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RESUMO

O tomate (Lycopersicon esculentum) é uma das mais importantes hortalicas. Apesar, de
ser naivo da regido dos Andes, esta hortalica foi oficialmente introduzida no Brasl pelos
imigrantes europeus durante a Ultima metade do século XIX. Hoje, variedades antigas e cultivares
melhorados, sdo cultivados em diferentes regifes brasileiras. Nos ultimos 20 anos, o Centro
Ecologico de 1pé redizou um resgate das antigas variedades de tomate mantidas por pegquenos
agricultores da regido Nordeste do Rio Grande do Sul. O presente trabalho teve como objetivo
estimar o grau de variabilidade entre 35 acessos de tomate, 12 comerciais e 23 acessos crioulos,
utilizando marcadores morfolégicos e moleculares (protéicos e DNA), aém de verificar a
resisténcia e/ou susceptibilidade a Mel oidogynes destes gendtipos, bem como a presenca do gene
de resisténcia Mi através de PCR. A variabilidade morfolégica dos frutos apresentada pelos
acessos crioulos formou cinco grupos: os tipo Cergja, Pimentdo, Coracdo de Boi, Galicho e
Paulista, enquanto que 0s materiais comerciais restringiramse aos grupos mais comuns no
mercado, Galicho e Paulista. Os perfis eletroforéticos de proteinas totais sollveis de sementes
mostraram a ocorréncia de baixa variabilidade qualitativa, mas variaces quartitativas permitiram
aidentificacdo de todos os materiais avaiados. A andlise da variabilidade através de marcadores
de RAPD permitiu a identificacdo de todos os gendtipos avaliados, confirmando a eficiéncia
deste tipo de marcadores na caracterizacdo de materiais. A andise de agrupamentos permitiu a

Separacdo em sete grupos, 0s quais ndo apresentaram relacdo com agueles formados com base

nos perfis protéicos. Por outro lado, andlise discriminante mostrou a existéncia de relacéo entre
0s marcadores de RAPD e os grupos de morfologia de fruto. De um modo gerd, os materiais
crioulos apresentaram maior variacdo nas proteinas de sementes e marcadores de RAPD o que

pode ser tomado como indicativo de estreitamento da base genética nos materiais comerciais. Os



resultados obtidos no teste de resisténcia mostraram que todos 0s materiais crioulos e comerciais,
com excecdo dos cultivares Polka Baixo e Galcho (Fetrin) sdo suscetiveis a Meloidogyne
javanica, M. incognita e M. arenaria. Considerando a ata incidéncia de Meloidogyne no Sul do
Brasil, a baixa frequéncia de acessos resistentes, apontam a necessidade de um esforgo especia
na transferéncia dos genes de resisténcia aos nematdides das gahas da raiz para 0s acessos

crioulos e cultivares do tomate comerciais do Brasil.
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ABSTRACT

Cultivated tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) is one of the most important
horticultural crops. Although original from the Andes region, this crop was officialy introduced
in Brazil by the European immigrants during the last half of the XIX century. Today, old varieties
and new improved cultivars are planted in the different Brazilian regions. In the last 20 years the
Ecologica Center of Ipé proceeded a rescue of old tomato varieties maintained by small
agriculturists in the Northeast region of Rio Grande do Sul State. The present work had the
objective to estimate the variability among 35 tomato accessions, 12 commercia cultivars and 23
Brazilian landraces using morphologica descriptors and molecular traits (proteins and DNA),
and to verify the Meloidogyne resistance/susceptibility status of these genotypes, as well as the
presence of the Mi genes. The landraces were separate in five groups by their fruit characteristics:
large oblate, cherry, heart-shape, large cylindrical, and rounded, whereas the commercia
cultivars were redtricted to the most common groups in the market. Both the quantitative
evaluation of seed protein eectrophoretic profiles, and RAPD markers alowed identifying al the
accessions. The cluster analysis of RAPD data alowed to separate the genotypes in seven
similarity groups that were not related with those formed by the protein analysis. Conversely, a
discriminant analysis showed a relation between RAPD markers and fruit morphology. Landraces
exhibited higher levels of protein and genetic (RAPD) variations compared with the commercia

cultivars confirming the genetic variability reduction caused by the limited number of genotypes

used in breeding programs. Experimenta results showed that al the landraces and commercial
cultivars, with the exception of the cultivars Polka Baixo and Gaucho (Feltrin) were susceptible
to M. javanica, M. incognita, and M. arenaria. PCR data showed that the Mi1.2 gene was present

only in the Polka Baixo cultivar, whereas the Mil.1 was found in 26 accessions, most of which

X1l



susceptible to root-knot nematodes, confirming the gene Mil.2 as the nematode resistant
determinant, and the inefficiency of the Mil.1. Considering the high incidence of Meloidogynein
South Brazil, the low frequency of resistant accessions point-out the necessity of a special effort
of breeding programs on the transfer of root-knot nematode resistance genes to Brazilian tomato

varieties and cultivars.
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1. INTRODUCAO

O tomate cultivado (Lycopersicon esculentum Mill.) estd entre as hortdicas mais
consumidas no mundo, nas diferentes formas processadas ou “in natura’, € a segunda hortalica
em volume de producdo mundia e ocupa o primeiro lugar na América Latina. De acordo com os
dados da FAO (2001) o Brasil destaca-se entre os paises da América do Sul, ocupando o primeiro
lugar na producéo e em &ea plantada, seguido de longe pelo Chile que produz menos que a
metade da producdo brasileira. No Brasil o tomate ocupa o segundo lugar em consumo dentro das
hortalicas e sto 0s estados de Goias, Minas Gerais e S0 Paulo os principais produtores.

Apesar, do tomate ser oriundo da América do Sul, oficiamente sua introducdo no Brasil é
proveniente da Europa e data do século XIX. Foi durante o periodo da colonizacdo, que
diferentes variedades foram trazidas pel os imigrantes europeus e passaram a serem cultivados em
varias regifes do pais, congtituindo-se em bancos de germoplasma brasileiro desta cultura. E
provavel também que algumeas variedades de cerasiforme, tenham chegado ao Brasil trazidas
pel os nativos durante seu deslocamento ao longo da Américado Sul.

Provavelmente a fonte selvagem que deu origem ao tomate que conhecemos hoje, deve ter
sido Lycopersicon esculentum variedade cerasiforme, que cresce espontaneamente em muitas
regifes do mundo e apresentam ciclo anua com autopolinizagdo e migracdo média, dispersando-
se normamente via pequenas popul agdes sujeitas a diferentes forgas de selegéo.

DescricBes e desenhos botanicos encontrados nos herbarios europeus datam da metade
para o fina do século XVI. Esses documentos revelaram claramente que os primeiros tipos de
tomates cultivados na Europa tinham frutos gratidos e uma ampla diversidade de formas e cores,

indicando que o tomate alcangou um avancado estado de domesticacdo aindana América.



O tomate € um exemplo classico de espécie autdgama cultivada, apresentando taxa de
cruzamento natura de 1 a 3%, e que até a metade do século XX, teve sua fonte de germoplasma
utilizada de forma inadequada para melhoramento da cultura e para 0 avanco genético basico. O
extenso processo de melhoramento voltado apenas para caracteristicas de interesse agrondmico,
conquistou a um ato grau de uniformidade, envolvendo alguns genes em detrimento de outros,
causando perda de variabilidade genética e tornando a cultura adtamente vulneravel.

A cultura do tomateiro, é tida hoje, como uma das mais probleméticas em termos de
pragas agricolas, exigindo grandes investimentos em fitossanidade, consequente uma cultura
dtamente impactante. Uma Situacdo muito particular diz respeito a incidéncia de nematoides
formadores de gahas da raiz do género Meloidogyne. Estes fitoparasitas infectam o sistema
radicular formando nédulos, impedindo a absorcéo de agua e de nutrientes, sdo responsavel's por
até 80% das perdas na producdo agricola. O controle destes fitoparasitas € realizado pelo uso de
nematicidas, que com seu uso prolongado propicia um aumento de nematdides virulentos
resistentes, como consequéncia, a inutilizacdo de solos contaminados para tomaticultura. A
Situacéo tem se agravado também devido ao plantio da mesma cultura no mesmo local,
contribuindo ainda mais para a proliferacdo destes fitoparasitas.

O controle de outras pragas e doengas comuns do tomateiro € realizado com aplicagcdo
indiscriminada de biocidas de largo espectro e com grandes periodos de caréncia o que eleva o
custo da producéo e aumenta a contaminagdo ambiental. Em contrapartida, mangos mais
apropriados e praticas agricolas auto-sustentaveis, com escolha de cultivares resistentes e melhor

adaptados dentro de cada condicdo ambiental de producédo, podem solucionar estes problemas e
S20 passiveis de serem implantados. O Brasil caracteriza-se pelo dto indice de pequenas e médias
propriedades de estrutura familiar responsaveis por aproximadamente 60% da producdo de

tomates.



Neste contexto, € de fundamental importancia o desenvolvimento de pesguisas que
venham contribuir para a melhoria desta cultura de grande importancia econdmica mundial e
materiais ainda pouco modificados como variedades antigas ou crioulas, podem ser fontes de
recursos genéticos importantes que necessitam serem avaliados e preservados.

Este trabalho teve como objetivo estimar o grau de variabilidade dos acessos crioulos e
dos cultivares comerciais de tomate (Lycopersicon esculentum) do Rio Grande do Sul, aravés
dos marcadores Protéicos, marcadores RAPD, marcadores morfologicos, e verificar a ressténcia

e/ou susceptibilidade a Meloidogyne e a presenca do gene Mi através de PCR.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ORIGEM E CENTRO DE DOMESTICACAO DO TOMATE

O tomate é nativo da América do Sul, tém seu centro de origem na Regido Andina,
compreendendo um estreito territério limitado ao sul pelo norte do Chile com latitude de 30°, a0
norte pelo Equador e sul da Colémbia, a0 leste pela Cordilheira dos Andes e a0 oeste pelo
Oceano Pecifico, incluindo o Arquipélago das Ilhas Galgpagos (Rick, 1982).

O mas complexo tratamento dado a Lycopersicon esculentum credita a variedade
cerasiforme como suposto ancestral do tomate cultivado no mundo todo. A hipotese mais
comumente aceita de sua domesticacdo é que a variedade cerasiforme teriamigrado do centro de
origem Andina através do norte da América do Sul, cruzando o Istmo do Panama e chegando até
0 sudoeste do México, na América Central. No México teria sdo domesticada, levada para a
Europa, adaptada e selecionada, disseminada para muitos locais do mundo (Jenkins, 1948; Rick,
1958), tornando- se fonte bésica do germoplasma do tomate cultivado.

Entretanto, Rick & Fobes, (1975) e Rick & Holle, (1990), anos mais tarde formularam uma
segunda hipétese de domesticacdo, em que centros independentes de domesticacdo podem ter
ocorrido a0 mesmo tempo, no México e na regido Andina. Atuamente cerasiforme cresce
espontaneamente em muitos locais da América do Sul, estando amplamente disseminado em
muitas regides tropicais e subtropicais do mundo (Rick, 1991), o que vem a corrobora com esta
hipGtese.

A domesticacdo das espécies de tomate ocorreu no México por tribos primitivas onde era
conhecido por tomatl, na lingua Nahuatl, e que sem duvida, deu origem ao nome popular tomate

(Rick, 1978; Esquinas-Alcazar, 1981). O documento mais antigo é uma ficha de herbério datada



de 1554, pelo boténico Pier Andrea Mattioli. Entre os primeiros tomates cultivados na Itdia
estava uma espécie com frutos amarelos, conhecidos popularmente, como “pomi d’ oro”. No
seculo XVIII, j& era largamente consumido em véaios paises da Europa (Hille et al., 1989).
Entretanto, durante um longo periodo o tomate foi cultivado como planta ornamental, por ser
considerado venenoso, a exemplo de outras solanéceas venenosas (Rick, 1958).

Estas primeiras popul agdes melhoradas na Europa deram origem & chamadas “landraces’
ou variedades “crioulas’ de tomate que podem ainda conter muitos genes selvagens, tornando
estas populaghes interessantes para estudos com finalidade de aargamento da base genética e o
resgate da variabilidade perdida no processo de melhoramento desta espécie de importancia

econdmica e ecoldgica no ambito mundial (Saavedra et al., 2001).

2.2. ASPECTOSBOTANICOS

O tomateiro € herbaceo, perene, mas cultivado como anual, de hébito de crescimento
prostrado ou estendido e folhas compostas. A inflorescéncia € uma cimeira simples, bifurcada ou
ramificada. O nimero de flores € varidvel. O fruto € uma baga de tamanho e formato variavel.
Internamente, os frutos podem ser bi, tri, tetra ou plurilocular. O fruto maduro pode ser vermelho,
rosado ou amarelo.

O tomate cultivado é membro do género Lycopersicon, dentro da grande familia das
Solanaceas. Este género é relativamente pegqueno, congtituido por nove espécies. Estudos de

relacionamento filogenético, baseados na capacidade de cruzamento e em caracteristicas
morfoldgicas separam estas espécies em dois grupos distintos denominados de: 1- complexo
“esculentum’” , formado por L. esculentum, L. pimpendlifolium, L. cheesmani, L. hirsutum, L.

pennellii, L. chmelewskii e L. parviflorum; 2- complexo “peruvianum” formado por L.



peruvianum e L. chilense. Ambos 0s grupos gpresentam alto grau de homosseguenciamento em
Seus cromossomos, contendo uma inestimavel fonte de variagdo genética (Rick, 1982).

O genoma do tomate quase sempre apresenta copia tnica em um Unico locus ou NUMero
baixo de copias com relativamente pouco DNA repetitivo e estdo dispersos ao logo do genoma
(Bernatzkey & Tankdey, 1986; Zamir & Tankdey, 1988). Seu DNA é relativamente pequeno

0,74 pg (variam de 0,5pg a 200pg) (Miller & Tankdey, 1990).

2.3.MARCADORES MORFOL OGICOS EM Lycopersicon

Os marcadores morfoldgicos, por serem simples e préticos, permanecem até hoje como
sendo a ferramenta mais utilizada na identificacdo das plantas, mesmo que na sua grande maioria
estgjam ligados a caracteristicas da planta adulta como flores, frutos e sementes (Hoyt, 1995). A
avdiacdo de variabilidade genética em espécies selvagens e cultivadas por muito tempo foi
estimada através da variabilidade morfol égica (Rick, 1978).

A identificacdo é redlizada através da morfologia externa da planta, os grupos resultantes
devem ser reconhecidos visuamente. A identificacdo taxondmica oferece uma alternativa
eficiente para organizar todas as informagBes sobre a espécie individua mente e 0 nome cientifico
€ a chave para se chegar atoda a informacéo publicada sobre a mesma. Por esta razéo a aplicacdo
de nomes corretos a planta € vital (Hoyt, 1995).

As caracterigticas morfologicas envolvidas na identificacdo das espécies do género

Lycopersicon sdo: tamanho da flor, tipo de inflorescéncia, formato da folha e hébito de
crescimento, capacidade de cruzamento e caracteres dos frutos (Egashira et al., 2000). S&o as

caracterigticas dos frutos que apresentam diferencas em uma grande variedade de caracteres



notaveis como forma, cor, tamanho, textura e nimero de carpel os, apresentando ata variabilidade
morfoldgica (Rick, 1978; Rick et al., 1990).

Atendendo as necessidades de mercado, as variedades de tomates cultivadas foram sendo
modificadas até atingirem alto grau de uniformidade. Embora isto tenha contribuido para um
produto desgével ees foram obtidos em despesa de variabilidade morfologica (Miller &
Tankdey, 1990) e conseglientemente de variabilidade genética (Rick, 1978). Neste processo as
maiores perdas foram as das caracteristicas como disseminacdo, toxidade e resisténcia a pragas e
doencas que as plantas selvagens tinham adquirido ao longo dos tempos.

Hoje os marcadores morfologicos e os marcadores moleculares sdo utilizados como
ferramentas que se complementam para avdiar variabilidade genética dentro de espécies
cultivadas. A combinacdo de dados morfol 6gicos com dados moleculares torna a avaiacdo mais

completa e precisa (Rick & Y oder, 1988).

24. MARCADORES MOLECULARESEM Lycopersicon

Os marcadores moleculares podem ser definidos, segundo Ferreira & Grattapaglia (1998),
como todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, coOmo no caso de
proteinas e isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA (correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma). Por ser 0 DNA a base da informagdo molecular, € natural que nos
reportemos a ele quando o objetivo é decifrar a organizac@o evolutiva da variabilidade e controlar
sua adaptacdo em condigbes impostas pelo homem. Foi desta pesquisa que surgiram 0S
marcadores moleculares.

A partir dos anos 60, uma s&rie de marcadores ligados a produtos do DNA, passaram a

serem utilizados, tais como isoenzimas, proteinas totais, proteinas especificas, que sdo de certa



forma, indicadores diretos da variagdo existente dentro do DNA. Posteriormente surgiram as
técnicas de PCR baseadas em marcadores ligados diretamente aos fragmentos de DNA.

As metodologias disponiveis podem ser separadas em duas grandes categorias. @)
métodos baseados em andlises de restricdo e; b) métodos baseados na amplificacdo do DNA. Na
primeira categoria inclui-se a andlise de polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP), esta
técnica requer grandes quantidades de DNA e as andlises s8o, em geral, demoradas e trabal hosas,
0 que tem limitado a sua aplicacéo, dando lugar a mapas de baixa resolucéo (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). A outra categoria de andlises, desenvolvida mais recentemente, utiliza a
reacd0 de polimerizacdo em cadeia (PCR), para a amplificacdo de segmentos de DNA e
visualizagcdo de polimorfismo (Mullis & Faloona, 1987). Exemplos destas técnicas séo RAPD,
SSR (microsatélite ou Smple Sequence Repeat), e AFLP. A utilidade dos diagnosticos baseados
em marcadores moleculares € determinada em grande parte pela técnica utilizada para revelar

polimorfismo.

24.1. MARCADORESPROTEICOS

A estimativa de relacionamento filogenético e de variabilidade em plantas cultivadas foi
por muito tempo avaliados pelo método convencional de andise morfologica. Entretanto, estas
caracterigticas podem ser fortemente influenciadas por fatores ambientais que se refletem na
planta adulta (Wang et al., 2000).

Da necessidade de se obter respostas mais rdpidas e seguras, nos anos 70 surgiram 0s
métodos bioquimicos baseados em andlise de proteinas e isoenzimas. A confiabilidade do método
bioguimico esta no fato de ser as proteinas, um produto fisiologicamente estavel e facilmente

manuseado (Ladizinsky & Hymavitz, 1979; Crawford et al., 1990). Métodos bioquimicos



passaram a serem usados como ferramenta de apoio para caracterizar variedades e avaiar
variabilidade em muitas espécies selvagens e mais especificamente em espécies cultivadas. Eles
foram utilizados com sucesso, em estudos, envolvendo a caracterizacdo de espécies e pools
génicos, determinacéo de centros de domesticagdo e diversdade, em estudos evolutivos (na
identificacdo de ancedtrais selvagens) e em estimativas de diversidade e relacionamento genético
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Um método bioguimico amplamente utilizado, a andise eletroforética de proteinas de
sementes, pode estabelecer relactes genéticas entre espécies e entre genotipos dentro de espécies
em inimeros cultivares vegetais (Crawford et al., 1990). Dados protécos foram mais precisos na
separacao de grupos de afinidade entre 43 cultivares de arroz quando comparados com dados de
caracteres morfolégicos (Aliaga-Morrd et al., 1987) e estimar o0 grau de relacionamento entre
espécies cultivadas de arroz (Sarka & Bose, 1984), milho (Smith & Lester, 1980), sorgo
(Shechter & de Wet, 1975), mandioca (Grattapaglia et al., 1987), entre outros. Foram
estabelecidos com sucesso, grupos de afinidade entre linhas comerciais préximas em feijdo
comum através de andlise eetroforética de proteinas totais e proteinas &cidas das sementes
(Echeverrigaray et al., 1993), e cinco grupos de afinidade entre acessos antigos e comerciais de
Phaseolus vulgaris do Rio Grande do Sul (Macidl et al., 1999).

Em tomates, as pesquisas com isoenzimas foram iniciadas por Rick et al., (1983) com o
objetivo de estudar o relacionamento genético entre o tomate cultivado e as espécies selvagens na

busca de informacfes sobre os centros de domesticacéo do tomate. Pequenas diferencas foram

encontradas por Rick & Fobes (1974), entre populagdes de tomates oriundos do Peru e Equador
quando comparadas com tomates oriundos de outros paises da América do Sul e Central,

gpresentando baixa variabilidade isoenzimatica



Perfis protéicos de sementes foram usados para avaliar pureza de tomates hibridos (Rick e
Fobes, 1974; Tankdey, 1979; Medina-Filho, 1980; Tanksey e Jones 1981; van den Berg, 1990,
1991), para identificagdo de cultivares comerciais (Chakraborti & Chattopadhyay, 1992), para
avaliacdo do grau de compatibilidade em espécies de Lycopersicon peruvianum (Bernatzkey,
1993), e em sua grande maioria para avaliacdo de resisténcia a doencas (Rick & Fobes, 1974,
Medina-Filho & Stevam, 1980; Bolkan et al ., 1987).

A edlreita variabilidade nas caracteristicas protéicas e o nimero limitado de sistemas
isoenzimétacos polimorficos em tomates, tornou estes marcadores insufi cientes para discriminar
todos os gendtipos (cultivares e/ou landraces) ou para avaiar variabilidade genética das espécies
cultivadas. Porem, com o surgimento dos marcadores moleculares ligados diretamente ao DNA,
pequenas diferencas podem ser detectadas (Caetano-Anolleset al., 1991), e com a vantagem de

exigir apenas pequenas quantidades de tecido do individuo a ser avaliado.

24.2. MARCADORES DE DNA EM Lycopersicon

As técnicas de andise molecular baseadas diretamente em fragmentos do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados marcadores
moleculares (Ferreira & Grattapaglia, 1998). A caracterizacdo molecular de diversidade genética
através de marcadores de DNA, tornou-se uma pratica Util e necessé&ria. Paratanto, polimorfismo
de DNA tem sido utilizado para estimativas de similaridade e/ou distanciamento genético entre
gendtipos (Peteira et al., 1999).

A variabilidade genética existente dentro e entre as espécies de plantas cultivadas esta
intimamente relaciorada com sua domesticagdo. O tomate € uma entre muitas espécies

autégamas cultivadas em que seu germoplasma foi severamente reduzido, primeiro durante sua
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domesticacdo fora do centro de origem e segundo pelo melhoramento na Europa (Saavedra et al .,
2001).

Em sua grande maioria os estudos de diversidade genética em Lycopersicon esculentum,
baseados em marcadores moleculares, apontam para a estreita base genética dos cultivares
modernos (Miller & Tankdey, 1990; Egashira et al., 2000; Ssavedra et al., 2001). Sua
diversidade genética mostrou-se limitada logo nos primeiros estudos utilizando isoenzimas (Rick
e Fobes, 1975) e posteriormente foi confirmada com o uso de marcadores de DNA através de
RAPDs (Rojas et al., 1994; Egashira et al., 2000; Saavedra et al., 2001); RFLPs (Miller &
Tankdey, 1990); AFLPs (Saliba-Colombani et al., 2000) e microsatélites (Rus-Kortekaas et al .,
1994; Smulderset al., 1997; Saavedra et al ., 2001).

A utilizacdo recorrente de gendtipos possuidores de caracteres desgaveis contribuiu de
forma direta para 0 estreitamento da base genética (Rick, 1983). Mesmo dentro de cultivares
modernas em que foram introgredidas caracteristicas de espécies selvagens, pouca diversidade
genética pode ser observada (Miller & Tankdey, 1990).

Entretanto, ainda existe variedades pouco modificadas que apresentam consideravel
polimorfismo e sdo denominadas de variedades crioulas, distribuidas em muitas partes do mundo,
incluindo o Brasil. Segundo os resultados obtidos por Villand et al., (1998) em suas avaiagoes,
gendtipos da Ameérica do Sul e regides contiguas, apresentaram maior variabilidade genética
quando comparada com gendtipos europeus e norte americancs.

Embora cultivares apresentem diferencas em uma variedade de caracteristicas

morfolégicas como cor e fruto, textura, forma, tamanho, habito de crescimento e resisténcia a
pragas e doencas, mesmo que estas caracteristicas sgjam digtintas, elas podem ser atribuidas a

alguns poucos genes (Rick, 1978). Conseqlientemente, diferencas fenotipicas podem ocorrer com
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freqéncia por peguena troca génica resultando em baixo polimorfismo dos marcadores
moleculares (Williams & St. Clair, 1993).

Os marcadores RAPD parecem ser 0s mais apropriados por gerar uma grande quantidade
de fragmentos polimorficos distribuidos a0 acaso e ao longo do genoma sem evidencias de
agrupamento em regides especificas (Williams et al., 1993; Foolad et al., 1993). Também por
ndo exigir uma tecnologia sofisticada ou informagdes preexistentes, estes tem sido utilizados com
sucesso na estimativa de variabilidade genética em plantas cultivadas (Cansian & Echeverrigaray,

1999; Macid et al., 1999), e podem auxiliar na avaliagdo de cultivares crioul os.

2.43. MARCADORESRAPD

O grande avanco na area de marcadores moleculares baseados em PCR ocorreu
em 1990, ao serem utilizados “primers” mais curtos e de sequéncia arbitraria,
eliminando assim a necessidade do conhecimento prévio da sequiéncia a ser amplificada.
A tecnologia RAPD permitiu uma grande expansdo da analise de polimorfismo
molecular, ao permitir a realizacdo de estudos de anélise genética em espécies
anteriormente ndo contempladas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores de RAPD tém a vantagem de requerer pequenas quantidades de DNA
comparados com outras técnicas, 8o mais faceis, sensiveis e ndo utilizam marcacdo radioativa,
podem ser utilizados para aidentificacdo rapida e eficiente de muitos polimorfismaos, e como tais,
apresentam enorme potencia na identificacdo de cultivares (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Podem facilitar e acelerar estudos de diversidade genética em populagdes naturais, popul agdes de

melhoramento e bancos de germoplasma, para localizacdo de genes de interesse econdmico



(Catano-Anndles et al., 19991; Williams et al., 1990) e construcdo de mapas genéticos de dta
cobertura gendmica (Hemmat et al ., 1994; Kubisiak et al., 1995).

Em tomate, os marcadores RAPD tem sido utilizados na resolucéo de alguns problemas
praticos, incluindo a caracterizacdo e discriminagdo entre grandes quantidades de acessos
mantidos em bancos de germoplasma e também para otimizar estratégias de conservacdo de
recursos genéticos (Waugl & Powel, 1992).

Do mesmo modo, trabahos envolvendo teste de determinacdo da pureza genética de
sementes de tomate hibridos foram realizados com sucesso (Hashizume et al., 1993; Rom et al.,
1995; Luan et al., 1998), variabilidade e distanciamento genético entre materiais asiaticos,
demonstrando sua dta €eficiéncia em caracterizar genétipos das mais variadas origens (Matsui &
Yoshida & Yoshida, 1998). Mapas de ligacdo em tomate, baseados em marcadores RAPD,
também tem sido descritos (Weideet al ., 1993; Foolad et al ., 1993; Stevens et al., 1996; Pillen et
al., 1996).

A identificacdo de polimorfismos genéticos intravarietais € outro bom exemplo das
possibilidades de aplicacdo da técnica de RAPD em tomate. Villand et al., (1998), encontraram
mais polimorfismo em acessos Sul-americanos (equatorianos, peruanos e chilenos) em
comparagdo com acessos do Velho Mundo. Williams & Clair, (1993), através de marcadores
RAPD identificaram alelos especificos para cada um dos cinco grupos avaliados, cultivares
antigos, cultivares modernos, cultivares sul-americanos regionais, um gendtipo selvagem de L.

esculentum var. cerasiforme e dois de L. cheesmanii.

A variabilidade genética € muito baixa dentro dos tomates cultivados (Rick, 1990;
Williams & Clair, 1993; Williams et al., 1990; Villand et al., 1998; Egashira et al., 2000;
Saavedra et al., 2001), e materiais crioulos anda pouco modificados podem apresentar grupos

genicosderesisténcia (Williams & St Clair, 1993).
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25. RESISTENCIA A NEMATOIDES

2.5.1. GENERO MELOIDOGYNE

Os nematdides est@o entre os animais multicelulares mais numerosos do mundo e s&o,
provavelmente, uma das formas de vida mas antigass no planeta Eles sdo endoparasitas
obrigatdrios de inlmeras espécies de hortalicas, frutiferas, plantas ornamentais e florestais, tanto
em climatropical, subtropical e temperado, podendo reduzir significativamente a produtividade e
a qualidade dos produtos (Willianson, 1998). Praticamente, todas as espécies de plantas
cultivadas sdo aacadas por agumas espécies de nematdides que SG0 economicamente
importantes e de ampla distribui¢do mundial (Tihohod, 1993).

A doenca é caracterizada pela presenca de pequenos nddulos no sistema radicular das
plantas infectadas. Os sintomas incluem desnutricdo, suscetibilidade a outras doengas e
consequentemente baixa producéo (Willianson, 1998). As perdas na producdo podem chegar a
atos indices sendo o grau do dano dependente, dentro outros fatores, da densidade popul acional
do nematdide (Charchar, 1995).

As espécies de nematdides formadores de nddulos, também conhecidas formadoras da
galha daraiz, pertencem ao género Meoidogynes. Dentro das principais espécies encontra-se M.
arenaria, M. incognita, M. javanica e M. hapla, que sdo predominantemente partenocarpicas
(Lorddllo, 1981).

Embora os nematdides das gahas tenham uma s&ie ampla de hospedeiros, muitas
espécies de plantas apresentam resisténcia a estes fitoparasitas (Roberts, 1995). As plantas
conhecidamente resistentes, apresentam um gene dominante que confere resisténcia. Variedades

de tomates cultivados carregam o gene de resisténcia, contra trés das mais importantes espécies
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de nematdides das galhas daraiz: M. arenaria, M. javanica e M. incognita, desta ultima derivou
0 nome do gene de ressténcia: gene Mi (Roberts & Thomason, 1986). Entretanto otomate de
um modo gerd, é considerado um hospedeiro natural dos nematdides da galga da raiz (Hwang et
al., 2000).

Inicialmente, a determinacdo de resisténcia das culturas aos nematdides das galhas daraiz
era avaliada no fendtipo a campo. Com a descoberta dos marcadores i soenzimatacos passou a ser
através de marcadores de resisténcia ligados a enzima fosfatasse &cida Asp-1 (Rick & Fobes,
1974), sendo um dos marcadores mais conhecidos. Mais recentemente passou a ser através dos
marcadores de DNA como Rex-1 (Willianson et al., 1994) e hoje através de fragmentos mais

especificos dentro do préprio gene de resisténcia através de PCR (Hwang et al., 2000).

2.5.2. CARACTERIZACAO DO GENE Mi POR PCR

A resisténcia a nematdides das galhas daraiz foi originamente identificada em acesso de
tomate selvagem L. peruvianum, uma espécie que normamente ndo cruza com o tomate
cultivado L. esculentum e que € a fonte de muitas outras resisténcias. A histéria da introgresséo
do gene Mi indica que um Unico locus de uma planta hibrida entre L. peruvianum e L. esculentum
foi afonte de toda resisténcia em tomates modernos (Medina-Filho & Stevens, 1980). Este fato
foi anterior a década de 40, onde um hibrido interespecifico foi recuperado com sucesso de
embrides (Smith, 1944).

O gene Mi encontrase numa extensa regido do genoma do tomate resistente, de
aproximadamente 52 Kbs do DNA, locdlizada no cromosso 6 (Messeguer et al., 1991). A
proteina codificada pelo gene Mi contém 1257 aminoacidos e apresenta dta similaridade com

outras proteinas que tem importante papel na resisténcia a outros patégenos (Willianson, 1998).
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Este gene codifica um produto pertencente afamilia de proteinas caracterizadas pela presenca de
sitios de ligag&o ricos em leucina (Milligan et al., 1998).

Inicidmente um gene foi seqlienciado (Vos et al.,, 1998), mais recentemente foi
descoberto que o0 gene Mi € um membro de uma familia de genes. Desta familia foram
sequienciados dois genes que apresentam sequiéncias similares e foram chamados de gene Mi 1.1
e Mi 1.2 (Willianson, 1998; Milligan et al., 1998). Trabalhos recentes concluiram que o gene Mi
1.2 confere resisténcia completa a M. arenaria, M. javanica e M. incognita Que este fenétipo é
transmitido a progénie e que se mantém estavel (Milligan et al., 1998), e que o gene Mi 1.2
também confere ressténcia a afidios em batatas (Ross et al., 1998).

Embora dtamente efetivo, o gene Mi em algumas condigdes especiais, como em atas
temperaturas no solo a na presenca de isolados virulentos de campo, falha em conferir resisténcia.
O uso de nematicidas pode levar a um aumento de nematdides virulentos resistentes e como
consequéncia ainutilizagdo de sol os contaminados para a tomaticultura (Willianson, 1998).

Hoje no contexto naciona e internacional cresce a necessidade de medidas de controle
ndo quimico de pragas e doengas, e 0 gene Mi € um excelente exemplo de uso de resisténcia do
hospedeiro para reduzir efetivamente a necessidade do uso de pesticidas (MedinaFilho e
Tankdey, 1983).

No germoplasma de espécies selvagens foram encontradas novas fontes de resisténcia,
quase todas em L. peruvianum (Vereniz & Roberts, 1996; Yaghobi et al., 1995). Foram
identificados aproximadamente oito genes independentes e dominantes que foram denominados e

enumerados gene Mi 1.1 ao Mi 1.8 que provavel mente estdo ligados a diferentes propriedades de
ressténcia (Cap et al., 1993; Vereniz & Roberts, 1996; Y aghobi et al., 1995).
A busca de novas fontes de resisténcia em espécies selvagens e/ou espécies crioulas ainda

pouco modificadas, conjuntamente com formas alternativas de mango de solo utilizando
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tecnologias limpas tem sido avo de pesguisa no mundo todo. A edtratégia de identificacdo do
gene Mi via PCR, quando aiada aos modernos métodos de transferéncia génica em plantas pode
ser extremamente Util, considerando-se 0 volume significativo de perdas em lavouras comerciais

decorrentes de infestagfes ocasionadas pel o ataque de nematdides.
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ABSTRACT

Thirty five tomato accessions, including 12 commercia cultivars and 23 landraces from
South Brazil, were evaluated for ten morphological and agronomica traits. Considering fruit
shape and size characteristics the 35 tomato accessions were separated in five groups. large
oblate, cherry, heart-shape, large cylindrical, and rounded, that were confirmed by the cluster
analysis based on the 10 traits examined. Among these groups, “Cherry” tomato accessons
exhibited the largest variation for fruit shape, weight, color, and productivity. The morphological
characteristics and productivity exhibited by some landraces support their potentia use in

commercia production and breeding programs.

Keywords. Lycopersicon esculentum, morphologica traits, tomato landraces, variability,
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RESUMO

Trinta e cinco acessos de tomate [ycopersicon esculentum), incluindo 12 cultivares
comerciais e 23 acessos crioulos do Sul do Brasil, foram avdiados a campo utilizando-se dez
caracteres morfol6gicos e/ou agrondmicos. Considerando a forma e tamanho dos frutos, os 35
acessos foram separados em cinco grupos. Galicho, Ceregja, Coragdo de Boi, Pimentdo e Paulista,
os quais foram confirmados pela andlise de agrupamento baseado nos dez descritores utilizados.
Entre estes grupos, os acessos de tomate Cergja mostraram a maior variabilidade para forma,
peso, cor e producdo. As caracteristicas morfologicas e a producdo apresentada por alguns
materiais crioulos demonstram o seu potercial para producéo comercia e inclusdo em programas

de mehoramento.

Padavras chave: acessos crioulos, descritores morfoldgicos, Lycopersicon esculentum,

variabilidade.



INTRODUCAO

Os caracteres morfologicos sG0 0s marcadores mais antigos e mais amplamente
difundidos, por serem smples e préticos, permanecem até hoje, como sendo a ferramenta mais
utilizada para identificacdo de plantas. A forma mas eficiente para organizar todas as
informacBes sobre as espécies individua mente € através da Sstemética Vegetal e o uso do nome
cientifico € a chave para se chegar a toda a informacéo publicada sobre a mesma em qualquer
parte do mundo (Hoyt, 1995).

A avaliacdo de variabilidade genética em espécies salvagens e cultivadas de tomates por
muito tempo foi estimada através da variabilidade morfolégica (Rick, 1978; Rick, 1983). Nos
dltimos anos com o surgimento dos marcadores moleculares, a avaiacd de caracteres
morfol égicos tem perdido espaco na avaliagdo de variabilidade genética (Rick, 1987). Mesmo
assim, apesar das dificuldades operacionais e dainfluéncia ambiental, estes descritores continuam
a serem utilizados devido aimportancia agronémica dos mesmos.

As principais caracteristicas morfolégicas utilizadas na identificagdo das espécies do
género Lycopersicon so capacidade de cruzamento, habito de crescimento, formato das folhas e
tipos de flores e de frutos (Rick et al., 1990; Egashira et al., 2000). Para a caracterizagdo dos
cultivares comercias, pertencentes a L. esculentum, os descritores mais utilizados sdo aqueles
relacionados com a morfologia interna e externa dos frutos (Egashira et al ., 2000).

Segundo, Melo (1989), através de levantamento em fichas de herbérios, os primeiros tipos
de tomates levados para e Europa e cultivados naquela época apresentavam frutos gralidos e uma
ampla diversdade de forma e cor. Entretanto, os cultivares comerciais atuais apresentam grande
uniformidade de forma e cor, decorrente da selecdo e melhoramento de tomate no sentido de

atender preferéncias e demandas mercadol ogicas.



Hoje, naregido da Serra Gallcha, o0 tomate cultivado pode ser separado em dois grupos:
um formado por materiais antigos ou crioulos mantidos por pequenos agricultores, os quais vem
sendo mantidos no banco de germoplasma do Centro Ecolégico de 1pé, consolidado através de
mais de 20 anos de coleta e resgate de sementes na regido nordeste do Rio Grande do Sul, eo
outro por cultivares e hibridos comercializados por companhias de semente e importadores.

A avdiacdo de cultivares sob as mesmas cortli¢des edafocliméticas permite comparar
gendtipos quanto ao seu potencia de produtividade, qualidade de frutos e resisténcia a doengas e
pragas, 0 que possibilita conhecer os materiais mais adequados para cada regido (Peixoto et al.,
1999).

A fatade informagdo e caracterizagdo dos materiais do grupo crioulo, e a sua crescente
importancia econdmica associada a agricultura ecologica, foi o principal impulso para a
redlizacéo deste levantamento tendo como objetivo avdiar e caracterizar 0s acesso crioulos e

cultivares comerciais através de marcadores morfol 6gicos de frutos.

MATERIAISE METODOS

Material biologico. No presente trabaho foram utilizados 35 acessos de tomate (Lycopersicon
esculentum), sendo 23 acessos crioulos oriundos do banco de germoplasma do Centro Ecol 6gico
de Ipé e 12 cultivares comerciais doadas pelas empresas Fdltrin e ISLA, os mais cultivados nesta

regido (Tabelal).

Producdo de mudas de tomate. As sementes das 35 cultivares foram germinadas em bandejas
de poliestireno expandido contendo 128 células e mantidas em casa de vegetacéo, até atingirem o

tamanho de plantio. As mudas dos 35 cultivares de tomates foram conduzidas a campo nas
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mesmas condigdes de cultivo seguindo as recomendacbes técnicas de cultivo da
MPASC/ACARESC (1991). Utilizou-se o delineamento experimental em blocos ao acaso, com 4
repeticdes e 4 plantas por parcela. O espacamento utilizado foi de 1.0 m entre fileiras e 0,5 m

entre plantas. Quando as plantas aingiram 2.0 m de altura foi realizada poda apical. Devido a
grande diferenca entre os materiais avaliados optouse pela ndo realizacdo de raleio de flores ou

frutos em nenhum material.

Avaliacdo dos caracteres morfologicos. Foram avaiados 10 descritores com base na lista de
descritores para tomate do IPGRI (International Plant Gentic Ressources Ingdtitute), listados a
seguir: hébito de crescimento (determinado e indeterminado), cor dos frutos maduros (vermelho e
amarelo), forma dos frutos (oval, globular, piriforme, retangular, forma de coracéo, redondo e
oblongo), nimero de I6culos (bi, tri e multilocular), nimero de sementes por fruto, comprimento
do fruto, didmetro do fruto, peso do fruto, nimero de frutos por parcela e peso total de frutos por

parcela.

Andlise edtatistica: A associacdo entre os 35 acessos foi redizada através da andlise de
agrupamentos pelo méodo UPGMA (unweighted pair- group method using arithmetic averages).
As médias dos trés anos de cultivos foram utilizadas para andlise canbnica discriminante. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas por meio do teste

de Tukey em 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do

programa computacional SPSS 10.1 (SPSS Inc., Chicago, Illinais).
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

Os 35 acessos de tomate Lycopersicon esculentum, 23 acessos crioulos e 12 cultivares
comerciais, foram avaliados a campo de acordo com as principais caracteristicas morfol 6gicas
(Tabelas 1, 2 e 3). As caracteristicas morfologicas dos frutos tém grande importancia na
comercializacdo e sdo dependentes da tendéncia de padrbes do mercado preestabelecidas pelo
mercado e por consumidores. Os frutos dos cultivares comerciais apresentaram grande
uniformidade em tamanho e cor quando comparados com os materiais crioulos. Estas
caracterigticas foram intensamente traba hadas no processo de melhoramento ao longo do tempo
com fins comerciais, de mango e producdo. Em contrapartida os acessos crioulos apresentaram
morfologia peculiar com ata variabilidade nas caracteristicas morfologicas destacando-se em
aguns aspectos entre eles sabor acentuado, uma das caracteristicas muito procurada por
consumidores de produtos organi cos.

Os 23 acessos de tomate apresentaram grande variacdo para todas as caracteristicas
avaliadas (Tabela 1l e 2, e Figura 1), separando-os em grupos distintos Para o parametro peso de
fruto, uma das caracterigticas importante na separacdo dos grupos, as maiores médias foram
apresentadas pel os acessos crioulos Galichos 3 e 4, Coragdo de Boi 1, 2 e 3, e as menores médias
pelos acessos cergias, com pode ser observado na Tabela 2 (A). Para diametro de fruto,
novamente, foram os acessos crioulos Gallchos 3 e 4, que apresentaram  maiores médias para

didmetro e para nimero de sementes. Enquanto que para comprimento de fruto foram os acessos

Pimentdes 1, 2 e 4 que apresentaram as maiores médias. Para o nimero de l6culos 0s acessos
crioulos Coracéo de Boi 1 e 2, e Galcho 4, e o cultivar comercia Galicho, apresentaram maior
nimero de I6culos. Como esperado 0s menores valores para peso, comprimento, diametro,

nuimero de locos e nimero de sementes, foram observados nos acessos de tomate Cergja.
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Tabela 1. Os 35 acessos de tomates agrupados através de algumas caracteristicas morfoldgicas

dos frutos.

Caracteristica da Planta Caracteristica do Fruto

Aceso Grupos  Crescimento**  Tamanho Cor Forma
1Cerqal crioulo I 2 Amarelo Redondo
2 Cerga2 crioulo I 2 Vermelho Cilindrico
3 Cedga3 crioulo I 1 Vermelho Redondo
4 Cerglad crioulo I 2 Vermelho Oblongo
5 Cergab crioulo I 2 Vermelho Globular
6 Cergja 6 crioulo I 2 Vermelho Oblongo
7 Cerga 7 crioulo I 2 Amarelo Piriforme
8 Cereja 8 crioulo I 2 Vermelho Oblongo
10 Galicho 1 crioulo I 5 Vermelho Globular
11 Gaicho 2 crioulo I 5 Vermelho Globular
12 Gaicho 3 crioulo I 5 Vermelho Globular
13 Galcho 4 crioulo I 5 Amarelo Globular
14 Coragdo deboi 1 crioulo I 5 Vermelho Coragdo
15 Coragéo de boi 2 crioulo I 5 Vermelho Coragéo
16 Coracéo de boi 3 crioulo I 5 Vermelho Coragdo
17 Paulistal crioulo I 3 Amarelo Oval
18 Paulista 2 crioulo I 3 Vermeho Ovd
19 Paulista 3 crioulo I 3 Vermeho Ovd
20 Paulista4 crioulo I 3 Vermelho Ovd
21 Pimentéo 1 crioulo I 4 Vermelho Oblongo
22 Piment&o 2 crioulo I 4 Vermelho Oblongo
23 Pimentéo 3 crioulo I 5 Vermelho Oblongo
9Pimentdo 4 crioulo I 5 Vermelho Oblongo
24 Polka Baixo hibrido I 4 Vinho Globular
25 Itapud hibrido I 3 Vermelho Globular
26 Rasteiro R.G cultivar I 3 Vermelho Ovd
27 Marglobe cultivar I 3 Vermelho Globular
28 Yuba cultivar I 3 Vermelho Ovd
29 M. Pride hibrido I 4 Vermelho Oval
30 Marmande cultivar I 3 Vermelho Globular
31 Jumbo cultivar I 3 Vermelho Redondo
32 Santa Cruz cultivar I 3 Vermelho Ovd
33S. Addia cultivar I 3 Vermelho Retangular
34 Galicho cultivar I 5 Vermelho Globular
35 Santa Clara cultivar I 3 Vermelho Globular

*1. muito pequeno (<3cm); 2. pequeno (3-5cm); 3. intermediario (5.1-8cm); 4. grande (8.1-
10cm); 5. muito grande (>10cm). **| —indeterminado, |l — determinado.

O acesso crioulo Gatcho 4 que apresenta frutos de coloragdo amarela dourada quando
maduros destacouse em quatro das cinco varidvels acima citadas apresentando maior diametro,

maior peso, maior nimero de I6culos e nimero de sementes. Este acesso, segundo os agricultores



da regido foi trazido pelos imigrantes italianos no fina do século XIX, sendo denominado de

“pomi d'oro”.
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Figura 1. Diferentes frutos de aguns acesos dos tomates: 35-(A), 27-(B), 18-(C), 31-(D), 29-(E),
34-(F), 20-(G), 25-(H), 30-(1), 33-(J), 32-(L), 24-(M), 17-(N), 18-(0), 14-(P), 15(Q), 16-(R), 13-

(S)! 11'(1-)’ 12—(U)1 6-(8), 5'(b)’ 8'(C)’ 7'(d)’ 2'(8)1 1'(f)’ 3'(9)’ 22—(V)’ 21'(X)! 23_(Y)1 9'(2)

Os tomates Cergja, representados por oito materiais, apresentaram média de frutos entre
5g e 35¢. Edtas médias de peso foram semelhantes & encontradas por Gusméo et al., (2000) e
superiores & obtidas por Azevedo-Filho et al., (2001). Os tomates Cergja, diferentes dos outros
materiais, germinam e crescem espontaneamente sendo encontrados com freqiiéncia em hortas e
outros locais. A sua variacdo morfologica € maior do que a encontrada nos outros tipos de

tomate, 0 que pode estar associado amaior ocorréncia de trocas génicas nestes materiais.



Tabela 2 A. Médias e desvios padrfes dos principais descritores morfoldgicos dos frutos dos 35

acesos de tomate avaliados.

Acesso Peso comprimento  diametro n° [oculos n° sementes

cergal 2421+0,43™ 389+0,069  3,21x0,04%° 2,20+0,07° 8530254

cerga? 16,04+0,31™  3,89+0,04%  2,76+0,03* 2,00£0,00° 60,37+1,36

cerda3 5,90+1,09™ 1,94+0,02°  2,26+0,029 2,00+£0,00° 82,53+2,82

cerga4 30,62+0,78'™  518+0,08°  3,20+0,04® 2,00£0,00° 77,802,558

cergas 34,15:0,56'™  3,60£0,047  3,99+0,03™ 2,00+0,00° 111,03+315

cergab 33,66+0,50'™  564+0,07™ 334+0,05¢ 2,00+0,00e  78,93+2,48

cerda’ 21,39+059™  501+0,04°  214+0,119 2,00£0,00° 62,50+1,28

cerga8 35,03+1,04'™ 507+0,08°  3,66+0,04® 2,00+0,00° 71,80+4,85

Galcho 1 241,01+16,16% 6,05+0,15""  8,26+0,19% 6,40+023°¢ 277,27+21,47%
Gaticho 2 242,26+11,40% 6,03+0,08"  853+0,19% 7,17+0,19° 29340+17,38%
Galicho 3 348,30+12,92%° 6,46+0,14%"  990+0,14% 7,20+0,21™  467,33+20,69%
Galicho 4 384,41+13,68%  6,75+0,07%9 10,12+021* 9,43+237%  535,33+31,922
C.deboil  357,19+2045® 850+0,14°  9,19+0,16° 7,63+0,18% 393,36+89.98™
C.deboi2  371,89+8056® 8,82+0,19°  841+0,27°® 747+0,17® 237,50+1564°"
C.deboi3  304,05+14,38%° 864+0,76™° 839+0,21% 7,00+0,16° 291,90+19,29%
Paulista 1 189,10+5,14"  548+0,07™° 7,85+0,08'  4,93+0,17°¢ 183,87+4,27'"
Paliga 2~ 152,54+3339" 6,57+0,07%" 6,400,119 2,23+0,08° 152,87+5,819"
Palista 3 135,86+4,009" 6,94+0,07°  6,09+0,06 2,30+0,09° 128,77+355"
Paulista 4 284,58+12,50% 6,76+0,10™9  8,75+0,15" 6,47+0,24° 305,77+10,22%
Pimentdio 1 175,95+7,12'9 10,66+0,14® 599+0,11) 4,40+023°  184,37+7,45%"
Pimentdo 2  97,52+326)  9,24+0,18%  453+0,08  2,00+0,00°  115,60+4,80"
Pimentdgo 3 83,22+2,851"  843t0,19°  4,40+0,06™ 2,67+0,15° 90,93+2,94"
Pimentdo4  173,30£6,46™" 10,57+0,14® 588+0,12" 597+1,32°¢ 151 30+9,95%"
PolkaBaixo  240,41+6.84% 639+0,09%"  812+012%  533+0,23"¢ 238,47+9,47°9
Itapud 153,77+3,31'%" 550+0,05%"  6,80+0,08° 2,67+0,11°  148,40+5,60%"
RR. Grande 127,37+383%" 7,00+0,077  6,000,08' 2,20+008° 123,77+4,82"
Marglobe 240,70+10,77® 6,18+0,08"  8,26+0,12%" 6,37+0,25° 305,97+20,07*
Y uba 108,17+4,18" 581+0,06'™ 580+0,06  2,70+0,09°  122,67+4,27"
M. .Pride 24454+11.11% 6,42+0,07%"  855+0,13® 587+0,29"¢ 249 03+17,32%
Marmarde  199,40+7,17%° 532+0,08"° 814+0,12% 7,10+0,19° 287,60+12,18%
Jumbo 163,78+3,26%" 6,29+0,05"  6,75+0,06° 2,60+0,11°  156,43+555%"
SantaCruz ~ 136,94+2,589" 6,38+0,07%"  6,13+0,08" 2,00£0,00° 131,23+5,74"
SAddia 130,04+3,909" 6,90+0,11%"  596+0,06' 2,00+0,00° 106,83+4,23"
Galicho 282,74+12,10% 580+0,13'™  893+0,16™ 7,50+020®  366,10+20,29%
SantaClara  160,63+556%" 6,50+0,069" 6,62+0,08° 2,20+0,07°  139,27+6,25"

*Meédias seguidas de diferentes letras sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey

(p=0,05).



Tabela 2 B. (Continuacdo) Médias e desvios padrdes dos descritores morfoldgicos combinados

dois a dois dos 35 acessos de tomate.

ACESO CxD* S XL NFP*  PFP*  PrH®
Ceadal 1,21+0,029  0,30+0,01™ 40,18+1,82"™ 135800 22,52 36,99
Cerda? 1,37+0,02°  0,27+0,09" 30,18+0,68" 124000 17,19 2821
Cerda3 0,90+0,07™ 0,07+0,02 41,271,419 214100 11,95 19,62
Cerdad 1,64+0,03°  0,41:+0,025" 38,90+1,29Mm 128200 26,92 44,19
Cerdab 0,90+£0,01'™ 0,32+0,019" 55,52+1,57°% 147900 2842 47,66
Cerdjab 1,70£0,03°  0,44:+0,0209" 39,47+1,24"™ 134600 40,62 66,69
Cerga? 2,50+£0,11*  0,35+0,019" 31,25+0,64™ 119300 2046 33,59
Cergja8 1,40£0,02"  0,56+0,04%€fd  3590+243'™ 57900 12,90 21,18
Galicho 1 0,74+0,03°%"S 1,25+0,26™ 4584+4,339M 24100 2880 47,28
Gaticho 2 0,710,019 1,03+0,20° 41,56+2,65%M 20000 40,33 66,21
Galicho 3 0,65+0,02° 0,80+0,05>°%%  6681+384% 100,00 2588 42,48
Galicho 4 0,67+0,01"° 0,83+0,08™%"  7252¢493° 9500 29,85 48,98
C.deboil  0,94+0,03™ 1,22+0,10® 53,23+12,97°¢9 4300 11,90 19,53
C.deboi2  1,08+0,04'  2,15+0,65 31,57+2,00™ 115,00 3226 52,9
C.deboi3  1,05+0,031  1,23+0,14® 42,66+3,219m 18200 39,33 64,57
Paulista 1 0,70+0,01%  1,05+0,04> 38,85+1,76"™ 379,00 44,79 78,67
Palisa 2 1,03:t003  1,04+0,05™* 71,36+3,81% 267,00 2898 47,58
Paulisa 3  1,14+0,01' 1,08t0,05bcde  58,10+2,57%“9 32200 31,98 52,50
Paulisa4  0,80+0,02F 0,96+0,05"%%" 49 65+2,75%M 130,00 29,67 48,70
Pimentio 1  1,80+0,05%  1,00+0,05°9 4557+3.44%MM 28000 31,97 5249
Pimentdo 2 2,06+0,05° 0,89+0,05°M 57 80+2 409 28700 2546 41,79
Pimentdo 3  1,91+0,03° 0,95+0,06°9"  3690+2,06!'™ 430,00 27,34 44,89
Pimentio4  1,81+0,04¢  1,30+0,09 3253+2,73™ 227,00 2665 43,75
Polka Baixo 0,79+0,01°9 1,06+0,05™%* 46,84+2,529m 21800 3831 62,90
|tapud 0,83+0,01" 1,06+0,06°* 58,17+2,94%09 37200 34,68 56,94
RGrande  1,20+0,02%" 1,06+0,04° 57,86+2,74%°9¥0 34300 31,93 5242
Maglobe  0,75+0,01P%"S 0,84+0,04°€" 48 42+2 909! 22400 3751 61,58
Yuba 1,00£0,01"  0,90+0,03%* " 4727+1,86%9M 43900 36,58 60,05
M. .Pride 0,75+0,00°%"s 1,21+0,15™ 45,76+3,899'™ 20300 44,73 7344
Marmande  0,65+0,07°  0,74+0,05°%M 41 42+2 116%™ 28700 4492 73,75
Jumbo 0,93+0,08™  1,10+0,05™* 63,68£359* 34400 4290 7044
SantaCruz ~ 1,04+0,02'  1,12+0,07°™ 65,62+2,87% 29200 30,92 50,77
SAddia 1,15+0,019"  1,26+0,05™ 53,42+42,11°€0" 42800 44,77 73,49
Galicho 0,65+9,80°  0,91+0,1082°% " 52 02+3, 77N 22000 5251 86,21
SantaClara  0,99+0,02'  1,18+0,04° 63,33+2,00° 39300 5262 86,39

*CXD (comprimento versus diametro); PXS (peso versos semente); SXL (semente versus

|6culos); NFP (nimero de frutos por parcela); PFP (kg/parcela); PFH (T/hectare).

*Médias seguidas de diferentes letras sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey

(p=0,05).
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Quando avaliadas as caracteristicas combinadas duas a duas (tabela 2 B Continuagdo), a
maior média para 0 par@metro comprimento versus didmetro foi apresentada pelo acesso Cergja 7
com fruto em forma de péra. Para peso versus nimero de semente quem apresentou a maior
média foi 0 acesso Coracdo de Boi 2 e para nUmero de l6culos versus nimero de sementes os
acessos Galchos 3 e 4, 0 acesso Paulista 1 e 2 e os cultivares comerciais Itapud, Rasteiro Rio
Grande, Jumbo e Santa Cruz apresentaram as maiores médias.

A producdo de frutos obtida no acesso Cergla 3 foi de 19,62 t/ha e no acesso 6 foi de
66,69 t/ha, sendo a menor e a maior média, respectivamente, dentro deste grupo (Tabela 2 B).
Para 0s acessos tipo Piment&o a producdo estimada variou entre 41,79 e 52,49 t/ha, que ficou
abaixo da média produzida pelos cultivares comerciais tipo Paulista (0s mais semehantes a
estes), que chegou a aproximadamente 65 t/ha. O cultivar comercial Galcho produziu 86,21 t/ha,
com média superior aos acessos crioulos Galichos que foi de 51,00 t/ha, e aos acessos Coracdo de
Boi que produziram em média 45,33 t/ha. Considerando a média de producéo naciona que € de
54,55 t/ha (FAO 2002), alguns acessos crioulos apresentaram médias superiores, indicativos de
potencia econdmico.

O dendrograma construido pela andise de agrupamento UPGMA separou 0s acessos em
seis grupos de similaridade (Figura 2). O grupo | foi formado pelos acessos do tipo Paulista,
predominando materiais comerciais, apenas dois acessos crioulos Paulista 2 e 3. O grupo Il foi
formado pela grande maioria dos materiais com frutos grandes globulares e multiloculares,

compreendendo os tomates tipos galichos dos acessos crioulos e 0s materiails comercias e

hibridos e dois tipo paulista. O grupo |11 foi formado pelo acesso crioulo Galcho 4 que apresenta
diversas caracteristicas morfoldgicas peculiares, entre elas a coloragdo amarela (pomi d' oro) e

outras. O grupo IV foi formado pelos quatro acessos crioulos do tipo Pimentdo 1, 2, 3e 4. O



grupo V formado por acessos crioulos Coracdo de Boi 1, 2 e 3. O grupo VI foi formado peos

0ito acessos Cergja com frutos muito pequenos.
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Figura 2. Dendrograma baseado nos descritores morfolégicos entre os acesso de tomate

construido por andlise de agrupamento (UPGMA).



Apenas no grupo Il com a maioria do tipo Galicho, ou derivados deles, foram ncluido
dois acessos crioulos que a priori foram colocados no grupo dos Paulistas, este fato pode ser
explicado pela caracterizacdo dos grupos inicidmente levando-se em conta apenas a morfologia
externa dos frutos.

O gréfico de distribuicdo com base nas fungdes discriminantes (Figura 3) separou 0s
acessos de tomate confirmando os agrupamentos de acordo com as caracteristicas morfol 6gicas

dos seus frutos (Gatcho e afins, Paulista, Piment&o, Coracéo de Boi e Cergja).

CP2

Figura 3. Distribuicgo dos 35 acessos de tomates com bases nas disténcias Euclidianas médias
dos grupos Cergjas (1 ao 8), dos Coracdes de Boi (14, 15 e 16), dos Pimentdes (9,21, 22 e 23),
dos Paulistas (18, 19, 25, 26, 28, 31, 32, 33, 35) e dos Gatichos (10, 11, 12, 13,17, 20, 24, 27, 29,

30, 34).
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ABSTRACT

Seed protein electrophoretic profiles (SDS-PAGE) of 37 tomato accessions including 14
cultivars and 23 Brazilian landraces were analyzed. Twelve polymorphic protein bands were
identified, scored and used for multivariate analyss. Cluster andysis dlowed for the
identification of five affinity groups. The variation among commercia cultivars was smaller than
that among landraces corroborating the general concern of “bottleneck” effect due to
domestication and breeding in Lycopersicon esculentum L. Discriminant analysis confirmed the
difference in protein patterns ketween commercia cultivars and Brazilian landraces. No clear

relations were detected between protein patterns and fruit characteristics.

Key word: eectrophoretic analyss, Lycopersicon esculentum, Seed protein.



RESUMO

Foram analisados através de perfis eletroforéticos de semente (SDS-PAGE), 37 acessos de
tomates (Lycopersicon esculentum) sul brasileiros, dos quais 14 séo cultivares comerciais e 23
acessos crioulos. Foram selecionadas 12 bandas polimorficas e utilizadas para andlise
multivariada. A andlise de agrupamento permitiu identificar cinco grupos de afinidade. A
variagdo entre cultivares comerciais foi menor do que entre acessos crioulos, concordando com o
resultado obtido por outros autores e corroborando com o consenso geral de afunilamento
genético como consequiéncia da domesticacéo e reproducéo de L. esculentum fora do centro de
origem. A andlise discriminante confirmou a diferenca em padrdes de proteina entre cultivares
comerciais e 0s acessos crioulos. Entretanto nenhuma relacdo clara foi encontrada entre padrfes

de proteinas e caracterigticas de fruto.

Pdavras chave: andlise eletroforética, Lycopersicon esculentum e proteinas de sementes,



INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill) é uma das horticolas mais importantes na
aimentacdo mundial. Hoje, centenas de variedades de tomate sfo cultivadas e consumidas em
muitas partes do mundo. A maioria destas variedades é resultante de programas de melhoramento
genético com especial enfoque a caracteristicas agrondmicas de interesse comercial como
qualidade de fruto, tempo de maturacéo e resisténcia a doencas (Rick, 1991).

Alem disso, colecBes formadas por espécies selvagens, cultivares antigas e materiais
crioulos sGo mantidas e multiplicadas por diferentes ingtituicdes. Este fato demondra a
necessdade de uma mehor caracterizacdo e discriminacdo das variedades de tomate
considerando-se que a espécie, ao longo de sua domesticagdo e melhoramento, passou por um
dréstico afunilamento genético, com grande perda da variabilidade original (Rick & Fobes,
1974). Porém é provavel que alguns genes importantes, estejam presentes em espécies antigas ou
crioulas, por serem materiais pouco trabalhados em termos de melhoramento genético (Rick,
1982).

Hoje, na regido da Serra Galicha, o tomate cultivado pode ser separado em dois grupos:
um formado por materiais crioulos mantidos por peguencs agricultores, os quais sdo mantidos no
banco de germoplasma do Centro Ecologico de Ipé, consolidado através de mais de 20 anos de
coleta e resgate de sementes na regido nordeste do Rio Grande do Sul, e o outro por cultivares e
hibridos comercidizados por companhias de semente importadoras.

O resgate destes materiais tem como objetivo a conservacdo de recursos genéticos das
plantas cultivadas, neste caso 0 tomate, permitindo 0 acesso a0 materia genético para

desenvolvimento de novas variedades revertendo em beneficio para toda a sociedade.
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A fdta de informacdo sobre sua origem, caracteristicas agrondmicas e congtituicao
genética tém limitado o w0 destes materiais crioulos em programas de melhoramento. Assim
sendo, o aumento de informagdes genéticas e agrondmicas, entre outras, destes materiais
espalhados pelo Brasil pode contribuir para a sua utilizagdo racional dentro dos programas de
melhoramento e de alargamento de sua base genética.

O presente traba ho teve como objetivo avaliar a variabilidade dos acessos da colegédo de
tomate crioulos oriundos do Centro Ecoldgico de Ipé e de materiais mantidos por pegquenos

agricultores, e de cultivares comerciais, através da andise das proteinas de sementes.

MATERIAISE METODOS

Material bioldgico. No presente trabalho foram utilizados 37 acessos de L. esculentum, sendo 23
acessos crioulos, pertencentes ao banco de germoplasma do Centro Ecol6gico de | pé consolidado
através de mais de 20 anos de coleta e resgate de sementes na regido nordeste do Rio Grande do
Sul, e 14 cultivares comerciais que foram doadas pelas empresas Feltrin e ISLA, 0s mais

cultivados nestaregido (Tabela 1).

Extracdo de proteinas solUveis de sementes. Foram esmagadas 15 sementes de cada acesso
com auxilio de pigtilo até a obtencdo de um po fino. A este pd foi adicionada solucdo tampéo
extracdo (10mM TrisHCI (pH 6,8), acrescida de 0,5% de 2mercaptoethanol) e os materiais
foram incubados por 20 min a4°C. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm durante 5 min
e 0 sobrenadante foi alicotado e adicionado igual volume de solucdo tampéo de desnaturacéo

(50mM Tri-HCl pH 6,8, 0,3% de 2mercaptoethanol e 0,005% de azul bromofenal), e foram



submetidas a aguecimento em banho- maria fervente por 10 min. para desnaturadas. As amostras

foram armazenadas a -20°C até a separacdo eletroforética.

Separacdo eetroforética. A separacdo das proteinas foi redizada em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE, 14%,; 160 x 140 x 1 mm), em condi¢des acdinas (Laemmli et al., 1970). A
separacao foi conduzida a80V aé dcancar o gd separador (inferior). A voltagem foi aumentada
para 150V constantes e mantida até o final da corrida. Apos a separacéo o gel foi tratado com
solucdo fixadora de écido tricloroacético (&cido acético 7%, metanol 30% e &gua 63 %) por 30
min, para afixacdo das proteinas. O gel foi corado e revelado utilizando-se uma solugdo a base de
Coomassie Brilliant Blue R 250 (0,05% de Coomassie em solucéo fixadora). Os géis corados
foram digitalizados para posterior analise. Como padréo de peso molecular foi utilizado o kit

LMW-SDS Marker Pharmacia ™, contendo polipeptidios de 97, 66, 45, 30, 20.1 e 14.4 kDa.

Andlise edtatistica. Os géis foram submetidos a uma avaliacdo semiquantitativa usando o
programa Kodak 1D que gerou uma matriz com a intensidade e o peso molecular de cada banda

Todos os teste foram realizados em triplicata, e as médias dos valores foram usadas para formar a
matriz. Os dados da natriz foram submetidos a analise multivariada com a gjuda do programa
SPSS 10.1. Foram calculadas as distancias euclidianas padronizando os valores (x/Sx, sendo “Xx”

0 valor observado e “Sx” o desvio padréo da variavel). Estas disténcias foram utilizadas para a
obtencdo de um dendrograma atraves do método UPGMA, a andlise de componentes principais e

andlise candnica discriminantes.
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Tabela 1. Listadostrinta e cinco acessos de tomate (L. esculentum) utilizados neste estudo.

Dados da planta Dados morfologicos do fruto
Acesos tipo Crescimento.** No.oculos Tamanho* cor Formato

Cagal crioulo [ 2 2 amarelo redondo
Cerga?2 crioulo I 2 2 vameho  oblongo
Cega3 crioulo I 2 1 vemeho  redondo
Ceaga4 crioulo I 2 2 vameho  oblongo
Cegab crioulo I 4 2 vemdho  globular
Cegab crioulo I 2 2 vemdho  oblongo
Cerga? crioulo I 2 2 amarelo  piriforme
Cegal8 crioulo I 2 2 vemeho  oblongo
Galicho 1 crioulo I >8 5 vemdho  globular
Galicho 2 crioulo I >8 5 vemdho  globular
Galicho 3 crioulo I >8 5 vameho  globular
Galcho 4 crioulo I >8 5 laranja globular
Paulista 1 crioulo I 4 3 amarelo oval

Paulista 2 crioulo I 2 3 vermeho oval

Paulista 3 crioulo I 2 3 vermeho ova

Paulista 4 crioulo I 2 3 vermeho oval

Coragdodeboi 1 crioulo I >8 5 vameho  coragéo
Coragdo deboi 2  crioulo I >8 5 vemedho  coracdo
Coracdo deboi 3  crioulo I >8 5 vemdho  coragéo
Pimentéo 1 crioulo I 2 4 vameho  oblongo
Piment&o 2 crioulo I 2 4 vemeho  oblongo
Pimentdo 3 crioulo I 4 5 vemeho  oblongo
Pimentéo 4 crioulo I 2 5 vemdho  oblongo
Polka Baixa hibrido I >4 4 vinho globular
Itapué hibrido I 2-3 3 vermeho  globular
Rastero R. G. cultivar I 2 3 vermeho oval

Marglobe cultivar I >6 3 vemdho  globular
Y uba cultivar I 2-3 3 vermeho oval

Mountain Pride hibrido I >6 4 vermelho ova

Marmande cultivar I >8 3 vemeho  globular
Jumbo cultivar I 2-3 3 vemeho  redondo
Santa Cruz cultivar I 2 3 vermeho oval

SantaAddlia cultivar I 2 3 vameho  retangular
Galcho cultivar I >8 5 veemeho  globular
Santa Clara cultivar I 2 3 vemdho  globular

*(1) muito pequeno (<3cm); (2) pegueno (3-5cm); (3) medio (5.1-8cm); (4) grande (8.1-10cm);
(5) muito grande (>10cm). ** |- indeterminado, |- determinado.



RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram selecionadas 12 bandas as que apresentaram mais ata reprodutibilidade entre as
repeticdes como variaveis para andise estatistica. Perfis tipicos de proteinas de sementes de
tomate e as bandas selecionadas sBo mostrados na Figura 1. Os perfis eetroforéticos dos 37
gendtipos de tomates mostraram variagdes quantitativas e qualitativas. As bandas 1, 2, 4, 6 e 10

estavam ausentes em alguns genotipos.
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Figura 1. Perfis el etroforéticos demongtrativos de proteinas de sementes de tomate. Setas indicam
as 12 bandas selecionadas na ordem decrescente (1-12). Osn° 1 a 6 indicam 0 acesso de tomate.

1- Marmande, 2- Galicho, 3- cerga 2, 4- pimentdo 3, 5-cereja 8 e 6-Santa Clara.
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A andlise eetroforética das proteinas totais de sementes permitiu identificar os 37
materiais analisados, apesar de apresentarem baixa variabilidade, especiadmente em termos
qualitativos. Este resultado confirma o baixo nivel de variabilidade e a capacidade de
identificacdo de cultivares de tomate por meio de diferentes tipos de marcadores de DNA
(Williams & St. Clair 1993; Paran et al., 1995; Noli et al., 1999), de isopenzimas (Rick e Forbes,
1974; Tankdey, 1979; Medina-Filho, 1980; Tankdey e Jones, 1981) e de proteinas de sementes
(van der Berg, 1990 e 1991). No que diz respeito aanalise de proteinas de sementes, Chakraborti
et al., (1992) identificou nove cultivares de tomate usando perfis protéicos em ge de
poliacrilamida, e Wang et al., (2000) pdde discriminar 11 variedades de tomate usando
focalizagao isoel étrica em membrana (UTLIF).

A média da distancia euclidiana foi calculada entre cada par de genétipos. A menor
distancia (0.432) foi encontrada entre os acessos Cergja 7 e Pimentdo 2, e a maior distancia
(45.614) entre 0 acesso Gallcho 4 e 0 acesso Paulista 2.

A andlise de agrupamentos através do método UPGMA com base nos dados protéicos
permitiu a construcdo de um dendrograma e a separacdo dos 37 acessos analisados em cinco
grupos de afinidade (Figura 2). O grupo | foi formado por 28 acessos, subdividido em cinco
subgrupos, 1.1; 1.2; 1.3; 1.4 e 1.5. O grupo Il foi formado pelo acesso Gatcho 1 e o grupo Il
formado pelo acesso Cerga 3. Grupo IV foi formado pelo cultivar comercid Marmande e o
hibrido Montain Pride. O grupo V formado por cinco acessos, quatro acessos crioulos e o hibrido
[tapua

Os acessos crioulos apresentaram mais variacdo nas proteinas de suas sementes que 0s
cultivares comerciais, que é verificado pela distribuicdo dos materiais crioulos ao longo de todo o
dendrograma, e o agrupamento de nove dos 14 cultivares comerciais dentro de apenas dois

subgrupos (1.4 el.5).
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Os acessos crioulos Cergla 2 e Cergja 8, agruparam se junto aos tomates industria e ao
cultivar comercial Galicho, respectivamente. Como a origem dos acessos crioulos € incerta, este
resultado sugere que os acessos Cerga 2 e 8 podem ser derivados de cultivares comercials

antigos que tem participado na formagdo dos novos cultivares comerciais.

Distancias Euclidianas
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Figura 2 Dendrograma baseado na andlise quantitativa dos perfis eletroforéticos de proteinas

totais das sementes dos 37 acessos de tomate.



Embora ndo foi observada uma relacdo clara entre os grupos e as caracterigticas
morfolégicas dos frutos, trés dos quatro acessos crioulos com frutos de forma cilindrica
(Pimentéo 1, 2 e 3), foram agrupados no subgrupo 1.1, e os representantes do tomate indUstria,
UC 82 e Rasteiro Rio Grande, foram agrupados proximos dentro de subgrupo 1.3. O subgrupo 1.5
foi formado por quatro tomates salada, sendo trés acessos crioulos e o hibrido comercial Polka
Baixo com frutos grandes e formato arredondado. Dentro de grupo V ficaram agrupados quatro
tomates crioulos e o hibrido Itapud, todos com frutos redondos do tipo paulista

A andlise canbnica discriminante confirmou as diferencas entre os trés grupos de acessos
de tomates avaliados, quais sgam, materiais crioulos, materials comerciais para consumo in
natura, e materiais para industridlizacdo (Figura 3). A separacdo de variedades de tomates
indUstria e de tomates salada, também foi detectada através de marcadores de RAPD por Noli et
al., (1999).

As variavels que mais contribuiram para a separacdo dos materiais crioulos dos outros
materiais foram as varidaveis 7 e 9, correspondentes & bandas de peso molecular aproximado de
31 e 28 kDa, respectivamente. Ja as variaveis mais importantes na separagdo dos materiais
industria dos outros dois grupos foram &uelas correspondentes as bandas de peso molecular
gproximado de 26 e 30 kDa (variaveis 8 e 10). Como pode ser observado, as quatro variavels
discriminantes, apr esentaram pesos moleculares proximos, 0 que sugere pertencerem a um grupo
protéico especifico. Familias de proteinas com elevada capacidade discriminante entre
populagdes de origens genéticas digtintas tém sido observadas em outras espécies vegetais, por
exemplo, as faseolinas de Phaseol us capazes de discriminar entre popul agdes e entre materialis de
origem andina e Mesoamérica (Echeverrigaray et al., 1993; Maciel et al., 1999), as gliadinas de

Triticum, capazes de separar materiais melhorados para panificacgo ou outras finalidades (Belela



& Mandarino, 1991; Binneck et al., 2002), e as hordeinas de Hordeum wvulgare (Nevo et al.,

1983).
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Figura 3. Distribui¢cdo dos tomates comerciais e acessos crioulos de acordo com as fungdes
canbnicas discriminantes. ll  Grupo centréide, * tomates indUstria, @ tomates comerciais

(sdlada e hibridos) e O tomates crioulos.

A baixa variagdo observada entre cultivares comerciais, comparada com agquela

encontrada entre acessos crioulos, assm como a variacao entre estes dois grupos, esta de acordo

com a hipotese de que o tomate cultivado sofreu afunilamento dréstico em sua base genética
imposta por sua evolugdo durante a domesticagdo, e mais tarde pela reproducdo, selecéo e

melhoramento utilizando materiais de colegdes de base genética limitadas. Este pensamento gera



tem sido confirmado por estudos redlizados com diversos tipos de marcadores (Rick & Fobes,
1974; Rick ,1976; Helentjaris et al ., 1985; Rick ,1991; Saavedraet al., 2001).

A maior variabilidade encontrada nos acessos crioulos torna este grupo importante fonte
de variabilidade genética, podendo contribuir para bancos de germoplasma e para o dargamento

da base genética em programas de melhoramentos futuros.
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ABSTRACT

Random amplified polymorphic DNA markers (RAPD) were used to estimate the
variability of 35 tomato accessions (Lycopersicon esculentum Mill.). A total of 257 reproducible
scorable bands were obtained from 20 primers, 78,6% of which was polymorphics. The
percentage distribution of RAPD markers shows that most RAPD markers are amplified with a
low or high frequency, and the frequency of rare aleles is smilar in commercial and landrace
accessions. Genetic distances among accessions were calculated and a dendrogram showing the
genetic relationships among them was constructed alowing for the separation of seven groups.
Most Brazilian accessions (78%) felt within one group, whereas the commercial cultivars were
distributed among dl the groups. Discriminant anaysis allowed to separate Brazilian landraces

and commercial cultivars, as well as to differentiate among accessions according with their fruit

shape.

Key words. Genetic variability, Lycopersicon esculentum, RAPD.
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RESUMO

Marcadores RAPD foram usados para estimar a variabilidade genética em 35 acessos de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Com o uso de 20 primers, foi obtido um total de 257
bandas, sendo 78,6% bandas polimorficas. A distancia genética entre os acessos foi caculada e
um dendrograma foi construido mostrando o relacionamento genético. Apesar da baixa
variabilidade encontrada (67,8% de média de distancia genética) foram identificados sete grupos.
A porcentagem de distribuicdo dos marcadores RAPD mostrou que muitos dos marcadores
RAPD sdo amplificados com uma freqiiéncia maior ou menor e a freqiéncia de alelos raros €
similar nos dois grupos, acessos crioulos e acessos comerciais. A maioria dos materiais crioulos
(78%), encontramse em um MesSMo grupo, enquanto que 0S acessos comerciais foram
distribuidos dentro de todos os grupos. A andlise discriminante permitiu separar cultivares

comerciais dos cultivares crioulas, bem como diferenciar os mesmos pela morfologia do fruto.

Pdavras chaves. Lycopersicon esculentum, RAPD, Variabilidade Genética.
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INTRODUCAO

O tomate moderno (Lycopersicon esculentum Mill.) tem seu centro primario de
diversidade num estreito cinturdo ao longo da regido andina. A hip6tese mais aceita para a
domesticacdo do tomate cultivado é que a subespécie cerasiforme, encontrada como erva
espontanea na regido andina, migrou para o México onde foi domesticada e levada para a Europa
no século XVI, e entdo, disseminada para muitas partes do mundo, incluindo o Brasil (Rick,
1976).

Durante sua evolucéo e domesticagdo 0 tomate passou por processos de afunilamento
genético impostos pelo efeito fundador das populacdes coletadas, pela autopolinizacdo, selegdes
naturais e sdegbes atificias, bem como reproducdo a partir de colecbes limitadas,
particularmente na Europa e América Central (Rick, 1991).

Com o crescente desenvolvimento da agricultura surgiu a necessidade de melhorar as
espécies cultivadas e tornou necessario caracterizar melhor a variabilidade genética do
germoplasma dos gendtipos cultivados. Iniciamente a variabilidade genética era estimada através
da avaiacéo das caracteristicas morfol 6gicas. Embora estas caracteristicas sgjam informativas e
préticas, especiamente as quantitativas, elas estdo sujeitas a influéncias ambientais durante sua
domesticacdo e melhoramento. Entretanto com o desenvolvimento dos marcadores moleculares, a
avaliacdo de variabilidade genética passou a ser através da utilizacdo de diferentes marcadores
moleculares que sd0 independentes de fatores ambientais e representam a variagdo genética
dentro do DNA.

Entre as diferentes técnicas de marcadores de DNA, RAPD (DNA polimorfico
amplificado ao acaso), € a técnica mais fécil e sensivel e ndo utiliza marcacéo radioativa, com a

vantagem de requerer pequenas quantidades de DNA (Williams et al., 1990). Outro fator



importante estd na amplitude de acance destes marcadores que cobrem o genoma inteiro
(Ferreira & Grattapaglia 1998). A eficiéncia dos marcadores RAPD em avaliar variabilidade em
tomates foi comprovada por Saliba-Colombani et al., (2000) que observou duas vezes mais
polimorfismo com RAPD que com AFLP e RFLP e por Foolad et al., (1993) que observou em
RAPD maior eficiéncia em revelar polimorfismo comparado a RFLP. Os marcadores RAPD tém
sido usados com sucesso para estudos de evolucdo e relacionamento genético entre cultivares
modernos, cultivares antigos e formas selvagens de muitas espécies, incluindo o tomate
(Williams & St. Clair, 1993; Rojaset al ., 1994; Villand et al ., 1998; Noli et al., 1999).

Hoje, na regido da Serra Galicha, o tomate cultivado pode ser separado em dois grupos:
um formado por materiais antigos ou crioulos mantidos por pequencs agricultores, 0s quais vem
sendo mantidos no banco de germoplasma do Centro Ecoldgico de 1pé consolidado através de
mais de 20 anos de coleta e resgate de sementes na regido nordeste do Rio Grande do Sul, eo
outro por cultivares e hibridos comercializados por companhias de semente e importadoras.

Apesar de seu potencia como fonte de variabilidade, a fata de informac@ sobre sua
origem, genealogia, congtituicdo genética e caracteristicas agrondmicas, tem limitado o seu uso
em programas de melhoramento genético. A avdiacdo de smilaridade genética pode contribuir
para o plangamento racional de programas de melhoramento, para otimizar a gestéo de banco de
germoplasma (Paterson et al., 1991) e selecionar materiais para projetos de ampliacdo da base
genética (Saavedra et al., 2001).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi determinar o relacionamento genético entre as
cultivares comerciais e materiais crioulos, através de dados de marcadores RAPD, com o intuito
de contribuir na manutencéo do germoplasma e auxiliar em programas de melhoramento de L.

esculentum.



MATERIAISE METODOS

Material biologico. No presente trabalho foram utilizados 35 acessos de L. esculentum, sendo 23
acessos crioulos, pertencentes ao banco de germoplasma do Centro Ecol6gico de | pé consolidado
através de mais de 20 anos de coleta e resgate de sementes crioulas na regido nordeste do Rio
Grande do Sul, e 12 cultivares comerciais que foram doadas pelas empresas Feltrin e ISLA, 0s

mais cultivados nestaregido (Tabela 1).

Extracdo de DNA. O DNA gendmico foi extraido seguindo o método descrito por Doyle &
Doyle (1987), com agumas modificagbes. 5 plantulas foram maceradas em almofariz com
nitrogénio liquido, até a obtencdo de um po fino; 2.0g deste po foram transferidas para tubos
Eppendorf, adicionado tamp&o de extragdo CTAB 2% (1,4 M NaCl, 20 mM de EDTA, 0,2 % de
2-ME, 100mM de Tris-HCl pH 8.0), desproteinizado com clorofil (cloroférmio dcool isoamilico
42:1), precipitado com isopropanol (2/3 do volume), ressuspendido em tampé@o TE (10 mM Tris-

HCl pH 8.0 e ImM EDTA) e tratado com RNAse.

Reacdo de Amplificagdo. Utilizou-se a reacdo de Williams et al. (1991), com algumas
modificagdes. Tampéo de reagdo (50 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI); 2,5 % Triton X 100,
dNTPs (200 M de cada), 0,2nM de primer, 3 mM de MgCh, 2a4 ng/m de DNA e 0,02 U/ de
Tag DNA polimerase. Os primers utilizados foram da OPERON (10 OPA e 10 OPX).
Amplificacdo foi realizada em termociclador MJ Research INC., Watertown, MA, USA. com a
sequénciade 3 min a92°C, 40 ciclosde 1 min a92°C, 1 mina35°C e2 mina72°C, 3mina72°C

e resfriamento a4°C.



Tabela 1. Listadostrint a e cinco acessos de tomate (L. esculentum) utilizados neste estudo.

Dados da planta Dados morfoldgicos do fruto
Acessos tipo Crescimento.** No.doculos Tamanho* cor Formato

Cegal crioulo I 2 2 amarelo redondo
Cega?2 crioulo I 2 2 vameho  oblongo
Cega3 crioulo I 2 1 vemeho  redondo
Ceaga4d crioulo I 2 2 vemdho  oblongo
Cegab crioulo I 4 2 vemdho  globular
Cergab crioulo I 2 2 vameho  oblongo
Ceaga’ crioulo I 2 2 amarelo  piriforme
Cegal8 crioulo I 2 2 vemdho  oblongo
Galicho 1 crioulo I >8 5 vemdho  globular
Galicho 2 crioulo I >8 5 vameho  globular
Galcho 3 crioulo I >8 5 vemeho  globular
Galcho 4 crioulo I >8 5 laranja globular
Paulista 1 crioulo I 4 3 amarelo oval

Paulista 2 crioulo I 2 3 vermeho ova

Paulista 3 crioulo I 2 3 vermeho oval

Paulista4 crioulo I 2 3 vermeho oval

Coracdo deboi 1 crioulo I >8 5 vemedho  coracdo
Coracdo deboi 2  crioulo I >8 5 vemdho  coragéo
Coragdodeboi 3  crioulo I >8 5 vameho  coragéo
Piment&o 1 crioulo I 2 4 vermelho  oblongo
Piment&o 2 crioulo I 2 4 vemeho  oblongo
Pimentdo 3 crioulo I 4 5 vemdho  oblongo
Pimentéo 4 crioulo I 2 5 vameho  oblongo
Polka Baixa hibrido I >4 4 vinho globular
Itapué hibrido I 2-3 3 vermeho  globular
Rasteiro R.G. cultivar I 2 3 vermeho oval

Marglobe cultivar I >6 3 vameho  globular
Y uba cultivar 0 2-3 3 vermeho ova

Mountain Pride hibrido I >6 4 vermeho ova

Marmande cultivar I >8 3 vemdho  globular
Jumbo cultivar I 2-3 3 vemeho  redondo
Santa Cruz cultivar I 2 3 vermeho ova

Santa Adédlia cultivar I 2 3 vermeho  retangular
Galcho cultivar I >8 5 vemdho  globular
Santa Clara cultivar I 2 3 vemdho  globular

*(1) muito pegueno (<3cm); (2) pequeno (3-5cm); (3) médio (5.1-8cm); (4) grande (8.1-10cm);
(5) muito grande (>10cm). ** |- indeterminado, |- determinado.



Analise detrofor ética dos fragmentos amplificados. A separacéo eletroforética dos fragmentos
amplificados foi realizada em gel de agarose 1,5%, em tamp@ TBE (Trisma, &cido bédrico e
EDTA), em cuba de eetroforese horizontal com voltagem constante de 90 volts. Como marcador
de peso molecular, foi utilizado fago Lambda, clivado com Hindlll e EcoRI. Os fragmentos

foram corados com brometo de etidio e fotografados.

Analise de dados. Os perfisde RAPD foram avaliados visualmente considerando-se 1 (um) para
presenca e O (zero) para auséncia Para a matriz de dados, foram considerados, somente
fragmentos com tamanho superior a 100 pb e inferior a 5000 pb e consistentes em duas repeticoes
independentes e fragmentos que ndo apresentaram boa definicdo ndo foram incluidos. A matriz

binaria obtida pela andise dos perfis foi utilizada para o cdlculo do coeficiente de smilaridade de
Jaccard. A associacdo entre os 35 acessos foi revelada através de andlise de agrupamentos pelo
método UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages) e andlise canbnica
discriminante. As andlises estatisticas foram redlizadas utilizando o programa computacional

SPSS 10.1 (SPSS Inc., Chicago, Illinois). A confiabilidade do dendrograma gerado foi avaliada
através de 100 permutacdes utilizando o programa WinBoot (Y ap and Nelson, 1996) e andlises

da AMOVA foram realizadas com o programa GenAlEx (Peakall and Smouse, 2001).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os 35 acessos de tomate (L. esculentum) 12 cultivares comerciais e 23 materiais crioulos
da regido sul foram avaliados através de RAPD, usando 20 primers decaméricos. Cada primer
produziu bandas de intensidade variaveis, facilmente detectadas e bandas inespecificas que foram

ignoradas. As bandas utilizadas na andlise foram aguelas reproduziveis entre repeticbes, com
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suficiente intensidade para detectar presenca ou auséncia com confianga (Figura 1). O tamanho
das bandas avaiadas variaram de 150 pb a 1800 pb com um tamanho médio de 860 pb. Bandas
com mais de 1800 pares de bases e menores que 100 pares de bases ndo foram consideradas.

O nimero de bandas amplificadas, por cada primer variou de 5 a 25 com média de 12,85
fragmentos (Tabela 2). O nimero médio de bandas obtidas por primer foi semelhante ajuelas

encontradas por Noli et al., (1999) e maior do que aquele obtido por Villand et al ., (1998).

Tabela 2 NUmero total de primers utilizados, suas sequiéncias, nimero total de fragmentos,

ndmero de fragmentos monomorficos e polimorficos amplificados.

No. de bandas
Primer Sequiéncia de bases Tota Polimorficas Monomorficas
(5>3)

OPX-01 CTGGGCACGA 9 8 1
OPX-03 TGGCGCAGTG 14 14 0
OPX-04 CCGCTACCGA 10 10 0
OPX-11 GGAGCCTCAG 10 8 2
OPX-12 TCGCCAGCCA 6 2 4
OPX-13 ACGGGAGCAA 6 5 1
OPX-14 ACAGGTGCTG 10 9 1
OPX-15 CAGACAAGCC 14 11 3
OPX-17 GACACGGACC 14 8 6
OPX-18 GACTAGGTGG 15 10 5
OPX-19 TGGCAAGGCA 19 11 8
OPA-01 CAGGCCCTTC 24 24 0
OPA-02 TGCCGAGCTG 18 14 4
OPA-03 AGTCAGCCAC 6 2 4
OPA-04 AATCGGGCTG 16 14 2
OPA-05 AGGGGTCTTG 5 0 5
OPA-08 GTGACGTAGG 12 11 1
OPA-09 GGGTAACGCC 13 8 5
OPA-10 GTGATCGCAG 25 24 1
OPA-19 CAAACGTCGG 11 9 2

257 202 55




Considerando todos os primers foram visualizadas 257 bandas, das quais 78,6% foram
polimérficos. A porcentagem de bandas polimorficas foi consideravelmente ata quando
comparada com os vaores obtidos por outros autores em acessos cultivados e acessos de
colecdes de bancos de germoplasma. Por exemplo, Williams & St. Clair, (1993) obtiveram 64%
de bandas polimorficas em 48 acessos entre cultivares, espécies selvagens e vintage, e Noli et al.,
(1999) que obtiveram 56% de bandas polimdrficas em acessos locais e espécies selvagens. O

baixo nivel de smilaridade (bandas monomoarficas) indica dta divergéncia entre os genotipos

avaliados.

Figura 1. Gel de agarose demongtrativo com amplificacdo do primer OPX 15 com amostra dos

35 cultivares de tomate.

A porcentagem meédia da presenca de um marcador RAPD foi de 47,6% (+37,6). A dta

variacdo observada na porcentagem de distribuicBo dos marcadores mostra que muitos



marcadores RAPD sdo amplificados com baixa ou alta freqiéncia (Figura 2). Com excegdo de
dez produtos de amplificagdo, ndo foram observadas diferencas significativas entre a
porcentagem média da presenca de marcadores de RAPD entre cultivares comerciais e acessos
crioulos, indicando que a freqliéncia ata ou baixa dos marcadores € conservada entre 0s acessos
avaliados. Como foi colocado por Villand et al., (1998), estes dados confirmam a necessidade de
um ndmero grande de amostras para assegurar a inclusdo de alelos de baixa freqiiéncia em
programas de melhoramento em tomates.

Considerados em conjunto, os 20 primerspermitiram discriminar todos 0s possivels pares
de combinagOes entre os acessos avaliados. Embora algumas bandas foram monomorficas,
muitos materiails comerciais e crioulos produziram produto de amplificacdo singular, que
permitiu distingui-los dos outros dentro dos materiais testados. Estes resultados confirmam a
eficiéncia dos marcadores RAPD para identificacdo de gendtipos de plantas (Weising et al.,
1995), e em particular de Lycopersicon (Williams & St.Clair, 1993; Rus-Kortekaas et al., 1994;
Villand et al., 1998; Noli et al., 1999).

A andlise combinada dos fragmentos amplificados gerados pelos primers OPX-03, OPX-
15 (Figura 1) e OPA-01 foram suficientes para identificar 85% dos gendtipos, e o resultado
combinado de pelo menos 10 primers foi necess&rio para identificar todos os acessos. Williams
and . Clair, (1993) e Rus-Kortekaas et al., (1994) testardo 19 e 15 cultivares, foram capazes de
distinguir 94% e 91% das possiveis combinagdes entre tomates cultivados usando 11 e 4 primers,
respectivamente.

Os Coeficientes de Similaridade de Jaccard entre as 595 combinagbes de pares dos
acessos variaram de 0,432 a 0,819 com uma média de similaridade genética de 0,654 *0,087).

N&o foram observadas diferencas significativas entre a média de similaridade genética obtida
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pela comparagdo entre cultivares comerciais e acessos crioulos, indicando que estes dois grupos

tém assim uma variabilidade muito seme hante.

36

30

% marcadores RAPD

= ®& ®& § & % B & 8 8
& g g g £ & g =2 4

% da presenca dos marcadores RAPD

Figura 2. Distribuicdo da freqiéncia das bandas polimérficos entre os 35 acessos de tomate.
Insercéo permite comparacdo da distribuicéo entre cultivares comercia (cinza) e acessos crioulos
(preto).

O dendrograma construido pela andise de agrupamento UPGMA permitiu identificar 7
grupos (Figura 3). Um primeiro grupo, denominado de grupo I, formado por 20 acessos crioulos
e 6 cultivares comerciais; um segundo, grupo |1, formado pelo cultivar Santa Adélia e o hibrido
Polka Baixa; um terceiro, grupo |11, formado pela cultivar Marglobe, o hibrido Montain Pride e o
acesso pimentdo 2; um quarto, grupo 1V, formado pela cultivar Santa Clara; um quinto, grupo V,
formado por Cergla 1; um sexto, grupo VI, formado pela cultivar Santa Cruz e o sé&timo, grupo

VI, formado pelo Paulista 2.
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Figura 3. Dendrograma baseado nos indices de similaridade (coeficiente de Jaccard) entre

genadtipos de tomate construido por andlise de agrupamento (UPGMA).

A grande maioria dos acessos crioulos (20 de 23), ficaram distribuidos no grupo 1. Porém

as cultivares comerciais distribuiramse ao longo de todo o dendrograma A baixa diversidade
encontrada dentro dos acessos crioulos pode ser atribuida ou ao efeito fundador que deu origem
as espécies domesticadas e ao afunilamento da base genética sofrido durante o processo de

domesticacdo e melhoramento do tomate (Rick, 1976; Rick & Yoder, 1988). Por outro lado, a
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incorporacéo de genes oriundos de espécies sel vagens e cultivares antigos, tém contribuido no
aumento da diversidade genética em cultivares modernos de tomate (Williams & . Clair, 1993;
Noli et al., 1999; Saavedra et al ., 2001).

Adicionamente os resultados da AMOVA e da andlise candnica discriminante dos dados
de RAPD mostraram que 0s acessos crioul 0s e 0s acessos comerciais utilizados neste trabalho sdo
significativamente diferentes, indicando que os acessos crioulos podem ser uma fonte importante
de variabilidade para projetos de aargamento de base genética e programas de melhoramento,
contribuindo com aelos raros ou ausentes em cultivares comerciais ou materiais utilizados
comumente Nos programas.

O gréfico de distribuicdo com base nas fungdes discriminantes (Figura 4) permitiu
diferenciar os acessos de tomate avaliados de acordo com as caracteristicas morfol 0gicas dos seus
frutos (galcho, pimentdo, paulista, coracdo de boi e cergja).

Apesar da distribuicdo ndo casua dos marcadores de RAPD no genoma do tomate
(Grandillo & Tankdey, 1996; Saliba- Colombani et al., 2000), a relacdo entre estes marcadores e
a morfologia de frutos pode ser considerado indicativo de que as caracteristicas do fruto séo
controladas por um grande nimero de genes, distribuidos pelo genoma. Os resultados apontam
também para a possibilidade de utilizagdo dos marcadores RAPD no mapeamento de genes
relacionados com estes caracteres, como tém sido previamente utilizados para avaliar genes de
precocidade em tomates (Lindhout et al ., 1994), entre outros.

Por outro lado, esta associacéo entre marcadores e morfologia do fruto aponta no sentido
de direcionamento dos programas de melhoramento dentro dos distintos grupos de morfologiade

frutos, com reduzido intercambio de genes entre 0S mesmos.
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Figura 4. Gréfico de distribuicdo com base nas fungdes discriminantes mostrando os 5 grupos
concordando com a morfologia dos frutos. 1- tomate galcho; 2. — tomate paulista; 3. — tomate

coracéo de boi; 4. —tomate cergja; 5. —tomate pimentao.
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ABSTRACT

Thirty five tomato accessions, including 12 commercia cultivars and 23 landraces from
South Brazil, were evauated for the resistance to root-knot nematodes, and for the presence of
the Mi resistance gene. The results showed that 33 accessons were susceptible to the three
Meloidogyne speciesevaluated (M. javanica, M. incognita, and M. arenaria), one of the cultivars
(Polka Baixo) was resistant to the three species, and one (Galicho) exhibited resistance to M.
incognita. The PCR evauation of Mi genes showed that the Mil.2 gene was present only in the
resistant cultivar Polka Baixo, whereas the Mil.1 gene was present in this cultivar and in other 26
accessons. These data confirms Mil.2 gene as a resistance determinant, inefficiency of Mil.1
gene, and the presence of more than one gene of the Mi family in a single tomato accession. The
absence of Mil.2 gene in the M. incognita resistant cultivar Gaticho can be seen as an indicative

of the existence of other genes involved in root-knot nematode resistance in L. esculentum

Keywords: Mi gene, Lycopersicon esculentum, PCR, root-knot nematodes, Meloidogyne.



RESUMO

Trinta e cinco acessos de tomate, incluindo 12 cultivares comerciais e 23 acessos crioulos
do Sul do Brasl, foram avaiados para resisténcia a nematdides, e para a presenca do gene de
ressténcia Mi. Os resultados mostraram que 33 acessos foram suscetivels as trés espécies de
Meoidogyne avdiadas (M. javanica, M. incognita e M. arenaria). Um dos cultivares, o Polka
Baixo, foi resistente s trés espécies, e o cultivar Galicho apresentou resisténciaa M. incognita. A
avaiacdo através de PCR dos genes Mi mostrou que o gene Mi 1.2 esta presente unicamente na
cultivar resistente Polka Baixo, enquanto que o gene Mi 1.1 esta presente neste cultivar e em
outros 26 acessos avaliados. Estes dados confirmam o gene Mi 1.2 como sendo responsavel pela
resisténcia a Meloidogyne em tomate e a ineficiéncia do gene Mi 1.1, bem como a presenca de
mais de um gene da familia Mi hum mesmo acesso de tomate. A auséncia do gene Mi 1.2 no
cultivar Galicho resistente a M. incognita pode ser aceita como indicativo da existéncia de outros

genes envolvidos na resisténcia a nematdides das gahas em L. esculentum

Pdavras chaves. gene Mi, Lycopersicon esculentum, PCR, nematéide das galhas, Mel oidogyne
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INTRODUCAO

Os nematbides sdo endoparasitas obrigatorios, cosmopolitas, que infestam espécies
vegetais cultivadas em varias partes do mundo, causando grandes danos na producéo de
aimentos (Williansom & Hussey, 1996). Estes organismos pertencem ao género Meloidogynes e
sd0 conhecidos como nematdides das galhas da raiz por se dojarem nas raizes das plantas
formando pegquenos nddulos. As espécies mais importantes economicamente s8o M. javanica, M.
arenaria e M. incognita que sdo encontradas isoladamente ou mistas, e nas areas com ocorréncia
simulténea das espécies M. incognita e M. javanica os danos sdo mais significativos (Charchar,
1995).

A infestaco ocorre pela entrada de fémeas naraiz e sua migracéo para o cilindro vascular
e di iniciam uma série de mudancas celulares obstruindo a absorcdo de &gua e nutrientes pela
planta (Milligan et al., 1998). As consequéncias causados pela infestagbes incluem,
principalmente, reducéo na produtividade e suscetibilidade a outras doencas (Willianson, 1998).
Em casos graves de infestacdo as perdas da producdo na tomaticultura podem chegar até 85% em
solos atamente contaminados (Lordello, 1981).

Embora os nemat6ides das galhas da raiz tenham uma série ampla de hospedeiros, muitas
espécies cultivadas e nativas apresentam resisténcia a estes organismos (Roberts, 1995). Apesar
do tomateiro ser considerado hospedeiro natura dos nematdides do género Meloidogynes,
adgumas variedades de tomates apresentam resisténcia contra as trés maiores espécies de

nematbides M. javanica, M. incognita e M. arenaria (Xu et al. 2001), e foi do M. incognita que
derivou 0 nome do gene de resisténcia, gene Mi (Roberts & Thomason, 1986).
Por causa dos severos danos causados pelos nematdides na tomaticultura, a incorporacéo

de ressténcia a nematdides tornou-se prioridade em muitos programas modernos de
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melhoramento em tomates (Willianson et al., 1994). O gene de resisténcia a nematdides das
galhas em tomate é um exemplo classico de hospedeiro resistente que elimina a aplicacdo de
nematecidas na tomaticultura (Medina-Filho & Tankdey, 1980).

A resigténcia a nematdides do género Meloidogyne foi introduzida em L. esculentum antes
dos anos 40, por hibridizacdo interespecifico com L. peruvianum, seguida por recuperacéo de
embrides (Smith, 1944). Segundo Medina-Filho & Tankdey (1980), estas plantas hibridas so a
fonte de toda a ressténcia a nematoides das galhas da raiz dentro das linhas de tomate modernas
cultivadas.

Hoje, naregido da Serra Galcha, o tomate cultivado pode ser separado em dois grupos:
um por cultivares e hibridos comercializados por companhias de semente e importadoras, € o
outro formado por materiais antigos ou crioulos mantidos por pequenos agricultores, os quais
vem sendo coletados e distribuidos pelo Centro Ecoldgico de Ipé, consolidado através de mais de
20 anos de coleta e resgate de sementes na regid nordeste do Rio Grande do Sul. Segundo
relatos dos agricultores que plantam os materiais crioulos, ees ndo tém perdas por infestacdo de
nematdides das galhas da raiz em suas lavouras diferente, do que ocorre em lavouras de cultivo
convenciona. Este fato pode ser atribuido aresisténcia dos cult ivares crioulos ou a efeito direto
do sistema de cultivo empregado.

Neste contexto, este trabalho teve com o objetivo avaliar a capacidade de resisténcia das
espécies de tomates crioulos e comerciais da Regido Sul, a trés espécies de nematGides do género

Meloidogynes, consideradas de maior ocorréncia, e verificar a presenca do gene Mi através de

PCR com primers flanqueadores.



MATERIAISE METODOS

Material biologico. No presente trabalho foram utilizados 35 acessos de L. esculentum, sendo 23
acessos crioulos, pertencentes a0 banco de germoplasma do Centro Ecoldgico de Ipé,
consolidado através de mais de 20 anos de coleta e resgate de sementes crioulas na regido
nordeste do Rio Grande do Sul, e 12 cultivares comerciais que foram doadas pelas empresas

Feltrin e ISLA, os mais cultivados nestaregido (Tabela 1).

Preparo do inéculo. Mudas de tomate Santa Cruz infestada com cada uma das 3 espécies de
nematdides M. javanica, M. incognita e M. arenaria previamente identificadas por eletroforese
utilizando-se a técnica de andlise eetroforética de isoenzimas (Esbenshade & Triantaphyllou,
1985). Para o preparo do indculo seguiu-se a metodologia descrita por Hussey & Balker (1973)
que consiste em: o sistema radicular de 20 plantas de tomate Santa Cruz com 60 dias de
infestacd0, contendo gahas e massas de ovos foram lavadas e picadas em pedacos de
aproximadamente 1 a 2 cm e trituradas em liquidificador, na rotacdo méxima, durante 15
segundos em soluc&o de hipoclorito de sodio a 0,5% (agua sanitaria com 2 a 5% de cloro ativo).
ApGs atrituragdo a mistura foi passada por um conjunto de peneiras, (20 Mesh, 200 Mesh e 500
Mesh). O material contendo ovos e larvas 12 foi lavado abundantemente com agua da torneira
para retirar 0 excesso de hipoclorito e transferido para um Becker com auxilio de pisseta com

agua até aingir o volume de 200 ml. A contagem foi realizada em |amina de Peter, com 3

repeticdes e calculada a média do nimero de ovos e larvas por ml. O processo foi redizado

separadamente para cada das trés espécies de nematdides.



Tabela 1- Os 35 acessos de tomates Lycoper sicon escul entum incluidos neste trabalho.

acessos de tomate Materias acessos de tomate Materias
Cagal crioulo Coracao deboi 3 crioulo
Cerga?2 crioulo Pimentéo 1 crioulo
Cerga3 crioulo Piment&o 2 crioulo
Ceaga4d crioulo Piment&o 3 crioulo
Cegab cultivar Pimentdo 4 cultivar
Cergab crioulo Polka Baixa comercial
Cerga? crioulo Itapua comercid
Cegal8 crioulo Rio Grande comercia
Galcho 1 crioulo Marglobe comercia
Galcho 2 crioulo Y uba comercia
Galcho 3 crioulo Montain Pride comercial
Galcho 4 crioulo Marmande comercia
Paulista 1 crioulo Jumbo comercia
Paulista 2 cultivar SantaCruz comercia
Paulista3 crioulo SantaAddlia comercial
Paulista4 crioulo Galcho conercial
Coracdo de boi 1 crioulo SantaClara comercia
Coracdo de bai 2 crioulo

Preparo das mudas e inoculacdo. As sementes dos 35 acessos de tomate foram germinadas em
bandejas de poliestireno expandido (128 cdulas), contendo substrato autoclavado e mantidas em
casa de vegetacao, livres de contaminacdo até obterem o tamanho de 10 cm de altura. As mudas
dos 35 acessos de tomate foram transplantadas para vasos individuais com capacidade de 1 Kg de
solo enriquecido com himus e turfa autoclavado. Plantas com 15 cm de atura foram inoculadas
individual mente com 5000 ovos de nematdides seguindo-se a metodol ogia descrita por Hussey &
Barker, (1973) citados por Tihohod, (1989). Cinco plantas de cada acesso de tomate foram
infestadas individuamente por cada uma das espécies de nematdide. A inoculacdo foi redizada
através de uma perfuracdo de aproximadamente 1 cm no solo, junto aplanta e vertido o indculo.

ApOs 45 dias de inoculagéo foi avaliado o nimero de galhas existentes no sistema radicular. Para



a contagem de gahas foram atribuidas notas de 0 a 5 conforme a tabela 2, seguindo a

metodol ogia descrita por Taylor & Sasser (1978).

Tabela 2. Atribuicdo do grau e tipo de reagéo para cada sistemaradicular a ser avaliado.

Grau ou nota reacao Numero de gahas
0 Resistente 0
1 Resistente 1-2
2 Resigtente 3-10
3 Suscetivel 11-30
4 Suscetivel 31-100
5 Suscetivel >100

Extracdo de DNA. As sementes dos 35 acessos de tomate foram germinadas e crescidas ‘in
vitro' para evitar contaminacéo do tecido foliar por outros organismos. O DNA genémico foi
extraido seguindo o método descrito por Doyle & Doyle (1987), com agumas modificaces: 5
plantulas foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido, até a obtencdo de um po fino;
2.0g deste pé foram transferidas para tubos Eppendorf, adicionado tampéo de extracdo CTAB 2%
(1,4 M NaCl, 20 mM de EDTA, 0,2 % de 2-ME, 100mM de TrissHCI pH 8.0), desproteinizado
com clorofil (cloroférmio dcool isoamilico 42:1), precipitado com isopropanol (2/3 do volume),

ressuspendido em tampdo TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0 e ImM EDTA) e tratado com RNAse.

Reacéo de amplificacdo. A reacdo de amplificacdo foi realizada em 25 ul de volume contendo:
tampdo de reacéo (10mM de TrisHcl pH 8.3; 50 mM de KCl); 3 mM de MgCk; 0,25% de triton
X-100; 1,25 mM de cada dNTP; 1,25 pl de cada primer; 0,3ul de Taq Polimerase e 30ng de
DNA gendmico. A amplificacdo foi realizada em termociclador MJ Research modelo PTC100,

programado para 10° a 92C° abertura inicia das fitas de DNA e trintaciclos de 1’ a92C° para



abertura das fitas de DNA; 2' a 58C° para anedlamento dos primerse 1’ a 72C° para extensdo das
fitas complementares, 10’ a 72C° para dongamento complementar das moléculas e resfriamento
a 4C° aé a aplicacdo das amostras. Foram utilizados dois primers flanqueadores: C1S1
‘CCCAGCAAAGTACAATCTAC' para amplificar o fragmento correspondente ao gene Mil.l e
C232 ‘CTAAGAGGAATCTCATCACAGG' para amplificar o fragmento correspondente ao

gene Mil2 e o primer C2/2 ‘TCTTGTAAAGTTGCGAGTGC', comum aos dois fragmentos,

Mil.1l e Mil.2, utilizados por Milligan et al. (1998).

Analise eetroforética dos fragmentos amplificados. A separacdo eletroforética foi realizada
em gel de agarose 1,5% em Tampao TBE 1X (0,089M Trisma, 0,089M de Acido bérico e
0,008M EDTA) em cuba de eetroforese horizonta. A corrida foi efetuada com voltagem
congtante de 90Volts. Como marcador de peso molecular foi utilizado o de DNA do fago
Lambda, clivado com as enzimas Hindlll e EcoRl. A visualizagdo dos fragmentos foi realizada
com brometo de etidio e a observacéo feita sob luz ultravioleta. Os géis foram fotografados e

avaliados visua mente.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados da avdiacdo do teste de resisténcia mostraram que 33 dos 35 acessos

testados foram suscetiveis as trés espécies de Meoidogyne (M. javanica, M. incognita e M.

arenaria) e dois acessos apresentaram resisténcia (Tabela 3). O acesso cultivar comercial hibrido
Polka Baixo apresentou resisténcia para as trés espécies de nematdides testadas, confirmando a
presenca do gere de resisténcia Mi (Figura 1). Resultados semelhantes foram obtidos por

Veremis et al., 1999; Rick & Olson, 1999; Adu-Gharbieh et al., 1977, que também verificarem
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resisténcia total em teste redlizado com cultivares portadores da resisténcia. Testes redlizados
com plantas modificadas geneticamente mostraram que a resisténcia esta ligada apresenca do
gene Mil1.2 (Hwang et al., 2001).

O outro material que apresentou resisténcia foi o cultivar Gaticho (Feltrin). Este cultivar
apresentou resisténcia a M. incognita, porem mostrou se suscetivel a M. javanica e M.arenaria.
Estes dados, aparentemente contraditorios, também foram observados por Xu et al., (2001) em
cultivares resistentes que foram infestados por isolados de nematdides virulentos de popul acdes
coletadas a campo, e por Adu-Gharbieh et al., (1977), que observou susceptibilidade a isolados
locais de Meloidogyne por parte de materiais resistentes. Tal comportamento foi atribuido a
diferencas entre as populactes de nematdides utilizadas no processo de melhoramento e aquelas
por eles utilizadas.

O cultivar Galicho, em teste anterior realizado com populacdo mista de Meloidogyne (M.
javanica, M. incognita M. arenaria e M. hapla), apresentou resisténcia total (Carelli et al.,
2002). Este fato pode ter ocorrido devido acompeticéo das espécies pelo hospedeiro e/ou inducéo
de resisténcia a espécies virulentas pelo ataque de espécies ndo virulentas presentes na mistura.

Os acessos crioulos foram todos suscetiveis indicando que a auséncia de infestacdo nas
lavouras ecolégicas ndo é devido a resisténcia dos materiais, mas possivelmente a condi¢do de
cultivo. Para verificarmos as informagdes foi realizado um teste em 3 propriedades de cultivo
ecologico. Foram transplantadas cinco mudas de tomate da variedade Santa Cruz, cultivar

utilizada amplamente como planta armadilha para determinacéo da presenca de Meloidogyne. As

mudas foram distribuidas ao acaso no meio do plantio de tomate. Apés 60 dias as mudas foram
colhidas e seu sistema radicular observado. Néo foram encortradas galhas em nenhuma das
mudas plantadas nas 3 propriedades, indicando a auséncia de Meloidogyne nestas éaress.

Considerando a alta frequiéncia destes nematdides, na Regido Sul (Pauletti et al., 2000), tal
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auséncia pode ser atribuida ao equilibrio ecolégico do solo destas propriedades de cultivo
ecologico (Primaves, 1985). Nestas &reas a rotagdo de cultura é uma pratica comum e plantas
com principios nematecidas tais como: nabo forrageiro (Brassica napus) e mucuna preta

(Mucuna aterrima), sdo utilizados como cobertura vegetal (Ferraz e Costado Valle, 1997).

Tabela 3. Infestagdo de Meloidogynes (M. javanica, M. incognita M. arenaria) nos 35 acessos de

tomates.

Tomate M. javanica. M. incognita M. arenaria
Acesso grau Reacdo grau reacao grau reacao
Cergjal 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Cerga?2 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Cerga 3 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Cergad 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Cergla 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Cergja 6 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Cerga? 5 Suscetivel 4 Suscetivel 4 Suscetivel
Cerga8 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Pimentdo 1 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Pimentéo 2 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Pimentéo 3 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Pimentéo 4 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Galcho 1 5 Suscetivel 4 Suscetivel 5 Suscetivel
Galicho 2 5 Suscetivel 4 Suscetivel 5 Suscetivel
Galicho 3 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Galicho 4 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Galicho 4 Suscetivel 2 resistente 4 Suscetivel
Coragdo de boi 1 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Coragdo de boi 2 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Coragéo de boi 3 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Paulista 1 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Paulista 2 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Paulista3 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Paulista4 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Polka Baixo 2 resistente Zeo resistente zero Resistente
[tapué 5 Suscetivel 5 suscetivel 5 Suscetivel
Rio Grande 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Marglobe 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Yuba 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Montain Pride 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Marmande 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
Jumbo 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
Santa Cruz 5 Suscetivel 5 Suscetivel 5 Suscetivel
SantaAddlia 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel
SantaClara 5 Suscetivel 5 Suscetivel 4 Suscetivel




Figural. A. Sistemaradicular do cultivar Polka Baixo; B. Sistema Radicular do cultivar S.Cruz.

Dos 35 acessos de tomates avaiados por PCR apenas 0 hibrido comercia Polka Baixo
amplificou os dois fragmentos correspondendo ao gene Mil.l e a0 gene Mil.2 (Tabela 4. Sua
ressténcia foi comprovada no teste de ressténcia (Tabela 3). Os outros 34 acessos nao
amplificaram o fragmento correspondente ao gene Mil.2, e foram suscetivels s trés espécies de
nematdides no teste de resisténcia (Tabela 3). Estes resultados estéo de acordo com os resultados
obtidos por Milligan et al., (1998) e Wang et al., (2000), e segundo estes autores a presenca do
gene Mil.2 é suficiente para assegurar resisténcia contra as trés maiores espécies de nematGides
das galhas do género Meloidogyne

Para o fragmento correspondente ao gene Mil.1, apenas 27 acessos, incluindo acessos
cergas 1, 2, 3, 6, 7 e 8; acessos Pimentdes 1, 3 e 4; acessos Galichos 1, 2, 3 e 4; acessos paulistas
1 e 4; e 11 dos cultivares comerciais, excluindo o cultivar Santa Cruz, amplificaram o fragmento
correspondente e foram suscetiveis & trés espécies de nematdides no teste de resisténcia. Estes

resultados estdo de acordo com os obtidos por Milligan et al. (1998) e Wang et al. (2000), que



sugerem que o gene Mil.1l ndo € efetivo na resisténcia aos nematGides, este gene ndo codificaria

uma proteina funciond.

Tabela 4. Relagdo dos fragmentos anplificacdo dos genes Mil.l e Mil.2 dos 35 acesos de

tomate.
tomate ge gene tomate ge gene tomate ge  gee
acesso Mi Mi  acesso Mi Mi  acesso Mi Mi
11 1.2 11 12 1.1 12
Cegal X - Gaucho 1 X - Polka Baixo X X
Cerga?2 X - Gaticho 2 X - ltgpud X -
Cega3 X - Galcho 3 X -  Ragteiro X -
Cagad - - Galicho 4 X - Marglobe X -
Ceagab - - Galcho X - Yuba X -
Cergab X - Coracdo de boi 1 - - M. Pride X -
Ceaga7 X - Coracdo de boi 2 X - Mamande X -
Cegal8 - - Coracdo deboi 3 X - Jumbo X -
Pimentdo 1 X - Paulista 1 X - SantaCruz - -
Piment&o 2 - - Paulista 2 - - S Addia X -
Piment&o 3 X - Paulista 3 - -  SantaClara X -
Pimentéo 4 X - Paulista4 X -

A excegdo ficou por conta do cultivar comercia Galicho que no teste de resisténcia,
apresentou resisténcia ao M. incognita e ndo amplificou o fragmento correspondente ao gene
Mi.1.2, porém amplificou o fragmento correspondente ao gene Mi 1.1. Considerando que Mi 1.1
ndo esta envolvido na ressténcia, a tolerancia observada neste cultivar pode estar relacionada a
presenca de outros genes da familia Mi, ainda n&o identificados, ou de expresséo transitéria ce
genes de defesa envolvidos na resisténcia a nematdides conforme sugerido por Willianson

(1998).
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DISCUSSAO GERAL

O tomate € uma espécie de origem americana, domesticada pelas populagdes indigenas,
levadas para a Europa durante a colonizacdo, posteriormente reintroduzida na América por
imigrantes, inclusve no Brasil, e aualmente comercializada por diversas companhias de
sementes. Assm sendo, as populagdes atuais presentes no Sul do Brasil podem ser separadas em
materiais comerciais oriundos de programas de melhoramento brasileiros e estrangeiros, e
materiais “crioulos’ mantidos por pequenos agricultores, que representam germoplasma oriundo
dos materiais introduzido pelos colonizadores, materiais indigenas e materiais derivados de
cultivares antigos.

Frente a esta redlidade, o estudo da variabilidade genética e a comparagdo entre 0s
cultivares comerciais e 0s acessos crioulos podem contribuir para estimar as diferencas genéticas
acumuladas durante o processo de mehoramento, a variabilidade geral disponivel, e a
contribuicdo potencial dos materiais crioulos na ampliacéo da variabilidade genética do tomate.
Com edta finalidade, marcadores morfoldgicos e moleculares (protéicos e RAPD) foram
utilizados para avaliar 35 acessos, 12 comerciais e 23 acessos crioul os coletados na regido serrana
do Rio Grande do Sul, e mantidos pelo Centro Ecoldgico de Ipé.

Como esperado, 0s acessos crioulos apresentaram ampla variabilidade na morfologia de
frutos, incluindo frutos do tipo Cergja, Pimentéo, Coracéo de Boi, Gallcho e Paulista, enquanto
gue 0s materiais comerciais restringiram-se aos grupos mais comuns no mercado, Gaticho e

Paulista. Da mesma forma, outras caracteristicas, como cor de fruto, forma, acidez e sabor,
apresentaram maior variagdo nos materiais crioulos. A andise de agrupamentos com base nos

dados referentes aos caracteres morfol 6gicos avaliados, a maior parte referentes a caracteres de
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fruto, confirmaram os cinco grupos de tomates e mostram a existéncia de variacéo dentro de cada
um deles, especialmente no grupo cergja.

Quanto a produtividade, os materiais comerciais apresentaram media superior aos
crioulos. Entretanto, alguns materiais crioulos se sobressairam (Cergja 6, Galcho 2, Coragéo de
Boi 3 e Paulista 1), superando a media naciona de 54,44 t/ha (FAO, 2002), o que mostra 0
potencial destes para producdo comercia e inclusio em programas de melhoramento.

Os perfis eletroforéticos de proteinas totais solUveis de sementes mostraram a ocorréncia
de baixa variabilidade qudlitativa, mas variaghes quantitativas aprecidveis permitiram a
identificacéo dos 37 materiais avaliados (nestes experimentos foram incluidos dois materiais
comerciais experimentais). Os agrupamentos formados através da andlise multivariada dos dados
quditativas quantitativos das proteinas de sementes permitiram separar 0S materiais em cinco
grupos, sendo que os materiais comerciais e crioulos ndo mostraram uma tendéncia clara de
Separacéo, e os agrupamentos formados ndo apresentaram relacdo com a morfologia de fruto. De
um modo geral, os materiais crioulos apresentaram maior variagdo nas proteinas de sementes o
que pode ser tomado como indicativo de estreitamento da base genética nos materiais comerciais.

De forma andoga, a andlise da variabilidade através de marcadores de RAPD, permitiu a
identificagdo de todos os gendtipos avaliados, confirmando a eficiéncia deste tipo de marcador na
caracterizacao de materiais. A andlise de agrupamentos permitiu a separacdo de sete grupos, 0s
quais ndo apresentaram relagdo com aqueles formados com base nos perfis protéicos. Por outro
lado, analise discriminante mostrou a existéncia de relacéo entre os marcadores de RAPD e os

grupos de morfologia de fruto. Comparacdo entre materiais comerciais e crioulos através de
andlise de AMOVA mostrou diferencas significativas entre estes dois grupos.
Os resultados obtidos tanto com marcadores morfolégicos quanto moleculares indicam

que os materiais crioulos podem ser uma fonte importante de variabilidade para projetos de
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adargamento da base genética e programas de melhoramento, contribuindo com alelos e
caracteristicas raras ou ausentes em cultivares comerciais ou materiais utilizados comumente nos
programas.

Uma praga muito importante na cultura do tomateiro é os nematdides formadores de
galhas na raiz do género Meloidogyne mais partticularmente as espécies M. javanica, M.
incognita e M. arenaria, todas elas encontradas em ata freqiiéncia na regido serrana do Rio
Grande do Sul. Relatos de agricultores e levantamentos realizados mostraram que os cultivos
ecologicos de materiais crioulos ndo apresentam infestacdo por estes fitoparastas. Ta
constatacdo levou nos a testar a resisténcia ou sensibilidade dos materiais disponiveis (comerciais
e crioulos) as trés espécies de Meoidogyne assm como a presenca do gene Mi, considerado o
mais importante fator monogénico responsavel pela resisténcia a estes nematoides. Os resultados
obtidos mostraram que todos os materiais crioulos e comercials, com excegdo dos cultivares
Polka Baixa e Galcho (Feltrin) sfo sensiveis & trés espécies de nematdides utilizadas nos testes,
indicando que a auséncia de nematdides em plantios ecologicos de materiais crioulos esta
associada com o sistema de cultivo e ndo aresisténcia genética dos tomates utilizados.

O cultivar Polka Baixa gpresentou resisténcia s trés espéecies de Meloidogyne, enquanto
que o cultivar Galicho (Feltrin) exibiu resisténcia somente a M. incognita mostrando que a base
genética da resisténcia nestes dois materiais é digtinta. Ta diferenca foi confirmada através ca
amplificaco especifica dos genes Mil.1 e Mil.2 no cultivar Polka Baixa, e apenas do gene
Mi1.1 no cultivar Galicho (Feltrin). Considerando todos os cultivares avaiados, o gene Mil.2. foi

encontrado somente no cultivar Polka Baixo, enquanto o gene Mil.1l em 26 materias, a maior
parte sensiveis a Meloidogyne, confirmando o gene Mil.2 como determinante de resisténcia a
estes nematdides, e a ineficiéncia do gene Mil.1 neste sentido. A auséncia do gene Mil.2 no

cultivar Gaticho (Feltrin) e a sua resisténecia a M. incognita pode ser aceita como indicativo da
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existéncia de outros genes, envolvidos na resisténcia a nematdides das galhas em L. esculentum,

ainda pouco estudados e aproveitados.



CONCLUSDES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

1. As caracteristicas morfologicas peculiares e a ata produtividade exibida por alguns
materiais crioulos indicam que 0os mesmos apresentam potencia econdmico e podem

contribuir em programas de melhoramento.

2. Marcadores moleculares (protécos e de DNA) confirmaram a baixa variabilidade geral
em tomate, em especial em cultivares comerciais, mas permitiram a caracterizagdo de

todos os materiais avaliados.

3. Nao foi constatada relacéo de similaridade clara entre os perfis protéicos e os grupos de

morfologia de fruto, e entre cultivares comerciais e materiais crioulos.

4. Mais de 35% dos marcadores de RAPD foram encontrados em baixas freguéncias

mostrando a ocorrénciade alel os raros nos materiais estudados.

5. Andlise discriminante diferenciou os acessos de acordo com as caracteristicas
morfol 6gicas dos frutos, mostrando existir relacdo entre marcadores de RAPD e 0s grupos

de morfologia de fruto.

6. De um modo gera, os dados obtidos com os trés tipos de marcadores empregados

confirmam a ocorréncia de estreitamento da base genética nos materiais comerciais.
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7. Apenas dois cultivares dos 35 acessos avaliados mostraram resisténcia total ou parcia a
nematdides das gahas (Meloidogyne sp.) fato preocupante considerando a dta incidéncia

destes fitoparasitas nos solos do Sul do Brasil.

8. A senghilidade dos acessos crioulos associados a auséncia de infestacdo em plantios
ecol6gicos mostra a necessidade de estudos para determinacdo dos fatores envolvidos no

controle de nematoides nestes sistemas de producao.

9. A presenca do gne Mil.1l em acessos sensiveis a Meloidogyne e a presenca do gene
Mil.2 unicamente no cultivar resstente Polka Baixo, confirmam o gene Mil.2 como
determinante de resisténcia a estes nematoides, e a ineficiéncia do gene Mil.1l neste

sentido.
10. A resisténciaa M. incognita e a auséncia do gene Mil.2 no cultivar Galicho (Feltrin)

indicam a existéncia de outros genes, ainda pouco estudados e aproveitados, envolvidos

na resisténcia a nematoides das galhas em L. esculentum.
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