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RESUMO

MATOS, R. Capacidade de combinagdo, heterose e divergéncia genética de
tomateiros. Guarapuava: UNICENTRO, 2018. 60p. (Dissertacdo - Mestrado em Producéo
Vegetal).

Os objetivos do trabalho foram (a) determinar a capacidade de combinacgéo, a heterose de
hibridos F1 relacionando os resultados com a diversidade genética dos genitores por meio
de marcadores moleculares e (b) determinar a relacdo genética entre o tomateiro cultivado
no Brasil e seus parentais silvestres. O experimento foi conduzido em blocos casualizados,
com vinte trés genotipos (seis hibridos F1, quinze hibridos duplos provenientes de dialelo
parcial e duas testemunhas) com trés repeticdes. Foram avaliados a producdo total e
comercial (PC e PT), massa média (MM), diametro equatorial (DE), comprimento
longitudinal (CL) e inser¢do do peddnculo (IP). A estimativa da divergéncia genética entre
0s genitores ocorreu pelo coeficiente de similaridade de Jaccard com nove primers ISSR.
A capacidade geral de combinacdo (CGC) foi significativa para todas as caracteristicas
avaliadas indicando predominancia de efeitos génicos aditivos. A capacidade especifica de
combinacgdo (CEC) foi significativa apenas para PT, PC e IP. Os efeitos génicos néo
aditivos foram expressivos apenas para essas caracteristicas. A melhor combinacéo hibrida
foi (Dominador x Compack) por apresentar valores positivos nas estimativas de CGC e
CEC. Os resultados médios de heterose no geral indicaram uma expressdo da heterose
muito menor para essas caracteristicas em hibridos duplos. O dendrograma revelou a
formacdo de trés divisdes distintas; os hibridos: Dominador, Aguamiel, Plutdo e Pietra
agrupados. Isoladamente, o hibrido Compack e mais distante geneticamente o hibrido
Forty. A relacdo entre marcadores moleculares e a heterose se relacionaram de maneira
solida, indicando a utilizacdo dos marcadores moleculares como ferramenta de selecéo e
diferenciacdo de geno6tipos. O hibrido Forty foi oque mais se diferenciou geneticamente em
ambas as avaliagdes. Para a divergéncia das espécies silvestres, trinta e um gendtipos do
banco de germoplasma do ndcleo de pesquisas em hortalicas (NUPH) da UNICENTRO
foram utilizados: Nove gendtipos de Solanum lycopersicum; dez de Solanum lycopersicum
var. cerasiforme; seis de Solanum pimpinellifollium; seis de Solanum peruvianum.
Caracterizados utilizando sete primers. O dendrograma evidenciou que S. lycopersicum e
S. pimpinellifolium sdo mais préximos geneticamente. Ja, S. lycopersicum var. cerasiforme
foi o mais distante de todos os outros grupos genéticos. As analises de Coordenadas
principais (PCoA) demonstraram alta divergéncia entre os grupos de genotipos (espécies)
com destaque para a variabilidade genética dos hibridos comerciais. A analise Bayesiana
evidenciou que a presenca de trés grupos genéticos € o que melhor explica a variabilidade
genética das espécies. A formacdo de um unico grupo envolvendo S. lycopersicum e S.
pimpinellifolium é solidamente sustentada pela literatura e as cultivares contemporéaneas de
tomateiro foram mais proximas de S. pimpinellifolium devido a eventos de introgressdo
génica. S. peruvianum pelas caracteristicas envolvendo a espécie, agrupou-se de maneira
isolada, entretanto, devido a genes de interesse, as hibridagdes introgressivas de genes
comecam a configurar parte constitutiva do tomateiro. A maior distancia genética entre S.
lycopersicum var. cerasiforme de S. lycopersicum pode ser devido a espécie ndo ter sido
intensivamente utilizada como fonte de introgressdo de genes no tomateiro contemporaneo,
como também ndo ter introgressao de genes de S. pimpinellifolium e de S. peruvianum.

Palavras-Chave: Solanum, espécies silvestre, hibridos, marcadores moleculares.



ABSTRACT
MATQOS, R. Combining ability, heterosis and genetic divergence in tomato.
Guarapuava: UNICENTRO, 2018. 60p. (Dissertacdo - Mestrado em Producédo Vegetal).

Two experiments were conducted, the objectives of this study were (a) to estimate general
the combining ability (GCA), specific combining ability (SCA), heterosis in tomato
commercial hybrids of single cross and assessing the genetic variation of tomato by ISSR
markers; (b) determinating the genomic variation from wild ancestors to contemporary
tomato variety. This experiment was conducted a total of twenty three genotypes (six
commercial hybrids single crosses, fifteen double crosses derived from a partial diallel and
two commercial hybrids) in a randomized block design with three replications. It evaluated
traits were total production (TP) and commercial production (YC), fruit average mass
(MM), fruit width (FW), fruit lenght (FL), and fruit stalk diameter (FSD). To identify and
estimate the genetic diversity of plants was used nine ISSR primers and were based on the
on Jaccard’s coefficient. There were significant differences between for all traits of
estimates for GCA. The SCA were significant differences between treatments for the TP,
YC and FSD demonstrating non-additive genes are importante on genetic control of these
traits. The best double cross hybrid according to SCA was (Dominador x Compack) for
presenting an increase of this ratio in hybrid for TP, YC, MM and FW in GCA. The
average heterosis have indicated a much lower expression of heterosis in the double
crosses hybrids. The dendrogram revealed difference and separate in three: A-Dominador,
Aguamiel, Plutdo and Pietra; B-The Compack and more distant the Forty-C. The results
suggested significanting between molecular data and GCA, SCA and heterosis, indicating
that marker ISSR can be exploited in breeding plant programs targeting superior tomato
hybrids and high genetic divergence between the commercial hybrids was observed for the
hybrid ‘Forty’. The plant material to estimate genomic variation in tomato consisted at
thirty one accessions in the germplasm bank of ‘ndcleo de pesquisas em hortalicas (NUPH)
— UNICENTRO’. Ten accessions of Solanum lycopersicum var. cerasiforme, nine of
Solanum lycopersicum, six of Solanum pimpinellifollium and six of Solanum peruvianum.
The dendrogram evidenced that S. lycopersicum and S. pimpinellifolium was closer
genetically. Already, S. lycopersicum var. cerasiforme was the more distant from all other
genetic groups. Principal Coordinate Analysis (PCoA) also showed high genetic variability
in genotypes collection with emphasis for the commercial hybrids. The Bayesian analysis
evidenced that this genetic variability can be explained by the formation of three genetic
groups. The group comprising S. lycopersicum and S. pimpinellifolium is that strongly
supported by literature where the contemporary tomato cultivars were nearest to S.
pimpinellifolium due to events of gene introgression. S. peruvianum formed a separate
group due the characteristics involving specifically the specie, but the introgressive
hybridizations of genes begin to configure an constitutive part in tomato contemporary.
The genetic distance between S. lycopersicum var. cerasiforme to S. lycopersicum may be
due that it isn't used intensively as source to introgression of genes, as well as, S.
pimpinellifolium and S. peruvianum don't have participated the introgression of genes this
specie.

Palavras-Chave: Solanum,  wild  ancestors, breeding, double  crosses.



2. INTRODUCAO GERAL

O Solanum lycopersicum, é amplamente cultivado pelo Mundo e de grande
importancia na cadeia agroindustrial como hortalica-fruto, além de ser espécie modelo para
pesquisas biotecnoldgicas (NICK & SILVA, 2016). Em 2016, a producdo mundial foi
177.042.359 de toneladas com a China (31,87%), india (10,39%), EUA (7,36%) e Turquia
(7,11%) como maiores produtores. O Brasil produziu 4,16 milhdes de toneladas no ano e a
projecdo da safra em 2017 foi de 3.787.324 de toneladas em uma area de 58.785 hectares
(FAOSTAT, 2016; IBGE, 2017).

As acfes humanas foram fundamentais para a formacdo do fruto do tomateiro
cultivado. Sua domesticacao iniciou na América com 0s povos que habitavam a regido
Andina e Central e, posteriormente, propagado pelo Mundo. Atualmente, existe uma
enormidade morfologica de plantas e frutos, tornando o tomateiro, assim como o
entendimento de sua evolugdo na linha do tempo, a segregacao para formato de fruto e os
cruzamentos entre os diferentes tipos comerciais existentes, informacbes fundamentais
para os programas de melhoramento genético.

Um programa de melhoramento genético € iniciado pela escolha dos genitores.
Durante toda a histéria do melhoramento da espécie, aspectos fundamentais como
cruzamentos especificos ou em dialelos, segundo CRUZ et al, (2012), fornecem
informacdes e estimativas dos genotipos utilizados dentro de um banco de germoplasma,
mas rara ou quase nenhuma informacdo de hibridacdo artificial entre hibridos F1 de
tomateiros, ou seja, de hibridos duplos estdo disponiveis na literatura. Entender cada ciclo
da cultura como um evento Unico a ser elucidado determinam o rumo de um programa de
melhoramento genético e 0 ganho que se espera em selecionar gendtipos com potencial.

A identificacdo e exploracdo da diversidade das espécies silvestres de tomateiro
foram intensamente utilizadas nos programas de melhoramento desde a década de 40.
Desde entdo, a utilizacdo de hibridos, que detém maior produtividade e um pacote
tecnoldgico inserido, tem sua aceitagdo pelos agricultores e torna esse cultivo cada vez
mais consolidado (GRANDILLO et al., 2011).

O destaque € a introgressdo de genes de importancia. I1sso trouxe varios beneficios
para a sociedade como os tracos de resisténcia e tolerancia as pragas e doengas, facilidade
de colheita, vida util de pds-colheita, diminuicdo da aplicagdo de agroquimicos, entre
diversos outros; por outro lado, as introgressdes promoveram um arresto génico que

confinante as variagdes ambientais, cruzamentos interespécies e estresses bioticos e
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abioticos, tornam essa diversidade de genotipos dentro de uma mesma espécie cada vez
mais ampla e distante.

As alteracbes ambientais ocorridas no planeta nas Ultimas décadas sdo cada vez
mais recursivas e periodicas, e que, devido a essas condicdes de estresse ambiental, as
variagOes protedmicas nas plantas foram mais representativas que de uma transgenia. 1sso
reforgca o desafio de procurar instrumentos para auxiliar o entendimento da cultura no seu
ciclo e consolida a importancia de prever tais fatores em busca de qualidade e
produtividade (BATISTA et al., 2017).

Com o mapeamento genético criou-se oportunidades para prever, entender e
desvendar diversas duvidas que antes eram observadas somente no campo. Estudos sobre a
ancestralidade do tomateiro sdo dificeis, pois 0s cruzamentos e introgressdo de genes do
ultimo século com espécies silvestres tornaram o tomateiro contemporaneo uma incégnita
(STRICLER et al., 2015).

Os marcadores moleculares sédo ferramentas que possibilitam a selecdo e a
identificacdo de divergéncia genética entre gendtipos, tornando a eficiéncia de estimar o
grau de divergéncia genética dos genitores uma potente ferramenta de prelecdo para
direcionar recursos apenas para a obtencdo de genétipos mais promissores. Essas
ferramentas quando utilizadas de maneira conjunta, marcadores moleculares, dialelo e
avaliacBes morfo-agronémicas permitem aos melhoristas focar apenas em genétipos com

potencial e eliminar etapas nos programas de melhoramento genético do tomateiro.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a capacidade de combinacdo e a heterose de hibridos F1 comerciais
relacionando os resultados com a diversidade genética entre 0s genitores e para Seus

parentais silvestres por meio de marcadores moleculares.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a capacidade geral e a capacidade especifica dos hibridos Fi de
tomateiro;

- Estimar a heterose dos hibridos duplos;

- Correlacionar os marcadores moleculares com a divergéncia genética entre 0s
genitores;

- Confirmar que os melhores hibridos provém das combinacdes de genotipos
divergentes;

- Apresentar viabilidade técnica do cultivo do tomateiro utilizando hibridos duplos;

- Obter informacdes da relacdo entre o tomateiro comercial cultivado no Brasil e

seus parentais silvestres.



4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Contexto geral da cultura do tomateiro

O tomateiro, utilizado na América pelos nativos h4 mais de dois mil anos como
cultura, comecgou a ser consumido somente no século XIX na Europa, mas estava presente
desde o século XVI, trazido pelos espanhdis. Pertencente a familia Solanaceae, o que se
conhece por tomateiro atualmente é um constitutivo de varias outras espécies, entre elas o
Solanum lycopersicum, Solanum lycopersicum var. cerasiforme, Solanum pimpinellifolium
e Solanum peruvianum. Essas espécies, entre outras, tem sido objetos de grande interesse
nos programas de melhoramento do tomateiro como fonte de resisténcia as pragas e
doencas para o desenvolvimento de variedades de importancia comercial (TEUBNER,
2001; NICK & SILVA, 2016).

A planta é uma solanéacea herbéacea, com caule flexivel, podendo ser de crescimento
determinado, semi-determinado ou indeterminado, incapaz de suportar o peso dos frutos,
ndo mantendo assim sua posi¢do vertical. Perene, porém seu cultivo é anual e com ciclo
variando de quatro a sete meses. Sua floracdo e frutificagdo ocorrem juntamente com o
crescimento vegetativo, possui folhas pecioladas com nimero impar de foliolos. O fruto é
do tipo baga e com diferentes formatos, composto por casca, polpa e as sementes
revestidas por uma mucilagem placentaria (FILGUEIRA, 2008).

Sua inflorescéncia é em cimeira, na forma simples, bifurcada ou ramificada de
coloragdo amarela, sendo que as anteras se soldam formando um cone que envolve o
estigma. A liberacdo de polen ocorre pela lateral, por meio de fendas das anteras no
interior do cone, que depositam o polen por gravidade na entrada do tubo, garantindo a
autofecundacdo. O numero de flores é variavel e influenciado por oscilacdes de
temperatura que podem variar entre os limites determinados como 6timo para o
desenvolvimento da cultura (NICK & SILVA, 2016).

O fruto é uma caracteristica das angiospermas as quais protegem as sementes
durante o desenvolvimento embrionario, garantindo a dispersdo da semente apds a
maturacdo. Nesse caso, € importante salientar a nivel botanico, que frutos possuem
desenvolvimento a partir dos ovarios, essa ampla diversidade de tamanhos de frutos, para
forma e composicdo, é derivada de resultados de forte pressdo seletiva do ambiente e
humana (AZZI et al., 2015).

A familia Solanaceae, que engloba mais de 10.000 espécies, possui grande
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variabilidade e os mais diversos tipos de frutos, com cépsulas, drupas, bagas entre outros.
Para o tomate, o importante é a parte carnuda, comestivel, componente principal para
determinacdo de fruto, com caracteristicas como: bom equilibrio entre acucares e acidos
organicos, acumulo de agua, minerais, pigmentos, compostos aromaticos que conferem a
ele sua suculéncia e atratividade (AZZlI et al., 2015).

Durante o processo de domesticagdo do tomateiro, 0 aumento no tamanho dos
frutos quando comparados aos seus parentais silvestres foi substancial. Existe uma
variacdo de forma entre redondos, alongados, oblongos e piriformes que dificultam
principalmente na hora de sua classificacdo para comercializagdo e aumentam ainda mais o
desafio do melhorista na tomada de decisdo. Segundo MILLER & TANKSLEY (1990) a
variacdo genética para seus congéneres silvestres € menor que 5%, ou seja, existe muito a
ser explorado na espécie do tomateiro cultivado.

O tomate é uma baga multicarpelar e que possui algumas vantagens em pesquisas
de pré-melhoramento e agrondmicas devido ao seu ciclo de vida curto, alta taxa de
multiplicacdo, autopolinizacdo e o cruzamento mecanico relativamente facil. O fruto tem
como caracteristica ser formado pelo ovario, que se desenvolve, fazendo de sua parede o
pericarpo. O pericarpo grosso engloba assim muitas sementes e outras partes da
inflorescéncia, que por sua vez constituem esse envoltorio embrionario (GRANDILLO et
al., 1999; AZZl et al., 2015).

Em estudos especificos de ordem morfo-agronémicas, HOUGHTALING (1935)
identificava a importancia do tamanho do ovério para a prelecdo do tamanho do fruto e que
é possivel ver essas diferencas em um estagio ainda anterior quando se esté iniciando o seu
desenvolvimento. Enfim, as caracteristicas de meristema floral e carpelo sdo determinados
pelo nimero de células da camada interna no meristema apical, caracterizando por ser um
grande importador de nutrientes e exigindo grande quantidade para o desenvolvimento do
fruto (SZYMKOWIAK & SUSSEX, 1999).

4.2 Aspectos do melhoramento genético do Solanum lycopersicum

Acles antropicas de selecdo artificial tiveram grande influéncia nessas relagbes
entre 0 que se observa das caracteristicas da planta atual do tomateiro e fruto dessas
sequéncias de fatos decorrentes tanto da coleta voluntaria como da involuntaria realizadas
no passado. As sementes propagadas pelo Mundo foram arquitetando os atributos do fruto

de acordo com a alimentacdo de cada cultura e influenciaram o miscigenado que define o
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constitutivo génico do tomateiro contemporaneo (TANKSLEY, 2004).

No Brasil, essa historia ndo foi diferente, afinal no século XX as variedades Rei
Humberto, Pera e Perungo, com caracteristicas de frutos carnosos, de vermelho intenso e
tamanho reduzido, predominavam no Pais. Em 1940 vérias outras variedades surgiram e
foram divididas na primeira tentativa de padronizacdo para fins de comercializacéo,
surgindo na época, uma hibridacdo natural entre as cultivares rei Humberto e Redondo
Japonés ou Chacareiro chamado de Santa Cruz, justamente por serem cultivados pelos
colonos de Santa Cruz no Rio de Janeiro. Rapidamente se difundiram por todo o territorio
nacional e entre as diversas selecbes que ocorreram entre 0s produtores trouxeram novas
cultivares, como por exemplo, a cultivar Kada (NICK & SILVA, 2016).

RICK (1979) observou que as espécies da secdo Lycopersicon foram se
desenvolvendo via permuta genética. Esses fatos sdo baseados nos estudos da
biossistematica do Lycopersincon e intimamente relacionados com as espécies Solanum.
As espécies da América Latina, que possuiam o estigma exposto, tinham maior facilidade
pela polinizacdo cruzada, porém, com o passar do tempo, as plantas com alta porcentagem
de frutificacdo e estigma curto foram sendo selecionadas, resultando na grande quantidade
de cultivares de elevado grau de autopolinizag&o.

De acordo com STEVENS & RICK (1986), foi no século passado que se deu inicio
ao programa de melhoramento genético do tomateiro, na Europa e também nos Estados
Unidos. A selecdo simples de ocorréncia natural, derivada dos cruzamentos entre as
variedades, foi praticada no melhoramento antes de 1925. O que ocorreu depois dessa data
foi o controle da hibridagdo com a selegdo, desenvolvendo novas variedades, elevando o
rendimento, a qualidade e os tracos de resisténcia e tolerancia a pragas e doencas.

O tomateiro possui atributos e caracteristicas desejaveis para um programa de
melhoramento de plantas visando obtencdo de hibridos como: facil cultivo, ciclo de vida
relativamente curto, grande quantidade de diversidade genética, atributos morfoldgicos
distintos e facilmente identificaveis, elevada autofertilidade e homozigose, grande
potencial reprodutivo, facilidade no manejo das polinizagdes controladas e hibridagGes,
com a disponibilidade de um grande nimero de variabilidade e mutacfes, grande
conhecimento de sua citogenética e, por fim, uma planta em condi¢fes normais de cultivo
pode obter de 5.000 a 25.000 sementes.

Os anos 90 foram relativamente um marco para a tomaticultura no Brasil,
decorrente dos varios avangos que impactaram no tomateiro de mesa. O principal deles foi

com a entrada de cultivares hibridas que produziram frutos com maior conservacdo pos-
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colheita, os tomates longa vida, desenvolvidos pela Agloflora no ano de 1988 com o
hibrido Débora VFN. Em consequéncia disso, o tomateiro de mesa obteve um ganho de
41% na sua produtividade e hoje o mercado de sementes de tomate longa vida representa
aproximadamente 55% de hibridos (NICK & SILVA, 2016).

As caracteristicas observadas no pacote tecnoldgico, que se define pelas
quantidades de qualificagdes que detém o hibrido comercial como suas resisténcias e
tolerancias a pragas e doengas, tolerancia a seca, entre outras; exigiu anos de pesquisas e
hibridacdo introgressiva. Os resultados desses avangos contribuiram para um “efeito de
gargalo” genético imposto pela autopolinizagdo, selegdo artificial e natural, endogamia de
genotipos e de uma grande mistura entre e dentro dos genotipos, observadas em alguns
estudos pelo mundo (RICK, 1991).

Contudo, as espeécies silvestres abasteceram nos ultimos anos os bancos de
germoplasmas com genes importantes para o avan¢co do melhoramento do tomateiro para
resisténcia a pragas e doencas, seu habito de crescimento, formato, entre varios outros, e
que agora, identificados e conhecidos por meio de marcadores moleculares e mapas
genéticos, contribuem para um avanco mais direcionado, controlado e especifico do
tomateiro cultivado (LIN et al., 2014).

Atualmente, o género Solanum secdo Lycopersicon possui doze espécies
catalogadas e identificadas com caracteristicas de planta herbacea, perene, de vida
relativamente curta e, dando énfase, as espécies selecionadas, em particular as seguintes:
Solanum lycopersicum, Solanum pimpinellifolium, Solanum peruvianum e Solanum
lycopersicum var. cerasiforme.

O tomateiro cultivado S. lycopersicum, por meio da pesquisa cientifica e do
melhoramento, sofreram indmeros processos de selecdo para as mais diversas
caracteristicas, como por exemplo, o formato de fruto com frutos redondos, alongados,
periformes e cores para vermelho, amarelo, laranja, chocolate, entre outras caracteristicas
como arquitetura da planta selecionando assim o tipo de crescimento indeterminado e
determinado e atualmente com mais uma op¢ao que sdo plantas com crescimento semi-
determinado.

Sobretudo, oque mais se intensificou com a hibridacdo artificial foram as
resisténcias a pragas e doencas, hibridos com maior tolerancia a salinidade, pos-colheita, e
mais uma infinidade de trabalhos que destacam a importancia da base genética existente e

os resultados satisfatorio que todas essas pesquisas trouxeram para o agricultor.



4.3 Hibridos duplos

Os hibridos séo progénies da hibridizacdo entre duas ou mais variedades de linhas
puras ou cultivares de polinizacéo aberta, constituindo-se como simples, duplos ou triplos.
A producdo de sementes a partir de dois hibridos F1 potencialmente produtivos € uma
estratégia comum em culturas de grdos, que busca ganho genético explorando a sua
heterose. Nao é tarefa facil identificar genétipos com desempenhos superiores, pois
possuem diferentes niveis de homogeneidade em decorréncia da segregacdo, mas essa
segregacao pode ser quantificada e previsivel (BROWN et al., 2014).

Hé anos esses estudos fazem parte de uma série de modelos estatisticos para definir
o0 melhor método para selecionar genotipos superiores e a cultura do milho sempre foi a
recordista nos estudos desse tipo de cruzamento. Ao elaborar um campo experimental para
testar o comportamento desses hibridos duplos supondo quatro linhagens (AxB) x (CxD),
avaliadas de modo que as informacOes geradas devem conter os dados de genitores. Do
inicio até suas progénies, 0 processo € gigantesco e trabalhoso, pois para um dialelo dessas
quatro linhagens, existe a possiblidade de gerar e avaliar seis materiais sem reciprocidade
(SPRAGUE, 1939; ECKHARDT & BRYAN, 1940; COCKERHAM, 1961,
EBERHARDT, 1964).

A heterose ou vigor hibrido € o fendbmeno em que o desempenho da geracdo F; é
superior quando comparado aos seus genitores. Criado por Shull no século XX, serve
como base para toda a producgdo de sementes comerciais. A maxima heterose é identificada
na geracao F1, apos é reduzida em razdo da endogamia. Dentre algumas hipoteses para a
explicacdo da ocorréncia da heterose estdo a dominancia e da sobredominancia.

Os individuos se desenvolvem com interacdo alélica de dominéncia ou pelo menos
de dominéancia incompleta. Os alelos inferiores ou deletérios sdo recessivos; caracteres
quantitativos sdo controlados por muitos genes, de tal modo, que a ideia principal pelo
cruzamento entre os individuos que apresentam diferenca nos locos, devido ao grande
namero de locos em heterozigose, a domindncia promove o desempenho da geracdo Fi
superior aos parentais, gerando assim vigor hibrido — heterose (RAMALHO et al., 2012).

Locos em heterozigose possuem comportamento superior quando relacionados a
locos homozigotos, a propria heterozigose seria responsavel pela heterose. Os hibridos F1
possuem em teoria 0 maximo de heterozigose. Contudo, a possibilidade de total contraste
entre dois individuos sdo coincidéncias que com os avangos da biologia molecular a

possibilidade dessa ocorréncia ndo é tdo convincente.



Merrell em 1975, com uma observagdo especifica da cultura do tomateiro para
tamanho de fruto, onde o cruzamento de duas linhagens, uma com poucos frutos de grande
calibre e outra com muitos frutos de calibre pequeno na geracdo Fi, originou frutos
intermediarios, alegando uma interacdo alélica aditiva, em que heterose é dada pela
interacdo dos genes dos dois caracteres decorrente da epistasia (RAMALHO et al., 2012).

Desse modo, poucos estudos envolvendo a utilizagdo de hibridos duplos, seu
desempenho e segregacdo para caracteristicas de interesse para 0 tomateiro sdo
encontrados na literatura. 1sso ocorre, possivelmente, devido a fatores que envolvem o
rendimento inferior de progénies para atributos principais como o de produtividade e de
pos-colheita, que impactam no destino final da pesquisa, ou seja, gerar informagdo com o
fim de um interesse comercial.

Junto a isso, ocorre a segregacdo dos genes de interesse como de quebra da
resisténcia a pragas e doencas, uniformidade para o tamanho e para o formato de fruto. A
falta de conhecimento especifico do comportamento em nivel molecular das qualidades
organolépticas e morfoldgicas do fruto podem a ser mais bem elucidados com o auxilio e a
implantacdo da biotecnologia nos processos de selecéo.

Tendo em vista alguns estudos sobre hibridos simples, duplos e triplos em
tomateiro os resultados para heterose sdo elevados em suas progénies, e para algumas
caracteristicas o potencial em selecionar hibridos duplos e triplos sdo vidveis. Porém, no
geral, os hibridos de cruzamento duplos sdo inferiores quando comparados aos hibridos
simples abrangendo o conjunto de parametros relacionados com rendimento, envolvendo
genitores superiores (AHMAD et al., 2011; FAROOQ et al., 2012; ASHAKINA et al.,
2015;).

4.4 Cruzamentos dialélicos

Os cruzamentos dialélicos sd@o todos 0s possiveis cruzamentos dentro de um
determinado grupo de genoOtipos. Permite a deteccdo de progenitores, cruzamentos
superiores e possibilita ao melhorista eleger qual o método de melhoramento genético mais
eficiente, além da possibilidade de estimar os diversos parametros genéticos.

Iniciado por Yates em 1947, a metodologia para as analises de variancia de tabelas
dialélicas foi sendo modificada e novas formas e modelos propostos surgiram, como de
Griffing em 1956 e Gardner e Eberhart em 1966 (OLIVEIRA et al., 1987)

A metodologia mais utilizada nos programas de melhoramento genético consiste na
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andlise de cruzamentos em pares entre genotipos, possibilitando aquisicdo de estimativas
de capacidade combinatdria, estimativas da heterose e do controle genético das
caracteristicas (MALUF, 2001; RAMALHO et al., 2012). Essa analise permite a opcéo de
testar um modelo fixo ou aleatorio e assim propér quatro méetodos de heranca dialélica:

= Primeiro modelo: inclui os genitores, hibridos F1 e seus reciprocos totalizando 2n;

= Segundo modelo: inclui genitores e hibridos Fy, totalizando = n + (¥2* n* (n-1));

= Terceiro modelo: considera hibridos F1 e seus reciprocos = n*(n-1);

= Quarto modelo: considera apenas hibridos F1= (*2 * n* (n-1)).

A andlise dialélica por meio do procedimento de GRIFFING (1956) cria a
possibilidade de se estimar a capacidade geral de combinacdo (CGC) e a capacidade
especifica de combinacdo (CEC) que foram definidas por SPRAGUE & TATUM em 1942,
Refere-se ao desempenho médio de uma linhagem em uma série de cruzamentos
associando os efeitos aditivos dos alelos, enquanto a outra, o desvio de um cruzamento
especifico em relagdo aos cruzamentos em geral, incluido aos efeitos dos desvios de
dominéancia (CRUZ et al., 2012).

Quando a estimativa de CEC ¢é superior a CGC, os efeitos ndo aditivos atuam na
expressdo génica da caracteristica, de tal modo que se tornam mais pronunciados que 0s
efeitos aditivos. Todavia, quando as estimativas de CGC e CEC apresentam valores
préximos, os efeitos aditivos e ndo aditivos sdo de mesma importancia na expressao génica
da caracteristica estudada (SPRAGUE & TATUM, 1942; CRUZ et al., 2012).

Para tais efeitos se refletirem no campo, diversos estudos ocorreram desde o
surgimento dos cruzamentos dialélicos e que comprovam a eficiéncia desse tipo de analise
para a identificacdo de gendtipos em potencial.

Alguns deles, em analise combinatoria na selecdo de linhagens de tomateiro em
hibridos do tipo italiano, de processamento e de mesa, identificaram as predominancias dos
efeitos génicos nas caracteristicas de producdo de fruto, massa média, didmetro,
conservacao poés-colheita, formacdo de frutos, teor de solidos sollveis e diversos outros
atributos. Os resultados favoreceram a obtencdo de linhagens superiores por meio de
selecdo de gendtipos em populagfes com segregacdo provenientes de combinagdes
hibridas (ANDRADE-JUNIOR et al., 2001; ANDRADE et al., 2014; FIGUEIREDO et al.,
2017).

Quando a selecdo é feita nas geracbes de elevada frequéncia heterozigdtica
acrescida da acdo génica, existe ainda a manifestacdo fenotipica do efeito de ambiente que

atua de forma direta ou indireta sobre o carater de rendimento e demais caracteres

10



agrondmicos importantes nessa selecdo. Estes fatores, juntamente com solo heterogéneo e
a dificuldade de selecdo de ambientes variados acabam em erro experimental, para isso, é
desejavel em geracbes com elevada frequéncia heterozigdtica, procedimentos
experimentais e estatisticos que possibilitem a particdo da variancia fenotipica em
componentes genéticos (BENIN et al., 2005).

Na atualidade, o avanco da era digital permitiu a utilizagdo de infinitas
possibilidades de analises estatisticas, comprovacao da fidelidade dos dados, confirmando
a maior confiabilidade dos resultados obtidos. Isso aumenta as chances de sucesso dos
programas de melhoramento genético e realiza experiéncias confidveis. Diante dessas
ferramentas digitais, parametros genéticos podem ser estimados e os fen6menos bioldgicos
interpretados, porque a criacdo intensiva de diferentes espécies e a complexidade dos
tracos mais importantes exige o uso de critérios de selecdo cada vez mais precisos (CRUZ,
2013).

4.5 Diversidade genética e recursos genéticos

Por décadas, o estudo envolvendo a escolha de progenitores de sucesso ho
programa de melhoramento genético esta relativamente associado na ampla variabilidade
genética decorrente da diversidade existente entre os genitores envolvidos. A quantificacdo
da heterose nos cruzamentos é a demonstracdo dessa diversidade genética. Ela também
pode ser observada mediante processos preditivos, tomando por base as diferencas
agrondmicas, fisiologicas e morfoldgicas entre genétipos dispensando a obtencédo prévia de
combinac6es hibridas (FALCONER, 1996).

Para auxiliar na classificacdo desses genétipos em grupos selecionando
progenitores com caracteristicas desejaveis de hibridacdo existe a possiblidade de um
agrupamento. A avaliacdo desse material genético disponivel, que por meio dessa
diversidade genética existente e baseada em evidéncias cientificas, sdo informagdes
importantes para elucidar fatores que levaram a evolucdo da espécie, sua localizacao e para
a realizacdo do intercambio de recursos genéticos existentes (SHIMOYA, 2002).

A espécie, em geral, é diploide (2n=2x=24). Seu centro de domesticacdo envolve
certas discussdes sobre o tema com duas hipdteses sendo a primeira do Peru com a
domesticagdo do Solanum lycopersicum e a segunda no México (NICK & SILVA, 2016).

Estudos sobre a realidade de como essa domesticacdo se sucedeu e como essa

introgresséo foi realizada durante todos esses anos ficaram ainda mais elucidadas com o
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advento de técnicas de caracterizagdo morfoldgica aliada com genotipagem por meio de
SNP’s. Tais técnicas promoveram uma classificacdo que decorreram a partir do S.
pimpinellifolium para S. lycopersicum var. ceraciforme regionalizados entre Equador e
Peru e sucedido por S. lycopersicum var. ceraciforme para Solanum lycopersicum var.
lycopersicum na América Central (MONFORTE et al., 2014; BLANCA et al.,2015; NICK
& SILVA, 2016).

Para tal, essa diversidade genética existente, foi mediada por genes de aumento de
massa média e segundo LIN et al. (2014) essa transicdo se desenvolveu como um fluxo
génico evolucionario de S. pimpinellifolium para S. lycopersicum var. cerasiforme e para S.
lycopersicum. Grande parte dos estudos envolvendo essa analise populacional se
complementa e cada vez mais se elucida no ambito de como essas trés espécies se
relacionam intensamente quando 0 assunto € a introgressdo de genes em suas formacoes
genéticas.

Como todo programa de melhoramento envolvendo interesses econémicos, 0
objetivo principal é a introgressdo de alelos que codifiguem caracteres de interesse
agrondmicos. A variabilidade, apesar das hibridacdes introgressivas ocorridas durante todo
esse tempo, mostra ndo ser realmente visivel, e uma das causas principais é o “efeito de
gargalo” que ocorre durante a domesticagdo de uma espécie, nesse caso o tomateiro. A
consequéncia disso tudo é o estreitamento da base genética, tornando essas espécies mais
vulneraveis a estresses bioticos e abidticos (FOOLAD, 2007; NICK & SILVA, 2016).

Essas introgressGes na estrutura genética da planta foram determinantes no rumo
seguido pelos programas de melhoramento. Iniciado pela identificacdo e selecdo de genes
nas espécies de interesse e sua importancia para determinar a constituicao desses bancos de
germoplasmas de acordo com os elementos formadores desses recursos.

Juntamente a isso, desencadeou-se um arraste no tocante aos genes oriundos dessa
introgresséo e decorrente permuta. Alguma delas, como a resisténcia a pinta preta, doenca
comum no tomateiro controlado por meio da interacdo de genes de efeitos menores e
influenciados pelo ambiente, identificados nas espécies Solanum habrochaites, S.
pimpinellifollium e S. peruvianum.

Doencas bacterianas, mesmo ndo sendo de resultados muito satisfatorios com
efetividade a campo, foram mapeadas nas espécies S. habrochaites, S. lycopersicon, S.
peruvianum, S. pennelli e no S. pimpinellifollium. Para nematoides tem sido usado
extensivamente para o desenvolvimento de cultivares de tomateiro resistente o S.
peruvianum, acesso Pl 128657 (NICK & SILVA, 2016).
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4.6 Marcadores na cultura do tomateiro

Os marcadores sdo ferramentas importantes quando se busca caracterizar um
determinado gendtipo, caracterizados como morfoldgicos, bioquimicos, de DNA e de
RNA. A era da gendmica oferece para uma selecdo com maior precisdo e direta nas
culturas contemporaneas a possibilidade da leitura do seu genoma determinadas na criacéo
de novidades tecnologicas de sequenciamento genético e nas abordagens dessas
ferramentas com grande aplicacdo no melhoramento genético e sua importancia como
ferramenta de selecdo (LIN et al., 2014).

N&o obstante, na cultura do tomateiro, organismo modelo, a primeira cultivar
sequenciada a Heinz 1706, abriu um leque de possibilidades quando envolve a combinacao
de métodos tradicionais com as inumeras ferramentas biotecnol6gicas nos programas de
melhoramento para obtenc@o de novas cultivares, diminuindo um dos principais gargalos
do setor que é o tempo (THE TOMATO GENOME CONSORTION, 2012; NICK &
SILVA, 2016).

A influéncia do ambiente no melhoramento genético € o fator onde permeia todas
as decisdes para se determinar a viabilidade ou ndo de um determinado gen6tipo produtivo,
seu local para desenvolvimento, seu lancamento como novo material de mercado e como
age em suas caracteristicas morfo-agrondémicas.

Com o avanco da genética molecular, as reacdes que envolvem o melhoramento em
laboratério passaram a fazer parte das tomadas de decisGes antes mesmo do material ser
testado no campo, e principalmente, os marcadores de DNA se tornaram uma fundamental
ferramenta do melhoramento genético na cria¢do de novos hibridos.

Para que se tenha qualidade de extracdo do DNA para desenvolver as analises
necessarias, a técnica eficiente para isolar o material genético que ndo contenha
contaminantes e em quantidade é elemento principal. Aliado a isto, as técnicas de leituras e
identificacdo do polimorfismo presente ou ausente no produto da amplificacdo cada vez
mais se consolidam e demonstram sua importancia para identificar a variabilidade
existente dentro de uma populacdo de plantas cultivadas ou silvestres, como a das
Solanaceas (MULLIS & FALOONA 1987; ZIETKIEWICZ et al., 1994; PREVOST &
WILKINSON, 1999; SHARMA et al., 2008)

Na cultura do tomateiro, 0 avanco obtido pela utilizacdo da genémica, se refletiu de

modo muito positivo para o melhoramento da espécie. Houve um resgate de toda a heranga
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genética que ainda detém os materiais silvestres, como sendo uma ferramenta para insercdo
de genes de interesse desses genotipos.

De outro lado, a possibilidade de estudos relacionados com a identificacdo de uma
parte da historia de alguns genomas coletados pelo Mundo, sendo eles, S. pimpinellifolium,
S. lycopersicum var. cerasiforme e S. lycopersicum, dez resistentes a doencas e alguns
hibridos comerciais, elaborando um minucioso sequenciamento de 360 gendtipos que
geraram um conjunto de dados SNP’s (Single nucleotide polymorphisms) disponibilizaram
para 0 melhoramento e reproducdo do tomateiro uma série de informacgdes importantes
(LIN et al., 2004).

Estudos como esse reforcam uma teoria, obviamente, que de longo prazo, da
reestruturacdo ou redefinicdo do que atualmente é o tomateiro contemporaneo, afinal, esse
sequenciamento e a criacdo dos mapas facilitam a separacdo de genes de caracteristicas
favoréveis por meio de selecdo assistida.

Desde quando SOLLER & BECKMANN (1983) utilizaram os marcadores
moleculares no melhoramento de plantas o avango que se observa € rapido e preciso, pois
esses segmentos de DNA fisicamente ligados que determinam caracteristicas de interesse,
podem ser evidenciado por métodos que combinam enzimas de restricdo com hibridizacao
entre sequéncias complementares de DNA como a técnica PCR (polymerase chain
reaction). Esse recurso, de certo modo, ilimitado em ndmero, de facil deteccdo e com
heranca simples e previsivel e ndo afetado pelo meio, pode ser utilizado para diversos fins
(ALZATE-MARIN, et al., 2005).

4.7 Marcadores moleculares no melhoramento do tomateiro

A vantagem é sua reprodutibilidade, pois seguem como caracteristica principal a
heranca mendeliana de marcadores dominantes. A técnica de ISSR é um método que é
baseado em PCR, envolve a amplificacdo do segmento de DNA presente a uma distancia
amplificavel entre duas regides repetidas de microssatélites idénticas orientadas em direcdo
oposta. As repeticdes de microssatélites usadas como iniciadores podem ser di-nucledtidos,
tri-nucleotideos, tetranucleotidos ou penta-nucleotideos, geralmente com 16 a 25 pb de
comprimento.

A Selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) j& faz parte do vocabulério
do melhoramento genético de muitas culturas de interesse econdmico, devido a sua

correlagdo existente entre a selecdo de uma determinada caracteristica com a base no
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gendtipo do marcador (NICK & SILVA, 2016).

Mas segundo FOOLAD & PANTHEE (2012) os resultados dessas sele¢cdes e como
a utilizacdo dessas novas tecnologias tem proporcionado resultados nos programas de
melhoramento genético do tomateiro estdo de posse das empresas do setor privado,
dificilmente essas informagdes chegam até a literatura, criando um vazio de informacéo da
eficiéncia dessas hibridagdes por introgressdo no ambito do conhecimento cientifico, seus
beneficios, suas conquistas e seus fracassos.

Com o aumento da aplicacdo da biotecnologia, os custos dessa aplicacdo em
comparacdo aos anos anteriores sao bem menores e diminuem cada vez mais com o passar
do tempo. No entanto, longe de ser ainda uma implantacdo que envolva custos
relativamente baixos quando aplicados diretamente pelo empregador.

A utilizacdo da SAM, para fins de aumento da precisdo e da eficiéncia na selecéo,
promove uma visdo dos marcadores pelo controle da variacdo fenotipica envolve somente
a variagdo genética dos individuos, ndo havendo fator ambiente, porém, sua eficiéncia e
observada em programas em que as caracteristicas de interesse sao de controle monogénico
(FOOLAD, 2007).

No tomateiro é comumente utilizada para avaliacdo de pureza de hibridos por meio
de screening nos germoplasmas, identificando resisténcia a doencas, a pragas, na qualidade
de frutos e retrocruzamentos assistidos, e principalmente, observando o controle genético
da caracteristica de interesse, como exemplo pratico para critério de selecdo para
resisténcia a nematoides, o marcador isoenzimatico APS™. O tomateiro possui 27 mapas
genéticos determinantes para a aplicacdo constante desses marcadores dentro dos
programas de melhoramento da cultura. As plataformas atuais que disponibilizam os
recursos gendmicos do Solanum lycopersicum estdo a Sol Genomics Network, que
armazena e disponibiliza informacGes de recursos genémicos, genéticos, transcritos
fenotipicos das Solanaceas (BOMBARELY et al., 2011).

Estudos como de WOLFE et al. (1998) e REDDY et al. (2002) reforcam a
qualidade e precisdo de se testar variabilidade genética em plantas cultivadas por meio de
marcadores ISSR, devido a varios fatores, entre eles: pequenas quantidades de DNA
podem ser usadas; pequenos volumes de reacdo e quantidades de enzimas sdo necessarias
para PCR; variabilidade dos padrdes de bandas; facilidade de score dos padrdes de bandas
sem necessidade de aparelhos sofisticados para leituras e apresentam niveis mais altos de
polimorfismo quando comparados a outros tipos de marcadores .

Diversas sdo as aplicagdes dos marcadores ISSR’s na cultura do tomateiro. Uma
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delas para identificar divergéncia genética entre genotipos TIKUNOV et al. (2003)
utilizaram nove de quatorze primers para distinguir todas as espécies de tomateiro
analisados em seu estudo, originando uma arvore filogenética das cinco espécies de
tomateiro.

Identificar marcadores moleculares para qualidade de frutos e como alteragdes
ambientais como altas temperaturas podem ser previstas e identificadas através da
alteracdo genética na planta, fazem parte de alguns estudos proporcionados pela aplicacao

de marcadores no melhoramento genético (LIN et al., 2010).
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5. CAPITULO I

CAPACIDADE DE COMBINACAO E HETEROSE DE HIBRIDOS F1 E
DIVERGENCIA GENETICA POR MARCADORES MOLECULARES ISSR EM
TOMATEIROS.

5.1 Resumo

O objetivo foi determinar a capacidade de combinacdo e a heterose de hibridos F1
comerciais relacionando com a diversidade genética dos genitores por meio de marcadores
moleculares. O experimento foi conduzido em blocos casualizados, contendo 23 genotipos
(6 Hibridos F1 comerciais, 15 Hibridos duplos (HD) e 2 testemunhas) com trés repeticdes,
totalizando 69 tratamentos. Foram avaliadas caracteristicas relacionadas a producao total
(PT) e comercial (PC), massa média (MM), diametro equatorial (DE), comprimento
longitudinal (CL). Foram utilizados primers ISSR para estimar a divergéncia genética entre
0s genitores por meio do coeficiente de similaridade de Jaccard. O método de agrupamento
utilizado foi UPGMA. A capacidade geral de combinacdo (CGC) foi significativa para
todas as caracteristicas avaliadas indicando predominéncia de efeitos génicos aditivos.
Com relacdo a capacidade especifica de combinacdo (CEC), esta foi significativa apenas
para PT, PC e IC oque evidencia que os efeitos génicos ndo aditivos foram expressivos
apenas para essas caracteristicas. Os resultados médios de heterose no geral indicaram uma
expressao muito menor para essas caracteristicas em HD. O melhor cruzamento que indica
a melhor combinacdo hibrida é (Dominador x Compack) por apresentar valores positivos
nas estimativas de CGC e CEC. Individualmente, Dominador e Compack obtiveram
valores positivos para PT e PC, MM e DE para estimativas gi. A similaridade entre os
genotipos gerou o dendrograma separando 0s gendtipos em trés partes. O primeiro um
grupo formado por 4 hibridos, Dominador e Aguamiel mais similares, com proximidade ao
hibrido simples Plutdo e mais distante no grupo o hibrido Pietra. O segundo isolado
Compack e o terceiro e mais distante o Forty. A relacdo entre marcadores moleculares e 0s
resultados obtidos com a CGC, CEC e a heterose no campo experimental se relacionaram
de maneira solida, indicando que a utilizacdo dos marcadores como ferramenta para a
selecdo e diferenciacdo de genotipos no pré-melhoramento é bastante importante.

Palavra-chave: Solanum lycopersicum, dialelo, melhoramento, hibridos duplos.

5.2 Introducao

Identificar e explorar a diversidade presente nos gendtipos de tomateiro comercial,
além de fornecer base de informacéo para os programas de melhoramento genético, auxilia
na diminuicdo de gargalos provocados pela intensa introgressdo de genes de importancia
agrondmica ocorrida no ultimo século. A agricultura moderna avanca na area da genémica
para 0 melhoramento das espécies enfatizando a produtividade, resisténcia a estresses
bidticos e abioticos e trazem questionamentos sobre a eficiéncia do melhoramento em

longo prazo e perguntas relativas a hibridagdo introgressiva de genes agindo diretamente
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na alteragdo do tomateiro (FOOLAD, 2007).

Desde inicio de sua domesticacdo até meados do seculo passado, caracterizava a
exploracdo da variabilidade dos materiais silvestres utilizados na sua base genética, uma
fracdo muito pequena quando comparada a variabilidade inicial disponivel e inserida nas
caracteristicas das plantas comerciais. Essa historia acaba mudando de figura com a
hibridacédo artificial que impulsionou a agricultura com a possibilidade de transferir esses
tracos Uteis do banco de gendtipos existente e que foram perdidos em alguma fase dessa
linha de tempo (MILLER & TANKSLEY, 1990).

A producdo mundial de tomate foi alavancada por essas modificacOes, a adocao de
cultivares hibridas, além de serem mais produtivas, quando comparadas as cultivares de
polinizacdo aberta, possuem um pacote tecnoldgico. O pacote tecnologico, no contexto
geral, inclui diversos atributos como uniformidade, qualidade organolépticas do fruto,
resisténcias, pos-colheita, precocidade, entre varios outros (NICK &SILVA, 2016).

O conhecimento dessas caracteristicas de producédo, a capacidade combinatdria e a
heterose proporcionam escolher de acordo os parentais divergentes envolvidos nesse
esquema de cruzamentos dialélicos e gera informacdes para o futuro identificando hibridos
superiores.

Pesquisas com melhoramento genético podem influenciar diretamente na tomada de
decisdo em diferentes partes componentes da cadeia econdbmica do tomateiro de mesa,
trazendo beneficios diretos na diminuicdo dos custos de producdo, na conservacdo e
disponibilizagdo de novos geno6tipos.

A distingdo por meio de marcadores moleculares fornece a diferenga genética
existente entre 0s geno6tipos estudados e a caracterizacdo morfo-agrondmica quantitativa e
qualitativa demonstra o desempenho e padrGes fenotipicos do campo experimental.
Marcadores moleculares sdo ferramentas poderosas que auxiliam na tomada de decisdo
antes mesmo dos gendtipos irem a campo para serem testados. Para tal, o marcador
demonstra sua eficiéncia quando é capaz de diferenciar individuos dois a dois
(GRATIVOL et al., 2011).

Aliado a resultados expressivos no campo experimental, as tomadas de decisdes se
tornam concretas e decisivas. Com esse propdsito desenvolveu-se o trabalho com o
objetivo de determinar a capacidade de combinacgéo e a heterose de hibridos F1 comerciais
relacionando os cruzamentos obtidos com a diversidade genética entre 0s genitores por

meio de marcadores moleculares.
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5.3 Material e métodos

5.3.1 Campo experimental

O experimento foi conduzido durante os meses de fevereiro de 2016 a maio de
2017 na érea experimental do Nucleo de Pesquisas em Hortalicas — NUPH e no
Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO)
localizada no municipio de Guarapuava — PR (25°22°59”S e 51°29°43”W) e altitude 1.100
m o clima da regido € classificado como Cfb, segundo Koppen, solo do tipo Latossolo
Vermelho Distroférrico.

Os genotipos utilizados no campo experimental foram desenvolvidos a partir de
hibridos simples de tomateiro de mesa estdo descritos na Tabela 1.1
Tabela 1.1 Hibridos F1 de tomateiro de mesa comercial utilizados no campo experimental com a qualificacéo

da resisténcia, tolerancia, o tipo de tomate comercial e o tipo de crescimento do tomateiro. Guarapuava — PR.
UNICENTRO, 2018.

Nome Comercial

Empresa

Resisténcia/Tolerancia Tipo

Vdi, Fol:1/2, ToMV estirpe 1,

Caqui

Pietra™ Sakata Seeds Sudamérica® Mi: 1/2/3/4, Mj TSWV Indeterminado
ToMV:0-2,TSWV, Fol:1,2, Caqui
Compack™ Monsoy® For, Va:1, Vd:1, Ma, Mi, Mj Indeterminado
Val, Fol: 1/2, For Caqui
Cf: a/b/c/dle, Es, Pst, Cb, Indeterminado
Forty™ Syngenta® ToMV, TSWV, Mi, Mj, Ma
Fol: 0,1, For, Ma, Mi, Mj, Caqui
Dominador Agristar® ToMV, TYLCV, Vae Vd Indeterminado
ToMV, Va: 0, vd: 0, Fol 0,1,2, Santa Cruz
. . . . SI, TSWV: 0; IR: Ma, Mi, Mj, Indeterminado
Aguamiel™ Vilmorin Brasil® TYLCV
Va, Vd, Fol 1/2, ToMV, Mi, Italiano
Plutdo™ Blueseeds® Mj, Ma Indeterminado
Va:l, Vd:1, Fol %, ToMV, Cf. Caqui
*Alambra™ Clause® a/b/c/dle, Ma, Mi, Mj Indeterminado
*Pizzadoro™ Nunhems® ToMV; Vd: 1; Fol 0/1; Mi, Mj, Italiano

Ma; Pst

Indeterminado

Vd: Verticillium dahliae; Va: Verticillium albo-atrum; Fol: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; For: Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici; ToMV: Tomato mosaic virus; Mi: Meloidogyne incdgnita; Mj: Meloidogyne javanica; TSWV: Tomato spotted wilt
virus; Cf: Cladosporium fulvum; Es: Stemphylium solani; Pst: Pseudomonas syringae pv tomato; Ch: Clavibacter michiganensis subsp.
Michiganensis; TYLCV: Tomato yellow leaf curl virus. *Testemunhas 1 e 2 do experimento.

Foram desenvolvidos os cruzamentos por hibridizacdo artificial em casa de

vegetacdo entre os Hibridos F1 comerciais. Posteriormente, foi realizada selecdo para o
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campo experimental dos genitores e organizados conforme os cruzamentos obtidos (tabela
1.2).

Na primeira etapa foi realizada a hibridacéo artificial, dispostas em linha, as plantas
denominadas maternas eram marcadas com fio de 1a de cores diferentes para cada flor que
recebia pblen de ordem paterna, acompanhados até o momento da retirada e tratamento das
sementes, que apos tratadas, foram acondicionadas em saco de papel e ambiente
controlado, marcados de forma que, o primeiro numero correspondia a planta que fora
receptora de polen: gendtipo materno; o segundo nimero doador do polen: genotipo
paterno conforme (Tabela 1.2). Essa primeira etapa foi de margo de 2016 até julho de 2016

para a obtencdo dos genétipos do dialelo a campo.

Tabela 1.2 Cruzamentos entre os hibridos F; de tomateiro de mesa com a rela¢do entre receptor e doador de
polen e seus cruzamentos originados em casa de vegetacdo, Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

NHD*  Progenitor materno Progenitor paterno Cruzamento
1. P2 Compack™ P1  Pietra™ 2x1
2. P3 Forty™ P1  Pietra™ 3x1
3. P3  Forty™ P2  Compack™ 3x2
4, P4 Dominador™ P1  Pietra™ 4x1
5. P4 Dominador™ P2  Compack™ 4x2
6. P4 Dominador™ P3  Forty™ 4x3
7. P5 Aguamiel™ P1  Pietra™ 5x1
8. P5 Aguamiel™ P2  Compack™ 5x2
9. P5 Aguamiel™ P3  Forty™ 5x3
10. PS5  Aguamiel™ P4  Dominador™ 5x4
11. P6 Plutao™ Pl  Pietra™ 6x1
12. P6  Plutio™ P2  Compack™ 6x2
13. P6  Plutdio™ P3  Forty™ 6x3
14, P6 Plutao™ P4 Dominador™ 6x4
15. P6 Plutdo™ P5 Aguamiel™ 6x5

*NHD: Numero de hibridos duplos de tomateiro de mesa.

No campo experimental foi utilizado delineamento de bloco com os tratamentos ao
acaso, com 23 gendtipos em trés repeticdes, totalizando 69 parcelas. A semeadura foi
realizada no dia 10 de dezembro de 2016 em bandejas de poliestireno com 128 células e
substrato comercial, conduzidas em casa de vegetacdo durante o periodo de 30 dias.

Durante esse periodo foram irrigadas com microaspersdo automatica duas vezes ao
dia por aproximadamente 5 (cinco) minutos. Os canteiros foram levantados com
encanteirador elevando o camalhdo a aproximadamente 35 cm de altura por 1,20 m de
largura e 35 m de comprimento.

Foi colocado o mulching e as linhas duplas de gotejo para irrigagéo e fertirrigacéo e
utilizado cano pvc para o corte das covas no mulching e o transplante das mudas no campo

experimental realizado dia 10 de janeiro de 2017.
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5.3.2 Tratos Culturais

Conforme andlise de solo realizou-se a calagem buscando a correcdo pelo método
de V% de acordo com a andlise contida na (Tabela 1.3.) com V% = 80, portanto, na area
experimental foi utilizado calcério calcitico para correcdo da relagdo entre Ca:Mg.

O aporte inicial foi realizado de acordo com o Manual de Adubacéo do Rio Grande
do Sul, com adic¢&o no sulco da linha de gotejo 100 kg N ha, 460 kg de P20s ha™* e 400 kg
ha! de K,0, com 2/3 antes do transplantio e o restante aplicado na cova ao redor da planta,
proximo ao colo, 35 dias apds o transplantio. Para o aporte inicial foram utilizados as
fontes sulfato de amodnio (21% N), super fosfato simples (18% P.Os + 12% Ca) e cloreto

de potassio (61% K>0). Durante todo o ciclo foi utilizado na fertirrigagdo o produto PG

mix™ 14-16-18 da Yara®.

Tabela 1.3 Anélise de solo da area experimental do dialelo de tomateiro de mesa. Guarapuava — PR.
UNICENTRO, 2018.

Area do CEDETEG Data: 05/09/2016
P Complexo (cmmol/dm?)
pH Mo
Mehlich K Ca Mg Al H+Al SB CTC
230255 Tomate CaCl, g/dm?
mg/dm? pH7
4,7 37,3 3,7 0,29 22 1,6 0,3 5,02 4,11 9,13
Saturagdes (%) mg/dm? Relagao entre cations
V% M% Ca Mg K S B Fe Cu Mn Zn Ca/Mg Ca/K Mg/K
45 7,0 24,3 17,5 32 74 0,27 38,1 0,8 16,5 1,8 1,4/1 7,71 5,5/1

Fonte: Laudo técnico elaborado pela Tecsolo®.

A irrigacdo foi realizada com duas linhas de gotejo por canteiro, espacados 0,2 cm
com vazdo de 450 litros/hora conectados a uma caixa d’agua com capacidade para 5.000 L
e divididos em duas partes para homogeneidade de distribuigcdo por gravidade.

Para a tutora dos tomateiros foram colocados palanque em cada linha de plantio na
altura de 1,80 m com arame liso de bitola 17 mm com suporte de bambu a cada 5 plantas.
Para a tutora dos genotipos foi disposto dois fitilhos por planta para a condugédo de dupla
haste por planta.

Foram feitas duas capinas manuais no ciclo todo nos corredores e foi utilizado o
controle com agroquimicos para o controle de insetos-praga e doencas seguindo as
recomendacdes para a cultura. Foi realizada a adubacdo foliar com Calcio e Boro e a
fertirrigacao utilizando o produto da YARA PG mix™ 14-16-18.
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5.3.3 Caracteristicas avaliadas

Ao total foram realizadas seis colheitas durante o experimento. O ponto de colheita
foi quando no minimo 80% do fruto apresentava coloracdo vermelha. Na primeira e
segunda colheita, os frutos foram pesados com auxilio de balanga digital e medidos
individualmente, com auxilio de paquimetro digital: o didmetro equatorial, comprimento
longitudinal e didmetro da insercédo de peddnculo.

Nas demais colheitas os frutos foram classificados conforme determinagéo
comercial moderna nas classes assim designadas com a relagdo entre o didmetro
longitudinal e o didmetro equatorial, divididos em formato tipo | menor que 0,90 (Caqui),
Il entre 0,90 e 1,00 (Saladete), Il entre 1,00 e 1,15 (Santa Cruz) e IV maior que 1,15
(Italiano) e, por fim, pesados e quantificados também os frutos com defeitos, deformados e
amarelos.

As caracteristicas produtivas foram quantificadas da seguinte forma: produtividade
total (PT) calculado pelo somatorio total do peso dos frutos colhidos em cada parcela (kg
ha1); produtividade comercial (PC) pelo peso total dos frutos comerciaveis descartando os
frutos com defeitos e amarelos distribuidos na parcela quantificados em (kg ha); massa
média (MM) totalizado entre a relagdo do peso total dos frutos colhidos divididos pela
quantidade de frutos produzidos (g fruto®); diametro equatorial (DE) aferido pelo diametro
da regido equatorial de cada fruto (mm); comprimento longitudinal (CL) aferido pelo
didmetro entre o pedinculo e a terminacdo do fruto (mm); altura de primeira penca (APP)
altura entre a primeira penca com frutos e o colo da planta (cm) e didmetro peduncular

(DP) obtido pelo diametro da cicatriz peduncular do fruto (mm).

5.3.4 Dados Morfo-agronémicos

Para as analises estatisticas foram utilizados os programas: Statistica® para
standardize dos dados, Cluster e componentes principais e, bem como as analises de
normalidade por Shapiro Wilk (p<0,05). SISVAR® para o teste de Analise de Scott-Knott,
Genes® para as analises de Variancia (ANAVA), para as defini¢cbes de capacidade geral de
combinacdo (CGC), capacidade especifica de combinacdo (CEC) e heterose. Estimaram-se
0s erros associados aos tratamentos para PT, PC, PM, DE, CL, APP e DP. Posteriormente,
submeteram os erros ao teste da andlise de variancia, visando testar a normalidade por

Shapiro Wilk (p<0,05). Constatado a aptiddo do erro submeteram-se os valores a analise de
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variancia. O modelo estatistico segue descrito abaixo:
Yij = mg + ti + bj + ejj em que:
Yij: € o valor observado para a varidvel em estudo referente ao tratamento i no bloco j;
mg: média geral; ti : é o efeito do tratamento i;
bj: € o efeito do bloco j;

eij: € 0 erro associado a observagdo Yj;

5.3.5 Extracdo de DNA e Analises PCR

Foram conduzidos no laboratorio de Genética e Biologia Molecular Vegetal da
Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO) durante os meses de maio de 2017
a janeiro de 2018. Inicialmente coletaram-se foliolos de tomateiro, que foram levados até o
laboratério, onde se procederam a extracdo e quantificacdo do DNA, PCR e andlise dos
géis. Os genotipos utilizados para a extracdo do DNA foram os pais do campo
experimental no desenvolvimento do dialelo sendo eles: (Pietra™) da empresa Sakata
Seeds Sudamérica®; (Compack™) da empresa Monsoy®; (Forty™) da empresa
Syngenta®; (Dominador™) da empresa Agristar®; (Aguamiel™) da empresa Vilmorin
Brasil®; (Plutdao™) da empresa Blueseeds®.

Para a extracdo do DNA foram utilizadas folhas jovens das plantas coletadas e
armazenadas em nitrogénio liquido até o momento da extracdo do DNA. Na extracdo do
DNA foi utilizado o método proposto por Sharma et al. (2008). O tecido vegetal foi
esmagado com o auxilio de nitrogénio liquido até a obtencdo de um pé fino. Em
microtubos contendo 100 mg de tecido macerado foi adicionado 1mL de tampédo de
extracdo composto por: 20mM EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético), 100mM Tris-
HCI pH 8,0 (Tris, hidroximetil, aminometano), 2M NaCl (Cloreto de s6dio), 2% CTAB
(Brometo de cetil trimetilamonio), 2% PVP (Polivinolpirrolidona) e 2% de pB-
mercaptoethanol. Foram adicionados as amostras 5uL de proteinase K (10 mg/mL) e as
mesmas foram incubadas a 37 °C por 30 min. Em seguida os microtubos foram levados ao
banho-maria a 65 °C por 30 min. O DNA foi separado da solugdo por precipitacdo com
fenol:cloroférmio:alcoolisoamilico (25:24:1) e centrifugacdo. Posteriormente, foram
adicionados 200puL de NaCl (Cloreto de Sédio) 2M contendo 4% de PEG (Polyethylene
Glycol) e as amostras foram incubadas a 4 °C por 15 min. As amostras foram submetidas a
centrifugacgdo e o sobrenadante foi isolado. O DNA foi precipitado pela adi¢do de 400uL

de isopropanol gelado e as amostras foram incubadas a -20 °C por 20 min. Duas lavagens
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com 200uL de etanol 75% e 0,1 volumes de acetato de sdédio 3M foram realizadas para
obtencdo de um material genético com alto grau de pureza. Ap6s a extracdo, o0 DNA foi
ressuspendido em 50uL de TE (10mM Tris-HCI; pH 8,0; 1ImM EDTA), tratado com
RNAse a 10 mg/mL-1, incubado a 37 °C por 30 min e armazenado a -20 °C até o uso. A
quantificacdo do DNA e confirmacéo da sua integridade foi realizada por eletroforese em
gel de agarose 0,9% corado com brometo de etidio (0,5 pg mL-1). Como padrdo foram
utilizadas concentragdes conhecidas do DNA Fago A (50 e 100 ng).

Para as analises foram testados 9 primers ISSR. As reacdes de amplificacdo do
DNA de cada genotipo via PCR foram conduzidas em um volume final de 12,5 pL
contendo: 20 ng de DNA; 0,2uM de primer; 200 uM de cada dANTP; 1,5 mM de MgClz e 1
U de Tag DNA Polimerase e 1X de tampao para PCR. Termociclador foi programado para
uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45s,
temperatura de anelamento dos primers por 45s e 72°C por 90s, e por fim 72°C por 5
minutos para extensdo final dos fragmentos. Os produtos de amplificagdo foram resolvidos
por eletroforese em gel de agarose 1,8% corado com brometo de etidio (0,5 pg mL-1). Para
determinacdo do tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de peso
molecular DNA Ladder 100 bp. O resultado da eletroforese foi visualizado em luz UV e
fotodocumentador digital.

5.3.6 Analises estatisticas

A partir da leitura dos géis foi gerada uma matriz binaria em que os individuos
foram genotipados quanto a presenca (1) e auséncia (0) de bandas, dando origem a matriz
para célculo da divergéncia genética, estimada pelo coeficiente de Jaccard, utilizando o
Software NTSYSpc 2.1. A formacdo do dendograma teve como principio o método de

agrupamento de médias aritméticas ndo ponderadas (UPGMA).

5.4 Resultados e discussao

5.4.1 Atributos agrondmicos gerais de producao

Houve diferenca estatistica em todas as caracteristicas avaliadas de acordo com o

teste F (p<0,01) (Tabela 1.4.) e significativo em todos os atributos avaliados. E pelo teste

de Scott-Knott (Tabela 1.4a.) com F (p<0,05) no minimo dois hibridos séo diferentes
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estatisticamente em todos os atributos avaliados.

Tabela 1.4 Analise de variancia (ANAVA) com valores de quadrado médio (QM) para caracteristicas morfo-
agrondmicas aferidas a campo de hibridos duplos de tomateiro de mesa avaliados em Guarapuava — PR.
UNICENTRO, 2018.

QM
Fv GL PT PC MM
Tratamentos 22 668,12 ™ 650,72 2.620,17™
Blocos 2 47,43 64,38 7,23
Residuo 44 57,27 69,81 411,25
Total 68 - - -
CV (%) - 12,15 14,29 12,75
QM
Fv GL DE CL APP IP
Tratamentos 22 195,68 ** 76,70 105,84 27,727
Blocos 2 3,54 0,82 16,72 5,53
Residuo 44 15,65 25,11 12,18 1,21
Total 68 - - - -
CV (%) 5,87 8,03 7,54 8,60

*

* significativo pelo teste de F (P<0,01). PT: Produtividade total; PC: Produtividade Comercial; MM: Massa média; DE:
Diametro equatorial; CL: Comprimento longitudinal; APP: Altura de primeira penca e IP: Insercdo de peddnculo. FV:
Fonte de variacdo; GL: Grau de liberdade; CV: Coeficiente de variagao.

Para os atributos de produtividade total o destaque € para 0s cruzamentos entre pais
(Aguamiel x Compack) com 86,92 t hal e (Dominador x Compack) 85,19 t ha que
obtiveram maior média, com observacdo também para a produtividade total dos genitores,
Aguamiel e Compack que obtiveram a segunda maior média de produtividade total,
diferindo estatisticamente das duas testemunhas o Pizzadoro e o Alambra (Tabela 1.4a.).

Na produtividade comercial, oito cruzamentos obtiveram meédias superiores as
testemunhas: (Forty x Pietra); (Dominador x Pietra); (Dominador x Compack);
(Dominador x Forty); (Aguamiel x Pietra); (Aguamiel x Compack); (Aguamiel x Forty);
(Aguamiel x Dominador). Forty e Plutdo obtiveram médias de produtividade total e
comercial inferiores aos cruzamentos e as testemunhas, diferindo estatisticamente de todos
0s gendtipos avaliados (Tabela 1.4a.).

Para o atributo massa média, o destaque é para os cruzamentos (Compack x Pietra),
(Forty x Pietra), (Forty x Compack) e (Dominador x Compack) que obtiveram maior massa
média dos cruzamentos avaliados com 191,55 g fruto®, 205,02 g fruto, 187,05 g fruto™ e
205,96 g fruto?, respectivamente, bem como os genitores, Dominador e Compack, que
obtiveram médias superiores as testemunhas, diferindo estatisticamente, nesse atributo, do
restante do campo experimental com 188,20 g fruto™ e 192,00 g fruto™.

O cruzamento (Plutdo x Aguamiel), Plutdo e a testemunha Pizzadoro foram os

gendtipos com menor média no atributo massa média com 100,31 g fruto™, 105,64 g fruto
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e 110,49 g fruto™ (Tabela 1.4a.).

Tabela 1.4a Médias dos genitores hibridos F1 e dos hibridos duplos relativos aos caracteres de fruto de
tomateiro de mesa produzidos em Guarapuava, PR. UNICENTRO, 2018.

< PT PC MM DE CL APP IP
HIBRIDOS tha? tha! (gfrutol) (mm) (mm) (cm) (mm)
Compack x Pietra 56,14c 43,73b 19155a 76,72a 57,38b 4593b 1424c
Forty x Pietra 7390b 71,11a 20502a 77,09a 61,16b 4891a 16,03b
Forty x Compack 5458c 53,84b 187,06a 765la 6572a 4911a 14/45c
Dominador x Pietra 67,83b 66,27a 167,19b 71,48b 56,41b 4654b 14,83b
Dominador x Compack 85,19a 83,03a 2059a 784la 60,14b 48,25a 1595hb
Dominador x Forty 66,78 b 65,88a 16529b 6931b 59,00b 51,43a 1493b
Aguamiel x Pietra 76,38b 71,82a 162,02b 6509c 59,82b 4427b 1361lc
Aguamiel x Compack 86,92a 76,78a 159,75b 69,06b 64,35a 47,61a 11,18d
Aguamiel x Forty 67,67b 60,89a 1388lc 6434c 6166b 5023a 13,08c
Aguamiel x Dominador 70,23b 6586a 139,33c 6383c 6368a 4540b 945e
Plutfo x Pietra 58,65¢c 48,14b 153,28c¢c 6591c 6353a 43,11b 1422c
Plutdo x Compack 51,20c 47,11b 14465c 6289c 66,57a 4488b 1225¢c
Plutdo x Forty 61,88c 53,79b 149,16c 63,80c 6853a 4227b 11,27d
Plutdo x Dominador 52,00c 47,84b 146,18c 6195c 63,23a 4184b 859e
Plutdo x Aguamiel 56,00c 49,96b 100,31d 5068d 71,83a 4250b 7,75e
Pietra 58,36 ¢ 56,21b 16529b 7144b 5507b 50,60a 15,13b
Compack 68,93b 6545a 188,20a 7562a 5796b 4500b 1392c
Forty 2944d 2720c 17847b 7401a 59,08b 49,19a 13,75¢c
Dominador 7407b 7246a 192,00a 7392a 59,24b 5050a 19,55a
Aguamiel 846l1a 8083a 13501c 61,70c 6965a 504la 7,36¢e
Plutdo 30,21d 29,87c 10564d 50,67d 69,26a 4363b 10,11d
Alambra 6157c 5749b 166,36b 71,10b 5337b 57,67a 13,83c
Pizzadoro 5161c 4893b 11049d 5482d 6855a 2516c 880e
Média 62,78 58,46 159 67,40 62,40 46,27 12,79

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste estatistico de Scott
Knott (p<0,05). Produtividade total (PT), produtividade comercial (PC), massa média (MM), diametro equatorial (DE),
comprimento longitudinal (CL), altura de primeira penca (APP) e insercéo de peddnculo (IP).

Diametro equatorial é importante para a classificacdo do tomateiro de mesa do tipo
caqui, pois define seu calibre ou sua classificacdo comercial, quanto maior esse diametro,
maior valor agregado no fruto, naturalmente, os cruzamentos entre 0s genitores com essa
caracteristica (Tabela 1.4a.) obtiveram maiores médias (Compack x Pietra), (Forty x
Pietra), (Forty x Compack) e (Dominador x Compack) 76,72 mm, 77,09 mm, 76,51 mm e
78,41 mm respectivamente. Entre os genitores Compack, Forty e Dominador com 75,62
mm, 74,01 mm, 73,92 mm obtiveram maiores médias para esse atributo. Somente o
cruzamento entre (Plutdo x Aguamiel) com 50,68 mm ficou com a média mais baixa entre
0S cruzamentos, seguido dos genitores Plutdo e a testemunha Pizzadoro.

O comprimento longitudinal é importante, pois determina o formato para a selecéo
na classificagdo moderna do fruto para comercializacdo, de modo que sua relagdo com o
diametro equatorial define seu tipo, podendo ser caqui, santa cruz e italiano se essa relagédo
for menor que 0,90 (caqui), entre 1,00 e 1,15 (santa cruz) e maior que 1,15 (italiano)

(CQH-CEAGESP, 2003). Para essa caracteristica, praticamente todos 0s cruzamentos
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envolvendo os genitores para formato de fruto do tipo santa cruz (Aguamiel) e italiano
(Plutdo) obtiveram médias superiores para esse atributo, juntamente com a testemunha
Pizzadoro do tipo italiano.

O atributo de altura de primeira penca ndo determinou uma influéncia direta na
produtividade dos gendétipos e a menor distancia da primeira insercdo floral foi da
testemunha Pizzadoro. Porém, sua produtividade ndo refletiu em quantidade de frutos ou
de pencas por planta, visto que, sua produtividade foi menor que muitos genoétipos do
campo experimental.

A insercdo de pedunculo reflete no aspecto visual do fruto e indiretamente no pos-
colheita aumentando em tese sua durabilidade. Os cruzamentos (Aguamiel x Dominador),
(Plutdo x Dominador) e (Plutio x Aguamiel) 9,45 mm, 859 mm e 7,75 mm,
respectivamente, e o genitor Aguamiel com 7,36 mm, ndo diferiram da testemunha
Pizzadoro com o didmetro 8,80 mm com os menores diametros de inser¢cdo de pedunculo
no fruto. A maior média de insercdo de pedunculo nos frutos foi 19,55 mm do genitor
Dominador.

Quando comparados a média nacional do tomate levantada pelo IBGE (2017) que
na expectativa de safra foi de 64,18 t hal, alguns dos materiais hibridos duplos, em
particular os geno6tipos seguidos de letra a e b para PT descritos na tabela 1.4a, obtiveram
um desempenho acima da média. Porém ao analisar a produtividade com os padrdes de
adensamento utilizados nos cultivos atuais realizados por muitos produtores, com o
nimero maior de plantas por hectare conseguiu-se produtividades superando as 150 t ha™.

Para tal, a necessidade de se estabelecer uma viabilidade econémica, diminuindo
custos para a producéo, principalmente no que se refere a mao de obra, devem ser levado
em conta, antes mesmo de se estabelecer a realidade sobre a produtividade dos materiais
avaliados. Os cruzamentos entre os hibridos Fi1 de classificagdo diferentes como caqui e
italiano, proporcionaram uma segregacdo que demonstrou trés tipos aceitaveis de tomate
no mercado atual, entretanto, exige uma classificacdo manual diferenciada do que ocorre
no processo normal e mecanizado.

O detalhe da baixa produtividade, dos hibridos Forty e Plutdo observado na
pesquisa, podem estar relacionados com fatores ambientais que comprometeram seu
desempenho em campo como progenitor. Porém, seu desempenho nos cruzamentos em que
estavam envolvidos no campo experimental foram superiores a algumas combinacdes e
tambeém testemunhas (Tabela 1.2a.) ressaltando ainda mais essa pressuposicao.

Com relacdo ao genitor Plutdo, essa produtividade esta relacionada diretamente
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com as caracteristicas observadas e acompanhadas no campo experimental, de modo
especifico, elevada incidéncia de fundo preto, frutos alongados e deformados, baixa
adaptabilidade nas condi¢cdes de ambiente, o que refletiu em todos os resultados de
rendimento inclusive oriundos dos seus cruzamentos. Diante disso, a avaliacdo sobre a
produtividade de hibridos duplos de tomateiro, determinada tdo somente pelo atributo
principal produtividade, ndo deve ser fator primordial para tomada de decis&o.

Aspectos como a segregacdo de genes do pacote tecnoldgico envolvendo esses
gendtipos, devem ser observados e estudados de modo especifico para desenvolver
informagdes constitutivas desses bancos de genoétipos criados com o intuito de gerar
variabilidade, como é o caso das resisténcias e tolerancia a doencas e genes envolvendo

aspectos relacionados diretamente no aspecto visual do fruto como os de longa vida.

5.4.2 Capacidade geral e capacidade especifica de combinacéo

A soma dos quadrados foi desdobrada para a capacidade de combinagdo geral
(CGC) e especifica (CEC) conforme GRIFFING (1956) pelo Modelo | - Método Il contida
na tabela 1.5.

Tabela 1.5 Resumo da analise do dialelo para capacidade geral CGC (&) e especifica de combinagdo CEC
(8i) das caracteristicas morfo-agronémicas de hibridos duplos de tomateiro Guarapuava — PR. UNICENTRO,
2018.

Fv oL PT PC MM DE cL APP IP
(t ha-1) (tha-1) (g planta™) (mm) (mm) (cm) (mm)
Bloco 2 88,10 93,53 27,92 8,70 0,56 12,26 5,34
Tratamentos 20 714,91**  701,27**  2509,05**  188,83**  66,38** 2937*  27,88**
CGC 5  1.811,66** 178599** 8408,30**  692,99**  219,32** 66,75**  80,98**
CEC 15 34933**  339,65** 542,63 20,76 15,39 16,93  10,17**
Erro 40 53,48 68,39 419,93 15,16 25,33 12,44 1,30
CQ do CGC (g)) 73,25 71,56 332,84 28,24 8,08 2,26 3,32
CQ do CEC (§i)) 98,61 90,42 40,98 1,86 -331 1,49 2,95
Média - 63,37 58,96 160,96 67,82 62,53 46,74 12,93
CV (%) - 11,53 14,02 12,73 5,74 8,04 7,55 8,82

nsi**e* ndo significativo, significativo pelo teste de F (P<0,01) e (P<0,05) respectivamente. PT: Produtividade total; PC:
Produtividade Comercial; PM: Massa média de fruto; DE: Diametro equatorial; CL: Comprimento longitudinal; APP:
Altura de primeira penca e IP: Inser¢éo de pedunculo. CQ: Componente quadratico.

Para a CGC ha divergéncia genética entre 0s genitores para as caracteristicas
avaliadas e os efeitos aditivos atuam fortemente na expressao dos caracteres envolvidos.
Enquanto para CEC os efeitos génicos ndo-aditivos foram importantes (p<0,01) para PT,
PC e IP e ndo significativas para PM, DE, CL e APP (Tabela 1.5).

A atencdo principal dada aos dados de produtividade total e produtividade

comercial € em raz80 a ambos serem atributos principais de sele¢do, ou seja,
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produtividade. As estimativas de CGC para os genitores, tanto para PT e PC, com
amplitude de 23,27 e 22,54 t hal respectivamente, foram elevadas entre os hibridos
Aguamiel e Plutdo (Tabela 1.6 e Figura 1.1) quando comparados a média geral que foi de
63,37 t ha' para producdo total e 58,96 t ha' para produgdo comercial, indicando a
divergéncia existente para essas caracteristicas e que os efeitos génicos aditivos sdo
importantes em suas expressoes.

Enquanto entre os hibridos do tipo caqui essa diferenca ficou por conta do hibrido
Forty que obteve valores negativos comparados aos hibridos comerciais Pietra, Compack,

Dominador e Aguamiel (Tabela 1.6).

Tabela 1.6 Estimativas da capacidade geral de combinagdo (g;) para caracteristicas morfo-agronémicas de
hibridos F1 comerciais de tomateiro conduzidos em Guarapuava, PR. UNICENTRO, 2018.

gi
GENITOR PT PC MM DE CL
t ha! t hat g fruto? mm mm
Pietra™ 0,74 0,10 10,36 3,04 -3,66
Compack™ 3,52 2,83 17,33 5,00 -0,95
Forty™ -7,49 -6,59 9,44 3,03 -0,44
Dominador™ 5,81 7,64 10,15 2,25 -2,10
Aguamiel™ 10,34 9,28 -19,56 -4,80 2,86
Plutao™ -12,93 -13,26 -27,73 -8,53 4,30

PT: produtividade total; PC: produtividade comercial; MM: massa média; DE: didmetro equatorial; CL: comprimento
longitudinal.
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Pietra™ aPT

mPC

1
[EEN
o

1

Forty™

-15 - Plutao™

Figura 1.1 Estimativas da capacidade geral de combinagdo (g;) para caracteristicas morfo-agrondmicas de
produtividade total (PT) e produtividade comercial (PC) de 6 hibridos F1 de tomateiro de mesa em
Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

Para massa média de frutos os valores foram significativos, indicando diferenca
clara para a massa média dos frutos do tipo caqui para o santa cruz e italiano, com uma

amplitude de 45,06 g fruto (-27,73 g fruto® do Plutéo “italiano” para 0 Compack 17,33 g
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fruto® “Caqui”) Tabela 1.6. Essa caracteristica que pode estar associada diretamente ao
rendimento, de modo que todos os tomates do tipo caqui obtiveram valores positivos
(Pietra, Compack, Forty e Dominador), enquanto que Aguamiel do tipo santa cruz, como
intermediario obteve valor de -19,56 g fruto™ e Plutdo do tipo italiano com -27,73 g fruto™
(Tabela 1.6).

Para a caracteristica de Didmetro equatorial que determina um atributo importante
na hora de uma selecdo por calibre, os hibridos do tipo caqui foram mais promissores na
obtencdo de frutos com maior didmetro equatorial (calibre) com amplitude de 13,53 mm
comparando o hibrido Plutdo -8,53 mm em relacdo ao Compack 5 mm, destacando ainda
Pietra e Forty com valores de 3,04 e 3,03 mm respectivamente (Tabela 1.6).

Por fim, para o atributo de comprimento longitudinal, naturalmente o inverso, onde
0s tomates do tipo caqui foram menos promissores para esta caracteristica, todos com
valores negativos, em especial o hibrido Pietra que quando comparado ao hibrido Plutéo
com 4,30 mm essa amplitude é de 7,96 mm. Forty e Compack com valores préximos a
zero ndo demonstram significativa importancia nas relacdes quanto a esse atributo (Tabela
1.6).

Andrade et al., (2014) avaliando a capacidade combinat6ria de linhagens de
tomateiro divididos em dois grupos, o primeiro com tomateiros do tipo saladette
determinado e santa cruz determinado e indeterminado e 0 segundo grupo por tomateiros
do tipo italiano crescimento indeterminado, identificou divergéncias entre 0s grupos para
CGC e CEC na producdo total e massa média por fruto. Segundo o autor, a CEC
apresentou efeitos génicos ndo aditivos para essas duas caracteristicas, enquanto que a
relacdo entre comprimento e didmetro para a qualificacdo do tomate italiano mais
alongado, os efeitos foram significativos nos dois grupos para CGC e CEC para formato de
fruto, determinando assim que efeitos génicos aditivos e ndo-aditivos atuam diretamente na
expressao, mas com predominéncia de efeitos aditivos.

Outros estudos que verificaram os efeitos aditivos predominantes para a producao
total s3o de PADUA et al. (2010), em avaliagBes de tomateiro de crescimento determinado
onde os efeitos aditivos foram muito mais importantes na expressdo da producdo total e
massa média dos frutos, do mesmo modo para formato de fruto os resultados obtidos foram
condizentes com o citado acima por Andrade et al. (2010). Figueiredo et al. (2017) em
analise dialélica de linhagens de tomateiro industrial verificou a predominancia de efeitos
aditivos para as caracteristicas massa média de fruto, formato do fruto e relagdo

comprimento largura do fruto. Os efeitos ndo aditivos foram superiores para a
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produtividade total e comercial, didmetro da cicatriz peduncular.

Do mesmo modo que MACIEL et al. (2010) e AMARAL JUNIOR (1999) que
observaram também a predominancia dos efeitos ndo aditivos na expressdo da producéo
por hectare com linhagens de tomateiro. Enquanto que, para massa media, a maior
importancia foi dos efeitos aditivos na expressdo do carater massa média de frutos que ao
contrario de SOUZA et al. (2012) que afirmam que os efeitos ndo aditivos sdo os mais
pronunciados na expressao génica da massa média de frutos de tomateiro.

Os resultados citados nos paragrafos anteriores apoiam a eficicia da andlise
combinatdria aplicada na selecdo de gendtipos com potencial para obtengdo de um hibrido
duplo de tomateiro utilizando hibridos simples comerciais, de modo que, ao relacionar 0s
resultados obtidos em um dialelo envolvendo os hibridos duplos, os resultados se
relacionam diretamente com dados encontrados na maioria das literaturas estudadas com
linhagens superiores.

Tabela 1.7 Estimativas de $ii e §jj para caracteristicas agrondémicas de 15 hibridos duplos experimentais

obtidos por dialelo entre 6 pais hibridos Fi; comerciais de tomateiro de mesa em Guarapuava — PR.
UNICENTRO, 2018.

Sij © Sii
GENOTIPOS PT PC MM DE CL
t ha' t ha' g fruto™? mm mm
1. Pietra x Pietra -6,51 -2,95 -16,4 -2,48 -13,75
2. Compack x Pietra -11,51 -18,15 2,89 0,84 -0,53
3. Forty x Pietra 17,27 18,65 24,25 3,18 2,72
4. Dominador x Pietra -2,10 -0,43 -14,28 -1,64 -0,36
5. Aguamiel x Pietra 1,90 3,47 10,25 -0,98 -1,91
6. Plutdo x Pietra 7,46 2,35 9,68 3,56 0,35
7. Compack x Compack -1,50 0,81 -7,42 -2,21 -2,65
8. Forty x Compack -4,83 -1,35 -0,68 0,64 4,58
9. Dominador x Compack 12,46 13,60 17,51 3,32 0,66
10. Aguamiel x Compack 9,66 5,69 1,02 1,02 -0,08
11. Plutdo x Compack -2,77 -1,42 -5,90 -1,41 0,68
12. Forty x Forty -18,94 -18,56 -1,37 0,11 -2,57
13. Dominador x Forty 5,08 5,88 -15,26 -3,80 -0,99
14. Aguamiel x Forty 1,44 -0,75 -12,03 -1,72 -3,29
15. Plutdo x Forty 18,93 14,69 6,48 1,46 2,12
16. Dominador x Dominador -0,93 -1,78 10,73 1,58 0,90
17. Aguamiel x Dominador -9,30 -10,01 -12,22 -1,45 0,38
18. Plutdo x Dominador 4,25 -5,48 2,79 0,39 -1,51
19. Aguamiel x Aguamiel 0,53 3,30 13,17 347 1,39
20. Plutdo x Aguamiel -4,78 -5,01 -13,35 -3,81 2,12
21. Plutdo x Plutao -7,29 -2,56 0,14 -0,1 -1,89

PT: produtividade total; PC: produtividade comercial; MM: massa média; DE: diametro equatorial; CL: comprimento
longitudinal.

As estimativas de Sii sdo um indicativo da divergéncia genética do genitor i, em
relacdo aos demais genitores utilizados no dialelo, esse valor quanto maior (8ii) maior sera

a divergéncia genética do parental em relacdo aos demais parentais. Valores negativos de
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Sii para o genitor ‘i’ contribuem para maior heterose, enquanto que valores positivos
contribuem para menor heterose. Se o valor for zero ou muito préximo de zero, a
divergéncia genética do parental i em relacdo aos outros é nula, no entanto, para a selecéo
de um bom hibrido devem-se levar em consideracéo as estimativas conjuntas de g;, Sij e Sii
(CRUZ et al., 2004).

Dos materiais utilizados como genitores, Pietra apresentou estimativas negativas Sii
para todas as caracteristicas. Pietra, Forty, Dominador e Aguamiel apresentaram
estimativas negativas §;i indicando divergéncia genética entre os genitores para o fenotipo,
produtividade total e comercial (Tabela 1.7.), e indicado no grafico pelos nimeros 1, 12,
16 e 21 (Figura 1.2a). O hibrido simples Forty foi o mais negativo para $ii (-18,94 t hal) na
produtividade total, sendo o genétipo mais divergente dentre todos os estudados, e que
contribuiu positivamente para altos valores de heterose nos cruzamentos onde o0 mesmo
participou (Tabela 1.8.).

Para as estimativas §ij 0s cruzamentos que obtiveram valores positivos em todos 0s
atributos avaliados foram (Plutdo x Forty), (Forty x Pietra) e (Dominador x Compack)
(Tabela 1.7.) e demonstrado na Figura 1.2a. e 1.2b pelos numeros 3, 9 e 15. Para as
estimativas negativas vale destacar os cruzamentos entre (Compack x Pietra) e em especial
0 cruzamento (Aguamiel x Dominador) que apresentou valores negativos em praticamente
todas as caracteristicas avaliadas, menos para a caracteristica de comprimento longitudinal
(tabela 1.7.) e demonstrada no grafico pelo numero 17 (Figura 1.2. e 1.3.). A estimativa do
cruzamento entre os hibridos (Forty x Pietra) apresentaram os valores mais altos para
produtividade total com 17,27 t hal e para produtividade comercial com 18,65 (Tabela
1.7.) identificando a divergéncia existente entre esses dois hibridos Fi.

Cinco dos seis hibridos F1 utilizados como genitoras apresentaram estimativas
negativas $ii indicando uma elevada divergéncia genética entre os genitores para o fenotipo
produtividade total (Tabela 1.7.). O valor mais negativo de $ii foi observado no hibrido
Forty (-18,94 t hal) e para a produtividade comercial (-18,56 t ha) sendo o gendtipo mais
divergente dentre todos os estudados, e que contribui positivamente para altos valores de
heterose nos cruzamentos onde o mesmo participou (Tabela 1.7.).

Nas estimativas relacionadas ao estudo da heterose SOUZA et al. (2012) Os
resultados do (Sii e §j) mostraram que os hibridos Fi oriundos dos cruzamentos se
destacaram, por exemplo, com valores préximos para as caracteristicas de massa média,
comprimento e largura do fruto, grande parte, devido a utilizacdo de materiais do mesmo

padréo de fruto, do tipo santa cruz.
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Figura 1.2 Estimativas de $ii ¢ §jj para caracteristicas agrondmicas de produtividade total e comercial de 15

hibridos duplos e 6 hibridos F; de tomateiro de mesa em Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

* Descri¢do dos nimeros da figura: 1-Pietra x Pietra; 2-Compack x Pietra; 3-Forty x Pietra; 4-Dominador x Pietra; 5-Aguamiel x Pietra;
6-Plutdo x Pietra; 7-Compack x Compack; 8-Forty x Compack; 9-Dominador x Compack; 10-Aguamiel x Compack; 11-Plutdo x
Compack; 12-Forty x Forty; 13-Dominador x Forty; 14-Aguamiel x Forty; 15-Plutdo x Forty; 16-Dominador x Dominador; 17-
Aguamiel x Dominador; 18-Plutdo x Dominador; 19-Aguamiel x Aguamiel; 20-Plutdo x Aguamiel; 21-Plutdo x Plutéo.

A avaliagdo de um dialelo envolvendo materiais de alto rendimento, mesmo eles
sendo de origem de hibridos F1 e ndo de linhagens, requer uma atencéo em especial para as
caracteristicas de herdabilidade. Foi possivel obter um parametro para avaliages dessas
caracteristicas nos hibridos duplos obtidos nesses cruzamentos e identificar que a variagcdo
que ocorre ndo é muito diferente dos estudos elaborados nesse sistema dialelo parcial,
demonstrando ser viavel a avaliacdo nesse método para tais caracteristicas. Diante disso,

guando avaliado o componente quadratico para massa média, por exemplo, grande parte
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dos estudos envolvendo dialelos na cultura do tomateiro destaca-se o efeito aditivo para tal
caracteristica o que confirma os resultados obtidos com esse estudo (MACIEL et al., 2010;
PADUA et al., 2010; ANDRADE et al., 2014; FIGUEIREDO, 2017).

5.4.3 Heterose

A heterose média observada nos hibridos duplos para producdo total e producao
comercial foi de 19,5% (8,08 t ha') e 13,72% (5,07 t ha) respectivamente, ou seja, em
partes em analise a média geral ndo obteve heterose em hibridos duplos para essa
caracteristicas. Porém, representando um ganho gerado por essa variabilidade existente
dentro do dialelo de hibridos duplos de tomateiro de mesa em relacdo a média dos
materiais hibridos F1, a variacdo foi de -11,79 (7,5 t ha') no cruzamento (Compack x
Pietra), 107% (32,05 t ha'*) no cruzamento (Plutdo x Forty) (Figura 1.3 e Tabela 1.8).

Tabela 1.8 Valores quantitativos e percentuais (%) de heterose, observada nas combinag8es de hibridos
duplos, para as caracteristicas de fruto cultivado em Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

PT PC MM DE CL
GENITOR thal % that % gfruto! % mm % mm %
1. Compack x Pietra -7,50 -11,79 -17,09 -28,09 1480 837 3,19 4,34 087 1,53
2. Forty x Pietra 30 68,33 2941 7053 33,14 1928 4,37 6,00 4,09 7,16
3. Dominador x Pietra 161 243 1,93 301 -11,45 -641 -1,20 -1,65 -0,75 -1,30
4. Aguamiel x Pietra 489 6,84 3,3 481 11,87 7,90 -1,48 -2,22 -2,54 -4,07
5. Plutdo x Pietra 1436 32,43 5,11 1187 17,81 13,15 486 7,95 1,37 2,20
6. Forty x Compack 539 10,9 7,52 16,24 3,71 2,02 170 227 7,20 12,30
7. Dominador x Compack 13,69 19,14 14,08 2042 1586 8,34 3,64 487 154 2,63
8. Aguamiel x Compack 10,15 13,22 364 497 -185 -1,14 040 0,58 0,555 0,85
9. Plutdo x Compack 163 328 -055 -115 -2,27 -154 -0,26 -0,40 2,96 4,65
10. Dominador x Forty 15,02 29,03 16,06 32,22 -19,94 -10,76 -4,66 -6,29 -0,16 -0,27
11. Aguamiel x Forty 10,64 18,66 6,87 12,72 -17,93 -11,43 -3,52 -518 -2,71 -4,20
12. Plutdo x Forty 32,05 107,47 2525 8850 710 500 1,46 2,34 436 6,79
13. Aguamiel x Dominador -9,11 -11,48 -10,77 -14,05 -24,17 -14,78 -3,98 -587 -0,77 -1,19
14. Plutdo x Dominador -0,14 -026 -331 -647 -264 -1,77 -0,35 -0,55 -1,02 -1,59
15. Plutdo x Aguamiel -141 -245 539 -973 -20,01 -16,63 -551 -9,80 2,38 3,42
Média 8,08 1905 507 1372 -026 -0,02 -0,09 -0,24 1,16 1093

Produtividade total (PT), produtividade comercial (PC) Massa Média (MM) Diametro equatorial (DE) e comprimento
longitudinal (CL)

Para os demais atributos MM, DE e CL os valores médios foram negativos para
MM e DE com -0,02 % (-0,26 g fruto?) para MM e -0,24% (-0,09 mm) e para DE 1,93%
(1,26mm) reforgcando ainda mais a afirmacédo citada acima onde praticamente ndo obteve
heterose em hibridos duplos para tais caracteristicas avaliadas e algumas delas ela foi
negativa conforme demonstrada na tabela 1.8. MACIEL et al. (2010) constataram uma
heterose média de 27,32%, heterose especifica para PT ndo significativa, com magnitude

baixa em relacdo a média total, oque contrasta com os resultados aqui obtidos, indicando
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efeitos aditivos na expressdo do carater, citando ainda a literatura constrastante com os
seus resultados. De tal modo, os resultados aqui obtidos da heterose confirmam a
expressao dos efeitos ndo-aditivos na expressdo da PT e PC em tomateiro e a grande

magnitude entre os hibridos duplos (Figura 1.3).

120 -

=

o

o
,ﬁd

80 - )
60 - ﬁf:f

40 -

- 5
[ 5
0 ke N o 3:3§]@3m

-20 -

11

"—Elmm

13 14 15

Valores percentuais da Heterose (%)

- @PT OPC
40

Figura 1.3 Valores quantitativos e percentuais (%) de heterose para produtividade total e comercial,
observada nas combinagdes de hibridos duplos em Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

Com relacdo a essa a combinacdo (Forty x Plutdo), cuja heterose foi de 107% para
produtividade total de frutos, no capitulo anterior relativo as capacidade de combinac6es
envolvendo os parentais, com a exce¢do do cruzamento com o Compack, todas as
combinagBes envolvendo o parental Forty os valores foram positivos (Tabela 1.7),
indicando que este possui maior capacidade geral de combinacdo e refletido nos valores de
heterose da tabela 1.8 e pautado no préximo capitulo pela distancia genética entre os
hibridos Forty e Compack. Ja o hibrido Plutdo demonstrou ter uma maior capacidade
especifica de combinagdo (Tabela 1.8), visto que a heterose foi pronunciada em apenas
duas das cinco combinacdes que ele fez parte.

Para a melhor combinacdo hibrida os valores obtidos em §;jj, gi e 0s valores relativos
a heterose devem ser positivos e representativos, ou seja, € aquela com maior CEC dos
genitores, cujo os parentais apresentam alta CGC (Griffing, 1956). Nesse contexto,
Dominador e Compack foram os hibridos simples que obtiveram valores positivos para 0s
atributos avaliados, ressalvo o atributo comprimento longitudinal, que naturalmente pelas
caracteristicas do formato do fruto seria negativo, obtiveram desempenho superior aos
demais hibridos nos valores g;.

FAROOQ et al. (2012) avaliaram 6 hibridos F1 e 10 hibridos duplos de tomateiro

com o objetivo de combinar genes superiores, bem como obter maior segregacdo entre
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esses genotipos, dentre esses, selecionaram um acesso entre 0S cruzamentos Como
promissor, mas destacaram que os cruzamentos foram inferiores aos hibridos F1 no
contexto geral que envolve a estabilidade genética e caracteristicas relacionadas a
rendimento.

O cruzamento entre (Dominador x Compack), ambos com fruto do tipo caqui,
apresentou valores de heterose para produtividade total de 19,14%, (13,69 t hal) e para
produtividade comercial de 20,42% (14,08 t hal), e para as caracteristicas de massa média
8,34% (15,86 g fruto?), didmetro equatorial e comprimento longitudinal os valores
também foram positivos (Tabela 1.8 e figura 1.3). Desse modo, esses valores positivos
foram destacados também para com seus progenitores individualmente, Dominador e
Compack obtiveram valores positivos para produtividade total e comercial, massa média e
didmetro equatorial para estimativas g. Por fim, para valores das estimativas §jj ja

relacionados, foram todos positivos (Tabela 1.7.).

4.4.4 Marcadores ISSR

Para a realizacdo do célculo da similaridade genética e considerando apenas 0s
marcadores polimorficos, foram analisados dez primers e desses nove primers
apresentaram polimorfismo e foram utilizadas para o célculo da similaridade genética entre
os hibridos F1 comerciais consideradas no estudo (Tabela 1.9.). O primer 811 foi
descartado por amplificar apenas duas bandas sendo elas monomorficas. As descri¢des dos
primers e a relacdo de cada componente estdo descritos na Tabela 1.9.

Tabela 1.9 Relacdo dos nove primers ISSR utilizados para estimar a variabilidade genética de 6 gendtipos de
hibridos F1 comercial de tomateiro. TA - Temperatura de Anelamento, NTFA - NUimero Total de Fragmentos
amplificados, NFP - NUimero de Fragmentos Polimérficos e PBP - Porcentagem de bases Polimorficas e TB -
tamanho de banda. Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

Primer Sequéncia 5’ —3°  TA°C NTFA NFP PBP (%) TB (bp)
807 (AG)ST 52 13 7 53,84 220-1450
808 (AG)8C 50 22 17 77,27 270-1380
809 (AG)8G 55 12 7 58,33 270-1100
815 (CT)8G 52 8 6 75 280-800
835 (AG)8YC 52 13 7 53,84 180-1100
836 (AG)8YA 53 7 5 71,42 200-640
864 (ATG) 6 55 8 6 75 320-890
873 (GGAT)4 54 17 10 58,82 280-1300
878 - - 10 5 50 370-1200

TOTAL - - 110 70 -

MEDIA - - 12,22 7,78 63,63 -

Cada primer polimorfico amplificou em média 12,22 bandas, sendo destas 7,78
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polimérficas (Tabela 1.9.). O polimorfismo meédio dos primers foi de 63,6%, e 0 tamanho
das bandas amplificadas variou de 180 pb até 1450 pb (Tabela 1.9). O primer 808 foi 0 que
obteve maior ndimero de bandas polimorficas e também o que apresentou maior
porcentagem de polimorfismo, identificando 17 bandas polimorficas, apresentando
polimorfismo de 77,27% (Tabela 1.9).

O ndmero exato de primers necessario para estimar, identificar e analisar as
similaridades existentes em uma especie pode variar, dependendo da finalidade pela qual o
estudo esta relacionado, quantidade de genotipos e principalmente o conhecimento que se
tem do material a ser avaliado. ISSHIKI et al. (2008) em estudos com primers nas
cultivares de Solanum melongena concluiram que com 2 primers poderiam ter identificado
0S genotipos, apesar da utilizacdo de 100 primers no estudo. Outro estudo envolvendo
marcadores ISSR testou 20 primers ISSR em 6 variedades de tomateiro verificando
similaridade genética, 16 foram polimdérficos com 118 bandas e 56% de polimorfismo
medio (RAY, 2010).

No estudo que objetivava estimar divergéncia genética de acessos de tomateiro,
foram avaliados 10 primers ISSR em 96 acessos, AGUILERA et al. (2011) quantificaram
que os primers utilizados amplificaram 144 bandas, dessas 53 foram polimorficas, com
média de polimorfismo de 36,80%. TIKUNOV et al. 2003 diferenciaram espécies de
tomateiro com primers e dos quatorze utilizados nove foram polimorficos. Os resultados
obtidos foram significativos quando analisado a eficiéncia dos marcadores utilizados onde

a média de polimorfismo ficou acima da identificada nos estudos relacionados.

Tabela 1.10 Distancia genética estimada por oito primers ISSR entre 6 hibridos F; de tomateiro de mesa.
Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

Pietra Compack Forty Dominador Aguamiel
Compack 0,43 - - - -
Forty 0,49 0,41 - - -
Dominador 0,34 0,34 0,39 - -
Aguamiel 0,34 0,43 0,43 0,27 -
Plutéo 0,44 0,38 0,48 0,28 0,28

Na distancia entre 0s genoétipos destacados na tabela 1.10 os progenitores mais
préximos foram Dominador e Aguamiel com média de (0,27). Enquanto que 0s mais
distantes foram Forty e Pietra (0,49) sequidos de Forty e Plutdo (0,48). Esses resultados
reforcam os valores obtidos no topico anterior que trata da heterose, ressaltando ainda mais
a diferenca genética contida no hibrido Forty, os resultados obtidos no campo e a relagao

de discrepancia com os demais gendtipos em estudo.
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Compack

Figura 1.4 Dendograma de similaridade entre os genitores hibridos F1 de tomateiro de mesa em Guarapuava
—PR. UNICENTRO, 2018.

A similaridade entre os acesso gerou o dendrograma revelando trés divisdes com a
formacdo de um grupo de gendtipos na primeira formado por 4 hibridos: Dominador,
Aguamiel, Plutdo e Pietra. O hibrido Compack, e mais distante o hibrido simples Forty
(Figura 1.4).

A relacdo entre o campo experimental com 0s aspectos morfo-agrondmicos
avaliados demonstraram atraves dos valores de §;i que o hibrido Forty era o que mais se
distanciava dos demais (Tabela 1.7.), fortalecendo essa relacdo entre os marcadores
moleculares e a capacidade de combinacdo em determinar a divergéncia genética nos
genotipos avaliados.

Avaliando os cruzamentos com maiores valores para sij observa que 0s cruzamentos
entre (Forty x Pietra) e (Plutdo x Forty) também apresentaram valores elevados de 17,27 t
hal e 18,93 t ha?, respectivamente e relacionados com a produtividade total. O cruzamento
(Forty x Pietra) analisando sua produtividade comercial com média da produtividade
elevada, ndo diferiu estatisticamente com 71,11 t ha e se distinguiu inclusive, ficando
acima dos dois genitores e da testemunha avaliada.

Ainda sobre esses dois cruzamentos, (Forty x Pietra) e (Plutdo x Forty), os valores
da heterose foram elevados para ambos, ficando acima de 68% para as caracteristicas de
produtividade total e comercial (Tabela 1.8). Esse valores ficam bem representados nos
graficos envolvendo as estimativas de sii e sij com os numeros 3 e 15 (Figura 1.2a) e no
gréafico representando a porcentagem da heterose pelos numeros 2 e 12 (figura 1.3).

Os cruzamentos que obtiveram valores de heterose negativos em todas as
caracteristicas avaliadas foram os cruzamentos entre (Aguamiel x Dominador) e (Plutéo x

Dominador) com os menores valores sendo relacionados ao primeiro cruzamento (Tabela
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1.8). Justamente, os mais aparentados (Figura 1.4) relacionando o hibrido simples
Dominador com o hibrido simples Aguamiel.

O hibrido que obteve os melhores resultados, para o valor elevado CEC dos
genitores acompanhado pelos parentais que apresentaram alta CGC (Dominador X

Compack) apresentaram diferenca também na constituicdo da similaridade (Figura 1.4).

4.5 Conclusoes

- Houve diferenca na CEC entre 0s genitores apenas para as caracteristicas de PT, PC e IP,
indicando que os efeitos génicos nédo aditivos foram importantes para a expressao apenas
dessas caracteristicas;

- A média geral da heterose ndo representou valores expressivos, de modo que pela média
geral ndo se obteve heterose em hibridos duplos para as caracteristicas avaliadas,
resguardando a andlise da capacidade especifica de combinagdo para determinar uma
heterose para hibridos duplos de tomateiro.

- O melhor hibrido duplo foi o cruzamento entre os hibridos simples (Dominador X
Compack) que obteve elevada estimativa de CEC dos genitores acompanhado pelos
parentais que apresentaram alta CGC,;

- Existe a viabilidade técnica para a ado¢do de hibridos duplos de tomateiro, contudo,
definir a viabilidade econdémica é pardmetro fundamental para sua adocdo e
comercializa¢do. Alguns cruzamentos proporcionaram trés tipos de tomates comerciais e 0
cruzamento que obteve melhores resultados (Dominador x Compack) apresentam fruto
com formato tipo caqui e desenvolveram padrédo e calibre que sdo fatores importantes de
valor agregado na comercializacao do fruto;

- Os marcadores moleculares definiram com exatiddo o agrupamento dos genitores de
acordo com a estimativa de divergéncia genética por meio dos marcadores moleculares e
relacionados diretamente com a heterose obtida, onde o hibrido Forty foi aquele que obteve
maior diferenga genética entre os hibridos avaliados, confirmando, de modo geral, que 0s
melhores cruzamentos séo oriundos de materiais divergentes geneticamente.

- Com os resultados obtidos com os marcadores moleculares é possivel definir que os
materiais utilizados provenientes de empresas distintas apresentaram diferencas genéticas e
os hibridos comerciais cultivados e comercializados no Brasil sdo oriundos de programas
de melhoramento externos e variegados, onde a troca de informacéo e permuta de material

geneético ainda é restrita.
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5. CAPITULO II

RELACAO GENETICA ENTRE CULTIVARES CONTEMPORANEAS DE
TOMATEIRO (Solanum lycopersicum) COM Solanum lycopersicum var. cerasiforme,
Solanum pimpinellifolium e Solanum peruvianum.

5.1 Resumo

O objetivo foi determinar a relacdo genética entre o tomateiro contemporaneo cultivado no
Brasil e seus parentais silvestres por meio de marcadores moleculares ISSR (inter-simple
sequence repeat). Trinta e um gendtipos do banco de germoplasma do Ndcleo de pesquisas
em hortalicas da UNICENTRO foram caracterizados utilizando sete primers. Dentre os
gendtipos, nove sdo de Solanum lycopersicum, dez de Solanum lycopersicum var.
cerasiforme, seis de Solanum pimpinellifollium e seis de Solanum peruvianum. O
dendrograma desenhado com base na distancia genética de Nei evidenciou que S.
lycopersicum e S. pimpinellifollium sdo mais proximos geneticamente. Por sua vez, S.
lycopersicum var. cerasiforme foi o mais distante de todos 0s outros grupos genéticos. As
andlises de Coordenadas principais (PCoA) demonstraram alta divergéncia entre 0s grupos
de genotipos (espécies) com destaque para a alta variabilidade genética contida nos
hibridos comerciais quando comparada aos demais grupos. A andlise Bayesiana
evidenciou que a presenca de trés grupos genéticos é o que melhor explica a variabilidade
genética das espécies em estudo. A formacdo de um Unico grupo envolvendo S.
lycopersicum e S. pimpinellifolium é solidamente sustentada pela literatura que destaca S.
pimpinellifolium como espécie silvestre mais proxima de S. lycopersicum e que as
cultivares contemporaneas de tomateiro tende a serem ainda mais proximas de S.
pimpinellifolium pelos diversos eventos de introgressdo génica durante o processo de
domesticacdo. S. peruvianum pelas caracteristicas envolvendo a espécie, como sendo de
subgénero Eriopersicon, dimorfismos, agrupou-se de maneira isolada, entretanto, devido a
genes de interesse como de resisténcias a patdgenos e afideos as hibridacbes introgressivas
de genes de importancia comega a configurar parte constitutiva do tomateiro. Por fim, a
maior distancia genética entre S. lycopersicum var. cerasiforme de S. lycopersicum pode
ser por esta especie ndo ter sido intensivamente utilizada como fonte de genes para o
tomateiro contemporaneo, como também ndo ter recebido tanta introgressdo de S.
pimpinellifolium e S. peruvianum.

Palavra chave: marcador molecular, domesticacdo, espécies silvestres, melhoramento.

5.2 Introducéo

O tomateiro cultivado (Solanum lycopersicum) constituido por estreitamentos
geneéticos e pela introgressao das especies silvestres que contribuiram para sua formacéo na
sua linha historica € um excelente modelo para a investigacdo dos efeitos da selecdo na
variacdo genética existente no seu genoma (ROBBINS et al., 2011).

Estudos de ancestralidade nas cultivares de tomateiro sdo dificeis pela quantidade

de parentes e espécies silvestres no clado que divergiram muito recentemente, o resultado é
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que essa filogenia em relacdo aos parentais mais proximos permanece incerta
(STRICKLER et al., 2015).

O melhoramento genético da espécie S. lycopersicum no dltimo século trouxe
varios tracos importantes para o tomateiro cultivado como a facilidade de colheita, vida Util
pos-colheita, resisténcia a patdgenos e tolerancia a estresses abioticos. Grande parte desses
atributos foram oriundos de hibridacdo introgressiva de espécies silvestres, entre algumas
delas, o Solanum peruvianum. Explorar e identificar a diversidade presente no tomateiro
cultivado € um fator ponderavel para visar uma agricultura cada vez mais sustentavel
(GRANDILLO etal., 2011).

O efeito da domesticacdo, 0 resgate da ancestralidade e a representacdo dos
genomas podem ser avaliados usando uma série de abordagens como avaliacdo de
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e uso de marcadores moleculares. Estas
abordagens, cada vez mais acessiveis, permitem a aplicacdo e 0s avancos cientificos
possibilitando detectar efeitos da selecdo artificial em genes e nos grupos genéticos
envolvidos nas culturas domesticadas (WHITT et al., 2002; NESBITT & TANKSLEY,
2002; KOCHIEVA et al., 2002).

Um dos fatores importantes, ndo somente pela sua aplicacdo no melhoramento, mas
principalmente pela conservacdo dos recursos genéticos é a estimativa da variabilidade
genética existente em um banco de germoplasma. As correlacdes moleculares entre 0s
gendtipos tem grande importancia para discriminar e fornecer conhecimento amplo sobre
0s gendtipos de tomateiro comerciais e silvestres. Tendo em vista a grande relevancia para
0 seu uso no melhoramento, possibilitando a utilizacdo desses recursos genéticos com
potenciais futuros (GONCALVES et al., 2008).

O agrupamento e as avaliacbes permitem a escolha de progenitores com
caracteristicas desejaveis de hibridacdo e acima de tudo evidencia base cientifica
importante para elucidar fatores importantes da evolucdo da espécie no Mundo. Essa
evolucdo segue uma teoria iniciada por estudos de JENKINS (1948) e RICK (1976) que foi
mediada por genes de aumento de massa média (LIN et al., 2014).

De acordo ainda com os autores, a transic¢do se desenvolveu como um fluxo génico
evolucionario de Solanum pimpinellifolium para Solanum lycopersicum var. cerasiforme e
para S. lycopersium. Grande parte dos estudos envolvendo essa analise populacional se
complementa em direcdo da estreita relacdo entres essas trés espécies diante da
introgressdo de genes em suas formacgdes genéticas. Diante do exposto, o trabalho teve

como objetivo determinar a relacdo genetica entre o tomateiro contemporaneo cultivado no

47



Brasil e seus parentais silvestres

5.3 Material e métodos

5.3.1 Material vegetal e extracdo do DNA

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular
Vegetal da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO). Os gendtipos
utilizados fazem parte do banco de germoplasma do Nucleo de Pesquisas em Hortalicas
(NUPH) da Universidade Estadual do Centro Oeste e Hibridos F1 comerciais de empresas
privadas. (Tabela 2.1.).

Tabela 2.1. Gendtipos do banco de germoplasma do Nuicleo de pesquisas em hortalicas (NUPH) da

Universidade Estadual do Centro Oeste e Hibridos F1 comerciais de empresas privadas utilizados neste
trabalho. Guarapuava-PR. UNICENTRO, 2018.

ESPECIE ACESSO
RVTC-02
RVTC-03
RVTC-04
RVTC-05
RVTC-06
RVTC-07
RVTC-08
RVTC-09
RVTC-10
RVTC-11

Pietra™
Compack™
Forty™

Dominador™

Solanum lycopersicum Aguamiel™
Plutao™

Valerin™

Alambra™

Pizzadoro™
AF26970
LO3708
LA1614
P1126931
LA1792
P1126436
LA 2067

WVR 2020
LA 372
LA 0153

AF 19684
610

Solanum lycopersicum var. cerasiforme

Solanum pimpinellifolium

Solanum peruvianum
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Foram trinta e um gen6tipos, sendo dez S. lycopersicum var. ceraciforme, nove
comerciais de S. lycopersicum, seis de S. pimpinellifollium e seis de S. peruvianum. Para a
extracdo do DNA foram utilizadas folhas jovens e sementes de S. peruvianum. As folhas
foram coletadas armazenadas em nitrogénio liquido até o0 momento da extracdo do DNA.
Incialmente o tecido vegetal foi esmagado com o auxilio de nitrogénio liquido até a
obtengdo de um po6 fino. Para extracdo do DNA foi utilizado o método proposto por
SHARMA et al. (2008). O método envolve a inativacdo de proteinas usando o tampdo de
extracdo CTAB com a adicdo de Proteinase K, e a precipitacdo dos polissacarideos na
presenca de altas concentracOes de sal e PEG.

Apos a extracdo, o DNA foi ressuspendido em 50uL de TE (10 mM Tris-HCI; pH
8,0; 1 mM EDTA), tratado com RNAse a 10 mg/mL™, incubado a 37 °C por 30 min e
armazenado a -20 °C até o uso. A quantificacdo do DNA e confirmacéo da sua integridade
foi realizada por eletroforese em gel de agarose 0,9% corado com brometo de etidio (0,5
ug mL?1). Como padrio foram utilizadas concentragdes conhecidas do DNA Fago A (50 e

100 ng).

5.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Eletroforese

Para as analises foram avaliados nove primers ISSR. As sequéncias dos primers
utilizados e suas respectivas temperaturas de anelamento estdo detalhadas na Tabela 2.2.
As reacOes de amplificacdo do DNA de cada gendtipo via PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) foram conduzidas em um volume final de 12,5 pL contendo: 20 ng de DNA;
0,2uM de primer; 200 pM de cada dNTP; 1,5 mM de MgCI2 e 1 U de Taq DNA
Polimerase e 1X de tampéo para PCR.

O Termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45s, temperatura de anelamento dos primers por
45s e 72 °C por 90s, e por fim 72 °C por 5 minutos para extensao final dos fragmentos.

Os produtos de amplificagédo foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose
1,8% corado com brometo de etidio (0,5 pug mL™). Para determinagdo do tamanho dos
fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 bp.
O resultado da eletroforese foi visualizado em luz UV e fotodocumentador digital.
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5.3.3 Analises estatisticas

O loco amplificado foi analisado e identificado conforme a presenca (1) ou
auséncia (0) de banda. As Informacdes acerca do polimorfismo seguiram critério de OTT
(1992) e a porcentagem de polimorfismo foi calculada para cada primer, dividindo o
namero de fragmentos polimorficos pelo numero total de fragmentos amplificados.

Por meio do programa PopGene (versdo 1.32) (YEH; YANG; BOYLE, 1999), a
partir da matriz de distancia genética de Nei foi construido um dendrograma dos grupos de
genotipos pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
A andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi realizada nos software NTSYS 2.2
(ROHLF, 2008) e GenAlex (PEAKALL & SMOUSE, 2012). A anélise Bayesiana, para
obtencdo de cluster (grupos genéticos) foi feita com o auxilio do sofware STRUCTURE
(PRITCHARDA et al., 2010). Para determinacdo do numero ideal de clusters (K) foram
feitas simulag6es partindo do pressuposto que € possivel a obtengdo de qualquer nimero de
clusters de 1 a 10, onde cada simulacao foi repetida 10 vezes. Para esta andlise foi usado o
modelo de ascendéncia sem mistura e as frequéncias alélicas foram correlacionadas por
1000 burn-in e 10000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo) repeti¢des apds o burn-in.

Para determinagdo do K (nimero de grupos genéticos-clusters) mais provavel em
relacdo aos indicados pela analise, foram utilizados os critérios sugeridos por EVANNO et

al. (2005), com o auxilio do programa Structure Harvester (EARL, 2012).

5.4 Resultado e Discussao

Foram utilizados nove primers e selecionados sete primers de ISSR para
caracterizar a divergéncia genética dos trinta e um gendtipos do género Solanum sec¢édo
Lycopersicon. Um total de 93 bandas foram amplificadas e 88 delas apresentaram
polimorfismo, representando 94,37% dos loci amplificados. As bandas variaram de 80 a
1.500 pb. A média das bandas totais por primer estudado foi de 13,85 variando de 10 a 17
bandas (Tabela 2.2.).

Os primers 807, 809, 836 e 864 (Tabela 2.2.) apresentaram 100% de polimorfismo.
Quando se trabalha com marcadores dominantes, como o ISSR, a porcentagem de
polimorfismo observada pode ser utilizada como indicativo de variabilidade genética
(FEDRIGO et al., 2016). Neste sentido podemos afirmar que, na analise conjunta, as

especies aqui avaliadas apresentam alta variabilidade genética. Este resultado era esperado
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uma vez que estdo sendo utilizadas espécies diferentes, ogque potencializa o polimorfismo

dos primers.

Tabela 2.2. Relagdo dos sete primers ISSR utilizados para estimar a variabilidade e estruturagdo genética de
gendtipos de Solanum lycopersicum, Solanum lycopersicum var. cerasiforme, Solanum pimpinellifolium e
Solanum peruvianum - Gendtipos do tomateiro do Nucleo de pesquisas em hortalicas da UNICENTRO.
GUARAPUAVA-PR. UNICENTRO-2018.

Primer  Sequéncia5’ -3’ TA°C NTFA NFP PBP (%) TB (bp)
807 (AG)8T 52 16 16 100 210-1100
808 (AG)8C 50 13 11 84,62 250-1300
809 (AG)8G 55 14 14 100 80-1100
815 (CT)8G 52 17 16 94,12 250-1300
835 (AG)8YC 52 11 9 81,82 210-1100
836 (AG)8YA 53 12 12 100 230-900
864 (ATG) 6 55 10 10 100 310-1500

TOTAL - - 93 88 -

MEDIA - - 13,85 12,57 94,37 -

TA: temperatura de Anelamento; NTFA: nimero total de fragmentos amplificados; NFP: nimero de fragmentos
polimdrficos; PBP: porcentagem de bases polimorficas; TB: tamanho de banda.

Em estudos utilizando marcadores moleculares na avaliacdo de 93 variedades de
tomateiro da regido da Turquia e Ird, HENAREH et al. (2016) testaram 20 primers ISSR, e
destes, 14 amplificaram todas as bandas foram polimorficas. Esses autores utilizaram dois
primers 808 e 815 utilizados no presente estudo, porém, deixa claro que a elevada
porcentagem de polimorfismo pode ter sido devido ao alto nimero de variedades, uso de
poliacrilamida em vez de gel de agarose e variedades de diferentes regides geograficas.

Também, KOCHIEVA et al. (2002) avaliaram 51 acessos de tomateiro do Institute
of Agricultural Plant Industry da RUssia, (entre esses o S. peruvianum, S. pimpinellifollium
e o S. lycopersicum var. cerasiforme) utilizando 14 primers ISSR e obteve 318 bandas
sendo 95,6% destas polimérficas. Por sua vez, TERZOPOULOS & BEBELI (2008)
avaliaram a diversidade de 41 genotipos ( 33 variedades de tomateiro landraces da Grécia,
trés cultivares de S. lycopersicum, trés S. lycopersicum var. ceraciforme e duas de S.
pimpinellifolium) dos 27 primers ISSR testados, 12 produziram produtos de amplificacdo
polimorficos. Estes 12 primers amplificaram 102 bandas, sendo 57,8% polimorficas.

Os resultados obtidos neste estudo e os da literatura apresentados acima evidenciam
que, quando é utilizado cultivares mais recentes de tomateiro combinadas com espécies
silvestres, o polimorfismo dos produtos de amplificacdo aumenta. Isso € esperado, pois,
espécies diferentes tendem a apresentar maior diferenciacdo genética.

O dendrograma (Figura 2.1.) gerado por meio da distancia genética de Nei entre 0s
grupos de genoOtipos evidenciou que as cultivares contemporéneas de tomateiro (S.

lycopersicum) plantadas no Brasil e utilizadas neste trabalho sdo mais proximas
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geneticamente de S. pimpinellifolium. Todavia, Solanum lycopersicum var. cerasiforme foi
a que se posicionou mais distantes dos demais grupos.

Solanum lycopersicum var. cerasiforme

Solanmum lycopersicum

Solamum pimpinellifolinm

Solamum peruviamm

0,72 v v 048 i Y 024 v i 0,00
Figura 2.1 Dendograma das espécies de tomateiro do banco de germoplasma do Nuicleo de pesquisa em

hortalicas da UNICENTRO utilizadas neste trabalho. Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

A anélise de PCoA (Figura 2.2.) corroborou com os resultados obtidos no
dendrograma na relacdo de cada espécie. Ainda, a dispersdo dos genotipos, evidenciou que

h& maior variabilidade em S. lycopersicum e menor em S. lycopersicum var. cerasiforme
(Figura 2.2.).

Principal Coordinates (PCoA)

m uH
- AA e #S. lycopersicum var. cerasiforme
Am
A
WS i
N ) S. lycopersicum
5 o d
3 A *
AS. pimpinellifollium
I . @S. peruvianum
Coord. 1

Figura 2.2 Analise de Coordenadas Principais (PCoA) com base em dados obtidos com sete marcadores
ISSR em 31 gendtipos de Solanum lycopersicum, Solanum lycopersicum var. cerasiforme, Solanum
pimpinellifolium e Solanum peruvianum do Nucleo de pesquisas em hortalicgas da UNICENTRO. A
identificacdo de cada gendétipo encontra-se na Tabela 2.1. Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 2.3 Determinagdo do nimero 6timo de K (clusters-grupos genéticos) em espécies de tomateiro pelo
método Bayesiano, com dados obtidos com sete marcadores ISSR. O ponto de intersec¢do entre 0 maior
valor no eixo Y com o eixo X indica o nimero 6timo de K (grupos genéticos). Guarapuava — PR.
UNICENTRO, 2018.

Nas simulagdes feitas pelo programa STRUCTURE com abordagem Bayesiana, 0
numero de K (Clusters, grupos genéticos) foi definido claramente em trés (Figura 2.4). A
distribuicdo dos gendtipos nos trés grupos genéticos obtidos pela analise Bayesiana ficou
definido da seguinte forma. O primeiro grupo genético identificado pelo numero 1
constituido pela espécie S. lycopersicum var. cerasiforme. O segundo grupo formado pelos
nameros 2 e 3 representando as espécies S. lycopersicum e S. pimpinellifollium
respectivamente e por fim, o terceiro grupo indicado pelo nimero 4 representando a

espécie S. peruvianum (Figura 2.4.).

1

2 3 4

Figura 2.4 Distribuicdo dos trés grupos genéticos (K) obtidos pela analise Bayesiana nos 31 genétipos das
espécies de tomateiro Solanum lycopersicum var. cerasiforme (1) Solanum lycopersicum (2), Solanum
pimpinellifolium (3) e Solanum peruvianum (4) do Nucleo de pesquisas em hortalicas da UNICENTRO.
Guarapuava — PR. UNICENTRO, 2018.

Vérios estudos tém sido desenvolvidos para esclarecer a relacdo do tomateiro

cultivado com seus parentais silvestres.
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Estudos histdricos e linguisticos de JENKINS (1948) e RICK (1976) sugeriram que
0 tomateiro cultivado foi provavelmente selecionado de formas silvestres de S.
lycopersicum var. cerasiforme e com isso alimentaram varias discussfes sobre o assunto.
Os recentes estudos filogenéticos de diversidade baseados em isoenzimas e polimorfismo
de DNA ajudaram a desvendar e alimentar discussdes sobre a linha evolutiva do tomateiro
contemporaneo.

Utilizando marcadores moleculares para diferenciacdo de oito espécies da secdo
Lycopersicon em bancos de germoplasma espalhados pelo mundo, MILLER &
TANKSLEY (1990) concluiram que S. lycopersicum e S. pimpinellifolium foram os mais
proximos geneticamente. Este resultado, ndo so reflete o padrdo evolutivo das espécies,
classificadas como simpatricas na Ameérica Central, mas também a hibridizacdo
introgressiva, conhecida por ter sido promovida historicamente pelo homem pelo processo
de melhoramento.

Neste mesmo estudo, avaliando a formacdo do dendograma das espécies, dois
dimorfismos foram responsaveis pelo primeiro agrupamento, 1 - definidos como self-
incompatible os gendtipos pertencentes a Solanum pennellii, Solanum hirsutum, e S.
peruvianum contra 2 - os self-compatible, S. lycopersicum, S. pimpinellifolium, Solanum
cheesmanii, Solanum parviflorum e Solanum chmielewskii. Ainda, a cor do fruto separa S.
lycopersicum, S. pimpinellifolium e S. cheesmanii (fruto vermelho) do restante do género
(fruto-verde). Em nosso estudo, S. lycopersicum também foi intimamente relacionado com
S. pimpinellifolium (MILLER & TANKSLEY, 1990).

NESBITT & TANKSLEY, (2002) em um estudo de ancestralidade e domesticacao,
utilizando o locus fw2.2 relacionado ao tamanho de fruto, analisaram diversos acessos e
verificaram em particular que os alelos de S. lycopersicum var. cerasiforme estava presente
em diferentes subclados, dependendo de que alelo era examinado.

Com isso os autores concluiram que S. lycopersicum var. cerasiforme considerada
ancora do silvestre dos tomateiros domesticados, parece ser uma mistura das espécies S.
lycopersicum (domesticado) e S. pimpinellifolium (silvestre) decorrente da intensa
introgressdo ocorrida nos Gltimos anos. E provavel e razoavel inferir que a diversidade
entre os S. lycopersicum var. cerasiforme existente na atualidade, ndo seja fruto dessa
introgressdo recente pensando em um Unico atributo e sim da diversidade para 0s
verdadeiros ancestrais da espécie (NESBITT & TANKSLEY, 2002).

BLANCA et al. (2015) utilizaram mais de 7.000 SNP’s para comparar e contrastar
1080 acessos de S. lycopersicum (processamento, vintage e cultivado), S. pimpinellifollium
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e S. lycopersicum var. cerasiforme da regido Andina e ndo Andina. Como o resultado
observaram uma diferenga bastante acentuada entre os gendtipos S. lycopersicum var.
cerasiforme encontradas na regido Andina e ndo Andina.

Com isso os autores concluem que ha um novo grupo formado por essas misturas
ocorridas por meio de hibridag&o introgressiva ocorrida nos ultimos 100 anos. Estes dados
estdo de acordo com os obtidos em nosso estudo que evidenciou que os gendétipos de S.
lycopersicum var. cerasiforme estudados (genotipos ndo Andinos) sdo geneticamente
distintos de S. lycopersicum (BLANCA et al., 2015).

PEASE et al. (2016) em um estudo sobre as fontes de variacdo adaptativa da
radiacdo da espécie Solanum identificaram trés fatores evolutivos que facilitaram essa
adaptacdo da espécie aos mais diferentes ambientes; As introgressdo ocorrida entre
espécies, as mutacdes de novo e esse resgate a partir da variacdo ancestral como fatores
dessa rapida adaptabilidade.

O tomateiro S. lycopersicum estd estritamente relacionado com o S.
pimpinellifollium por essa intensa introgressao ocorrida no ultimo século. Este ultimo
possui varias caracteristicas de interesse inseridas no tomateiro contemporaneo como
coloracdo de fruto e relacionadas a sua qualidade. Além disso, genes de resisténcia a
doengas como o0 cancro, murcha, pinta preta, fusariose, requeima entre outras
(ALVARENGA, 2013; PERALTA & SPOONER., 2005; NICK & SILVA, 2016).

Tais introgressdes de genes, para a formacdo do pacote tecnolégico comentado no
capitulo anterior, provavelmente estdo presentes nos hibridos F1 analisados neste estudo.
Os programas de melhoramento genético dessas empresas privadas, assim como suas bases
experimentais dos cruzamentos e 0s bancos de germoplasmas que participam da formacao
desses hibridos, estdo em diferentes paises (Espanha, Estados Unidos, Japdo, Brasil, etc.).

Como relatado por FOOLAD & PANTHEE (2012) nos programas de
melhoramento genético do tomateiro das empresas do setor privado, dificilmente essas
informagdes chegam até a literatura, e essa introgressdo no ambito do conhecimento
cientifico, seus beneficios, suas conquistas e seus fracassos ndo sdo reveladas e restritas
apenas para seus programas internos. Isso ratifica os resultados obtidos no presente estudo
quando se compara o0s gendtipos das diferentes empresas e como eles se distanciam
geneticamente dentro do S. lycopersicum (Figura 2.2).

Um pouco mais distante, e explicado por algumas caracteristicas de
autoincompatibilidade e coloragdo de fruto, o S. peruvianum segue o caminho parecido,

mas com menos introgressdo quando comparado ao S. pimpinellifolium. Porém, ndo menos
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importante, afinal genes de interesse envolvendo resisténcias a doengas flngicas, viroticas,
bacterianas e nematoides além de pragas como afideos j& fazem parte da hibridacdo
introgressiva dessa espécie no tomateiro cultivado.

O S. lycopersicum var. cerasiforme € o grupo mais distante encontrado entre 0s
avaliados no presente estudo. A explicacdo mais coerente para isso é que esses genotipos
avaliados foram coletados na América do Sul, fora da regido Andina. MILLER &
TANKSLEY (1990) relatavam sobre a menor diversidade observada nos gendtipos
modernos, que poderia ser reflexo de métodos de melhoramento popular, onde geralmente
descendentes de uma Unica semente ou selecdo de pedigree, que promoviam uma
uniformidade genética.

A menor diversidade genética global das cultivares modernas pode refletir o
"gargalo" genético ao qual o tomateiro foi submetido durante a sua introdugdo na Europa e
depois para os Estados Unidos MILLER & TANKSLEY (1990). Provavelmente, este
gargalo genético esteve presente no S. lycopersicum var. cerasiforme presente no Brasil e
utilizados neste estudo

Mas em contraste ao agrupamento de S. lycopersicum var cerasiforme, o que se
observa em S. lycopersicum ndo é um agrupamento solido das cultivares modernas (Figura
2.2.). Para estas cultivares oque poderia explicar este comportamento é que as diversas
introgressdes contribuiram para um maior distanciamento (maior variabilidade) entre os
gendtipos avaliados e comprovados no capitulo 1 pelo dendograma de similaridade entre

os hibridos F1 avaliados no processo de dialelo.

5.5 Conclusoes

- As cultivares de tomateiro (S. lycopersicum) avaliadas neste estudo sdo mais intimamente
relacionadas com S. pimpinellifolium do que com S. peruvianum e S. lycopersicum var.
cerasiforme;

- Os processos intensos de hibridacdo introgressiva de genes de interesse agronémico
foram determinantes para o agrupamento observado entre as espécies e 0s genotipos de
tomateiro (S. lycopersicum) avaliados, ou seja, a participacdo de espécies ocorreu de
acordo com a contribuicdo da espécie para uma selecdo dos genes de interesse, destacando
que S. lycopersicum var. cerasiforme, por ndo contribuir atualmente com nenhum gene de
interesse, ficou isolado;

- Um efeito de gargalo genético seria uma explicagdo plausivel do isolamento dos
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genotipos de S. lycopersicum var. cerasiforme do banco de germoplasma avaliados neste
estudo. A autopolinizagdo, endogamia, selegdo natural e artificial e grande mistura entre e
dentro dos genotipos sdo eventos que contribuem para um gargalo onde pode ocorrer um
isolamento regionalizado e nesse caso unico. Assim sendo, os gendtipos estudados
suscitaram uma observacdo para a quantidade de gendtipos caracterizados, observando
que, esse numero de gendtipos avaliados dentro dessa espécie deveria ser aumentado, para

que assim, esse efeito de gargalo genético fosse realmente conclusivo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os cruzamentos dialélicos permitiram a obtencdo de hibridos duplos com
desempenho superior as testemunhas comerciais. As diferencas genéticas constatadas pelos
marcadores moleculares foram observadas de maneira concreta nos resultados de
recombinacdo obtidos no campo experimental. Os marcadores moleculares demonstraram
que sao ferramentas para selecéo e diferenciacdo de genitores.

Apesar das estimativas de capacidade geral e especifica de combinacdo indicar
genitores e combinacBes de hibridos duplos com resultados satisfatérios, fatores
importantes dessa heranga devem ser estudados para confirmar a utilidade e viabilidade
econémica desses hibridos. Alguns deles como a segregacdo para o formato do fruto, o
pacote tecnoldgico de resisténcia/tolerancia a pragas e doengas, os genes “longa vida” que
contribuem para o pds-colheita no fruto, em observancia particular na heranga, sdo os
principios basicos para indicar a utilizacdo comercial desses cruzamentos.

O uso dos marcadores moleculares permitiu a classificacdo e conhecimento dos
gendtipos neste estudo. Além disso, o agrupamento das espécies definiu que a
introgressOes de genes atuou diretamente nos resultados do agrupamento desses grupos de
genotipos (espécies) e a utilizagdo de protocolos similares, unindo informagées, podem
resultar em trabalhos mais completos e complexos, contribuindo diretamente para o

conhecimento histdrico e evolutivo da espécie pelo Mundo.
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