas do ácido jasmônico e em processos de deteriorização de 

semente (Suzuki et al., 1996; Umate, 2011). Proteínas do tipo ciclase (CAPS), amplificadas 

neste estudo, são proteínas ligadas a actina e altamente conservadas, estando presentes em uma 

ampla gama de organismos, incluindo levedura, mosca, plantas e mamíferos. As proteínas CAPS 

estão envolvidas nas vias de sinalização específicas para cada espécie. Os genes Flowering locus 

T (FT), também foram amplificados neste estudo, estando relacionados com o processo de 

indução floral. Além da floração, genes FT participam em vários processos de desenvolvimento, 

incluindo frutificação, crescimento vegetativo, controle estomático e tuberização. Essas funções 

multifacetadas das proteínas FT se devem a extensos eventos de duplicação de genes, que 

ocorrem de forma independente em quase todas angiospermas (Fukuda et al., 2011; Pin 

&Nilsson, 2012) (Tabela 3-3). 

Desta forma, marcadores polimórficos entre os parentais contrastantes foram obtidos, mas, 

dentro do subgrupo inicialmente analisado, não foram obtidas evidências inequívocas de ligação 

genética com os fatores de resistência a FOLAC raça 1, sugerindo que este(s) fator(es) não se 

localizam nos MRCs dos cromossomos/grupos de ligação 1, 2, 4, 7 & 8. A próxima etapa do 

trabalho vai envolver a avaliação de um número maior de primers, incluindo aqueles gerados 



 

 113 

para a região do cromossomo 9, que se mostrou potencialmente ligada ao gene de resistência a 

FOLAC raça 1 usando a estratégia de GBS (ver capítulo 4).  

No presente trabalho, uma plataforma de marcadores moleculares, predominantemente do 

tipo DR Analogs, foi aplicada visando identificar regiões genômicas ligadas ao(s) fator(es) de 

resistência a raça 1 de FOLAC. No entanto, a utilidade dessa plataforma não se limita ao tema 

dessa investigação. De fato, o principal objetivo desta ação de pesquisa foi obter/gerar um 

conjunto de potenciais marcadores moleculares para permanente uso em projetos de mapeamento 

de fatores de resistência nessa cultura. Desta forma, espera-se validar marcadores moleculares 

que poderão ser utilizados na seleção assistida dentro de programas de melhoramento de alface 

crespa.  
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Tabela 3-1. Código dos genes e QTLs associados com resistência/tolerância a doenças e pragas 

mapeados no genoma da alface (Lactuca sativa L.). Informações extraídas de Christopoulou et 

al. (2015b).   

 

Código  Patógeno/doença controlado pelo fator de resistência 

Dm Resistência monogênica dominante ao míldio (Bremia lactuca) 

Tvr Resistência ao Tomato bushy stunt virus (TBSV) 

plr Resistência a Plasmopara lactucae-radicis 

Mo Resistência ao Lettuce mosaic virus (LMV) 

Tu Resistência ao Turnip mosaic virus (TuMV) 

cor  Resistência ao Sphingomonas suberifaciens 

qFUS QTL para resistência ao Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 

qDMR QTL para resistência ao míldio (Bremia lactuca) 

qDM QTL para resistência de campo ao míldio (Bremia lactuca) 

qVRT QTL para resistência ao fungo Verticillium dahliae 

Vr1 Resistência monogênica ao Verticillium dahliae 

qANT QTL para resistência a antracnose 

Ra Resistência ao afídeo radicular Pemphigus bursarius 

AvrB-HR HR contra o efector bacteriano AvrB 

AvrRpt2-HR  HR contra o efector bacteriano AvRpt2 

AvrRpm1-HR  HR contra o efector bacteriano AvrRpm1 

AvrPpiC-HR HR contra o efector bacteriano AvrPpiC 

AvrRps4  HR contra o efector bacteriano AvrRps4 

AvrPto-HR HR contra o efector bacteriano AvrPto 

Xar1 Resistência a mancha foliar bacteriana 
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Tabela 3-1. Lista do subgrupo de 98 pares primers empregados, visando identificar marcadores 

associados com a resistência a Fusarium oxyporum f. sp. lactucae (FOLAC) raça 1 em alface. Esses 

marcadores foram derivados de sequências do tipo Resistance gene analogs (RGA) dispersas em dos 

cinco principais MRCs (major resistance clusters) do genoma da alface localizados nos cromossomos 

(Cr.)/grupos de ligação 1, 2, 4, 7 & 8. Os pares de primers foram obtidos no site 

http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMapViewer/display/ ou foram sintetizados a partir de sequências 

disponíveis no mesmo site. Marcadores do tipo SRR e SCAR previamente descritos por Simko et al. 

(2009) e Aruga et al. (2012) foram também incorporados nas análises. 

  

Sequencia do primer (5`- 3`) Cr. Fonte da informação da sequencia Tipo  Código do par de 

primers 

LE0261-F CCCAAGCTCAAGTTTCCTGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0261-R TTACATGCGGTGGTTGGATA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0243-F TTGTGGGCATATCAACTCCA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0243-R GCCTTGAGGCTAGGACTGTG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0172-F AACCAATATAATGGGTTGCTTAAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0172-R CCTTTTTACAGGCTGCTGCT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0229-F TGACTTGATGAAGCTGGCAC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0229-R GATTGTCGAGCCACAGTTGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0187-F AAGCCTCTTCAAGGTGGACA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0187-R AAAAAGAAGAGACAAAGAGGCATA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0427-F CCTGATTTGGAGAGCGTGAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0427-R CTGCAGTGAAACCACCAATG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0193-F TTCAGGCAACTCCATCACTG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0193-R GGAAGTGTTCCGCTCATGTT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK0005-F TGAATTCGATACATGCAGCTTT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK0005-R TGCATTCAGCTGCATTAGATT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK0010-F AACATGTCTATGGGTTATATTGTCAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK0010-R AATGCATCCAATTGAGTAACAGT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M1120-F CGGAGGATGGAGGCAGAGACA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M1120-R CGTCTTCCCAATCCCACCCA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-F TTTGCCCTTGGTAACAGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-R GGTATCCGCCTCCGCCGACAAC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-F GTTGTCGGCGGAGGCGGATAC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-R GTGGTTTGTCGTCGGATGGTGGTC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-F ACCCGACCACCATCCGACGACA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-R GGAAGTAACCCGCGAAATCAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-F TGAAACTAACGATCGAGGACTACC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9641-R CGGGACCGGAAAATGGCTTGAG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M1730-F TGATCCAGGCTCTCCAGAAT 1 Simko et al. (2009) SSR 

M1730-R CACGACCATGAATGATAAGTGC 1 Simko et al. (2009) SSR 

LK1117-F TTGGATTTGGGGTGATGAAT 1 Simko et al. (2009) SSR 

LK1117-R GCATAGTAATTTGACATTTTGGCATA 1 Simko et al. (2009) SSR 

http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMapViewer/display/
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LE1040-F CATGAAGTGTTTTGGGGTGA 1 Simko et al. (2009) SSR 

LE1040-R GGCCTTTCATTTCTTCCTCA 1 Simko et al. (2009) SSR 

CLX_S3_Contig8398-F  ATCACATTCATTCTCACGGGTCAA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-R CAGCACTGGCCTCGATTTACTTAC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-F  TGGCGCCATGAGTGTCTT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-R CCGTTTTGTTGGGTTCTTGTTA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-F  AGTTTACGCCTACCACAAG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-R TCTGACCCCGACCCGAACC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-F  GGGTTATGGCGGGTTGTCTTATTC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-R GGTTTTCCCTCTGCTCTGTTTCAC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-F  AGTCCGTGTTTCTGTCTTC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8398-R TGTCGCTAGCATAAAAATA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig3390-F GAAAACTCCCTGCCGACATC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig3390-R  CAAGGGGAATTACCAAAACAGT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

QGF17I06-F ATTGAATGCACCGAGTTTTTACCC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

QGF17I06-R ACTTATCTATTCTCAACGCTTTTT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LserNBS03 550-F TATGATAGGATGAAAGCCACAAG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LserNBS03 550-R GAAGCCGAATAATAATCACAACTA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSM741-F AATTTGGTTTGACTTGAA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSM741-R ATCGCCCCATTGCTTTTA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLRY2600-F TGTTTCTCACTTTTTCATCTGGTT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLRY2600-R GTTTATTCTTTCGGGGCACAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSX3769-F AATGCATTCCCCCGTAAGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSX3769-R GGGTGAGGCCTAGAACATTT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8409-F TCCCGATAAAGACCCTGATGATG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig8409-R  TTTTCTCGATGTGGTGTGGTTTTA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSY4446-F ACAAAGGGCAAGTCAAAGGTAAG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSY4446-R GACACTCCAGCTAATTCTCCATCA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig1736-F  TGCGGCCATGGAACCTTTTAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig1736-R TCCGCATCTCCAGTCCATCCA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLRX9010-F TACGATGGCTTCTCTTCTAAAAA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLRX9010-R CGCGCAAAATACTTCAAAA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig3224-F TTCAGAGTTTTCAAGTTTTCAGTC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig3224-R CTTTTATGTTGGCCCTTAGAGAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9834-F GGTTTTCTTCCCATACTCATCTCT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9834-R GTGTCGGTGTTGTAGGGTTTTCAG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9834-F AACCCTACAACACCGACACAACTA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9834-R TCGATCGTACTCACCAAAGAAAGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9834-F CAGGAAGATGGAAGTAGG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9834-R TAAATCATGAGGAGTGGTAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig579-F  TTGTCGGCGTTTCCTTCTCAG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig579-R  TGGCATATAATAAAAACAA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig10397-
F  

GAAGGAGGGGCCGAAGATGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig10397-

R 
CCGATTAAAACCGCTAGGAACAGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig15606-

F 
CGGGGATAAGAAACACCTC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 
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CLX_S3_Contig15606-

R 
TCAACAAAGACTCGACCCCATCAG 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLRX1526-F CTTTCATTCATTGCCATCTAACA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLRX1526-R TACTATAACAGCCGACAAAT 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig1828-F  AGCCCAAACTTCTCCCACAACAC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig1828-R AAAATACAATCAAACAAATACAGA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

Contig-6125-F TGGTTTTGGTGTGTTTGACC 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

Contig-6125-R TACGTTGGCAACAGCCATTA 1 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0238-F GCTTCTGATTGGTTTGTGGG 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0238-R TGCCGTATCAATGGAGTTCA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0049-F CGAGGAGTTGATGAGGTATGG 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0049-R TCAGTCCACTCGGGCATATT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0035-F GTGGGGAAGACGACAATGAT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0035-R CCACAAACTGCCATACATCG 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0213-F CGTGATTGTTCAGGATGCAG 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0213-R TGTAGCTCTTGGAGTTGCGA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0031-F AGGGATTGTTGGTGCCATT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0031-R GTTTGCAACATTCGCTCTGA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0029-F GGAAGTGCAGCAACTGGAAT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0029-R AGGGAACAAAGTGGTGGTTG 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0089-F GCACTTGAAAGCCTGACACA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LR0089-R TTCTTCCAATGAAGGCAACC 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0224-F TGCTTCCATGGTCAATCTCA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0224-R CCACAACTGAGATGGGAGGT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0314-F GAAACGGCTCCGATTGTTA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0314-R GATTCCAGGATCTGATGCGT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0115-F ACTGCTCCACTACCCACCAC 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0115-R CGACAAGGCTGACATCGTAA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE3172-F TTCTTTCGCCCATCTGAAAC 2 Simko et al. (2009) SSR 

LE3172-R AAACAGGGGGCTAACGATCT 2 Simko et al. (2009) SSR 

LE3093-F GGGTTCTCATTGGCTGACAT 2 Simko et al. (2009) SSR 

LE3093-R TGTCTTCCAACCAAAACATACA 2 Simko et al. (2009) SSR 

CLX_S3_Contig4455-F GCGCTTCAATTCATCGGTTTTCTA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig4455-R TTCTTGCCCCTCCGTTGATTTCTT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig14182-

F 
CTTCCTTTTCCTATCCATCAGTTT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig14182-
R 

ATAATTAATACATCAAGGGCAGAA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig11288 -

F 
CACCATCATTAGACGAAAGACAAG 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig11288-

R 
GCATGATAAAAAGCTGAAAAGGTA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig12930-
F  

AGTGGCCCTATGATTGTGACG 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig12930-

R 
CATTGGCGACTTCCCTCCTC 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig3045-F ACTACGGCCCATCAATCCCACCTC 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig3045-R AATGAACCAATAATCCCGAAAAAT 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9978-F AACCAATCTTTTCCCAACAA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig9978-R ATGAATATGCAGCCAACAGACCA 2 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

WF25-F GAGCAATTGATACATACCTGCAACATTGTT 2 Aruga et al. (2012) SCAR 
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WF25-R GGAGGGGCAATAAGAACATTTGCTCTT 2 Aruga et al. (2012) SCAR 

LE0491A-F CATTACAACAAGAGATGAGCAAGTG 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0491A-R GGCATCTACCCATTCAGGTTT 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0189B-F GCGAAGATGCAGAAGATGGA 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0189B-R AGGCCATAACAATCTCACCG 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M493-F GGGTTAAGAGGATGTTACAACC 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M493-R TTCACACCAAGCAAAAACTC 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0279-F ATTGAGGGCAATGAGGTGAC 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0279-R AGAAACACGGGACTTGATGG 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0053-F ATACACCCGCCACCTGTAAA 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0053-R ATAATCTGCCCCAGTGCAAG 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0337-F CCATGGCTAAAAAGCAAACC 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0337-R ACATTAGCCAAGCGACAACA 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0126-F AGGAGGCTGCTAGGGCTTAC 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0126-R ACTAGCAGACTGCCGGAAAA 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0351-F GAATATGCGGCGGAGATAAG 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0351-R AATCACATGAATGGATGCAAA 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0241-F ACACAACTTTGGGAAGACGG 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0241-R GTAGGGACTTGGCTGTCAGG 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0402-F ACGACTGGAGCAGGTGAAAC 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0402-R CAAGTTTTGTGCAAGGCTGA 4 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0463-F TTGGGTTCAGGAAAGACCAC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0463-R CTCAAAACGTCGTCGTCAGA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK1425-F CCGACGGAAACCTTGTACTG 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK1425-R GTATTCGGTTTCCACGATGC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M6982-F GCACCGTTGAGTCGGGTA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M6982-R AGAACGGATCCGTCCAATCT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0157-F CGGACAATGCTGATGTATCC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0157-R AAATTCAAATGCTATCGGGC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0024-F CTTGCTGACAGAATGCCAGA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0024-R TCTCTCCACTCCCATGATCC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M4241-F GTACTTTTACTTGCCGAGAAGCC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M4241-R GTGGCCATACATATATAGCAACCA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M6982-F GCACCGTTGAGTCGGGTA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M6982-R AGAACGGATCCGTCCAATCT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE3164-F CTTCGGTCTGGAGAGTGGTC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE3164-R CAGAGGCCTCCCAAATATCA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE3180-F CCAGCTATGTGGGACCCTAA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE3180-R CCAACAGCCCAACACACTTT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK1425-F CCGACGGAAACCTTGTACTG 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LK1425-R GTATTCGGTTTCCACGATGC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSM11140-F GAAAACCTCCCATTACG 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLSM11140-R ATCAGACTAGGAAACAAGACT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig2031-F  AGTGTTATTCATCTTCGTCAT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig2031-R  ATTTCTCTTTATTTATAGTCATCT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig13351-

F 
ATAACTAAATGATGGAAGAAAG 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 
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CLX_S3_Contig13351-

R 
GAAACAGTTATGCATGGGAATCA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig15074-

F 
CGTGTTGCGGGTTCTTCC 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig15074-

R 
GACGCATTTTTCTCCATTATTTTT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig2349-F CCACAATTCCTCTTCTCACTCCAT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

CLX_S3_Contig2349-R TGTATCAGCTTCCACCATCCT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M1981-F GCAAGATGTTGACCAAGTCG 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

M1981-R CGTGGTCAAACACACCAAAA 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE-3180-F TCTAAGGGGGTGTGATCTGG 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE-3180-R CCAACAGCCCAACACACTTT 7 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0414-F CGATTGGGAACACATGTCAG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0414-R TCCTAAAGAACCACGCAACG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0387-F TCGATTCCAAGGTCATTGTG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0387-R TTCAACTCCCCTAGGCAATG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0388-F AAACTGAGTTACGGTTGATAATGG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0388-R AAAGTTCGATCCCGAACTAAGA 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0248-F TGCCGATTCATATGGTGTTC 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0248-R TTGGAAAGTCCACAACCACA 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0395-F GCGTGATGTCGCTTTGTTAAT 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0395-R ACAGTGAGTGTGTCGCAAGG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0206-F GTTCCTTGGCTGGAACTCTG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0206-R TTGCCCTTGGTGAAAGTCAT 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LM0035-F TCCTGATCCCAACAACAGTG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LM0035-R AGGGGGTCGGAAAAACAAT 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0225B-F TTGCAACTTGATACCGCAAA 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0225B-R TACAGTGGTTGGATGTGGGA 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0457-F GAGGCATTGTGGAAGACGAC 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0457-R GCAAGCTCTTCGTACCCTTG 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0178-F TTGCTGACATAAGAGAAGTTTCAA 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 

LE0178-R ATGTGACAGCAGCCCTTTCT 8 http://cgpdb.ucdavis.edu/GeneticMap RGA 
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Tabela 3-2. Resultados das buscas (via o algoritmo BLAST) de identidade das sequências dos amplicons derivados 

de um subgrupo de primers empregados, visando identificar marcadores ligados e/ou genes candidatos associados 

com a resistência a FOLAC raça 1 em alface. Esses marcadores foram derivados de sequencias do tipo Resistance 

gene analogs (RGAs) estão dispersos em cinco dos principais MRCs (major resistance clusters) do genoma da 

alface localizados nos cromossomos (Cr.)/grupos de ligação 1, 2, 4, 7 & 8. 

 

 

Cr 

 

 

Código dos primers 

 

 

Identidade Blast 

 

 

Temp. anel. 

 

1 LE0261 Leucine-rich repeats (LRRs) 60 o C  

1 LE0243 Leucine-rich repeats (LRRs) 62 o C  

1 LE0229 

 

60 o C  

1 LE0193 

 

60 o C  

1 M1120 

 

52 o C  

1 LE0187 

 

60 o C  

1 LE0427 

 

52 o C  

1 LK0005 RVK resistance protein candidate gene 60 o C 

1 LK0005 RVK resistance protein candidate gene 52 o C 

1 CLRX9010   flowering locus T (FT) gene 56o C  

1 CLRY-2600   Guasihong cellulase (CEL1) mRNA 58o C  

1 CLSM-741   NBD_sugar-kinase_HSP70-actin  54 o C  

1 CLSX3769  NBS-LRR resistance-like protein 4W gene 54 o C  

1 CLSY4446 Chloroplast ndhF gene for NADH dehydrogenase subunit F 54 o C  

1 CLX_S3_Contig1828  Resistance protein RGC2 (RGC2) gene 54 o C  

1 CLX_S3_Contig9641-2Ve 2G  LsGID1B mRNA for GA Insensitive Dwarf1 B (Lipoxygenase) 54 o C  

1 CLX_S3_Contig9641-3Ve 3G  Arginine methyltransferase 6 mRNA (Lipoxygenase) 54 o C  

1 CLX_S3_Contig9641-Ve G  Cysteine-rich RLK, nine-cis-epoxycarotenoid (Lipoxygenase) 54 o C  

1 QGF17/06  Cysteine-rich RLK, nine-cis-epoxycarotenoid (Cap-N super family) 60 o C  

1 CLX_S3_Contig3390  Flowering locus T (FT) gene 54 o C  

1 CLX_S3_Contig8398 3V e 3 C    Flowering locus T (FT) gene 66 o C 

1 CLX_S3_Contig8398-5V e 5G   Cysteine-rich RLK, nine-cis-epoxycarotenoid 62 o C 

1 CLX_S3_Contig8398-6V e 6 G Cysteine-rich RLK, nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 4 58 o C  

1 CLX_S3_Contig8398  Resistance protein candidate RGC2B (RGC2B) gene, 50 o C  

1 CLX_S3_Contig8409  Bushy growth protein mRNA 50 o C  

1 CLX_S3_Contig9834 Protein, cysteine-rich RLK, nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 4 54o C 

1 CLX_S3_Contig10397 Lactuca sativa clone TM10 resistance protein RGC2 (RGC2)  54 o C  

1 LE 172   NBS-LRR resistance-like protein RGC1G gene 62 o C 

1 LserNBS03 Clone TDM resistance protein RGC2 (RGC2) gene 66 o C  

1 M1730 Microsatellite LSSB56 sequence 66 o C  

1 LE1040  tRNA-Lys gene, photosystem II D1 protein (psbA) gene,  52 o C  

1 LK1117 Microsatellite LSSB57-1  54o C  

2 LE0238 Resistance protein candidate RGC2C (RGC2C) gene 52 o C 

2 LR0049 Resistance protein candidate RGC2S (RGC2S) gene 52 o C  
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2 LR0035 

 

58 o C  

2 LE0314 Hs1pro-1 protein C-terminus 58 o C  

2 LE0115 

 

60 o C  

2 LR0031 

 

58 o C  

2 LR0029 Resistance protein candidate RGC2J (RGC2J) gene 58 o C 

2 LR0089 

 

60 o C  

2 CLX_S3_Contig14182 Flowering locus T (FT) gene 50 o C  

2 CLX_S3_Contig3045 Clone TDH resistance protein RGC2 (RGC2) gene 60 o C  

2 CLX_S3_Contig4455 TDM resistance protein RGC2 (RGC2) gene 58 o C  

2 CLX_S3_Contig11288 Cysteine-rich RLK, nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 4 60 o C  

2 CLX_S3_Contig12930 15-cis-zeta-carotene isomerase mRNA 60 o C  

4 LE0491 NB-ARC domain 60 o C  

4 LE0189B Leucine Rich repeats 50 o C  

4 LE0279 

 

52 o C  

4 LE0053 

 

50 o C  

4 LE0337 PP01_KFDV superfamily-  58 o C  

4 LE0126 DNA-binding domain  (APETALA2) 56 o C  

4 LE0351 Leucine-rich repeat  receptor-like protein kinase 56 o C  

4 LE0241 

 

54 o C  

4 LE0402 

 

50 o C  

7 M4241 TDH resistance protein RGC2 (RGC2) gene 62 o C  

7 LE3164 

 

58 o C  

7 LE0024 

 

62 o C  

7 LE3180 Phosphate-induced protein 1 conserved region 62 o C  

7 LE0157 Dolichyl -phosphate-mannose-protein mannossyltransferase. 60 o C  

7 M6982 

 

62 o C  

7 LE0463 NB-ARC domain 62 o C  

7 CLSM11140  NADPH-protochlorophyllide oxidoreductase mRNA 58 o C  

7 M1981 Clone 6-1 putative cellulose synthase (CesA) gene 54 o C 

7 CLX_S3_Conting2031 Flowering locus T (FT) gene 54 o C  

7 CLX_S3_Conting2349 Flowering locus T (FT) gene 62 o C  

7 CLX_S3_Conting15074 Cysteine-rich RLK, nine-cis- 60 o C  

8 LE414 Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase 54 o C  

8 LE0387 

 

54 o C  

8 LE0388 

 

54 o C  

8 LE0248 

 

50 o C  

8 LE0395 

 

60 o C  

8 LE0225B Cysteine-rich RLK, nine-cis-epoxycarotenoid  54 o C  

8 LE0457 

 

60 o C  

8 LE0178 RVK resistance protein candidate gene 54 o C 

8 LM0035   52 o C  
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Tabela 3-3. Recombinantes encontrados na análise dos marcadores moleculares testados em 

indivíduos da população F2 de alface. 

 

Cromossomos Marcadores Recombinantes % 

8 LE0395 17/70 24 

7 LE3164 26/52 50 

8  LM0035 33/82 40 

4 LE0337 10/16 62 

4 LE0351 10/26 38 

7                   M4241 18/28 64 
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Figura 3-1. Padrão de amplicons gerado pelos primers testados. Análise em gel de agarose 1,5%. MM – 

Marcador Molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). F: fenótipo de alface (Lactuca sativa L.) 

observado (resistente ou suscetivel). G: Genotipagem pelo marcador em questão considerando R o padrão 

da cultivar ‘Vanda’ (V) e S o padrão da cultivar ‘Gizele’ (G) e padrão heterozigoto (H). 
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Figura 3-2. Desenho de um marcador CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) 

baseado na sequência obtida pela amplificação com o primer LE0351. Abaixo a sequência obtida 

após amplificação da cultivar de alface (Lactuca sativa L.) ‘Gizele’ com o sítio de restrição da 

enzima MspA1. Acima o segmento mostrando o mapa de restrição para o amplicon de ‘Vanda’ 

(sem MspA1) e ‘Gizele’ (com MspA1). 
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Figura 3-3. Desenho de um marcador CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) 

baseado na sequência obtida pela amplificação com o primer LE0337. Abaixo a sequência obtida 

após amplificação da cultivar de alface (Lactuca sativa L.) ‘Vanda’ com o sítio de restrição da 

enzima BstN1. Acima o segmento mostrando o mapa de restrição para o amplicon de ‘Vanda’ 

(com BstN1) e ‘Gizele’ (sem BstN1). 
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Figura 3-4. Desenho de um marcador CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) 

baseado na sequência obtida pela amplificação com o primer M4241. Abaixo a sequência obtida 

após amplificação da cultivar de alface (Lactuca sativa L.) ‘Gizele’ com o sítio de restrição da 

enzima Msel. Acima o segmento mostrando o mapa de restrição para o amplicom de ‘Vanda’ 

(sem Msel) e ‘Gizele’ (com Msel). 
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Emprego da estratégia de genotyping-by-sequencing (GBS) visando identificar regiões 

genômicas ligadas à resistência de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raça 1 em alface 

RESUMO  

A alface (Lactuca sativa L.) é uma das principais hortaliças folhosas cultivadas no mundo. A 

produção de alface é severamente afetada pela murcha de fusário causada por Fusarium 

oxyporum f. sp. lactucae (FOLAC) raça 1. A cultivar ‘Vanda’ foi identificada como uma das 

mais estáveis fontes de resistência a isolados de FOLAC raça 1. No entanto, marcadores 

moleculares ligados à resistência em ‘Vanda’ ainda não estão disponíveis impedindo a 

determinação de sua localização cromossômica. A disponibilidade de marcadores ligados à 

resistência a murcha de fusário pode facilitar consideravelmente o melhoramento através da 

seleção assistida por marcadores (SAM). No presente estudo, a técnica de genotyping-by-

sequencing (GBS) foi utilizada na busca de polimorfismos de base única (SNPs) em uma 

população F2 (n = 82) desenvolvida a partir do cruzamento entre a cultivar ‘Gizele’ (suscetível) e 

‘Vanda’ (resistente). Plantas F2 e F3 foram fenotipadas para resistência a FOLAC raça 1. Dois 

QTLs de efeito maior, explicando 30 a 40% da variação fenotípica observada na população F3 e 

F2, respectivamente, foram localizados no cromossomo 9 em uma região que co-segrega com 

fatores de resistência descritos para murcha de verticílio e míldio. Um QTL de efeito menor 

(explicando 0.06 % da variação fenotípica na população F3) foi identificado no cromossomo 4 em 

uma região que co-segrega com um dos genes de resistência ao míldio (Dm4). Este estudo 

estabelece que o principal locus de resistência presente na cultivar ‘Vanda’ está localizado na 

porção mediana do cromossomo 9. Marcadores em proximidade com esses QTLs são candidatos 

para o desenvolvimento de ferramentas de SAM em programas de melhoramento genético. 

Palavras chave: Resistência, marcadores, QTLs, seleção assistida. 



 

 135 

ABSTRACT 

Lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most cultivated leafy vegetables around the world.  In 

tropical and subtropical areas, the lettuce production has been severely affected by the Fusarium 

wilt disease caused by physiological races of Fusarium oxyporum f. sp. lactucae (FOLAC). The 

cultivar Vanda has been identified as one of the most stable sources of resistance to isolates of 

FOLAC race 1. However, molecular markers linked to resistance factors derived from this 

cultivar are not yet available, preventing the determination of its chromosomal location. The 

availability of markers linked to resistance to fusarium wilt can facilitate lettuce breeding via 

marker assisted selection (MAS). In the present study, the genotyping by sequencing (GBS) 

approach was used in a search for single base polymorphisms (SNPs) linked to FOLAC race 1 

resistance using an F2 population (n = 82) and F3 mapping populations from the cross between 

Gizele (susceptible) and Vanda (resistant). Plants were phenotyped for their reaction to FOLAC 

race 1 employing standard bioassays. Two major effect QTLs located on chromosome 9 could 

explain 30 and 40% of the phenotypic variation observed in F3 and F2 generations, respectively. 

This region on chromosome 9 encompasses previously reported resistance factors to verticillium 

wilt and downy mildew. One QTL with minor effect (0.06% of the phenotypic variation in the 

population F3) was also identified on chromosome 4, colocalizing with region encompasing the 

downy mildew resistance gene Dm4. This study establishes that a major resistance locus to 

FOLAC race 1 resistance in the cultivar ‘Vanda’ is more likely to be located in the central region 

of the chromosome 9. Markers in close proximity to these QTLs are candidates for the 

development of MAS tools for use in lettuce breeding programs. 

 

Keywords: Resistance, QTL, marker assisted selection, breeding. 
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1. INTRODUÇÃO 

A alface (Lactuca sativa L.) é comercialmente produzida no Brasil e em muitos países ao 

redor do mundo, fazendo com que a cultura seja a mais popular do grupo de plantas folhosas. A 

alface é uma espécie de autopolinização pertencente à família Asteraceae, é diploide (2n=2x=18) 

e apresenta um genoma de grande tamanho (2.7 Gb), um dos maiores genomas caracterizados 

entre as espécies de plantas cultivadas (Arumuganathan & Earle, 1991; The Lettuce Genome 

Sequencing Consortium, http: //lgr.genomecenter.ucdavis.edu). 

A murcha de fusário, causada pelo patógeno Fusarium oxyporum f. sp. lactucae (FOLAC), 

é uma das doenças mais importantes da cultura de alface, acarretando perdas de produção em 

diferentes regiões do mundo (Scott et al., 2012).  Esse patógeno de solo coloniza as raízes e 

invade o sistema vascular, causando amarelecimento, murcha e posterior morte da planta. A 

disseminação ocorre pelo vento, chuva e fatores ambientais por meio da movimentação do solo 

infestado ou sementes.  

As quatro raças fisiológicas de FOLAC atualmente caracterizadas (1, 2, 3 & 4) são 

definidas com base na reação em cultivares diferenciais de alface (Fujinaga et al., 2003). A raça 

1 é a que apresenta a mais ampla distribuição geográfica, sendo detectada na Itália, Japão, 

Portugal, Taiwan, Irã, Estados Unidos e Brasil (Pasquali et al., 2003, 2007; Ventura & Costa, 

2008; Cabral, 2012). O Japão é o único país onde a presença de três raças distintas (1, 2 & 3) foi 

relatada (Fujinaga et al., 2001, 2003; Yamauchi et al., 2004). Mais recentemente, uma nova 

raça (= raça 4) foi caracterizada, estando restrita apenas a Holanda (Gilardi et al., 2016). 

O emprego de cultivares resistentes oferece a melhor solução para o controle da murcha de 

fusário. Fontes de resistência estáveis e duráveis foram identificadas e podem ser usadas em 

programas de melhoramento genético (Cabral et al., 2013). Entretanto, os processos clássicos de 
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avaliação e caracterização de novos genótipos para resistência demanda muito tempo, espaço 

físico e infraestrutura de laboratório e telados. Assim, a disponibilidade de marcadores 

moleculares em estreita ligação com loci de resistência é de grande importância para aumentar a 

escala e eficiência do melhoramento da alface.  

Nos últimos anos, o uso de marcadores moleculares tem acelerado o melhoramento de 

plantas em uma série de características, incluindo resistência a doenças e insetos (Tester et al., 

2010). A disponibilidade de mapas genéticos densos tem facilitado a seleção assistida por 

marcadores, clonagem posicional de genes de resistência e mapeamento de loci de características 

quantitativas (QTLs) de interesse agronômico em muitas culturas (Collard et al., 2005; McPhee 

et al., 2012). 

Em alface, a resistência genética à murcha de fusário causada por isolados de FOLAC raça 

2 foi caracterizada como sendo controlada por um gene dominante (locus RRD2) (Aruga et al., 

2012). No entanto, em relação ao FOLAC raça 1, observou-se que a resposta de resistência é 

controlada por múltiplos fatores genéticos, dependendo da fonte de resistência empregada. 

Estudos realizados nos Estados Unidos mostraram uma herança quantitativa com a presença de 

diversos QTLs em diferentes regiões genômicas (Michelmore et al., 2010; Truco et al., 

comunicação pessoal). Todavia, estudos mais recentes, com a cultivar de alface crespa ‘Vanda’, 

indicaram um controle da resistência mediado por um locus monogênico, dominante e com 

penetrância elevada (Cabral et al., 2015, Ver capítulo 2).  

Várias ferramentas genômicas e recursos genéticos estão hoje disponíveis para o 

melhoramento da alface, permitindo uma análise mais detalhada de genes de interesse. Muitas 

características agronômicas foram posicionadas em um mapa genético integrado (Truco et al., 

2013), o que facilita uma análise global de genes resistência a doenças em alface. A maioria dos 

genes candidatos de resistência (Resistance Gene Candidates – RGCs) identificados apresenta 
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motivos ou domínios ricos em códons codificadores do aminoácido leucina (LRR) que podem 

estar isolados ou em combinação com sítios de ligação a nucleotídeos (NBS-LRR) ou ainda em 

combinação com motivos de transmembrana (TM-LRR) (Hammond-Kosack & Jones, 1997). Os 

domínios NBS-LRR podem apresentar organizações estrutrais ainda mais complexas tais como 

TIR (Toll interleucine receptor)-NBS-LRR (sigla TNL) ou não TNL/coiled-coil-NBS-LRR (sigla 

CNL). Da mesma forma, o grupo TM-LRRs pode ser dividido em duas classes: receptores do 

tipo quinase (Receptor-like kinases – RLKs) ou proteínas do tipo receptoras (RLPs) (Sekhwal et 

al., 2015). 

Após uma descrição detalhada da arquitetura genômica da alface feita por McHale et al., 

2009 e Christopoulou et al. (2015a,b), o atual mapa de referência contém 36 loci associados 

com fenótipos de resistência e 20 QTLs para 10 agentes patogênicos e uma para insetos. Trinta e 

quatro dos 36 fenótipos de resistência co-segregam com genes relacionados à defesa (McHale et 

al., 2009). Além disso, uma versão preliminar (draft) englobando 2.4 Gb do genoma de 

referência de L. sativa cv. ‘Salinas’ está agora disponível, juntamente com um mapa genético 

ultradenso contendo 1.460 genes candidatos organizados em supercontigs (= scaffolds) ordenados 

ao longo dos nove grupos de ligação (http://lgr.genomecenter.ucdavis.edu; R. W. Michelmore 

et al., comunicação pessoal). Estudos sobre a diversidade genética de cultivares de alface 

indicam níveis elevados de polimorfismos, especialmente para cinco dos principai clusters de 

resistência (MRCs – Major Resistance Clusters) localizados nos cromossomos 1, 2, 3, 4, & 8 

(McHale et al., 2009; Truco et al., 2013; Christopoulou et al., 2015a,b).  

Muitos estudos têm empregado marcadores moleculares para aumentar a precisão na 

descriminação de acessos dentro coleções de germoplasma (Wouw et al., 2011). No entanto, o 

elevado custo das análises conduzidas em grande escala tem restringido a aplicação prática em 

programas de melhoramento de plantas. Novos desenvolvimentos nos métodos de genotipagem 



 

 139 

baseados em Next Generation Sequencing (NGS) têm possibilitado enormes avanços na 

caracterização de genomas vegetais de forma viável e de baixo custo (Deschamps et al., 2012; 

Bhatia et al., 2013). O método de genotyping-by-sequencing (GBS), desenvolvido pela empresa 

Illumina, visa reduzir a complexidade nos processos de análise genômica (Elshire et al., 2001; 

Deschamps et al., 2012; Bhatia et al., 2013). O GBS é um método relativamente simples é 

rápido para gerar dados de SNPs quando comparado com os outros métodos de redução da 

complexidade de genoma, tais como Reduced Representation Libraries (RRL) e Restriction Site 

Association DNA Sequencing (RAD) (Deschamps et al., 2012; Bhatia et al., 2013). 

  A estratégia GBS tem uma ampla variedade de aplicações em uma gama de estudos 

genéticos incluindo, diversidade genômica, análises filogenéticas, desenvolvimento de 

marcadores moleculares em larga escala e identificação de regiões genômicas contendo genes 

candidatos e características quantitativas de interesse (QTLs). Em alface, esse conjunto de 

informações foi convertido em marcadores de interesse para sistemas aplicados de seleção de 

plantas superiores, combinando múltiplas características de interesse (Truco et al., 2013). 

Visando dar suporte aos programas de melhoramento de alface, o presente trabalho tem como 

objetivo identificar quais regiões do genoma de alface estão ligadas ao fator(es) de resistência a 

FOLAC raça 1 utilizando a estratégia GBS. 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

 Uso da estratégia de genotyping-by-sequencing (GBS) para identificar marcadores 

moleculares em uma população de mapeamento derivada do cruzamento entre ‘Gizele’ 

(suscetível) e ‘Vanda’ (resistente) visando definir as regiões genômicas ligadas à 

resistência à raça 1 de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae. 
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2.2. Objetivos Específicos 

 Identificar regiões genômicas que controlam a resistência a FOLAC raça 1. 

 Definir a posição cromossômica dos loci de resistência no mapa genético da 

alface. 

 Ampliar as ferramentas moleculares disponíveis para a identificação de genes de 

resistência associados com os mecanismos genéticos que regulam essa interação planta –

patógeno. 

3. MATERIAL & MÉTODOS 

3.1. Parentais utilizados para a produção de populações segregantes – Foram utilizadas 

como parentais para geração das populações de mapeamento genético as cultivares do segmento 

crespa, sendo ‘Vanda (Empresa Sakata Seed Sudamerica’) o parental resistente a FOLAC raça 1 

e ‘Gizele’ (comercializada no Brasil pela Empresa Topseed) como o parental suscetível a essa 

raça.  

3.2. Caracterização fenotípica das linhagens parentais e populações segregantes – 

Oitenta e dois (82) indivíduos da população F2 do cruzamento entre ‘Gizele’ x ‘Vanda’ foram 

utilizados nas análises de ligação. Para confirmar os genótipos dos indivíduos da F2, 9 a 16 

plantas da população F3 foram avaliadas. Essas duas populações foram utilizadas para 

fenotipagem da resistência a doença. O teste de resistência a FOLAC raça 1 foi realizado como 

descrito por Cabral et al. (2013). A severidade da doença foi avaliada 20 dias após a inoculação 

de acordo com a escala de notas adaptada de Santos (1996), sendo 1= plantas sem sintomas; 2 = 

plantas sem sintomas de murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento vascular; 3 = 

plantas com escurecimento vascular intenso e com início de murcha ou amarelecimento foliar; 4 

= plantas com murcha intensa, associada com amarelecimento e necrose foliar; 5 = plantas 
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mortas. Com base nas notas recebidas, as plantas foram arbitrariamente classificadas como 

resistentes (R≤2) ou suscetíveis (S>2). Para o mapeamento de QTL, utilizaram-se as notas de 

severidade das populações F2 e F3 (designadas como [F2_RS_(1) e  F2_RS_(2)], [F3_RS_(1)  e 

F3_RS_(2)], com notas: 1 e/ou 2 para plantas  resistente e 5 para suscetíveis.  Na população F3 

empregou-se as médias da avaliação de 9 a 16 plantas.  

3.3. Extração de DNA de genômico de linhagens parentais e indivíduos das populações 

segregantes – As amostras foliares foram coletadas dez dias após a inoculação e mantidas em 

casa de vegetação. O DNA foi extraído individualmente de cada planta das linhagens parentais e 

de indivíduos das populações segregantes de acordo com a metodologia de CTAB 2X com a 

incorporação de algumas modificações (Boiteux et al., 1999). Para confirmação da qualidade das 

amostras de DNA, alíquotas foram utilizadas em uma reação de PCR em condições previamente 

testadas. O resultado negativo da amplificação indicou a presença de inibidores da reação na 

maioria das amostras. Desta forma os DNAs foram re-purificados usando o kit Power Clean
®
 Pro 

DNA Clean-up, seguindo os padrões recomendados pelo fabricante do kit (MO BIO 

Laboratories- Carlsbad, CA, USA). Após este procedimento a reação de PCR foi repetida, desta 

vez com sucesso, indicando que os inibidores de PCR foram retirados. 

3.4. Preparação das bibliotecas e sequenciamento – O DNA de 82 indivíduos da 

população F2 e dos dois parentais foram quantificados, normalizados, cortados com a enzima de 

restrição e ligados adaptadores com código de barras, seguindo o protocolo desenvolvido por 

Poland et al. (2012). As bibliotecas foram feitas da seguinte forma: Em uma placa de 96 poços 

foram adicionados 5 µL de adaptadores (Elshire et al, 2011) em cada poço. Em seguida utilizou-

se o concentrador SpeedVac por 30 minutos para secar todo o conteúdo. Em seguida acrescentou-

se 50 ng a 100 ng do DNA da alface e foi feita a concentração da placa da mesma forma anterior. 

Posteriormente foi realizada a digestão da seguinte maneira: O mix da reação constitui de 0,2 µL 
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da enzima AvaII, 4 µL de tampão (CutSmart
®
 Buffer_NEB), 35,8 µL de H2O MilliQ, no total da 

reação de 40 µL. O tempo utilizado pela enzima foi de uma hora a temperatura constante de 

37°C.  Em seguida foi feita a ligação dos adaptadores as extremidades do inserto. A reação 

apresentou a seguinte composição: 5 µL de buffer ligase, 1 µL de T4 DNA ligase (New England 

Biolabs, NEB) e 4 µL de H2O MiliQ, adicionando 10 µL em cada poço. A sequência de 

adaptadores contendo o barcode específico para cada amostra e o sítio de restrição comum para 

AvaII foi o recomendado pela Illumina e utilizado como rotina Centro de Genomica de UC Davis 

(Figura 4-1). 

 

 

Figura 4-1. Sequência de adaptadores contendo o barcode específico para cada amostra e o sítio 

de restrição para AvaII. 

 

As amostras foram incubadas a 22°C por uma hora e aqueceu-se a 65°C por 20 minutos 

para inativar a T4 DNA ligase. Após essa etapa retirou-se 5 µL de cada poço e adicionou-se 

2.500 µL do CP buffer Omega Bio-Tek Cycle Pure Kit
®
. Uma alíquota de 500 µL de cada 

amostra foram colocados em uma membrana de sílica que foi posteriormente centrifugada a 1400 

rpm por 1 minuto. Esse procedimento foi repetido por cinco vezes. Depois colocou-se 50 µL do 

ellution buffer na membrana de sílica, incubou-se por 10 minutos e centrifugou-se a 1400 rpm 

por 1 minuto. Desses 50 µL de reação de ligação dos adaptadores, 12 µL foram utilizados na 

PCR (passo posterior). Foram adicionados aos 12 µL de DNA mais adaptadores, volumes de 25 

µL do Taq Master Mix (NEB),  2 µL do par de primers (12,5 µM de cada primer): (A) 5’-AAT-

AvaII 
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GAT-ACG-GCG-ACC-ACC-GAG-ATC-TAC-ACT-CTT-TCC-CTA-CAC-GAC-GC-TC-TTC-

CGA-TCT-3’ (B) 5’-CAA-GCA-GAA-GAC-GGC-ATA-CGA-GAT-CGG-TCT-CGG-CAT-

TCC-TGC-TGA-ACC-GCT-CTT-CCG-ATCT-3’ e 11 µL de H2O Milli-Q. O ciclo de 

amplificação consistiu de 72°C durante 5 minutos, 98°C por 30 segundos, seguido de 18 ciclos de 

10 segundos para 98°C, 65°C por 30 segundos, para 72°C por 30 segundos com a etapa final de 

extensão de 72°C por 5 minutos. Em seguida, o produto da PCR foi purificado com o Bio-Tek 

Cycle Pure kit (Omega). Para tal adicionou-se 250 µL de CP Buffer para 50 µL de DNA. Os 

tubos foram suavemente agitados e previamente centrifugados. Posteriormente adicionou-se as 

amostras na coluna HiBind
®
DNA e foi realizada a purificação como se segue: Foi feita a 

centrifugação a 14000 rpm por 1 minuto. Descartou-se o filtrado e o tubo foi re-utilizado. 

Adicionou-se 700 µL de DNA Wash Buffer, centrifugou-se novamente a 14000 rpm por 1 

minuto e descartou-se o filtrado. Adicionou-se 700 µL de DNA Wash Buffer, centrifugou-se a 

14000 rpm por 1 minuto e descartou-se o filtrado. A mini coluna HiBind
®
DNA vazia foi 

centrifugada a 14000 rpm por 2 minutos para secar. Transferiu-se a mini coluna HiBind
®

DNA 

para um tubo de 1.5 mL e adicionou-se 30 µL de Ellution Buffer por 10 minutos. A qualidade e a 

quantidade das bibliotecas foram mensuradas utilizando os aparelhos Quibit High Sensitivity 

dsDNA kit (Invitrogen, USA) e o Bionalyzer DNA 1000 Chip (Agilent, USA). O total de DNA 

utilizado foi entre 100 pg/µL a 10 ng/ µL. Em seguida, a biblioteca  foi enviada para o Centro de 

Genômica da UC Davis (UC Davis Genome Center, Davis, Califórnia, EUA) para o 

sequenciamento (NGS) com Illumina Hi-seq 3000, utilizando quatro linhas do sequenciador e 

com isso permitindo a corrida de várias amostras em uma mesma linha. Uma segunda biblioteca 

de GBS foi constituída para incluir amostras que não tiveram bons resultados na primeira 

biblioteca (baixo número de reads). Polimorfismos (SNPs) associados com os fenótipos 

contrastantes foram identificados via análise genômica comparativa usando a plataforma de 
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bioinformática da UC Davis. O processamento eficiente desses dados das sequências de GBS foi 

feito via um pipeline de bioinformática, denominada TasseL-GBS software (Bradbury et al., 

2007; Glaubitz et al.,  2014). 

3.5. Processamento das sequências e identificação dos SNPs – O processamento 

(pipeline) presente no software TASSEL (Trait Analysis by Association, Evolution and Linkage) 

versão 3.0 (http://www.maizegenetics.net/tassel) foi desenvolvido para processar os dados de 

sequência do Illumina Hiseq 300 (Glaubitz et al., 2014). As etapas envolvendo esta pipeline 

foram executadas em scripts separados, utilizando diferentes ferramentas de software disponíveis 

publicamente (FASTQ, BWA, TBT e TOPM). Os SNPs foram filtrados utilizando TOPMtools 

baseado nos seguintes critérios: proportion of taxa covered by TagLocus, Minimum minor allelle 

frequency (mnMAF) e inbreeding coefficient (mnF) e missing data. Para determinar o número de 

cópias e coordenadas genômicas, as tags sequências de cada indivíduo foram alinhadas com o 

genoma de referência de L. sativa cv. ‘Salinas’ (http: //lgr.genome center.uc davis.edu; R. W. 

Michelmore, comunicação pessoal). Os indivíduos foram classificados como “A” quando 

homozigotos para o alelo parental feminino, “B” quando homozigotos para o alelo parental 

masculino e “H” quando heterozigotos. 

3.6. Mapeamento de QTLs – Os dados de ligação foram obtidos utilizando o programa 

JoinMap 4.0 (Van Ooijen, 2006). O mapeamento foi realizado com seguintes limites: frequência 

de recombinação < 0,4 LOD >1. As frequências de recombinação foram convertidas para mapear 

distâncias em centimorgans (cM) usando a função Kosambi (Kosambi, 1944). A análise de QTL 

foi realizada usando o programa Win QTL Cartographer v. 2.5 (Wang et al., 2005). Os QTLs 

foram identificados utilizando Composite Interval Mapping (CIM) (Jansen & Stam, 1994). Os 

limites de significância estatística (LOD, thresholds log likelihood ratio) foram gerados para cada 

um dos caracteres utilizando análise de permutação baseada em 1000 permutações e 0,05 de 
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significância (Doerge & Churchill, 1996). Também foi calculado o percentual de variação 

fenotípica atribuída a cada QTL (R
2
). Em seguida, os grupos de ligação foram desenhados com 

MapChart 2.2 (Voorrips, 2002), mostrando as posições dos QTLs no mapa genético.  

4. RESULTADOS 

4.1. Genotipagem de marcadores moleculares e mapeamento de QTLs – A 

genotipagem dos marcadores moleculares e a construção do mapa genético foi realizada 

utilizando 82 plantas F2 do cruzamento entre ‘Gizele’ x ‘Vanda’. Cada indivíduo genotipado 

usando o Illumina Hiseq 3000 produziu aproximadamente 4,5 milhões reads por amostra. Dez 

mil e dezessete (10.017) SNPs polimórficos foram identificados entre os parentais e validados na 

população segregante. Posteriormente, os dados genotípicos foram condensados em 1484 

scaffolds ou supercontigs. Após filtragem baseado em missing data (<20%), teste do qui-

quadrado (3:1 p>0,05) e número de SNPs por scaffold. Quatrocentos e dezessete (417) scaffolds 

(Figura4-2, 4-3) contendo polimorfismos foram selecionados para a construção do mapa de 

ligação.  

4.2. Mapeamento do QTL – O mapa consistiu de 17 grupos de ligação, com um 

comprimento total de 1.133 cM. Os grupos de ligação 3, 4, 5, 7, 8 e 9 consistem de subgrupos LG 

3a, LG 3b, LG 4a, LG 4b, LG 5a, LG 5b, LG 7a, LG 7b, LG 8a, LG 8b, LG 9a e LG 9b, 

respectivamente e o grupo de ligação 1 por 3 subgrupos (LG1a, LG1b e LG1c) (Tabela 4-1). A 

análise de QTL para resistência a FOLAC raça 1 foi realizado no mapa de ligação construído 

com os conjuntos de dados de severidade da doença. Somente o LOD scores nos cromossomos 4 

e 9 mostraram picos que ultrapassaram o limite dos limiares (thresholds) estabelecidos (Figura 

4-4), conforme calculado por Win QTL Cartographer v 2.5.  
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O QTL localizado no cromossomo 4a está entre os scaffolds: [Lsat_1_v5_g4_2792], 

[Lsat_1_v5_g4_673426], [Lsat_1_v5_g4_3422], [Lsat_1_v5_g4_1153], [Lsat_1_v5_g4_5355], 

[Lsat_1_v5_g4_1736], [Lsat_1_v5_g4_1100] e [Lsat_1_v5_g4_ Lsat_1_v5_g4_1990]. Esses 

scaffolds que cobrem este QTL contêm genes membros da família RGC12, classificados no 

grupo dos TNLs. Na população [F3_RS_(1), F3_RS_(2)], o LOD score e  a percentagem de 

variação fenotípica (R
2
) explicada pelo QTL foi de (LOD>5 e R

2 
=0,06%, respectivamente) 

(Figuras 4-5, 4-7; Tabela 4-2).  

Dois QTLs foram detectados no cromossomo 9 com localização no scaffold 

[Lsat_1_v5_g9_108] (Figuras 4-6, 4-7). Esse scaffold contêm genes pertencentes à família 

RGC12. Outro QTL foi posicionado nos scaffolds [Lsat_1_v5_g9_111 e Lsat_1_v5_g9_448] 

(Figuras 4-6, 4-7). O LOD score e a percentagem de variação fenotípica (R
2
) na população 

[F2_RS_(1) e F2_RS_(2)], foram: LOD > 5 e R
2 

= 40%. Para a população [F3_RS_(1) e 

F3_RS_(2)], foram: LOD > 4 e R
2 

= 30% (Tabela 4-2). 
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Tabela 4-1. Mapa genético da população F2 do cruzamento entre os genitores de alface 

contrastantes ‘Gizele’ (suscetível) x ‘Vanda’ (resistente) para resistência a Fusarium oxysporum 

f. sp. lactucae (FOLAC) raça 1. 

Mapa genético  

Grupo de ligação 
Número de 

marcadores 

Comprimento 

(cM) 

1-(1a) 4 13,093 

2-(1b) 8 14,618 

3-(1c) 10 36,498 

4-(2) 16 52,347 

5-(3a) 10 40,975 

6-(3b) 10 24,744 

7-(4a) 36 96,645 

8-(4b) 56 98,258 

9-(5a) 33 87,883 

10-(5b) 16 54,574 

11-(6) 42 150,128 

12-(7a) 5 22,128 

13-(7b) 51 134,43 

14-(8a) 25 49,603 

15-(8b) 57 150,484 

16-(9a) 27 79,99 

17-(9b) 11 26,586 

Total 417 1.132,984 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 148 

 

 

 

Tabela 4-2. QTLs para resistência a Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLAC) raça 1 (com 

suas designações de acordo com as notas de severidade identificados em populações F2 e F3 

derivadas do cruzamento entre genitores de alface contrastantes ‘Gizele’ (suscetível) x ‘Vanda’ 

(resistente). 

                 

 

 

  

 

a
Populacões utilizadas do qual os dados de  mapeamento genético  foram derivados 

b
Cromossomos no draft  do genoma da alface (S. Reyes-ChinWo et al., comunicação pessoal) 

c
Log10 likelihood radio (LOD)  

 
d
Variação fenotípica (R

2
). 

  

Populações
a
 Cromossomos

b
 LOD

c
 R

2 
(%)

d
 

[F2_RS_(1)] 9 6,61 40% 

[F2_RS_(2)] 9 6,61 40% 

[F3_RS_(1)_T] 9 4,77 30% 

[F3_RS_(2)_T] 9 4,79 30% 

[F3_RS_(1)_T] 4 6,02 0,06% 

[F3_RS_(2)_T] 4 6,06 0,06% 
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Figura 4-2. Molde do mapa genético de alface no cromossomo 9. As 82 plantas F2 foram obtidas 

do cruzamento entre genitores de alface contrastantes ‘Gizele’ (suscetível) x ‘Vanda’ (resistente) 

para resistência a Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raça 1. As linhas correspondem as distintas 

localizações cromossômicas e as colunas da correspondem os genótipos da população F2 em cada 

local. O genótipo “A” corresponde ao parental feminino (‘Gizele’), “B” para o parental 

masculino (‘Vanda’), “H” para heterozigoto, e ‘’-’’ para os missing data. Um total de 38 

scaffolds foram posicionados nesse cromossomo. 
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Figura 4-3. Molde do mapa genético de alface no cromossomo 4. As 82 plantas F2 foram obtidas 

do cruzamento entre genitores de alface contrastantes ‘Gizele’ (suscetível) x ‘Vanda’ (resistente) 

para resistência a Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raça 1. As linhas correspondem as distintas 

localizações cromossômicas e as colunas da correspondem os genótipos da população F2 em cada 

local. O genótipo “A” corresponde ao parental feminino (‘Gizele’), “B” para o parental 

masculino (‘Vanda’), “H” para heterozigoto e ‘’-’’ para os missing data. Um total de 92 scaffolds 

foram posicionados nesse cromossomo.  
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Figura 4-4. QTLs ligados a resistência à murcha de fusário da alface causada por Fusarium 

oxysporum f. sp. lactucae raça 1 posicionados nos grupos de ligação 8 (4a) e 16 (9a). As linhas 

verticais azul, roxa, vermelha e verde indicam o limite de significância estatística (LOD) de 

acordo com a população empregada (F2 e F3) e as notas de severidade. 
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Figura 4-5. QTL ligado a resistência à murcha de fusário da alface causada por Fusarium 

oxysporum f. sp. lactucae raça 1 posicionado entre os marcadores [Lsat_1_v5_g4_2792 a 

Lsat_1_v5_g4_1990] no grupo de ligação 8 (Cromossomo 4a). (LOD = 6,02). As linhas verticais 

azul, roxa, vermelha e verde indicam o limite de significância estatística (LOD) de acordo com a 

população empregada (F2 e F3) e as notas de severidade. 
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Figura 4-6. QTLs ligados à resistência à murcha de fusário da alface causada por Fusarium 

oxysporum f. sp. lactucae raça 1 posicionado entre os marcadores [Lsat_1_v5_g9_108)], 

[Lsat_1_v5_g9_111 e Lsat_1_v5_g9_448] no grupo de ligação 16 (Cromossomo 9a). (LOD = 

4,77 e LOD = 6,61, respectivamente). As linhas verticais azul, roxa, vermelha e verde indicam o 

limite de significância estatística (LOD) de acordo com a população empregada (F2 e F3) e as 

notas de severidade. 
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Figura 4-7. Localização no mapa genético da alface dos três QTLs associados com à resistência 

a Fusarium oxyporum f. sp. lactucae raça 1 derivados da cultivar de alface ‘Vanda’. As barras 

indicam as regiões significativas associados com a resistência ao patógeno. 

 

5. DISCUSSÃO 

5.1. Genotyping-by-sequencing e análise de SNPs – Como evidenciado anteriormente 

(Ver capítulo 2) existe uma baixa diversidade genética entre os parentais, tendo em vista que 

pertencem ao mesmo grupo varietal (crespa-verde). Por este motivo o número de SNPs (10.017) 

gerados no presente estudo é menor em comparação com os valores relatados para outras 
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culturas, como arroz (>30.000) (Spindel et al., 2013), trigo (>130.00) (Rutkoski et al., 2013) e 

Eucalipto (> 80.000)  (Gratapaglia et al., 2011) utilizando GBS.  Mesmo assim, a estratégia de 

GBS apresentou um bom desempenho em L. sativa, uma espécie de base genética estreita e 

elevada homogeneidade, permitindo a análise de um número muito alto de marcadores 

distribuídos ao longo de todo o seu genoma. A estratégia de GBS aumentou em ordem de 

milhares o número de polimorfismos analisados quando constratada com as técnicas 

anteriormente utilizadas nessa tese (RAPD, SCAR, DR analogs, SSR e CAPS), que permitiram, 

em geral, a análise de poucas centenas de marcadores. 

No presente estudo observou-se uma grande proporção de missing data (1.689 no total, em 

todos os indivíduos) quando comparado com resultados obtidos em outras populações de alface 

(Truco et al., comunicação pessoal). Isto é esperado na técnica de GBS devido à baixa cobertura 

de reads, resultante de diversos fatores como, por exemplo, a mistura das amostras com códigos 

de barras em uma única linha do sequenciador (Barba et al., 2014), os fragmentos do genoma 

sequenciados com uma cobertura considerada baixa (low depth coverage) fazendo com que  

alguns loci tenham zero de cobertura em alguns indivíduos (Elshire et al. 2011). Outro detalhe 

importante é que o DNA a ser utilizado na metodologia de GBS deve ser de elevada qualidade e 

com uma concentração adequada, estando livre da contaminação de compostos fenólicos, já que 

estes interferem na digestão das enzimas de restrição e na ligação dos adaptadores, por isso o 

método de extração adequado é primordial nessa técnica (Wong et al., 2015).  No presente 

trabalho, o DNA foi inicialmente extraído pelo método CTAB, que não é o mais indicado para a 

plataforma Illumina. Posteriormente foi feita a purificação com colunas [MO BIO Laboratories – 

Carlsbad, CA, USA)] com o objetivo de remover eventuais inibidores da reação de 

sequenciamento. Essas condições consideradas sub-ótimas podem ter afetado negativamente a 

qualidade do DNA analisado. No entanto, populações apresentando um sequenciamento com 
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valores entre 10% a 20% de missing data podem ser utilizadas na construção de mapas genéticos 

e reduzir erros nas análises tais como a presença de SNPs falsos positivos (Hackett & 

Broadfoot, 2003). Bibliotecas menos complexas possuem um número consideravelmente menor 

de missing data, mas também um menor número de marcadores (Bhatia et al., 2013). A maioria 

das análises exige um conjunto de dados bem completos (Bhatia et al., 2013). A retirada de 

marcadores com grande número de missing data é uma etapa necessária antes que os dados de 

GBS possam ser utilizados para a maioria dos estudos de mapeamento genético. A 

disponibilidade do genoma de referência e de um mapa de ligação saturado pode evitar a retirada 

de marcadores da análise de ligação. A partir das análises de ligação 19 indivíduos com menos 

que 2.5 milhões de reads por amostra (low sequence coverage) foram removidos da análise 

evitando, desta forma, muitos sítios heterozigóticos e índices de distorção de segregação que 

tornariam o processo de mapeamento ainda mais complicado. 

5.2. Mapeamento genético – A ação gênica em alface governando a resistência a FOLAC 

raça 1 foi estudada por uma abordagem abrangente envolvendo a combinação de estudos 

clássicos de herança (Ver capítulo 2) e mapeamento genético e de QTL com marcadores 

moleculares baseados na tecnologia genotyping-by-sequencing. Inicialmente, observou-se um 

modelo monogênico dominante com níveis elevados de penetrância na população F2. Estudos 

anteriores indicam que a genética da resistência a FOLAC está sob controle de um ou mais genes 

com completa ou incompleta dominância (Aruga et al., 2012; Truco et al., comunicação 

pessoal). A partir da análise genética com base na técnica de GBS, observou-se a presença de 

duas regiões genômicas, uma no cromossomo 4a e a segunda no cromossomo 9a. Entretanto foi 

detectado QTLs de maior efeito no LG9 e um adicional no LG4. Provavelmente, o locus maior de 

resistência a FOLAC raça 1 deve estar localizado próximo na porção mediana do cromossomo 9, 
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contribuindo com 40% e 30% da variação fenotípica com dados de fenotipagem da F2 e F3, 

respectivamente.  

  Níveis elevados na concentração do inóculo em testes em casa de vegetação, método de 

inoculação, diferentes condições ambientais durante a condução dos ensaios para avaliação da 

severidade nas populações F2 e F3, podem ter contribuído para uma fenotipagem mais estringente 

e consequentemente contribuindo para a detecção de genes com efeitos menores. Avaliações em 

campo e em casa de vegetação têm revelado interações em resposta a FOLAC entre cultivares e 

linhagens, raças de FOLAC e locais de avaliação (casa de vegetação vs. campo infestado). 

Michelmore et al. (2010) avaliando uma população derivada do cruzamento entre 

(‘Valmaine’ x ‘Salinas 88’) x ‘Salinas’ em condições de campo nos Estados Unidos para 

resistência a FOLAC raça 1, detectaram quatro QTLs de resistência nos grupos de ligação LG1 

(qFUS1.1 e qFUS1.2), LG2 (FUS2) e LG7 (qFUS7.1). Posteriormente, Truco et al.  

(Comunicação pessoal) no mesmo campo, utilizando 112 indivíduos da população F2 do 

cruzamento entre ‘Red Tide’ x ‘Lolla Rossa’, identificaram quatro QTLs associados com a 

resistência nos grupos de ligação LG1 (qFUS1.1 e qFUS1.2), LG4 (qFUS4.1) e LG8 (qFUS8.1).  

No Japão, Aruga et al. (2012) em condições de casa de vegetação determinaram que a 

resistência a FOLAC raça 2 é controlada por um locus semi-dominante (denominado RRD2). Um 

mapa de ligação foi construído e o locus RRD2 foi localizado no LG2 (Aruga et al., 2012).  

O QTL de resistência a FOLAC raça 1 derivado da cultivar ‘Vanda’ foi identificado no 

cromossomo 9. Essa região cromossômica engloba um QTL de resistência ao míldio em 

condições de casa de vegetação (qDMR9.1), um QTL de resistência de campo ao míldio 

(qDM9.1) e um locus de resistência à murcha causada por Verticillium  dahliae (Ve1) (McHale et 

al., 2009; Christopoulou et al., 2015a,b)  Além disso, três distintos clusters de NBS-LRR e ou 

RLK estão presentes nos cromossomos 9: MRC9A, MRC9B e MRC9C. MRC9A que co-segrega 
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com os QTLs para resistência ao míldio (qDMR9.1, qDMR9.2 e qDMR9.3) e com um gene 

candidato que codifica um RLK para resistência V. dahliae. O cluster MRC9B consiste de um 

aglomerado de RGC12. No entanto, não existe ainda nenhum fenótipo de resistência conhecido 

mapeado nesse locus (Christopoulou et al., 2015a,b).  

Um QTL de menor efeito (contribuindo com 0,06% da variação fenotípica com os dados de 

fenotipagem da F3) foi identificado no cromossomo 4 e está na mesma região cromossômica que 

engloba o locus Dm4. Esse QTL está localizado em um hot-spot de genes de resistência onde 

também residem importantes genes/fatores de resistência a diferentes patógenos, tais como os 

setes loci de resistência ao míldio (Dm4, Dm7, Dm11, Dm24, Dm38, Dm44 e Dm48). É 

interessante mencionar que um QTL de resistência a murcha de fusário em alface (q.FUS4.1) foi 

identificado no cromossomo 4 (Christopoulou et al., 2015a,b), em uma região  diferente daquela 

encontrada no presente trabalho.  

Os cromossomos 4 e 9 contém mais que 89% de TNLs. Membros de cada família 

multigênica normalmente são encontrados em clusters no mesmo cromossomo (pelo menos 68% 

das famílias de genes) com exceção da família RGC12 com distribuição ampla no genoma e da 

família RGC14 presente em quatro cromossomos. A família RGC12 é a segunda maior família 

com 55 membros presentes em seis cromossomos, dos quais 20 membros estão presentes no 

cromossomo 9 e 19 no cromossomo 4. Três RGC14 estão presentes no cromossomo 9 

(Christopoulou et al., 2015a,b). De acordo com esses mesmos autores, as múltiplas localizações 

cromossômicas de algumas famílias devem-se ao agrupamento de mais de um gene que 

evoluíram lentamente em famílias individuais baseada no threshold de 70% de identidade de 

sequência. Vários clusters são homogêneos, constituindo de uma única família gênica (MRC1, 

MRC4, MRC3, MRC8A e MRC8B). Já outros são bastante complexos contendo múltiplos TNLs 

e CNLs. A arquitetura genômica da alface no MRC4 está envolvida com genes que confere 
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resistência genética no genoma de alface e em plantas em geral (Meyers et al., 1998; 

Michelmore & Meyers, 1998). Sequências do genoma revelam a complexidade deste loci com 

predominância da família de genes RGC12 localizados em clusters cercados por genes 

relacionados ou não com resistência. Dentro desse cluster, a família NBS-LRR controla a maioria 

dos fenótipos de resistência que são altamente conservados em quatro genótipos de alface como, 

L. sativa cv. ‘Salinas’, ‘Diana’, ‘Valmaine’ e L. serriola ‘US96UC23’. 

A relativa importância de QTLs de maior efeito, a presença de QTLs em clusters e efeitos 

fenotípicos refletem uma rápida domesticação impulsionada pela forte seleção direcional 

(Riesenberg et al., 2002; Ross-Ibarra, 2005), ao passo que a maioria dos QTLs de menor efeito 

tendem a refletir um processo gradual com vários eventos de domesticação (Burke et al., 2007). 

Os genes em clusters são mais facilmente domesticados do que genes mais dispersos no genoma 

(Burke et al. 2007). Alternativamente, os clusters podem ser resultado de genes individuais com 

efeitos pleiotrópicos para várias características. De qualquer maneira, análises mais detalhadas 

são necessárias para obter conclusões mais definitivas (Hartman et al., 2013). 

Uma característica interessante dos fatores de resistência mapeados nos cromossomo 4 e 

cromossomo 9 é que eles se localizam em clusters geneticamente bem próximos. A identificação 

de um marcador molecular associado especificamente a um desses fatores de resistência pode 

representar uma tarefa de difícil execução. Em geral, as linhagens de melhoramento genético são 

constituídas por diferentes loci provenientes de um conjunto diverso de acessos/cultivares. Desta 

forma, é pouco provável que estes materiais genéticos possam compartilhar um mesmo marcador 

capaz de identificar todas as diferentes variantes alélicas. Dessa maneira, somente marcadores em 

extrema ligação com gene de interesse poderão permitir a identificação do fator ou fatores de 

resistência a FOLAC raça 1. De qualquer forma, a existência de um QTL de efeito maior para 

resistência a FOLAC raça 1 deve facilitar um mapeamento mais pontual e a potencial clonagem 



 

 160 

de genes nessas regiões genômicas do cromossomo 9. A partir dessas informações será possível 

sintetizar um conjunto de primers que anelem em regiões do genoma em forte ligação com os 

fatores de resistência, propiciando assim o desenvolvimento de marcadores altamente específicos 

que serão convertidos para uso de rotina (via PCR) para seleção assistida nos programas de 

melhoramento genético desta hortaliça.  
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