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RESUMO

BENITES, Fliavio Rodrigo Gandolfi. Estudos Genético-Fisiologicos dos
mutantes alcobaga (alc), non-ripening (nor) e ripening-inhibitor (rvin) em
tomateiro. Lavras: UFLA, 2003. 106 p (Dissertacio de Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas)*.

Os mutantes alcobaca (alc), non-ripening (nor) e ripening-inhibitor (rin) foram
avaliados para comparar seus efeitos em homozigose, heterozigose ¢ em duplas
combinagdes quanto a conservagdo pos-colheita de frutos de tomateiro. Foi
realizado um teste de alelismo entre alc e nor, para verificar a relag@o existente
entre eles. O experimento 1 avaliou os tratamentos Flora-Dade, TOM-559 (alc
alc), TOM-613 (nor nor), TOM-614 (rin rin), F, [(Flora-Dade x TOM-613)]
nor" nor, F, [(Flora-Dade x TOM-559)] alc” alc , F, [(Flora-Dade x TOM-614)]
rin” rin , Fi [(TOM-559 x TOM-613)] alc” alc nor" nor , F; [(TOM-559 x
TOM-614)] alc” alc rin" rin e F, [(TOM-613 x TOM-614)] nor" nor rin" rin,
quanto aos efeitos dos alelos alc, nor e rin em homozigose, heterozigose e em
duplas combinagdes. O experimento 2 foi conduzido simultaneamente com o
primeiro, sendo constituido pelos tratamentos Flora-Dade, TOM-559, TOM-
613, F, [(TOM-559 x TOM-613)], F; [(Flora-Dade x TOM-559)], F; [(Flora-
Dade x TOM-613)] e a geragao F, [(TOM-559 x TOM-613)] constituida de 40
repeticdes. No experimento 1 foram avaliadas caracteristicas referentes a
evolu¢do da coloragdo e perda da firmeza, ja no experimento 2 somente avaliou-
se a coloragdo dos frutos. O genoétipo rin/rin, foi entre os homozigotos, o mais
drastico em retardar a perda da firmeza e a evolucdo da coloragdo dos frutos.
Entre os heterozigotos o gendtipo rin'/rin destacou-se em relagio aos alc ' /alc e
nor'/nor. A dupla combinacio alc'/alc  rin'/rin teve comportamento
semelhante a nor /nor rin'/rin. Em experimento conduzido na EMBRAPA-
Milho e Sorgo, Sete Lagoas-M@G, buscou-se encontrar marcadores moleculares
RAPD associados aos alelos alc, nor, hp e og° em tomateiro. Avaliaram-se
cinco individuos quase isogénicos a cultivar Flora-Dade, TOM-559 (alc alc),
TOM-595 (hp hp), TOM-596 (0g 0g‘) e TOM-613 (' nor nor). Foram avaliados
119 primers ¢ entre eles haviam trés primers (OPB-7, OPD-1 ¢ OPM-10) que
estavam ligados ao alelo Ap, segundo dados da literatura. Os 119 primers
testados ndo foram eficientes em diferenciar os alelos alc, nor, hp e og” nas
linhagens estudadas.

" Orientador: Luciano Vilela Paiva-UFLA, Co-Orientadores: Wilson Robrto
Maluf-UFLA e Claudia Teixeira Guimaraes-CNPMS-Sete Lagoas, MG.



ABSTRACT

BENITES, Flavio Rodrigo Gandolfi. Genetic-Physiological studies of the
tomato mutants alcobaga (alc), non-ripening (nor) e ripening-inhibitor (rin).
Lavras: UFLA, 2003. 106 p (M.S. Dissertation/ Genetics and Plant
Breeding) .

The tomato mutants alcobaga (alc), non-ripening (nor) and ripening-inhibitor
(rin) were compared for their post-harvest effects as homozygotes, as
heterozygotes and in their double heterozygous combinations. The genotypes
Flora-Dade, TOM-559 (alc/alc), TOM-613 (nor/nor), TOM-614 (rin/rin), F,
[(Flora-Dade x TOM-613)] (nor'/nor), F, [(Flora-Dade x TOM-559)]
(alc’/alc), F, [(Flora-Dade x TOM-614)] (rin /rin), F; [(TOM-559 x TOM-
613)] (alc'/alc nor /nor), F| [(TOM-559 x TOM-614)] (alc'/alc rin"/rin) and
F, [(TOM-613 x TOM-614)] ( nor /nor rin'/rin), were compared for their
effects on the evolution of fruit colour and on the decrease of fruit firmness.
Among the homozytes, rin/rin had the most drastic effects in delaying firmness
loss and evolution of fruit colour. Among the heterozytes, rin'/rin was more
effective than either alc'/alc or nor'/nor; rin'/rin. The double heterozygous
combinations alc'/alc rin'/rin and nor'/nor rin'/rin had similar effects. A
second experiment evaluated final fruit colour of the genotypes Flora-Dade,
TOM-559, TOM-613, F; (TOM-559 x TOM-613), F, (Flora-Dade x TOM-559),
F, (Flora-Dade x TOM-613) and the F, [(TOM-559 x TOM-613)] generation.
No recombinant normal phenotypes were detected among 364 F, plants tested.
The hypothesis that alc and nor are alleles in the same locus was considered the
most likely. A third experiment carried out at the Brazilian Maize Sorghum
Research, located at Sete Lagoas, Minas Gerais State, five almost isogenic
tomato lines, Flora-Dade, TOM-559 (alc alc ), TOM-595 (hp hp), TOM-596
(og° 0g) and TOM-613 (nor nor) were genotyped using 119 RAPD molecular
markers. The main objective was to identify molecular markers associated to alc
(alcobaga), nor (non-ripening), hp (high pigment) and og® (old gold crimson)
alleles. The results did not show any polymorphism even for the three primers
previously shown to been linked to the /p allele.

"Major Professors- Luciano Vilela Paiva-UFLA, Wilson Roberto Maluf-UFLA
and Claudia Teixeira Guimardes-CNPMS.
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1 INTRODUCAO GERAL

O tomate ¢ a principal espécie do grupo das hortalicas. A previsdo feita
para o ano de 2002, no Brasil, projetou uma producdo de quase 3,5 milhdes de
toneladas de tomate em uma 4rea de aproximadamente 62 mil hectares.

A produgdo de tomate para consumo in natura no Brasil sofreu grandes
transformacdes tecnologicas nesta ultima década. Entre as transformagoes
ocorridas a utilizacdo de sementes hibridas de cultivares que produzem frutos do
tipo longa-vida foi, sem duvida, uma das mais importantes.

A utilizagdo de mutantes de amadurecimento pelos melhoristas visa
aumentar a firmeza e a conservacgdo pos-colheita dos frutos do tomateiro. Os
alelos mutantes que atuam de forma marcante sobre a conservagdo pos-colheita
dos frutos sdo: rin (ripening inhibitor), nor (non ripening) e alc (alcobag¢a). Ha
também os alelos hp (high pigment) e og® (old gold crimson), que aumentam a
produgdo de carotenodides nos frutos, e podem ser usados em um mesmo
gendtipo com os alelos mutantes de amadurecimento.

Na literatura referente aos mutantes de amadurecimento nio se
encontram muitos relatos da utilizagdo de dois ou mais destes alelos
simultaneamente em um mesmo material, no sentido de aumentar o tempo de
conservagao em pos-colheita. Outra questdo que permanece sem esclarecimento
¢ a divergéncia entre Lobo (1981), Lobo, Basset & Hannan (1984) e Mutschler
(1984a) em relagao ao alelismo entre alc e nor.

Com o avango da biotecnologia nessas ultimas décadas, o melhoramento
de plantas ganhou ferramentas que podem auxilia-lo no momento da selecionar
pequenas diferencas entre os materiais. Entre essas ferramentas estdo os
marcadores moleculares, podendo destacar-se os marcadores RAPD, AFLP e
SSR. Esses marcadores podem auxiliar na selecdo dos alelos de conservagao dos

frutos (alc, nor e rin) e sintese de licopeno (como os mutantes /4p ¢ 0g®) quando



se deseja utilizar varios alelos simultaneamente (piramidados) em um mesmo
gendtipo, contribuindo para o desenvolvimento de novas cultivares de tomate
longa-vida.

O presente trabalho teve como objetivos estudar os efeitos dos mutantes
de amadurecimento alc, nor e rin em homozigose, heterozigose e em duplas
combinagdes, a relagdo de alelismo entre alc e nor e marcadores moleculares

associados aos alelos alc, nor, hp e og".



2 CAPITULO I

Mutantes alcobag¢a (alc), non-ripening (nor) e
ripening-inhibitor (rin) na conservagao poés-colheita de frutos

de tomateiro.



2.1 RESUMO

BENITES, Flavio Rodrigo Gandolfi. Mutantes alcobaca (alc), non-ripening
(nor) e ripening-inhibitor (rin) na conservacio poés-colheita de frutos de
tomateiro. Lavras: UFLA, 2003. 106 p (Dissertacdo de Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas)*.

Os mutantes alcobaga (alc), non-ripening (nor) € ripening-inhibitor (vin) foram
avaliados para comparar seus efeitos em homozigose, heterozigose e em duplas
combinagdes quanto a conservagdo pos-colheita de frutos de tomateiro. Foi
realizado um teste de alelismo entre alc e nor, para verificar a relagdo existente
entre eles. O experimento 1 avaliou os tratamentos Flora-Dade (alc'/alc”
nor'/nor” rin'/frin*); TOM-559 (alc/alc nor'/nor” rin'/rin*); TOM-613
(alc™/alc” nor/nor rin” /rin"); TOM-614 (alc”/alc™ nor'/nor" rin/rin); F, [(Flora-
Dade x TOM-613) alc'/alc" nor'/nor rin"/rin']; F, [(Flora-Dade x TOM-559)
alc"/alc nor /nor" rin"/rin"]; F, [(Flora-Dade x TOM-614) alc'/alc” nor/nor"
rin'/rin]; Fi [(TOM-559 x TOM-613) alc'/alc nor /nor rin'/rin']; F; [(TOM-
559 x TOM-614) alc'/alc nor /nor” rin"/rin] e F; [(TOM-613 x TOM-614)
alc*/ale™ nor' /nor rin+/rin] quanto aos efeitos dos alelos alc, nor e rin em
homozigose, heterozigose e em duplas combinagdes. O ensaio foi conduzido em
um DIC com 2 repetigdes por tratamento com excegdo dos tratamentos F,
[(TOM-559 x TOM-614) alc/alc nor /nor" rin'/rin] e F; [(TOM-613 x TOM-
614) alc'/alc” nor'/nor rin'/rin com 4 repetigdes. O experimento 2 foi
conduzido simultaneamente com o primeiro, sendo constituido pelos
tratamentos Flora-Dade (alc/alc" nor'/nor" rin"/rin"), TOM-559 (alc/alc
nor'/nor” rin'/rin”); TOM-613 (alc'/alc” nor/nor rin'/rin"); Fy [(TOM-559 x
TOM-613) alc'/alc nor'/nor rin*/rin"], F, [(Flora-Dade x TOM-559) alc'/alc
nor‘/nor” rin"/rin" ], F, [(Flora-Dade x TOM-613) alc'/alc" nor"/nor rin"/rin"]
e a geragdo F, [(TOM-559 x TOM-613) alc'/alc nor /nor] constituida de 40
repetigdes. Cada repeticdo foi composta por 10 plantas por parcela. Os frutos de
ambos experimentos foram colhidos no estddio breaker e armazenados em
camara fria a 15 °C e 60 % de umidade relativa, durante 28 dias. No
experimento 1 foram avaliadas caracteristicas referentes a evolucdo da
coloragdo e perda da firmeza, j4 no experimento 2 somente avaliou-se a
colora¢do dos frutos. O gendtipo rin/rin, foi entre os homozigotos, o mais
drastico em retardar a perda da firmeza e a evolucdo da coloragdo dos frutos.
Entre os heterozigotos o genétipo rin'/rin destacou-se em relagdo aos alc /alc e
nor’ /nor, retardando a perda da firmeza dos frutos, ndo afetando a coloragdo
externa e a porcentagem de area colorida e sua evolucdo, nao alterou a firmeza
inicial e retardou a evolucdo da coloragdo interna dos frutos. A dupla
combinagio alc'/alc rin"/rin teve comportamento semelhante a nor /nor



rin'/rin, ambas diminuiram a perda da firmeza dos frutos em todas as
caracteristicas avaliadas quanto a firmeza, ndo afetaram a coloragdo externa,
ndo retardaram a evolugdo da coloragdo, mas afetaram a percentagem de area
colorida e prejudicaram ligeiramente a coloragdo interna dos frutos. A hipotese
de alelismo proposta por Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984), foi
aceita como a mais provavel. Uma nova simbologia para representar o gendtipo
alc/alc deve ser adotada, passando a ser representado como nor/nor”, conforme
sugerido por Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984). A dupla
combinacgio alc'/alc nor'/nor ndo atingiu coloragio normal, ndo podendo ser
utilizada em programas de melhoramento. Esse fato comprova a relacdo de
alelismo entre alc e nor. Portanto, o uso do gendtipo rin'/rin e das duplas
combinagdes alc'/alc  rin'/rin e nor'/nor rin'/rin em programas de
melhoramento para produgéo de hibridos de tomate longa-vida torna-se viavel.

"Orientador-Luciano Vilela Paiva; Co-orientador: Wilson Roberto Maluf-UFLA



2.2 ABSTRACT

BENITES, Flavio Rodrigo Gandolfi. Comparative shelf-life and fruit colour
of alcobaga (alc), non-ripening (nor) and ripening-inhibitor (rin) tomato
ripening mutant genotypes. Lavras: UFLA, 2003. 106 p (M.S. Dissertation/
Genetics and Plant Breeding)*.

The tomato mutants alcobaga (alc), non-ripening (nor) and ripening-inhibitor
(rin) were compared for their post-harvest effects as homozygotes, as
heterozygotes and in their double heterozygous combinations. The genotypes
Flora-Dade (= alc'/alc” nor'/nor” rin'/rin*), TOM-559 (= alc/alc nor /nor”
rin'/rin”), TOM-613 (= alc'/alc”™ nor/nor rin /rin"), TOM-614 (= alc /alc”
nor'/nor” rin/rin), F [(Flora-Dade x TOM-613) = alc"/alc" nor'/nor rin"/rin"],
F, [(Flora-Dade x TOM-559)= alc'/alc nor /nor" rin'/rin"], F, [(Flora-Dade x
TOM-614) = alc'/alc” nor'/nor” rin /rin], F; [(TOM-559 x TOM-613) =
alc"/alc nor'/nor rin"/rin"], F; [(TOM-559 x TOM-614) = alc"/alc nor /nor
rin"/rin] and F; [(TOM-613 x TOM-614) = alc'/alc™ nor'/nor rin'/rin], all
sharing the same genotypic background, were compared for their effects on the
evolution of fruit colour and on the decrease of fruit firmness. Fruit sampled
were harvested at the breaker stage and stored in cold chamber at 15°C and 60
% relative humidity for 28 days. Among the homozytes, rin/rin had the most
drastic effects in delaying firmness loss and evolution of fruit colour. Among
the heterozytes, rin/rin was more effective than either alc'/alc or nor'/nor;
rin'/rin delayed loss of fruit firmness, and did not significantly affect external
colour, did not affect initial fruit texture and delayed internal colour evolution.
The double heterozygous combinations alc'/alc rin"/rin and nor /nor rin'/rin
had similar effects: they both delayed loss of fruit firmness, and did not affect
final external fruit colour, but they did affect slightly but negatively the internal
fruit colour. With the objective of testing the allelic relationship between alc
and nor, a second experiment evaluated final fruit colour of the genotypes
Flora-Dade (= alc'/alc™ nor'/nor® rin'/rin"), TOM-559 (=alc/alc nor /nor"
rin"/rin”), TOM-613 (=alc"/alc” nor/nor rin"/rin"), F| (TOM-559 x TOM-613)
=alc" /alc nor /nor vin'/rin, F, (Flora-Dade x TOM-559) =alc"/alc nor'/nor”
rin"/rin®, F(Flora-Dade x TOM-613) =alc'/alc" nor/nor rin"/rin” and the F,
[(TOM-559 x TOM-613)] generation. No recombinant normal phenotypes were
detected among 364 F, plants tested. The hypothesis that alc and nor are alleles
in the same locus was considered the most likely. The double combination
alc'lale nor'Inor , similarly to alc/alc or nor/nor, did not reach normal external
red colour, a fact that is consistent with the hypothesis of allelism between alc
and nor. The use of either rin'/rin or of the double heterozygous combinations
alc’/alc rin*/rin and nor'/nor rin'/rin was considered the best strategy for



deployment of these ripening mutant genotypes in the development of long
shelf-life tomatoes.

"Major Professors- Luciano Vilela Paiva and Wilson Roberto Maluf-UFLA



2.3 INTRODUCAO

A cultura do tomateiro representa uma das culturas recordistas em
perdas pos-colheita, o que se deve a perecibilidade natural dos frutos, as
precarias condigdes de transporte e a inexisténcia de uma estrutura adequada de
embalagem e armazenamento, exigindo uma comercializagdo quase que
imediata ap0s a colheita.

A maior conservagao pos-colheita dos frutos de tomate ¢ um importante
fator para os tomaticultores, pois permite maior periodo de comercializacao de
sua produgdo. Diversas propostas tém sido feitas no sentido de aumentar a
conservagdo de frutos do tomate ja colhidos, dentre elas a utilizagdo de baixas
temperaturas, a atmosfera controlada ¢ o uso de filmes plasticos protetores.
Todavia, estas propostas tém encontrado limitagdes de ordem econdémica no
Brasil (Chitarra & Chitarra, 1990 ).

Algumas estratégias também tém sido trabalhadas no sentido de se
alterar geneticamente as plantas visando a produ¢do de frutos com maior
resisténcia pos-colheita. Por meio de métodos convencionais de melhoramento
genético busca-se, através da sele¢do de genitores superiores, o aumento da
freqliéncia de alelos favoraveis para uma maior firmeza do pericarpo.
Utilizando técnicas de biologia molecular (anti-senso) foram obtidas cultivares
transgénicas, em que a produgdo de etileno e atividades de enzimas envolvidas
no processo de amadurecimento do fruto do tomateiro sdo anuladas ou inibidas
(Della Vecchia & Koch, 2000).

O emprego de alelos mutantes de ocorréncia natural que interferem no
amadurecimento do fruto do tomateiro €, no entanto, a estratégia que tem
despertado maior interesse dos melhoristas. Alguns mutantes que atuam de
forma marcante sobre a conservagdo pos-colheita dos frutos podem ser citados:

rin (ripening inhibitor) (Tigchelaar, McGlasson & Buescher, 1978), nor (non



ripening) (Tigchelaar, McGlasson & Buescher, 1978), alc (alcobaga) (Almeida,
citado por Tabim, 1974). Tais genes reduzem a sintese de carotendides e
aumentam a firmeza dos frutos, enquanto os alelos hp (high pigment)
(Thompson, Hepler & Kerr, 1962) e og“ (old gold crimson) (Thompson et al.,
1967) aumentam a produgao de carotenoides nos frutos.

Na literatura existem poucos relatos de trabalhos que avaliam a
utilizacdo desses alelos em duplas combinagdes heterozigotas, no sentido de
retardar a perda da firmeza dos frutos do tomateiro. Santos Junior (2002)
destaca a dupla combinagio alc/alc rin"/rin como superior as heterozigotas em
um 80 loco, relativamente a firmeza dos frutos.

Desde o inicio da década de 1980 existe divergéncia entre Lobo (1981),
Lobo, Basset & Hannan (1984) e Mutschler (1984a) quanto ao alelismo ou ndo
entre alc e nor. Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984) concluiram, em
seus trabalhos, que alc e nor sdo alélicos € que o alc é um alelo do loco nor,
devendo o alelo alc ser representado por nor'. Mutschler (1984a) contesta os
resultados de Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984) e conclui que alc e
nor sdo ndo alélicos localizados a uma distancia de 17 ¢cM no cromossomo 10.
Essa divergéncia entre autores existe ha quase 20 anos e até hoje ndo houve
trabalhos conclusivos que realmente confirmassem qual das hipoteses esta
correta.

O presente estudo teve como objetivos determinar a relacao de alelismo
entre alc e nor e comparar os efeitos dos genétipos homozigotos (alc/alc,
nor/nor e rin/rin), heterozigotos (alc'/alc, nor'/nor e rin'/rin) e das duplas
combinagdes (alc/alc rin"/rin, nor'/nor rin'/rin e alc'/alc nor'/nor) quanto a
firmeza, coloragao e conservagao pos-colheita dos frutos.

Neste trabalho, serdo adotadas para os alelos alcobaga e non-ripening
as notagdes alc e nor, respectivamente, na pressuposicdo de se tratarem de

alelos em locos distintos. Em caso de demonstrada a sua relacdo de alelismo



esta notagdo devera ser revista, adotando-se entdo a notacdo proposta por Lobo
(1981) ¢ Lobo, Basset & Hannan (1984): nor para alcobaca e nor para non-

ripening.
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2.4 REFERENCIAL TEORICO

2.4.1 Aspectos Gerais

O tomateiro ¢ uma espécie amplamente cultivada no Brasil, sendo a
regido Sudeste a maior produtora no ano de 2002, com 47% da produgdo,
seguido da regido Centro-Oeste, com 27,52%, a regido Nordeste, com 14,68%, e
aregido Sul, com 10,60% (Agrianual 2003, 2002). Os Estados de Sao Paulo e de
Goias sao responsaveis por quase metade da produgao nacional.

O cultivo de tomates do tipo longa-vida e extrafirme tem se expandido
em ritmo vertiginoso, sobretudo nas zonas de produgdo do Centro-Oeste, Sul e
Sudeste. Tem-se observado, nos ultimos 5 anos, uma crescente procura por
hibridos com essas caracteristicas, destacando-se nesse cenario os hibridos
nacionais Débora Plus e Bonus (extrafirmes do tipo Santa Clara). No entanto, a
quase totalidade das cultivares denominadas longa-vida ainda é importada, a
exemplo do hibrido Carmen (longa-vida heterozigoto rin"/rin do tipo salada ou
multilocular).

Na década de 1990 foram introduzidos, no Brasil, hibridos israelenses
do tipo longa-vida (rin"/rin) que se destacam por apresentarem frutos bastante
firmes, embora deixem a desejar em sabor e coloracdo dos frutos. A despeito
desses defeitos, tais cultivares sdo bastante valorizadas no mercado, chegando a
custar, a pre¢os do ano 2000, o equivalente a R$ 40.000,00 ou mais por
quilograma de semente.

O agricultor brasileiro fica bastante dependente da tecnologia das
cultivares importadas por ndo haver, no mercado brasileiro muitas, cultivares

nacionais que proporcionem uma maior conservagao dos frutos na pos-colheita.
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2.4.2 Alelos Mutantes

Ha na literatura descrigdo de varios alelos mutantes que interferem no
processo natural de amadurecimento dos frutos do tomateiro, retardando o
amadurecimento e prolongando a conservagdo em poés-colheita. Estes alelos
podem ser incorporados em backgrounds genéticos desejavéis através de
retrocruzamentos, obtendo-se linhagens isogénicas que permitem estudar, em
hibridos, seus efeitos sobre varias caracteristica. Dentre os mutantes destacam-
se os alelos rin (ripening inhibitor), nor (non ripening), alc (alcobaga), hp (high
pigment) e og* (old gold crimson).

O alelo rin, mutante recessivo, afeta a sintese de carotenoides (licopeno
e beta-caroteno) e aumenta a firmeza dos frutos. Este alelo localiza-se no
cromossomo 5 e esta associado ao alelo mc (macrocalix), que confere o
fenotipo célice gigante (Tigchelaar, McGlasson & Buescher, 1978).

O alelo nor, mutante recessivo, também afeta a sintese de carotendides
e o amolecimento dos frutos. Este alelo esta situado no cromossomo 10, ligado
em repulsdo a distancia de 3,5 ¢cM do alelo u (uniform ripening) que condiciona
auséncia de ombro verde nos frutos (Tigchelaar, McGlasson & Buescher, 1978).

O alelo alc em homozigose tem efeito muito drastico ao inibir a
maturagdo normal dos frutos, pois diminui a atividade total da enzima
poligalacturonase (PG), a concentragdo de etileno e de CO, (Mutschler, 1984b
Mutschler et al., 1992), bem como os teores de pigmentos totais e a razdo
licopeno/betacaroteno (Mutschler, 1984b; Mutschler et al., 1992; Lobo Basset
& Hannan 1984; Souza, 1995). Estudos recentes com o alelo alcobaga
revelaram que esse mutante ¢ bastante promissor no sentido de prolongar o
tempo de conservagio do fruto em heterozigose (alc'/alc) (Souza, 1995; Freitas,

1996; Freitas et al., 1998, Faria 2000).
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Ao contrario da maioria dos alelos mutantes de amadurecimento (7in,
nor e alc), alguns mutantes afetam favoravelmente a coloragdo dos frutos,
destacando-se entre eles os alelos ip (high pigment) e og" (old gold crimson)
que aumentam o teor de licopeno nos frutos. No caso desses alelos serem
empregados juntos em um mesmo material, seu fendétipo pode sofrer a
influéncia de efeitos epistaticos (Aratjo, 1997). O mutante /4p foi originalmente
descrito como um mutante de heranga monogénica, estando localizado no
cromossomo 2, e ¢ capaz de incrementar a qualidade dos frutos pela producgao
de altos niveis de caroteno em frutos maduros de tomate, predominando o
licopeno e o beta-caroteno (Thompson, Hepler & Kerr, 1962). Esse mutante
demonstra também regulagdo da resposta a luz durante o crescimento e
desenvolvimento da planta. Em homozigose, o mutante promove redugdo no
desenvolvimento da planta (Jarret, Sayama & Tigchelaar, 1984).

A heranca do carater crimson, um mutante que confere uma coloragido
vermelho brilhante a polpa de frutos de tomate foi estudada por Thompson et al.
(1967). Eles verificaram se tratar de um alelo recessivo que confere, por
pleiotropia, a coloracdo alaranjada as pétalas, fenotipo a partir do qual recebeu a
denominagédo old gold crimson (og"). Foram relatados conteudos de licopeno
cerca de 75% mais elevados que o normal em frutos mutantes homozigotos
og‘/og", porém com redugdo do betacaroteno, principalmente na regido locular
dos frutos (Thompson et al., 1965).

Segundo Araujo (1997), que estudou a interagdo intra-loco e inter-locos
dos alelos alc, og” e hp, o alelo alc em homozigose (alc/alc) reduz os teores de
licopeno e betacaroteno, prolonga a vida pos-colheita e aumenta a firmeza dos
frutos. O mesmo alelo em heterozigose (alc/alc) ndo prejudica nem a coloragio
externa e interna dos frutos e nem o teor de licopeno, porém reduziu o beta-
caroteno, o que pode ser superado por combinagdes especificas com og” e/ou

hp. O alelo hp nao apresenta efeitos deletérios sobre plantas na forma
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heterozigota, ou na forma homozigota em associagdes especificas com alc e/ou
og". A autora conclui que as combinagdes mais promissoras considerando o
conjunto de caracteristicas avaliadas foram:  alc'/alc og®'/og"" hp'/hp,
alc'/alc og*/og"" hp/hp e alc/alc og’/og’ hp'/hp".

Segundo Freitas et. al. (1998), o alelo alcobaga em heterozigose tem
efeitos no sentido de aumentar a firmeza e retardar a coloragdo vermelha dos
frutos, embora ndo a tenha impedido nem a tenha prejudicado substancialmente.
Os alelos og” e hp em heterozigose ndo contribuiram para aumentar a firmeza
dos frutos no background estudado. O alelo og” em heterozigose nao conferiu
incremento na coloracao dos frutos, enquanto que o alelo 4p o fez. Os autores
concluem ainda que o uso de hibridos heterozigotos no loco alcobaca é
vantajoso por propiciar frutos firmes, com maior vida pos-colheita e com
coloragdio vermelha, destacando-se o gendtipo alc'/alc og® /og hp"/hp.

Faria (2000) estudou a produtividade e qualidade pos-colheita de frutos
de hibridos de tomateiro heterozigotos nos locos alc, og” e hp € demonstrou que
o alelo alc em heterozigose ndo afetou a produgdo total, o peso médio, o
tamanho da cicatriz peduncular ¢ a perda de peso de frutos, entretanto
promoveu redugdo na perda de firmeza e evolu¢do mais lenta da taxa de
coloragdo dos frutos. Os alelos /p € 0g° em heterozigose, juntos em um mesmo
gendtipo, atuaram no sentido de incrementar a colorag@o vermelha de frutos de
hibridos de tomateiro heterozigoto para o loco alcobaga, de background Flora-
Dade x Monspomorist. Entretanto, esses alelos ndo interferiram na perda de
firmeza dos frutos. Hibridos com constituicio genotipica alc'/alc og'/og’
hp'/hp apresentaram a vantagem adicional de melhor coloragdo dos frutos
relativamente aos hibridos alc/alc somente.

Santos Junior (2002), estudando a produtividade, qualidade e
conservagao de frutos de hibridos de tomateiro heterozigotos nos locos alc, rin e

nor concluiu que o gendtipo alc'/alc nio afetou a produgio total, o peso médio
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dos frutos e a perda de firmeza mas reduziu a atividade da enzima
poligalacturonase, independentemente do estadio de maturagdo. O gendtipo
rin'/rin foi eficiente em retardar a perda de firmeza dos frutos, porém foi
responsavel pela reducdo na producgdo total e precoce dos frutos. O genotipo
nor'/nor também foi eficiente em promover reducdo significativa na atividade
da poligalacturonase nos frutos no estadio breaker de maturacdo e retardar a
perda de firmeza dos frutos. O gendtipo alc'/alc nor'/nor, embora tenha
proporcionado atraso na perda da firmeza dos frutos, promoveu redugdo na
produgio total e precoce e reducio no teor de licopeno. A combinagio alc'/alc
rin'/rin foi eficiente em reduzir a atividade da enzima poligalacturonase no
estadio breaker e proporcionou atraso na perda da firmeza. O genétipo nor /nor
rin"/rin desacelerou a perda da firmeza dos frutos e reduziu a producdo total e
precoce. O autor finaliza concluindo que o uso de hibridos heterozigotes nas
duplas combinagdes entre os locos alc, rin e nor mostrou-se vantajosa por
propiciar frutos firmes, com maior extensdo da vida pds-colheita dos frutos em

comparagdo com hibridos portadores desses locos isoladamente.

2.4.3 Teste de Alelismo

Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984) realizaram o teste de
alelismo entre alc e rin e alc e nor. Em ambos os testes, as plantas foram
fenotipicamente classificadas como normais ou mutantes pela coloracdo dos
frutos. Os frutos permaneceram na planta até atingirem a coloragdo maxima,
para que a express@o do alelo ndo fosse influenciada pelo estadio de colheita.
No teste de alelismo entre alc e rin foi avaliada uma populacgdo de 20 plantas do
genitor rin, 20 plantas do genitor alc, 20 plantas F, e 78 plantas F,. Na

populagdo F; todos os frutos foram normais e na populagio F, foram
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encontradas 41 plantas com fendtipo normal e 37 com fendtipo mutante, uma
segregacdo de 9:7, indicativa do ndo alelismo entre alc e rin.

No teste de alelismo entre alc e nor foi avaliada uma populacdo de 20
plantas do genitor nor, 20 plantas do genitor alc, 20 plantas F, e 66 plantas F,
Os frutos da geracdo F; tinham fendtipo similar ao alcobaga. Na populacdo F,
nao foram encontradas plantas de fenotipo normal; contudo, foram encontradas
46 plantas com fendtipo alcobagca e 20 plantas com fenotipo nor, o que,
segundo o autor, indica a propor¢@o mendeliana 3:1, indicativa de que os genes
em estudo sdo alélicos, sendo o alelo alc dominante sobre o nor. O alelo alc
recebeu a denominagdo de nor, um terceiro alelo do loco nor. A hipotese de
alelismo entre alcobaca e nor também foi corroborada por Tigchelaar &
Barman (1985), mas estes autores ndo apresentaram detalhes sobre os
experimentos realizados e os tamanhos de populagdo segregantes analisadas.

Mutschler (1984a) realizou o teste de alelismo entre alc e nor e obteve
resultado diferente do obtido por Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984).
O experimento foi conduzido em dois anos, o genotipo alc foi representado por
10 plantas no ano de 1982 ¢ 5 em 1983, o gendtipo nor teve 10 plantas em 1982
e 5 em 1983. A geracdo F, teve 10 plantas nos anos de 1982 ¢ 1983 ¢ a F, foi
constituida de 18 plantas em 1982 e 48 em 1983. Os frutos foram avaliados
quanto ao tempo de armazenamento, sendo os frutos recombinantes
identificados pelo tempo menor de armazenamento quando comparados com os
frutos F;.

O armazenamento dos frutos F; foi em média de 33,6 € 26 dias em 1982
e 1983, respectivamente, tempo de armazenamento menor que os genitotes alc e
nor. Segundo a autora, essa reducdo nos dias de armazenamento entre os
genitores e a geragdo F; ¢ improvavel se os dois mutantes sdo alélicos. Na
populacdo F, de 1982 foram encontradas 2 plantas com fendtipo normal e com

longa vida de 9 e 14 dias. O fendtipo recombinante foi confirmado pela
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autofecundacdo de suas progénies, ndao sendo encontrada, na descendéncia das
progénies, nenhuma planta com fendtipo nor, e todas segregavam para o
alcobaga. As plantas foram classificadas fenotipicamente como alc e nor
através da coloragdo dos frutos. As plantas foram classificadas como fenotipo
nor caso seus frutos maduros adquirissem coloragdo amarelo, e classificadas
como fenotipo alc quando possuiam frutos com coloragdo amarelo tintado de
manchas alaranjadas. Na geracdo F, de 1983 foram encontradas 9 plantas
recombinantes (fendtipo normal), que foram identificadas pelo tempo de
armazenamento. A presenga dessas plantas na F, confirmaria que alc e nor sdo
nao-alelicos, concluindo-se ainda que alc e nor estdo a 17 cM de distancia.
Segundo Mutschler (1984a), encontrar plantas recombinantes em populagdes F,
pequenas ndo € improvavel. Se alc e nor estiverem a 17 cM de distancia, a
possibilidade de encontrar plantas recombinates em uma populacdo F, (baseado
no critério de conservagdo de frutos indicada pela autora), com 95% de
probabilidade, ¢ de 1 recombinante em 18 plantas. No que tange a coloragdo
final dos frutos, Mutschler (1984a) relata que os da geragdo F, (alc x nor)
adquirem uma coloragdo quase normal quando amadurecem na planta, € uma
coloracdo alaranjado-avermelhada quando dela destacados. Ao enfatizar que
frutos alc/alc adquirem uma coloracao amarelada tintada de laranja, e que frutos
nor/nor adquirem cor amarelada, fica claro que a autora considera frutos F, (alc
x nor) como tendo fendtipo normal quanto a coloragdo, em contraste com os
homozigotos alc/alc ou nor/nor cujo fendtipo ¢ mutante (hipotese ortodoxa de
nao-alelismo de Mutschler 1984a). Contudo, uma andlise literal da descrigdo da
coloracdo dos frutos F; (alc x nor) feita pela autora permite que se considere seu
fenotipo como mutante, tendo em vista a variacdo na expressao fenotipica dos
homozigotos nor/nor observada por Tigchelaar & Barman (1985). Assim,
qualquer teste da hipétese de ndo-alelismo entre alc e nor proposta por

Mutschler (1984a) deve também levar em consideracdo a hipotese alternativa,
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de que F, (alc x nor) tenha fenotipo mutante (hipotese de ndo-alelismo
alternativa), considerando o F, (alc x nor) como fenétipo mutante.

Os resultados discrepantes dos testes de alelismos entre alc e nor
realizados por Lobo (1981), Lobo, Basset & Hannan (1984) e Mutschler
(1984a) podem ser atribuidos em parte, aos diferentes critérios (subjetivos)
usados por estes autores para se definir o que seria um fenotipo recombinante,
ao numero pequeno de plantas avaliadas na geracao F; e, em parte, ao fato de os
genitores utilizados por ambos os autores compreenderem background
genotipicos diversos.

Tigchelaar & Barman (1985) relatam que diferentes acessos mutantes
homozigotos para o alelo nor mostram uma ampla gama de variacdes no grau
de inbi¢ao da maturagdo de frutos, o que poderia ser consequéncia da existéncia
de diferentes alelos mutantes no loco nor, mas também de genes modificadores.

A disponibilidade de linhagens alc e nor em background isogénico
poderia contribuir para melhor definir os fendtipos determinados por estes

alelos, sem complicagdes devidas aos efeitos do background.

2.4.4 Processo de amadurecimento dos frutos

O tomate ¢ classificado como um fruto climatérico, podendo ser
colhido ainda verde, porém fisiologicamente maduro (mature green), e sofrer o
processo de amadurecimento fora da planta.  Seus frutos passam por um
complexo processo de amadurecimento que envolve algumas atividades
metabdlicas, com destaque para a degradacdo de clorofila, producdo de
aglcares, sintese de carotendides, aumento da respiragdo (resultando na
elevagdo da taxa de CO, interno e reducao de O,), associada a producdo de

etileno, o que caracteriza o climatério respiratorio (Lyons & Pratt, 1963).
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Os tomates colhidos nos estadios verde-maduro (mature green) e
breaker (que ¢ caracterizado pela quebra da cor verde e aparecimento de
manchas avermelhadas ou amareladas na regido da cicatriz estilar) apresentam
pior sabor quando comparados aos colhidos totalmente maduros (Kader et. al.,
1978), fato este que comprova a importancia do desenvolvimento de cultivares
longa vida que possibilitam a colheita nos estddios mais avancados de
desenvolvimento.

Por meio da tecnologia do RNA anti-sense foi possivel desenvolver
cultivares longa vida pelo bloqueio da acdo da enzima poligalacturonase, que ¢
responsavel pela degradagdo da pectina das paredes do fruto, fazendo com que
eles se tornem de consisténcia mole (Smith et. al., 1988).

Através do melhoramento genético classico também ¢é possivel
desenvolver cultivares longa vida. Essas cultivares podem ser desenvolvidas
pela incorporagdo, nos gendtipos de interesse, de alelos mutantes (7in, nor e
alc) que interferem no processo de maturagdo ¢ firmeza do fruto, de maneira
que estes fiquem mais tempo desenvolvendo-se na planta e possibilitando, com
isso, a colheita em estadios mais avan¢ados de maturagdo, com frutos melhores
em qualidade, como flavor e coloragao.

Tigchelaar et al., (1978), estudando o mutante »in em homozigose,
demonstraram que seus frutos mutantes apresentam um modelo de
amadurecimento do tipo ndo climatérico, ou seja, ndo amadurecem quando
colhidos na fase inicial de maturacdo. Frutos homozigotos nor/nor também nao
apresentam climatério respiratorio e nem pico de etileno, e sua firmeza se reduz
vagarosamente, apresentando baixa atividade de poligalacturonase em frutos
maduros (Ng & Tigchelaar, 1977). Ja os frutos alcobaca apresentam
amadurecimento do tipo climatérico (Lobo, 1981). O alelo alcobaga promoveu
a reducdo da taxa de amadurecimento do fruto entre os estadios verde-maduro e

vermelho, proporcionando um aumento da vida pos-colheita de 5 dias nos frutos
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heterozigotos (alc'/alc) e de 26 dias nos frutos homozigotos (alc/alc), quando

comparados aos frutos normais (alc'/alc”) (Mutschler et.al., 1992).

2.4.5 Atributos de qualidade dos frutos

2.4.5.1 Firmeza dos frutos

A firmeza dos frutos ¢ um fator bastante relevante, apesar de ndo estar
necessariamente ligado a longa conservagao pds-colheita. A firmeza dos frutos
atualmente vem sendo descrita, inclusive como sindnimo de longa vida, por
algumas empresas produtoras de sementes. Porém, deve-se ressaltar que os dois
fatores sdo bem distintos e dependem tanto do loco génico mutante de
amadurecimento utilizado como do background a que este gene esta associado
(Aragjo, 1997). A firmeza dos frutos varia de acordo com os estadios de
maturacdo, entre os varios genotipos (Ahrens & Huber, 1990).

A enzima poligalacturonase (PG) influencia na mudanga de textura dos
frutos do tomateiro durante o processo de maturagdo. Os niveis de atividade
dessa enzima apresentam uma correlagdo inversa com a firmeza do fruto do
tomate (Ahrens & Huber, 1990). A PG ¢ responsavel pela solubilizagdo da
pectina, provocando o amolecimento dos tecidos da parede celular. Entretanto, a
enzima pectinametilesterase (PME) desempenha um papel fundamental,
catalizando processos metabdlicos que tornam as paredes celulares mais
susceptiveis a acdo da PG durante o amadurecimento. Os niveis dessas enzimas
nos frutos variam com os gendtipos e com o desenvolvimento do estagio de
maturagdo, aumentando a medida que o fruto amadurece (Chitarra & Chitarra,
1990).

Os mutantes de amadurecimento podem influenciar no processo de

firmeza dos frutos do tomateiro. O genétipo alcobaca em heterozigose possui
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firmeza intermediaria & dos genitores de constituicdo genotipica alc/alc e
normais (alc'/alc") (Lobo, 1981; Mutscheler et. al., 1992; Souza, 1995; Freitas
e et. al., 1998). O alelo alcobagca em heterozigose reduz a atividade da enzima
poligalacturonase, independentemente do estadio de maturacdo ( Santos Junior,
2002). A utilizagdo do gendtipo rin'/rin também é eficiente em retardar a perda
de firmeza dos frutos. O alelo nor, quando em heterozigose (nor /nor),
promove reducdo significativa na atividade da poligalacturonase nos frutos no
estadio breaker de maturagdo e retarda a perda de firmeza dos frutos. A
combinacio alc'/alc rin"/rin  reduz a atividade da enzima poligalacturonase
no estadio breaker, retardando a perda da firmeza. A combinagao dos alelos nor
e rin em heterozigose (nor'/nor rin'/rin) também diminui a perda da firmeza
nos frutos (Santos Junior, 2002).

Para medir a textura e a firmeza dos frutos existem varios métodos que
avaliam propriedades fisicas diferentes e envolvem testes de resisténcia a
penetracdo, de compressdo, de deformagdo, de aplanagdo, medidas de pressdo
de turgor e outros (Jackman, Marangoni & Stanley, 1990; Kojima et. al., 1991;
Shackel et. al., 1991; Awad, 1993; Calbo & Nery, 1995). Algumas dessas
técnicas sdo destrutivas, e nem sempre ocorre correlacdo entre elas (Souza,
1995).

Calbo & Nery (1995) desenvolveram a técnica de aplanacao para medir
a firmeza dos frutos. Segundo os autores, a firmeza depende da pressdo de
turgescéncia, usualmente percebida pelo pressionamento do material entre os
dedos. A técnica consiste na utilizacdo de um aplanador desenvolvido para
medigdes rapidas e acuradas de pressao obtida pela razdo entre a forca aplicada

na superficie do orgdo e a area aplanada.
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2.4.5.2 Coloracao dos Frutos

No momento da aquisicdo de frutos de tomate pelo consumidor, a
coloracdo € o atributo que mais influencia na aceitagdo do produto. A coloracao
vermelha e uniforme ¢ a preferida no momento da escolha. A cor, assim como a
textura e o sabor, também ¢ influenciada pelo estagio de colheita dos frutos.

O processo de amadurecimento provoca mudangas na cor dos frutos
devido a degradacdo da clorofila, que ¢ acompanhada pela sintese de
carotendides, sendo um indicativo visualmente perceptivel de que o processo de
amadurecimento esta ocorrendo (Hobson & Crierson, 1993).

A colorag¢do dos frutos de tomate ¢ influenciada pelos mutantes de
amadurecimento alc, rin ¢ nor quando utilizados em homozigose, alterando a
sintese de licopeno e betacaroteno dos frutos. Os alelos alc e nor, quando em
homozigose, afetam a sintese de carotendides, fazendo com que os frutos
tenham coloragdo alaranjada. Ja o alelo rin em homozigose faz com que os
frutos tenham coloracdo amarela. A utilizacdo dos alelos alc, rin e nor em
homozigose aumenta a firmeza dos frutos, porém sua colorag@o final ndo é
aceita pelo consumidor. Uma alternativa seria a utilizagdo desses alelos em
heterozigose, casos em que a colora¢do dos frutos seria normal ¢ a firmeza
seria maior que a dos frutos de gendtipos normais.

Aratjo (1997), Freitas et.al. (1998) e Faria (2000) propdem a utilizagao
do alelo alcobaga em heterozigose, associados aos alelos 0g® e hp. Freitas et.al.
(1998) relatam que o alelo og® em heterozigose ndo conferiu incremento a
coloragdo dos frutos nos genétipos alc'/alc utilizados, enquanto o alelo Ap o
fez.

Em estudo conduzido por Faria (2000) os alelos og"° e hp em
heterozigose, juntos em um mesmo genotipo, atuaram no sentido de incrementar

a coloragdo vermelha dos frutos do genétipo alc /alc.
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Segundo Santos Junior (2002), o gendtipo alc'/alc ndo afetou a
evolugio de coloragdo externa dos frutos. Ja o gendtipo rin'/rin nao
proporcionou atraso na coloragdo vermelha dos frutos. O gendtipo nor'/nor
proporcionou significativo atraso na coloragdo dos frutos. A combinagdo
alc'/alc  rin'/rin e nor'/nor rin'/rin promoveu atraso na evolugdo da
coloracdo vermelha dos frutos. Embora as combinagdes dos mutantes em
heterozigose tenham promovido atraso na coloragdo, esse fato ndo foi limitante,
sendo sua utilizagdo viavel para incremento da firmeza de hibridos comerciais.
E importante ressaltar que esses autores utilizaram backgrounds distintos, o que

justifica eventuais divergéncias nos efeitos dos mutantes.

23



2.5 MATERIAIS E METODOS

2.5.1 Local

O experimento foi conduzido durante o ano de 2002, nas dependéncias

do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras-MG.

2.5.2 Material experimental

No presente trabalho foram realizados dois experimentos envolvendo os
alelos mutantes de amadurecimento em tomateiro.

O primeiro experimento visou mensurar os efeitos comparados dos
gendtipos alc/alc, nor/nor, rin/rin, alc”/alc, nor /nor e rin'/rin e de suas duplas
combinagdes heterozigotas na qualidade e conservagao pos-colheita de frutos de
tomates. O segundo experimento envolveu o teste de alelismo entre alc e nor.

O germoplasma utilizado neste trabalho faz parte do programa de
melhoramento genético do tomateiro do professor Dr. Wilson Roberto Maluf,
na Universidade Federal de Lavras, com excecdo da cultivar Flora-Dade.

O primeiro experimento realizado envolvendo os alelos mutantes em
homozigose, heterozigose e em duplas combinagdes heterozigotas foi
constituido por 10 tratamentos, sendo 4 linhagens quase isogénicas de tomateiro
com background Flora-Dade e 6 hibridos obtidos a partir destas linhagens. O
genétipo das linhagens e dos hibridos sao: Flora-Dade (alc'/alc™ nor'/nor"
rin'/rin” = Fendtipo normal = coloragdo vermelha); TOM-559 (alc/alc
nor /nor” rin+/rin+); TOM-613 (achr/alc+ nor/nor rin+/rl'n+); TOM-614
(alc*/alc™ nor'/nor” rin/rin); F, [(Flora-Dade x TOM-613) alc/alc™ nor'/nor
rin"/rin']; F; [(Flora-Dade x TOM-559) alc'/alc nor'/nor" rin'/rin']; F,
[(Flora-Dade x TOM-614) alc'/alc” nor'/nor" rin"/rin]; Fi [(TOM-559 x TOM-
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613) alc'/alc nor'/nor rin'/rin’]; F, [(TOM-559 x TOM-614) alc'/alc
nor'/nor” rin'/rin] e F, [(TOM-613 x TOM-614) alc'/alc” nor'/nor rin"/rin]
(Quadro. 1).

As linhagens TOM- 559, TOM-613 e TOM-614 foram obtidas apos 4, 3
e 4 retrocruzamentos sucessivos com a cultivar Flora-Dade (usada como genitor
recorrente de fenotipo normal) e a partir das linhagens Alcobaga iso-3-Rutgers
(alc/alc), nor-iso-4 (nor/nor) e rin-iso-8 (rin/rin), respectivamente, todas obtidas
de Edward C. Tigchelaar (in memorian), Purdue University/USA. Portanto,
todas as linhagens e hibridos utilizados (Quadro 1) possuem um background
genotipico similar ao da cultivar Flora-Dade.

O segundo experimento, que se refere ao teste de alelismo entre alc e
nor, foi realizado simultaneamente com o primeiro. Neste caso foi utilizada a
geracdo F, (TOM-559 x TOM- 613), simultaneamente com os dados das
linhagens Flora-Dade, TOM-559 (alc/alc nor /nor” rin'/rin"), TOM-613

Quadro 1. Descrigdo dos materiais quanto a constitui¢ao nos locos alc, nor e rin

Tratamentos Genotipos
Flora-Dade alc*/alc” nor*/nor” rin'/rin*
TOM-559 alc/alc nor*/nor” rin'/rin”
TOM-613 alc*/alc” nor/nor rin'/rin"
TOM-614 alc*/alc” nor*/nor” rin/rin

F; (Flora-Dade x TOM-613)
F; (Flora-Dade x TOM-559)
F; (Flora-Dade x TOM-614)
F, (TOM-559 x TOM-613)
F, (TOM-559 x TOM-614)
F;(TOM-613 x TOM-614)

alc*/alc’ nor*/nor rin'/rin*
alc*/alc nor'/nor” rin*/rin*
alc*/alc’ nor'/nor’ rin'/rin
alc*/alc nor*/nor rin"/rin*
alc*/alc nor*/nor” vin'*/rin

alc*/alc” nor*/nor rin'/rin
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(alc”/alc™ nor/nor rin'/rin”) e dos hibridos F; [(TOM-559 x TOM-613)
alc"/alc nor'/nor rin'/rin'], F, [(Flora-Dade x TOM-559) alc'/alc nor'/nor"
rin'/rin'] e F\ [(Flora-Dade x TOM-613) alc'/alc" nor'/nor rin'/rin'].

2.5.3 Experimento 1- Firmeza, coloracio e conservacao dos frutos

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado, com 10 tratamentos. Todos os tratamentos tiveram 2 repetigoes,
com excecdo dos tratamentos F; (TOM-559 x TOM-614) e F, (TOM-613 x
TOM-614), para os quais foram utilizadas 4 repeti¢des. Cada parcela foi
constituida de uma fileira tnica de 4,0 m de comprimento com um total de dez
plantas por parcela, totalizando 24 parcelas.

As linhagens e os hibridos foram semeados em casa de vegetacdo,
sendo a semeadura realizada em caixas plasticas contendo uma mistura de
substrato comercial PLANTMAX® e casca de arroz carbonizada , na propor¢io
de 1:1, em volume. As mudas foram repicadas para bandejas de isopor de 128
células quando no estddio de primeira folha definitiva. Nas bandejas foi
colocada a mesma mistura utilizada para a semeadura, com a adicao de 800g de
adubo na formulagdo 4-14-8 para cada volume de 80 litros. As plantulas
receberam cuidados fitossanitarios e irrigacao didria, sendo o transplantio para
estufa plastica feito quando elas atingiram o tamanho de cerca de 8,0 cm de
altura.

A estufa plastica foi previamente preparada, utilizando o espagamento
de 80 cm entre canteiros, 50 cm entre fileiras no canteiro e 40 cm entre plantas.
O cultivo foi feito em sistema tutorado e irrigado por gotejamento. As plantas
foram conduzidas com haste unica, tutoradas individualmente e semanalmente

desbrotadas.
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As adubagdes de plantio, cobertura, tratos culturais e fitossanitarios
seguiram recomendacdo especificas para a cultura do tomateiro (Filgueira,

2000).

2.5.3.1 Avaliacgoes dos atributos de qualidade dos frutos

Quanto aos atributos de qualidade dos frutos, foram avaliados os frutos
das 4 linhagens e dos 6 hibridos, colhendo-se 10 frutos de cada uma das 24
parcelas avaliadas. As colheitas foram realizadas durante o periodo da manha.
Foram colhidos os frutos que apresentavam o estadio breaker de maturacao.
Os frutos foram armazenados em prateleiras dentro de cAmara fria a 15° C e

umidade relativa de 60% durante 28 dias.

2.5.3.2 Firmeza

Os frutos foram identificados e avaliados quanto a firmeza pela técnica
de aplanagdo (Calbo & Nery, 1995). Esta avaliagdo foi denominada de firmeza
dia 0 (zero), a qual corresponde ao estadio breaker de maturacao.

A avaliagdo de firmeza foi realizada por apareclho denominado
aplanador central (Calbo & Nery, 1995). A técnica consiste em exercer uma
pressdo de um peso conhecido de 0,965 kgf sobre os frutos, em um ponto
denominado de ponto de prova (F), durante 15 segundos. Na base desse ponto
de prova, uma pequena placa de acrilico no sentido horizontal atuava
diretamente na superficie do fruto, sempre em um mesmo ponto. A pressiao
direta sobre o fruto promovia a formagdo de uma superficie de contato de
formato elipsoidal, delimitada por uma marca de 6leo mineral. Com um
paquimetro, mediram-se o maior (a) € o menor (b) diametro da elipsoide

delineada.
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A 4rea da superficie aplanada (A), em cm’, foi calculada pela expressio
A= 0,7854*a*b. A firmeza (P) foi determinada pela divisdo do peso no ponto de
prova (F) pela area aplanada (A). Os resultados dessa relagdo apresentam a
unidade de pressdo em kgf/cm” ou N/m’. Valores maiores indicam frutos mais
firmes.

Apds a leitura no dia 0 (zero), os frutos foram acondicionados em
prateleiras dentro da cdmara fria a 15° C e umidade relativa de 60%, onde
permaneceram durante todo o periodo de avaliagdes. As avaliagdes eram feitas a
cada 2 dias nos mesmos frutos, durante 28 dias, utilizando sempre a mesma

técnica.

2.5.3.3 Coloraciao dos frutos

Os frutos receberam notas referentes a porcentagem e intensidade de
coloragdo durante 28 dias de armazenamento. As notas eram dadas diariamente,
durante 28 dias, através de escala visual variando de 1 a 5. Essas notas mediam
a evolugdo da porcentagem de area externa colorida e da intensidade de
coloragdo externa dos frutos, recebendo o estadio breaker a nota 1 para
porcentagem de area externa colorida e nota 1 para intensidade de coloracdo.
No final dos 28 dias, os frutos receberam notas finais de colora¢do externa e

interna.

As notas variavam conforme a escala abaixo:
Percentagem de drea externa colorida:
Nota 1= Frutos com poucas listras ou manchas de coloracdo avermelhada
ou amarelada;
Nota 2= Frutos com 20% a 40% da area da superficie com coloragio

avermelhada ou amarelada;
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Nota 3= Frutos com 40% a 60% da area da superficie com coloragdo
avermelhada ou amarelada;

Nota 4= Frutos com 60% a 80% da area da superficie com coloragio
avermelhada ou amarelada;

Nota 5= Frutos com 80% a 100% da area da superficie com coloragio

avermelhada ou amarelada.

Intensidade de coloracio externa e interna:
Nota 1= Frutos com coloragdo amarela clara;
Nota 2= Frutos com coloragdo amarela clara com partes alaranjadas;
Nota 3= Frutos com coloragdo alaranjada;
Nota 4= Frutos com coloracdo vermelha clara;

Nota 5= Frutos com colorac¢do vermelha intensa.

2.5.3.4 Numero de dias da antese até o estadio breaker

No decorrer do florescimento, as flores das plantas hibridas e linhagens
foram marcadas todos os dias com 14 colorida, de modo que as flores abertas em
um mesmo dia tinham a mesma cor de 1. Para cada dia foi utilizada uma cor
diferente, totalizando um minimo de dez frutos marcados por parcela.

Quando os frutos marcados atingiram o estadio breaker, eles foram
colhidos e anotados os dias decorridos desde a antese. Para efeito de analise

estatistica, foram consideradas as médias dos 10 frutos de cada parcela.

2.5.3.5 Analise Estatistica

Os dados das caracteristicas de qualidade de frutos foram submetidos a analise
de variancia, efetuada com o emprego do pacote estatistico SAS (Statistical
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Analysis System). Empregou-se o esquema adequado para o modelo
estatistico e para o delineamento utilizado,
Yi=m+t+ej

Em que:
Y;j = valor observado no tratamento i, na repeti¢do j;
m = média geral;
t; = efeito do tratamento i;i =1, 2,...,10;

ejj= erro experimental; e; N NID (0, 02).

Os tratamentos avaliados no experimento sdo gendtipos quase
isogénicos e, portanto, as diferencas entre os tratamentos refletem os efeitos dos
locos génicos estudados (alc, nor e rin), livres do efeito do background genético.
Desta maneira, foram calculados contrastes ndo ortogonais de interesse entre os
pares de hibridos para avaliar os efeitos dos locos alc, nor e rin em homozigose
e heterozigose em um sO0 loco e os efeitos das duplas combinagdes
heterozigoticas entre esses locos (Quadro 2).

A evolucdo da porcentagem de area externa colorida foi medida
anotando-se, para cada parcela, o niimero de dias para atingir a nota 3; a
intensidade de coloragdo foi medida anotando-se, para cada parcela, o nimero
de dias para atingir nota 2,5.

Adotou-se modelo de regressdo para o ajuste da evolugdo da perda de
firmeza dos frutos ao longo das avaliagdes. A meia vida de firmeza (T) foi
obtida através da regressdo dos dados de firmeza (A), de cada parcela, no
numero de dias decorridos (X), através do modelo estatistico do decaimento
exponencial: A = A * (1/2)*", em que A, = firmeza estimada (N.m™) inicial dos
frutos no estadio breaker; T = meia vida da firmeza (medida em dias) e A =
firmeza (N/m’) ap6s decorridos X dias. As curvas foram calculadas com o

recurso do pacote estatistico SAS (Statistical Analysis System), com a
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transformagdo logaritmica do referido modelo de decaimento exponencial,
seguida de regressao linear.

Os valores obtidos para firmeza de frutos, ao longo do tempo decorrido
apos a colheita, foram ajustados ao modelo de decaimento exponencial indicado
acima. Com base na equacdo ajustada, foram estimadas, para cada parcela:

(a) a firmeza inicial do fruto no estadio breaker (Ay);

(b) a meia vida da firmeza (T), correspondente ao tempo em pos-
colheita que o fruto leva para reduzir pela metade sua firmeza em
relagdo a inicial,

(c) o numero de dias decorridos para que os frutos atinjam firmeza de
2,0x10* N/m?, considerada a firmeza minima aceitavél, abaixo da
qual se poderia dizer que os frutos ndo sdo mais comercializados.

2.5.4 Experimento 2: Teste de alelismo entre alc e nor

O teste de alelismo foi realizado utilizando-se populacdo segregante do
cruzamento TOM-559 x TOM- 613. Foram utilizadas inicialmente 40 parcelas
de 10 plantas, totalizando 400 plantas, das quais puderam ser obtidos dados de
364 plantas. De cada planta foram colhidos 4 frutos no estadio breaker de
matura¢do. Os frutos permaneceram armazenados em camara fria a 15° C e
umidade relativa de 60% e foram examinados por 28 dias até determinacdo da
coloracao final.

Como testemunha, foram utilizadas 20 plantas das linhagens TOM-559
(alc/alc), TOM-613 (nor/nor) e dos hibrido F; [(TOM-559 x TOM-613)
alc’/alc nor"/nor], F\ [(Flora-Dade x TOM-559) alc'/alc nor‘/nor'] e F, [(Flora-
Dade x TOM-613) alc'/alc’ nor'/nor], bem como da linhagem de gendtipo
normal Flora-Dade (alc/alc” nor /nor" rin"/rin”).

Com base na coloragdo final de 4 frutos por planta, cada parcela foi
classificada fenotipicamente como normal (fenoétipo semelhante a
cultivar
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Quadro 2. Contrastes de interesse entre os tratamentos

Contrastes

Efeito mensurado

alc/alc vs normal

nor/nor vs normal

nor/nor vs alc/alc

alc*/alc vs normal

.
nor /nor vs normal

alc*/alc vs nor*/nor

rin/rin vs normal

rin/rin vs alc/alc

rin/rin vs nor/nor

o + .
rin"/rin vs normal

o+ e +
rin"/rin vs alc’/alc

rin'/rin vs nor*/nor

alc*/alc nor'/nor vs normal

alc*/alc nor'/nor vs alc*/alc

alc*/alc nor*/nor vs nor'/nor

Contraste do genétipo alc em homozigose com o
genotipo normal

Contraste do genotipo nor em homozigose com o
genotipo normal

Contraste entre o genétipo homozigoto nor/nor ¢ o
gendtipo homozigoto alc/alc

Contraste do gendtipo heterozigoto alc'/alc com o
gendtipo normal

Contraste do genotipo heterozigoto nor'/nor com o
genotipo normal

Contraste entre o gendtipo heterozigoto alc'/alc ¢ o
heterozigoto nor'/nor

Contraste do genétipo rin em homozigose com o
genotipo normal

Contraste entre o genétipo homozigoto rin/rin ¢ o
gendtipo homozigoto alc/ale

Contraste entre o genétipo homozigoto rin/rin € o
gendtipo homozigoto nor/nor

Contraste do genétipo heterozigoto rin'/rin  com o
genotipo normal

Contraste entre o gendtipo heterozigoto rin'/rin € o
gendtipo heterozigoto alc'/alc

Contraste entre o gendtipo heterozigoto rin'/rin e o
genétipo heterozigoto nor' /nor

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
nor'*/nor e o genotipo normal

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
nor/nor e o genotipo heterozigoto alc'/alc

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc

nor'/nor e o genotipo heterozigoto nor*/nor
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alc*/alc nor'/nor vs alc/alc

+ +
alc/alc nor'/nor vs nor/nor

alc*/alc nor*/nor vs rin/rin

alc*/alc vin™/rin vs normal

alc*/alc vin®/rin vs alc*/alc

alc*/alc vin®/rin vs nor'/nor

alc*/alc vin™/rin vs rin'/rin

+ .+,
nor /nor rin"/rin vs normal

nor*/nor rin'*/rin vs alc*/alc

+ ) +
nor'/nor rin"/rin vs nor /nor

+ « 4, .« +,.
nor'/nor rin"/rin vs rin /rin

alc*/alc vin®/rin vs alc/alc nor*/nor

nor*/nor rin'*/rin vs alc*/alc nor'/nor

alc*/alc vin®/vin vs nor'/nor vin'/rin

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
nor*/nor e o genotipo homozigoto alc/alc

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
nor*/nor e o genotipo homozigoto nor/nor

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
nor/nor e o genotipo homozigoto rin/rin

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
rin'/rin e o genotipo normal

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
rin'/rin e o genotipo heterozigoto alc'/alc

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
rin'/rin ¢ o genotipo heterozigoto nor /nor

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
rin'/rin e o genotipo heterozigoto rin"/rin

Contraste entre o genétipo duplo heterozigoto nor/nor
rin'/rin € o genotipo normal

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto nor'/nor
rin'/rin ¢ o genotipo heterozigoto alc'/alc

Contraste entre o genétipo duplo heterozigoto nor/nor
rin'/rin e o genotipo heterozigoto nor"/nor

Contraste entre o genétipo duplo heterozigoto nor/nor
rin'*/rin e o genotipo heterozigoto rin"/rin

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
rin*/rin ¢ o genotipo duplo heterozigoto alc'/alc
nor"*/nor

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto nor"/nor
rin'/rin e o genotipo duplo heterozigoto alc'/alc
nor"*/nor

Contraste entre o gendtipo duplo heterozigoto alc'/alc
rin'/rin e o genotipo duplo heterozigoto nor'/nor

. + .
rin' /rin
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Flora-Dade, i.e., frutos vermelhos quando maduros) ou mutantes (fendtipo
semelhantes ao das linhagens TOM-559 ou TOM-613 frutos amarelados ou
amarelo-alaranjados quando maduros).

Foram analisadas 3 diferentes hipotese quanto as relagdes de alelismo entre os
mutantes alc e nor.

1) — Hipdtese de alelismo entre alc e nor admitida por Lobo (1981), Lobo,
Basset & Hannan (1984) e Tigchelaar & Barman (1985).

Admite-se que alc seja alélico a nor, semelhante ou idéntico a este. Neste caso,
as frequéncias esperadas dos fenotipos quanto a coloragéo final dos frutos
nas geracdes testadas seriam:

Genotipos Frequéncia Esperada
Fenotipo : Fenotipo
Normal Mutante
FloraDade (normal) 1 0
TOM-559 (alc/alc) 0 : 1
TOM-613 (nor/nor) 0 1
F1(FloraDade x TOM-559) (=alc/alc) 1 0
F1(FloraDade x TOM-613) (=nor"/nor) 1 0
F1(TOM-559 x TOM-613) [=F,(alc x nor)] 0 = 1
F>(TOM-559 x TOM-613) [=F,(alc x nor)] 0 : 1

2) — Hipotese ortodoxa de ndo-alelismo entre alc e nor, definida por Mutschler
(1984a).

Esta hipotese admite que alc e nor sdo genes localizados em locos distintos, no
mesmo cromossomo, e ligados por uma distancia genética de c = 0,17 (=17
Centimorgans). A autora admite também que o fenotipo da F, (alc x nor)
quanto a coloragdo dos frutos é considerado normal.

Neste caso, a frequéncia esperada de genotipos na geracao F, seria: (Quadro
3):
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Quadro 3. Teste de alelismo entre alc e nor: Frequéncias genotipicas e
fenotipicas esperadas admitindo-se a hipotese de que alc e nor sejam genes
distintos, localizados no mesmo cromossomo, a uma distancia genética c, e
de que o fendtipo do hibrido entre os homozigotos alc e nor seja normal.

Frequéncias alc” nor” alc” nor alc nor" alc nor
gamgéticas (c/2) (1-¢)2 (1-¢)2 (c/2)
ale” nor” (c/2) (c/2)? (¢/2).(1-¢)/2 (¢/2).(1-¢)/2 (c/2)

alc" nor (1-0)2 | (e/2).(1-0)2  (1-c)2.(1-c)2  (1-e)2.(1-¢)2  (c/2).(1-c)/2

ale nor™ (1-¢)2 | (e/2).(1-¢)/2  (1-c)2.(1-¢)2  (1-¢)/2.(1-¢)2  (c/2).(1-c))2

alc nor (c/2) (c/2)? (c/2).(1-¢)/2 (c/2). (1-¢c)/2 (c/2)

Classes em negrito t€ém fenotipo normal; as demais tém fenotipo mutante.

A probabilidade de se obterem plantas de fenotipo normal em F, seria, pois,
[c*/4+0,5].

A probabilidade de numa populagado F, de N individuos néo se detectar
nzenh;]lma planta de fen6tipo normal seria p = [1-( ¢*/4 + 0,5)]" =[0,5 -
c/4]".

As frequéncias esperadas dos genotipos quanto a coloragéo final dos frutos nas
geracgoes testadas seriam:
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Genotipos Frequéncia Esperada

Fenotipo : Fenotipo

Normal Mutante
FloraDade (normal) 1 0
TOM-559 (alc/alc) 0 : 1
TOM-613 (nor/nor) 0 1
F1(FloraDade x TOM-559) (=alc/alc) 1 0
F1(FloraDade x TOM-613) (=nor"/nor) 1 : 0
F1(TOM-559 x TOM-613) [=F,(alc x nor)] 1 0
F»(TOM-559 x TOM-613) [=F(alc x nor)] /440,51 0,5-cY/4

3) — Hipotese alternativa de ndo-alelismo entre alc e nor, derivada da
Mutschler (1984a).

Esta hipotese admite que alc e nor sdo genes localizados em locos distintos, no
mesmo cromossomo, ligados por uma distancia genética de ¢ =0,17 (= 17
Centimorgans). Interpretando o fenotipo F; (alc x nor) descrito pela autora
a luz do descrito por Tigchelaar & Barman (1985), essa hipotese admite que
o fenétipo do F; (alc x nor) quanto a coloragédo dos frutos é considerada
mutante.

Neste caso, a frequéncia esperada de genotipos na geracao F, seria (Quadro 4).

A probabilidade de se obterem plantas de fendtipo normal em F,, seria
pois: [c(1-c) + c’/4].

A probabilidade de numa populagdo de N individuos ndo se detectar nenhuma
planta de fendtipo normal seria: p = [c(1-c) + c*/4]".
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Quadro 4. Teste de alelismo entre alc e mnor: Frequéncias genotipicas e
fenotipicas esperadas admitindo-se a hipdtese de que alc e nor sejam genes
distintos, localizados no mesmo cromossomo, a uma distancia genética ¢, ¢ de
que o fenotipo do hibrido entre os homozigotos alc e nor seja mutante.

Frequéncias alc” nor” alc” nor alc nor" alc nor
gamgéticas (c/2) (1-¢)2 (1-¢)2 (c/2)
ale” nor” (c/2) (c/2)* (c/2).(1-¢)/2 (¢/2).(1-¢)/2 (c/2)

ale" nor (1-0)2 | (e/2).(1-c)2  (1-c)2.(1-c)2  (1-c)2.(1-c))2

alc nor” (1-¢)/2 | (¢/2).(1-c)/2 (1-¢)/2.(1-c)/2  (1-¢c)/2.(1-c)/2

alc nor (c/2) (c/2)? (c/2).(1-¢)/2

(c/2). (1-c)/2

(c/2).(1-c)/2

(c/2).(1-c)/2

(c/2)

Classes em negrito t€ém fenotipo normal; as demais tém fendtipo mutante

As frequéncias esperadas dos fendtipos quanto a coloragdo final dos

frutos nas geracdes testadas seriam:

Genotipos Frequéncia Esperada
Fenotipo Fenotipo
Normal Mutante
FloraDade (normal) 1 0
TOM-559 (alc/alc) 0 1
TOM-613 (nor/nor) 0 1
F1(FloraDade x TOM-559) (=alc'/alc) 1 0
F1(FloraDade x TOM-613) (=nor"/nor) 1 0
F1(TOM-559 x TOM-613) [=F(alc x nor)] 0 1

Fo(TOM-559 x TOM-613) [=Fy(alc x nor)]

[c(1-c) + c*/4] : {1-[c(1-c) + c*/4]
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2.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.6.1 Experimento 1- Firmeza e conservacio dos frutos.

2.6.1.1 Firmeza dos frutos

2.6.1.1.1 Firmeza inicial dos frutos

Os valores obtidos pelo teste de Dunnett mostram que somente os
tratamentos TOM-559 (alc/alc) e TOM-613 (nor/nor) foram significativamente
mais firmes que a testemunha Flora-Dade (normal) (Tabela 1A). O tratamento
Flora-Dade obteve firmeza de 5,5150x10* N/m?, enquanto os tratamentos TOM-
559 ¢ TOM-613 obtiveram firmeza de 7,29x10* N/m’ e 7,1550x10* N/m’
respectivamente (Tabela 1A).

Ja os contrastes que comparam os efeitos dos alelos mutantes alc, nor
e rin em homozigose com o genotipo normal apresentaram diferencas
significativas para a firmeza inicial dos frutos (Tabela 2A). O gendtipo alc/alc
condicionou firmeza inicial ligeiramente maior do que nor/nor e rin/rin,
diferengas que, no entanto, ndo se revelaram significativas (Tabela 2A).

Em relacdo aos genoétipos heterozigotos em um s6 loco, somente o
gendtipo nor'/nor apresentou diferenca significativa (detectada pelo respectivo
contraste) quando comparado ao genotipo normal (Tabela 2A), essa diferenca
nao foi detectada como significativa pelo teste de Dunnett (Tabela 1A). Os
gendtipos alc'/alc e rin'/rin ndo alteraram significativamente a firmeza inicial.
Estes resultados discordam de Santos Junior (2002), que nao encontrou
diferenca significativa em relagdo ao genotipo nor'/nor quando comparado ao
gendtipo normal. Os contrastes que comparam o efeito dos genotipos

heterozigotos entre si mostaram, ndo haver diferenca significativa entre eles para
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a caracteristica firmeza inicial dos frutos (Tabela 2A). Esses resultados indicam
que o efeito dos gendtipos heterozigotos na firmeza dos frutos no estadio
breaker € pequena, sendo inexistente.

Entre as duplas combinagdes heterozigotas, apenas a alc'/alc nor' /nor
ndo apresentou diferenga significativa em relagdo ao genétipo normal (o=
0,0567) (Tabela 2A), resultado que mais uma vez discorda de Santos Junior
(2002), que concluiu que as duplas combinagdes alc'/alc rin'/rin e nor'/nor
rin"/rin ndo diferem significativamente do gendtipo normal para a caracteristica
firmeza inicial. A dupla combinagdio nor /nor rin'/rin apresentou firmeza
superior & dupla combinagio alc'/alc rin'/rin na caracteristica firmeza inicial
dos frutos, diferenga ndo significativa. Nao houve diferengas significativas nos
contrastes que comparam as duplas combinagdes alc'/alc rin/rin e nor /nor
rin'/rin com os gendtipos heterozigotos alc /alc, nor /nor e rin/rin (Tabela
2A).

Os contrastes que comparam a dupla combinacio alc'/alc nor'/nor com
alc/ale, nor/nor, alc'/alc e nor'/nor mostraram ndo haver diferencas
significativas entre a dupla combinagdo e os respectivos genotipos em

homozigose e em heterozigose para firmeza inicial dos frutos (Tabela 2).

2.6.1.1.2 Meia vida da firmeza

Apenas as meias vidas dos tratamentos F; (Flora-Dade x TOM-559)
(alc'/alc) e F, (Flora-Dade x TOM-613) (nor'/nor) nao diferiram
significativamente em relacdo as da testemunha Flora-Dade pelo teste de
Dunnett (Tabela 3A), embora tenha havido uma tendéncia também destes
genoétipos de apresentarem meia vida maior do que a testemunha normal (Tabela
4A). A testemunha normal teve meia vida de firmeza de 10,6 dias, enquanto os

tratamentos alc /ale, nor'/nor e rin'/rin obtiveram valores de 13,3, 13,9 e 16,3,
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dias respectivamente (Tabela 3A). Os contrastes da meia vida da firmeza dos
frutos mostram uma superioridade do gendtipo rin'/rin em relagio ao alc'/alc e
nor'/nor (Tabela 4A). A meia vida do genotipo rin'/rin superou em 2,9 dias o
genétipo alc'/alc e 2,3 dias o gendtipo nor /nor, diferencas que mostraram-se
ndo significativas (Tabela 4A) . A pequena diferenca na meia vida do genotipo
alc'/alc em relagdo ao normal concorda com os resultados de Santos Jinior
(2002). Ja os gendtipos nor /nor e rin'/rin tiveram valores de meia vida 3,4 e
5,7 dias superior ao genotipo normal, diferencas estas consideradas
significativas (Tabela 4A).

O tratamento TOM-614 (rin/rin) superou os tratamentos TOM-559
(alc/alc) e TOM-613 (nor/nor) em relagao a meia vida dos frutos. O gendtipo
rin/rin apresentou meia vida de 55 dias, ja os genoétipos alc/alc e nor/nor
apresentaram meia vida de 24,3 e 26,3 dias, respectivamente (Tabela 3A). O
gendtipo rin/rin apresenta meia vida 31,1 dias superior ao alc/alc e 29,1 dias
quando comparado ao nor/nor . Nao houve diferenca significativa entre alc/alc e
nor/nor (Tabela 4A).

A meia vida correspondente ao tratamento F; (TOM-559 x TOM-614)
alc"/alc rin"/rin  foi superior 2,1 dias a da dupla combinacio nor /nor rin'/rin,
uma diferenca praticamente no limite de significancia (o= 0,0479) (Tabela 4A).
A dupla combinagio heterozigética alc'/alc rin'/rin atuou no sentido de
prolongar a meia vida dos frutos relativamente as heterozigotas em um loco. A
combinacio alc'/alc rin"/rin apresentou meia vida dos frutos 7,7 dias superior a
do genétipo normal, enquanto dupla combinacio nor'/nor rin'/rin o fezem 5,6
dias (Tabela 4A).

A meia vida da dupla combinacdo alc'/alc nor'/nor superou as das duas
outras duplas combinagdes, pois apresentou meia vida de 27,6 dias,
apresentando maior semelhaga aos gendtipos homozigotos alc/alc € nor/nor do

que com as outras duas duplas combinagdes heterozigotas (Tabelas 3A e 4A).
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O contraste nor /nor rin'/rin vs rin'/rin indica que o genotipo
nor'/nor ndo contribuiu para aumentar a meia vida frutos quando rin'/rin esta
presente (Tabela 4A). Semelhantemente, o gendtipo alc'/alc também ndo
aumenta a meia vida dos frutos quando rin/rin esta presente (Tabela 4A)

A meia vida da dupla combinacio alc/alc nor'/nor (27,6 dias, Tabela
3A) superou amplamente as condicionadas pelos gendtipos alc/alc (13,3 dias) e
nor' /nor (13,9 dias), mas foi da ordem de magnitude conferida por alc/alc (24,3
dias) ou nor/nor (26,3 dias). A dupla combinagdo alc/alc nor'/nor superou
também as duplas combinagdes alc/alc rin*/rin (18,3 dias) e nor'/nor rin'/rin

16,2 dias) (Tabela 3A).

2.6.1.1.3 Numero de dias para atingir firmeza de 2,0x10* N/m’

Todos os tratamentos diferiram significativamente da testemunha
normal Flora-Dade pelo teste de Dunnett (Tabela 5A).

A testemunha normal Flora-Dade atingiu a firmeza de 2,0x10* N/m’
em 15,5 dias (Tabela 5A). O genoétipo rin/rin foi o que mais retardou a perda da
firmeza (97,9 dias) (Tabela SA). O genoétipo rin/rin retardou a perda da firmeza
2,0x10* N/m” em 52.4 dias, quando comparado ao gendtipo alc/alc, e em 49,4
dias, quando comparado ao nor/nor (Tabela 6A).

Os gendtipos heterozigotos alc/alc, nor'/nor e rin'/rin provocaram
incrementos semelhantes (Tabela SA e 6A) no niimero de dias para atingir a
firmeza de 2,0x104 N/mz, da ordem de 7,1 8,7 e 8,7 dias, respectivamente, em
relagdo ao normal (Tabela 6A), ndo havendo diferencas significativas entre eles
sob este aspecto.

A dupla combinago alc'/alc rin"/rin superou ligeiramente a nor ' /nor
rin'/rin, mas a diferenca de 2,7 dias encontrada entre eles ndo foi considerada

significativa (Tabela 6A). A dupla combinagio alc'/alc rin'/rin retardou a

41



perda da firmeza em 15,3 dias, enquanto o genétipo alc /alc o fezem 7,1 dias
e o rin'/rin, em 8,7 dias, quando comparados com o gendtipo normal (Tabela
6A). O efeito da dupla combinagdo relativamente ao genotipo normal foi
praticamente a soma dos genotipos isolados em heterozigose. Os contrastes que
comparam a dupla combinacio alc'/alc rin"/rin com os gendtipos heterozigotos
isolados confirmam a superioridade desta dupla combinagdo em relagdo as
heterozigotas em um unico loco (Tabela 6A). A dupla combinagdo nor /nor
rin'/rin também superou ligeiramente os heterozigotos simples nor'/nor e
rin'/rin, embora as diferengas fossem menores (de 3,7 a 3,8 dias) e estivessem
apenas proxima ao limite de significancia (Tabela 6A). Esses resultados
concordam com os de Santos Junior (2002), obtido em outro background, que
verificou superioridade da dupla combinagdo alc'/alc rin"/rin sobre a  dupla
combinagido nor /nor rin'/rin e sobre os alelos isolados em heterozigose,
embora no presente caso a diferenga (2,7 dias) entre estas duas duplas
combinagdes ndo tenham sido significativas (Tabela 6A).

Entre as duplas combinagdes, destacou-se a alc/alc nor /nor, a qual
demorou 47 dias para atingir a firmeza 2,0x10* N/m’, valores semelhante foram
obtidos pelos gendtipos nor/nor (48,5 dias) e alc/alc (45,5 dias) (Tabela SA).
O numero de dias para atingir a firmeza 2,0x10* N/m” da dupla combinagio
alc"/alc nor'/nor superou as duplas combinagdes alc'/alc rin'/rin e nor'/nor

rin'/rin em 16,2 e 18,9 dias, respectivamente (Tabela 6A).

2.6.1.2 Coloracao final dos frutos

2.6.1.2.1 Coloracao final externa dos frutos

Os gendtipos TOM-559 (alc/alc), TOM-613 (nor/nor), TOM-614
(rin/rin) e F; (TOM-559 x TOM-613) (alc'/alc nor'/nor) apresentaram
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diferengas significativas em relagdo a nota final da coloragdo externa dos frutos,
quando comparados ao genétipo normal, segundo o teste de Dunnett (Tabela
7A). Os demais tratamentos apresentaram coloragdo externa nota 5,00, que
representa a cor vermelho intenso (Tabela 7A).

A nota mais baixa referente a coloragdo externa foi atribuida ao
genotipo TOM-614 (rin/rin) com nota 1,95 (Tabela 7A). O genoétipo rin/rin
reduz em 3,05 pontos a coloragdo dos frutos quando comparados ao normal, ja
os genotipos alc/alc e nor/nor reduzem em 1,75 e 2,15 pontos (Tabela 8A). Os
gendtipos TOM-613 (nor/nor), TOM-559 (alc/alc) e Fi (TOM-559 x TOM-613)
(alc+/alc n0r+/n0r) obtiveram notas referente a coloragao externa de 2,85, 3,25 ¢
3,27 pontos, respectivamente (Tabela 7A). O contraste que compara a coloragdo
externa dos genoétipos alc/alc vs nor/nor mostrou haver diferenga significativa
entre a coloracdo externas dos mutantes. O gendtipo nor/nor reduz a coloragdo
em 0,40 pontos em relacdo ao gendtipo alc/alc (Tabela 8A). A dupla
combinagio alc'/alc nor'/nor atingiu nota de coloragiio externa praticamente
idéntica ao genétipo alc/alc e ligeira mas significativamente superior a da
nor/nor. A mnota 3,27 obtida pelo tratamento alc'/alc nor /nor discorda do
resultado encontrados por Santos Junior (2002) em outro background genético,
que concluiu que a dupla combinacio alc'/alc nor'/nor teve coloragio
semelhante aos frutos de coloragao normal, embora sua analise tenha sido menos
rigorosa do que a empregada no presente ensaio. Os contrastes da dupla
combinagdo alc'/alc nor'/nor comparadas aos genotipos normal, alc/alc,
nor/nor, alc’/alc e nor'/nor indicam que s6 ndo houve diferenga significativa
no contraste que compara a dupla combinagdo com o gendtipo alc/alc, quanto a
coloracdo externa dos frutos (Tabela 8A). O genétipo nor/nor reduziu a
coloragdo externa em 0,42 pontos em relagdo a dupla combinagio alc'/alc

nor'/nor (tabela 8A). A dupla combinagdo alc'/alc nor'/nor apresentou piora
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significativa quanto a coloragdo externa dos frutos quando comparada as duplas
combinacdes alc /alc rin'/rin e nor/nor rin"/rin (Tabela 8A).

Os contrastes que envolvem os gendtipos alc'/alc, nor /nor e rin'/rin
nao apresentaram diferencas significativas quanto a coloragdo externa, quando
comparados ao gendtipo normal e entre si (Tabela 8A). Nao houve diferenca
significativa entre as duplas combinagdes alc /alc rin'/rin e nor'/nor rin'/rin

quando comparadas ao gendtipo normal e entre si (Tabela 8A).

2.6.1.2.2 Coloracao final interna dos frutos:

Os gendtipos F, (Flora-Dade x TOM-559) (alc'/alc) e F, (Flora-Dade
x TOM-613) (nor'/nor) ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados ao genotipo normal segundo o teste de Dunnett (Tabela 9A). A
testemunha normal obteve nota de 4,90 pontos, enquanto os genotipos alc /alc
e nor /nor obtiveram notas, para coloracdo interna, de 4,35 e 4,50 pontos,
respectivamente (Tabela 9A). Alguns tratamentos que apresentaram-se
diferentes significativamente do normal tiveram, contudo, notas internas
aceitaveis para os padroes de consumo, como os gendtipos F, (Flora-Dade x
TOM-614) (rin"/rin), F; (TOM-559 x TOM-614) (alc"/alc rin"/rin) e F; (TOM-
613 x TOM-614) (nor'/nor rin'/rin), com notas de 4,05, 3,98 e 4,04 pontos,
respectivamente (Tabela 9A). A dupla combinagio alc'/alc nor' /nor apresentou
coloragdo interna de 3,32 pontos, muito semelhante as dos genoétipos alc/alc
(3,25 pontos) e nor/nor (3,05 pontos) (Tabela 9A). Quando se comparou a dupla
combinagdo alc'/alc nor'/nor com o gendtipo normal, houve reducio de 1,68
pontos na nota (Tabela 10A).

Os contrastes que avaliam os alelos mutantes em homozigose mostram
que o genoétipo rin/rin foi o mais dréstico em reduzir a coloragdo interna dos

frutos, reduzindo em 3,90 pontos a nota de coloragdo interna em relagdo ao
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gendtipo normal. Ja os genodtipos alc/alc e nor/nor reduziram em 1,65 e 1,85
pontos, respectivamente (Tabela 10A). O contraste alc/alc vs nor/nor mostrou
nao haver diferenca significativa quanto a coloragado interna (Tabela 10A).

Entre os gendtipos heterozigotos em um loco, gendtipo rin'/rin foi o
que mais drasticamente afetou a coloracdo interna, reduzindo-a em 0,85 pontos
(Tabela 10A), contudo os contrastes que comparam os efeitos dos alelos em
heterozigose entre si mostraram-se nao significativos (Tabela 10A).

As duplas combinagdes de alelos em heterozigose alc'/alc rin'/rin e
nor'/nor rin"/rin apresentaram diferenga significativa em relagdo ao normal. A
dupla combinagdo alc'/alc rin'/rin reduziu a coloragdo interna dos frutos em
0,91 pontos e a dupla combinagdo nor /nor rin'/rin a reduziu em 0,86 pontos. O
contraste que compara a dupla combinacio alc /alc rin'/rin vs nor'/nor rin"/rin
mostrou-se nao significativo em relagdo a colorac@o interna dos frutos (Tabela
10A). Houve diferengas significativas nos contrastes que comparam a dupla
combinagio alc'/alc nor'/nor com as duplas combinagdes alc'/alc rin'/rin e
nor /nor rin"/rin quanto a coloragio interna dos frutos (Tabela 10A), sendo a

primeira a que mais a prejudicou.

2.6.1.3 Percentagem de area colorida nos frutos

2.6.1.3.1 Percentagem total de area colorida dos frutos aos 28 dias

apoés a colheita.

Nenhum dos tratamentos diferiu do gendtipo normal em relagdo a
caracteristica porcentagem total da area colorida dos frutos segundo o teste de
Dunnett, com exce¢do do tratamento TOM-614 (rin/rin) que obteve nota de
1,90 pontos (Tabela 11A). Os tratamentos alc/alc, nor/nor e alc'/alc nor /nor

obtiveram notas de percentagem de area colorida de 4,85, 4,80 e 4,64,
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respectivamente (Tabela 11A). Os demais tratamentos obtiveram notas de area
colorida de 5,00, que representa acima de 80% da area do fruto colorida.

Entre os genétipos homozigotos, o gendtipo rin/rin foi o mais
drastico, reduzindo em 3,10 pontos a porcentagem de area colorida quando
comparado ao gen6tipo normal (Tabela 11A). Nao houve diferenca significativa
entre a comparagdo dos genotipos alc/alc e nor/nor (Tabela 12A), mas foram
superiores ao genotipo rin/rin.

Os contrastes que comparam dos gendtipos alc'/alc, nor'/nor, rin'/rin,
alc'/alc rin'/rin e nor'/nor rin'/rin com o gendtipo normal ndo apresentaram
diferencas significativas (Tabela 12A). Também nao houve diferenca
significativa entre a comparacdo das duplas combinacdes alc'/alc rin'/rin e
nor /nor rin'/rin com os genétipos heterozigotos alc/ale, nor'/nor e rin'/rin
(Tabela 12A). Esses resultados indicam que os genotipos heterozigotos em um
s6 loco e das duplas combinagdes alc /alc rin'/rin e nor'/nor rin'/rin nio
interferem na porcentagem de area colorida dos frutos ao final de 28 dias.

Os contrastes que comparam a dupla combinagio alc/alc nor'/nor com
os gendtipos alc/alc, nor/nor, alc’/alc e nor /nor foram ndo significativos

(Tabela 12A).

2.6.1.3.2 Dias decorridos apés a colheita para atingir nota 3

referente a percentagem da area colorida dos frutos

O tratamento TOM-614 (rin/rin) ndo foi incluido na avaliacdo desta
caracteristica porque ndo atingiu, nem mesmo ao final de 28 dias ap6s a colheita,
a nota 3 (40-60% da area do fruto colorida) referente a porcentagem de area
colorida dos frutos.

Os tratamentos alc/ale, nor/nor, alc'/alc nor'/nor e nor'/nor rin'/rin

apresentaram diferenca significativa em relagdo ao genotipo normal, segundo o
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teste de Dunnett (Tabela 13A). Os frutos do tratamento normal Flora-Dade
demoraram 2,75 dias para atingir nota 3, enquanto os dos tratamentos TOM-559
(alc/alc), TOM-613 (nor/nor), F; (TOM-559 x TOM- 613) (alc/alc nor'/nor) e
F, (TOM-613 x TOM- 614) (nor'/nor rin"/rin) demoraram 11,41, 11,33, 9,25 ¢
4,88 dias, respectivamente (Tabela 13A). Os genotipos alc/alc e nor/nor
retardaram em 8,66 e 8,58 dias, respectivamente, a chegada da nota 3 dos frutos
quando comparados ao normal (Tabela 14A). O contraste alc'/alc nor'/nor vs
normal mostrou que os frutos da dupla combinacdo retardaram em 6,49 a
chegada da nota 3 (Tabela 14A), valor da mesma ordem de grandeza dos efeitos
de alc/alc e nor/nor, embora difira significativamente (Tabela 14A). Houve
diferenga significativa entre os contrastes que comparam a dupla combinagao
alc'/alc  nor'/nor com as duplas combinagdes alc'/alc rin'/rin e nor /nor
rin'/rin (Tabela 14A), tendo a primeira se revelado muito mais dréstica do que
as duas ultimas

Entre os genotipos em heterozigose, o tratamento F, (Flora-Dade x
TOM- 613) (nor'/nor) foi ligeiramente mais drastico em retardar a chegada da
nota 3 dos frutos, demorando 4,91 dias, enquanto os tratamentos F; (Flora-Dade
x TOM- 559) (alc'/alc) e F, (Flora-Dade x TOM- 614) (rin"/rin) demoraram
4,27 ¢ 3,81 dias, respectivamente (Tabela 13A), mas estas diferengas ndo foram
significativas entre si (Tabela 14A).

As duplas combinagdes alc'/alc  rin'/rin e nor'/nor  rin'/rin
apresentaram diferenga significativa quando comparadas ao genodtipo normal
(Tabela 14A), mas ndo em relagio aos gendtipos heterozigotos simples alc'/alc,

e nor'/nor e rin'/rin (Tabela 14A).
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2.6.1.4 Evolucao da nota de coloraciio dos frutos

O tratamento TOM-614 (rin/rin) mais uma vez ndo foi incluido na
avaliacdo desta caracteristica, pois ndo atingiu nota 2,5 (quase alaranjada)
referente a coloragdo dos frutos ao final dos 28 dias apds a colheita.

Todos os tratamentos apresentaram diferenca significativa em relacéo a
testemunha normal Flora-Dade segundo o teste de Dunnett . O tratamento Flora-
Dade demorou 2,8 dias para atingir nota 2,5 (Tabela 15A). Os gendtipos alc/alc
e nor/nor demoraram 13,5 e 12 dias, respectivamente, para atingir nota 2,5
(Tabela 15A), o que mostra que os genotipos homozigotos tém maior efeito em
atrasar a coloragdo dos frutos (Tabela 15A).

Os frutos dos genétipos alc'/alc, nor /nor e rin'/rin demoraram 3,87,
4,58 e 3,70 dias, respectivamente, para atingirem a nota 2,5 (Tabela 15A),
valores estes muito proximos e que ndo diferem entre si nem do genotipo normal
(Tabela 16A).

As duplas combinagdes alc'/alc  rin'/rin e nor /nor  rin'/rin
apresentaram efeitos semelhantes aos dos genotipos heterozigotos alc /alc,
nor /nor e rin'/rin (Tabelas 15A e 16A) e diferiram dos da dupla combinagio
alc"/alc nor'/nor, cujo efeito em retardar a evolugdo da coloragdo foi mais
drastico e assemelhou-se aos dos gendtipos homozigotos alc/alc, nor/nor

(Tabela 15A).
2.6.1.5 Numero de dias da antese ao estadio breaker
Somente o tratamento TOM-614 (rin/rin) apresentou diferenca

significativa quanto ao numero de dias da antese ao estadio breaker de

maturagdo (Tabela 17A).
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Os frutos da testemunha Flora-Dade permaneceram nas plantas por 58,2
dias da antese a colheita, enquanto os do tratamento TOM-614 (rin/rin)
permaneceram por 71,9 dias (Tabela 17A). O efeito do homozigoto rin/rin foi
mais drastico do que os de alc/alc ou nor/nor (Tabela 18A), ndo tendo este dois
tiltimos diferido do normal nem do alc"/alc nor" /nor.

Os gendtipos alc'/alc, nor'/nor e rin'/rin, comparados ao genotipo
normal, ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao tempo de
permanéncia do fruto na planta, resultado este que concorda com os encontrados
por Faria (2000) em relagdo ao gendtipo alc'/alc e Santos Junior em relagdo
(2002) aos alelos alc, nor e rin em heterozigose. Os frutos dos gendtipos alc,
nor ¢ rin em heterozigose permaneceram nas plantas 1,6, 2,7 e 2,9 dias,
respectivamente, a mais que os frutos do genotipo normal (Tabela 18A), valores
estes ndo significativos.

Os frutos das plantas que possuiam a dupla combinacdo alc'/alc
rin'/rin permaneceram nas planta por 1,6 dias a mais do que os de genétipo
normal, e os frutos da dupla combinagdo nor /nor rin'/rin permaneceram por
2,9 dias (Tabela 18A), valores bastante semelhantes entre si, aos de alc /alc,
nor'/nor e rin'/rin e ao gendtipo normal. Santos Junior (2002) encontrou
diferencas significativas entre as duplas combinag¢des alc'/alc  rin'/rin e
nor'/nor rin'/rin comparadas ao gendtipo normal. Apesar dessa diferenca de
significancia entre os contrastes que comparam as duplas combina¢des com o
gendtipo normal entre este trabalho e o de Santos Junior (2002), os valores dos
contrastes sdo semelhantes em ambos os trabalhos. Santos Junior (2002)
encontrou valores, para os contrastes das duplas combinagdes alc /alc rin'/rin e
nor' /nor rin'/rin comparadas ao normal, de 2,2 e 2,3 dias, respectivamente.

Apesar da diferenga ndo ser significativa entre os contrastes que
envolvem a comparagdo dos alelos em heterozigose e as duplas combinagdes

alc'/alc  rin'/rin e nor'/nor rin'/rin com o gendtipo normal, Faria (2000)
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comenta que a diferenca no numero de dias de permanéncia dos frutos nas
plantas pode refletir em um ligeiro atraso no inicio da coloragdo, atribuida as
constituigdes genodtipicas em heterozigose, uma vez que a colheita é baseada no

inicio da coloragdo dos frutos.

2.6.2 Experimento 2 Teste de Alelismo entre alc e nor

A Tabela 19A indica as frequéncias esperadas dos fendtipos normal e
mutante sob a hipotese de alelismo entre alc e nor, conforme sugerido por Lobo
(1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984) e Tigchelaar & e Barman (1985).

Ja as Tabelas 20A e 21A referem-se a hipotese de que alc e nor sejam
genes distintos, localizados no mesmo cromossomo a uma distincia genética de
¢ = 0,17, hipotese levantada por Mutschler (1984a). Na Tabela 20A, admite-se a
afirmacdo ortodoxa desta autora de que os frutos F; (alc x nor) t€m coloracdo
(fenotipo) normal. Na Tabela 21A, admite-se alternativamente a interpretagdo
sugerida por Tigchelaar & Barman (1985) da descricao fenotipica dos frutos F;
(alc x nor) feita por Mutschler (1984a), segundo a qual o fenétipo dos frutos F,

(alc x nor) pode ser considerada mutante.

2.6.2.1 Teste das hipoteses sobre as relacoes de alelismo entre alc e nor.

As hipoteses de ndo-alelismo entre alc e nor, tanto em sua versao
ortodoxa Mutschler (1984a) como em sua interpretacdo alternativa revelaram-se
insatisfatorias para explicar os dados obtidos no presente experimento, com uma
populagdo de N = 364 individuos F, testados. Em ambas as versdes (Tabelas
20A e 21A), uma frequéncia consideravél de individuos F, com fen6tipo normal
¢ esperada, mas a frequéncia obtida para plantas com este fendtipo foi nula. Em

. g 2
ambos os casos, os desvios indicados pelo teste %~ foram altamente
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significativos. A probabilidade de as hipdteses em questdo serem verdadeiras,
tendo-se obtidos estes resultados em F,, é de respectivamente 1,33 x 102 e 4,17
x 107 (Tabelas 22A e 23A), ambas infinitesimalmente pequenas, o que permite
a rejeicao das hipoteses de ndo-alelismo consideradas. Por outro lado, em se
admitindo a hipotese de ndo-alelismo como verdadeira, ter-se-ia de admitir que
no nivél de probabilidade de a = 0,01, a distancia genética entre eles, baseada
nos dados obtidos para a populagdo F, (alc x nor), deveria ser substancialmente
inferior aos ¢ = 17 ¢cM proposto por Mutschler (1984a) (Tabelas 22A e 23A); a
distdncia deveria ser praticamente nula (em se admitindo F; com fenotipo
normal) ou pelo menos < 1,2 cM (em se admitindo F; com fenétipo mutante).
No nivel de probabilidade de a = 0,05, a distancia entre os genes alc e nor, em
caso de ndo-alelismo, somente se poderia explicar na melhor das hipoteses se as
distancias genéticas fossem < 0,8 cM.

Ja a hipotese de alelismo entre alc e nor, proposta por Lobo (1981) e
Lobo, Basset & Hannan (1984), ndo pode ser rejeitada, uma vez que as
frequéncias observadas corresponderam exatamente as frequéncias esperadas
(Tabela 19A).

Os resultados obtidos neste teste de alelismo permitem concluir que ha
uma grande probabilidade de que os genes alc € nor sejam alélicos, conforme
sugerem Lobo (1981), Lobo, Basset & Hannan (1984) e Tigchelaar & Barman
(1985). Segundo Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984), alc seria um
terceiro alelo no loco nor, ao qual se atribuiria o simbolo nor”. Lobo (1981) e
Lobo, Basset & Hannan (1984) fazem distingdes entre os fendtipos
condicionados por nor' (alc/alc) e nor e indica ainda, que o fenétipo nor' é
dominante sobre o fenodtipo nor. No presente trabalho, ndo se pode claramente
distinguir os efeitos fenotipicos de nor dos de alc, seja em homozigose ou em
heterozigose, a ndo ser no contraste da caracteristica coloracdo externa dos

frutos entre os respectivos homozigotos (diferenca que, embora significativa, foi
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pequena em magnitude). Assim, os dados presentes ndo permitem concluir que
alc (ou nor") possa ser de fato considerado um alelo distinto do proprio nor.

De qualquer modo, a possibilidade de alc e nor serem genes
distintos, mas localizados num mesmo segmento cromossOmico bastante
pequeno (da ordem de 1 cM ou menor), também ndo pode ser totalmente
descartada. A disting@o entre as situagdes avaliadas somente serd feita apos
sequenciamento génico dos alelos alc e nor, o qual podera entdo determinar
como verdadeira uma das seguintes hipoteses:

(a) alc e norsao alélicos e idénticos entre si;

(b) alc e nor sao alélicos, mas nao idénticos entre si (conforme
proposto por Lobo, 1981 e Lobo et.al., 1984);

(¢) alc e nor sdo ndo alélicos entre si, ligados a uma distancia genética

bastante pequena, da ordem de 1 cM.
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2.7 DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho estudaram-se os efeitos dos alelos alc, nor e rin em um
mesmo background genético (Flora-Dade), a fim de estimar o efeito de cada
alelo em homozigose, heterozigose e em duplas combinagoes desses alelos, bem
como a relagdo de alelismo entre alc e nor.

Desde a década de 1980 existe uma divergéncia entre Lobo (1981),
Lobo, Basset & Hannan (1984) e Mutschler (1984a) sobre as possiveis relagdes
de alelismo entre alc e nor. Com os resultados do teste de alelismo entre alc e
nor realizado neste trabalho, a hipotese de alelismo proposta por Lobo (1981) e
Lobo, Basset & Hannan (1984) tem grande probabilidade de ser aceita. Na
populacdo F, de 364 plantas ndo foi verificada a presenca de recombinantes
(coloragdo normal), mostrando que alc ¢ nor podem ser alélicos. As hipdteses de
ndo-alelismo entre alc e nor, tanto em sua versdo ortodoxa Mutschler (1984a)
como em sua interpretagdo alternativa, revelaram-se insatisfatorias para explicar
os dados obtidos no presente experimento. A hipdtese de alc € nor serem genes
distintos ligados a distancia de 17 ¢cM, proposta por Mutschler (1984a), ndo esta
correta. A probabilidade das hipoteses em questdo serem verdadeiras, tendo-se
obtidos estes resultados em F, é de respectivamente 1,33 x 10" ¢ 4,17 x 107
(Tabelas 22A e 23A), ambas infinitesimalmente pequenas, o que permite a
rejeicdo das hipoteses de ndo-alelismo consideradas. Entretanto, para admitir a
hipotese de alc e nor serem genes ligados, na melhor das hipoteses seria preciso
admitir um valor de ¢ < 0,008 (o= 0,05) ou ¢ £ 0,012 (o= 0,01) muito inferior ao
proposto pela autora.

Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan, (1984), fazem distingdes entre
os fenétipos condicionados por nor' (=alc) e nor; indica ainda que o fendtipo
nor' ¢ dominante sobre o fendtipo nor. N#o se pode, nos presentes

experimentos, claramente distinguir os efeitos fenotipicos de nor dos de alc, seja
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em homozigose ou em heterozigose. Para todas caracteristica avaliadas quanto a
firmeza e coloragdo, ndo foi detectada diferenca entre os contrastes que
envolvem a comparagdo entre alc e nor, com exce¢do da caracteristica nota final
de coloracdo externa. Isso comprova que os efeitos desses alelos, se distintos,
sdo muito semelhantes e dificeis de serem detectados.

A dupla combinagio alc'/alc nor'/nor destacou-se em relagdo as
duplas combinagdes alc'/alc rin'/rin e nor'/nor rin'/rin quanto as
caracteristicas de firmeza e coloracdo dos frutos, assemelhando-se muito aos
valores encontrados para os homozigotos alc e nor, o que seria bastante
consistente com a hipotese de alelismo entre alc/alc e nor/nor proposta por Lobo
(1981), Lobo, Basset & Hannan (1984) e Tigchelaar & Barman (1985). A dupla
combinagio alc’/alc nor'/nor nio pode ser facilmente utilizada em programas
de melhoramento, pois os valores de médias e contrastes referentes a coloragao
mostram que sua coloragdo assemelha-se aos homozigotos alc e nor,
apresentando coloragdo alaranjada, resultado que vai contra o encontrado por
Santos Junior (2002), que em seu trabalho sugeriu que a dupla combinagdo
alc/alc nor'/nor possui coloragio quase normal. Essa discrepancia de
resultados pode ser atribuida ao distinto background genético estudado,
conforme sugerem Tigchellar & Barman (1985).

Os alelos mutantes alc, nor e rin em homozigose t€m efeito muito
drastico em reduzir a coloracao e a firmeza dos frutos. Quando se comparam os
efeitos dos alelos mutantes alc, nor e rin em homozigose em relagdo as
caracteristicas de firmeza e coloracdo, observa-se que o rin/rin ¢ o mais drastico
em reduzir a perda da firmeza e reduzir a coloracdo dos frutos em relagdo ao
alc/alc e nor/nor. Na caracteristica nimero de dias para atingir a firmeza de
2,0x10* N/m’, o gendtipo rin/rin demoraria 82,4 dias para atingir a firmeza
mencionada, enquanto os genoétipos alc/alc e nor/nor demorariam 30 e 33 dias,

respectivamente. Em relacdao a coloragdao dos frutos, a nota final da coloragao
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externa do gendtipo rin/rin é reduzida em 3,05 pontos, em relagdo ao genotipo
normal, enquanto os genotipos alc/alc e nor/nor reduzem em 1,75 e 2,15 pontos
respectivamente.

A utilizagdo alelos mutantes em heterozigose em hibridos F; é uma
estratégia utilizada por empresas de sementes para desenvolver cultivares de
tomate com longa-vida em pds-colheita. O gendtipo alc'/alc utilizado no
background Flora-Dade ndo afetou significativamente a firmeza inicial e a meia
vida da firmeza dos frutos (resultado que esta de acordo com o encontrado por
Santos Junior 2002), mas reduziu o niimero de dias para atingir firmeza final de
2,0x10* N/m® (o que contraria Santos Junior 2002). Os gendtipos alc'/alc,
nor’ /nor e rin"/rin tiveram fenotipos semelhantes relativamente ao retardamento
da perda de firmeza de frutos (Tabela 6A).

Os genodtipos alc ' /alc, nor”/nor e rin'/rin ndo causaram efeito negativo,
seja na porcentagem de area colorida do fruto, ou na nota da coloragdo final
externa dos frutos, quando comparados ao normal.  Houve uma pequena
redugdio na coloragdo interna dos frutos causadas pelos gendtipos alc'/alc e
rin"/rin, mas essa redu¢do nio compromete os padrdes de qualidade exigidos
pelos consumidores. Esse atraso na coloragdo dos frutos pode estar relacionado
com o background utilizado ¢ o estadio de colheita dos frutos. Neste trabalho
ndo foi comprovado atraso na coloracdo final externa dos frutos devido a
emprego dos alelos em heterozigose. Esses fatos recomendam a utilizagdo dos
alelos mutantes em heterozigose isoladamente em hibridos de tomate, para uma
maior conservacao pos-colheita dos frutos. Apesar de inibirem a sintese de
licopeno e betacaroteno quando em homozigose (Kopeliovich et al.,, 1979 e
Aragjo 1997), eles ndo comprometem a coloragdo externa e interna dos frutos
no background estudado quando em heterozigose.

Uma outra estratégia que surge para aumentar a conservacao dos frutos ¢

a utilizacdo de duplas combinagdes heterozigoéticas desses mutantes em um
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mesmo material. Ha, na literatura, poucos relatos de trabalhos que utilizem
varios alelos mutantes de amadurecimento combinados em um mesmo genotipo.
A dupla combinagdo alc'/alc rin'/rin mostrou-se promissora para o
melhoramento, bem como a dupla combinagdo nor'/nor rin'/rin, superando
heterozigotos simples alc'/alc, nor'/nor e rin'/rin em relagdo as caracteristicas
referentes a firmeza dos frutos, com excecdo do gendtipo nor /nor na
caracteristica firmeza inicial.

As duplas combinacdes alc'/alc rin'/rin e nor'/nor rin'/rin pouco
afetaram a coloragdo externa final dos frutos e a porcentagem de area colorida e
ndo diferem dos genétipos heterozigotos simples alc'/alc, nor'/nor e rin'/rin
quanto a coloragdo externa dos frutos ou quando comparadas ao genotipo
normal. As duplas combinagdes alc'/alc rin'/rin e nor'/nor rin'/rin
promoveram uma ligeira piora na coloracdo final interna dos frutos, embora a
magnitude desta piora ndo tivesse sido grande a ponto de impedir seu emprego
comercial. Essa piora na coloracdo dos frutos pode ser minimizada com a
introgressdo de alelos que estdo envolvidos na sintese de licopeno, como o /p e
og" em hibridos de tomate, como sugerido por Faria (2000).

Entre os genotipos em heterozigose e as duplas combinagdes
estudadas, o destaque fica para o genotipo rin'/rin entre os heterozigotos
simples e para a dupla combinagdo alc'/alc  rin'/rin, seguido de perto por
nor'/nor rin'/rin. O gendtipo rin'/rin tem caracteristicas semelhantes em
relagdo a firmeza dos frutos ao genotipo nor /nor, mas consegue superar esse
mesmo genotipo em relagdo as caracteristicas referentes a coloragdo dos frutos.
O gendtipo nor'/nor promove um atraso na evolugdo da coloragio dos frutos, o
que ndo é verificado no efeito do gendtipo rin'/rin.

As duplas combinagdes alc/alc rin'/rin € nor'/nor rin'/rin destacaram-
se relativamente as heterozigotas simples alc'/alc, nor'/nor e rin'/rin em

relacdo a todas as caracteristicas de firmeza dos frutos, o que comprova o maior
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efeito em se utilizar em duplas combinagdes de alelos mutantes de
amadurecimento em heterozigose para reduzir a perda de firmeza dos frutos.
Apesar de o efeito da dupla combinacdo causar um efeito mais drastico na
redugdo da coloragdo em relacdo a somente um alelo em heterozigose,essa
reducdo ndo ¢ limitante e, além disso a utilizacdo de mutantes de sintese de
licopeno como o sp e og‘, como sugerido por Faria (2000), solucionaria essa

desvantagem.
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2.8 CONCLUSAO

A hipotese de alelismo entre alc e nor proposta por Lobo (1981) e Lobo,
Basset & Hannan (1984) foi aceita neste trabalho como a mais provavel. Uma
nova simbologia para representar o genétipo alc/alc deve ser adotada. O
gendtipo alc/alc deveria passar a ser representado como nor'/nor' ao invés de
alc/alc, conforme proposto por Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan (1984),
no caso de ser demonstrada sua identidade de sequéncias com nor.

A hipotese de que alc e nor sejam genes distintos somente podera ser
admitida se também admitir que a distancia entre esses genes seja da ordem de
grandeza de 1 cM ou menor.

O genotipo rin/rin foi, entre os homozigotos, o mais drastico em retardar
a perda da firmeza e a evolugdo da coloracdo dos frutos.

O gendtipo rin/rin destacou-se em relagdo aos genotipos alc /alc e
nor'/nor em retardar a perda de firmeza dos frutos. Ndo afetou a coloragio
externa dos frutos, a porcentagem de area colorida e a evolugdo da sua
coloragdo. O gendtipo rin /rin ndo alterou a firmeza inicial dos frutos, mas
retardou a evoluc¢do de sua coloracdo interna.

A dupla combinagdo alc'/alc rin"/rin diminuiu a perda da firmeza dos
frutos para todas as caracteristicas avaliadas quanto a firmeza. Nao afetou a
coloragdo externa dos frutos e a evolucdo da coloragdo dos frutos, mas
prejudicou ligeiramente a coloragdo interna dos frutos e retardou a porcentagem
de 4rea colorida. A combinagio nor'/nor rin'/rin teve comportamento
semelhante ao de alc/alc rin /rin.

O uso do gendtipo rin"/rin ou da dupla combinagio alc'/alc rin'/rin e
nor'/nor rin'/rin em programas de melhoramento para producio de hibridos de

tomate longa-vida torna-se viavel, apesar do ligeiro atraso na evolugdo da
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coloragdo e da coloragdo interna dos frutos que, se existir, ndo foi de magnitude
a mostrar-se limitantes.

A dupla combinacio alc/alc nor'/nor é uma combinagio que retarda a
perda da firmeza dos frutos, mas que nao pode ser empregada no melhoramento,
pois a coloracdo externa e interna dos frutos difere da coloragdo normal. Esse
fato € devido ao alelismo entre alc e nor, como comprovado pelo teste realizado
neste trabalho, o que torna a combina¢do muito semelhante aos homozigotos

alc/alc e nor/nor.
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TABELA 1A.Valores da firmeza (N/m® inicial (estidio breaker de
amadurecimento) de frutos de 10 genotipos de tomateiro
portadores de alelos mutantes de amadurecimento. Lavras: UFLA,

2002.
Firmeza Inicial Pr>H, -

TRATAMENTOS GENOTIPOS | (x10%) N/m’
Floradade (Testemunha) |Normal 5,5150
TOM-559 alc/alc 7,2900 0,0158
TOM-613 nor/nor 7,1550 0,0266
F,(Floradade x TOM-559) |alc*/alc 6,4650 0,3122
F,(Floradade x TOM-613) | nor*/nor 6,6850 0,1518
F(TOM-559 x TOM-613) |alc*/alc nor'/nor 6,5200 0,2631
TOM-614 rin/rin 6,8100 0,0974
F(Floradade x TOM-614) | rin*/rin 5,7600 0,9976
F(TOM-559 x TOM-614) | alc*/alc rin'/rin 6,4225 0,2291
F{(TOM-613 x TOM-614) | nor'/nor rin*/rin 6,6900 0,0777

L Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparacio entre a média do
tratamento e a testemunha.
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TABELA 2A. Firmeza (N/m’) inicial (estidio breaker de amadurecimento) de
frutos de 10 genoétipos de tomateiro portadores de alelos mutantes
de amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002. Contrastes de interesse
entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS .
CONTRASTES DE INTERESSE (x 10*) N/m® Pr>H, -
alc/alc vs. normal 1,7750 0,0025
nor/nor vs. normal 1,6400 0,0044
nor/nor vs. alc/alc -0,1350 0,7844
alc*/ale vs. normal 0,9500 0,0698
nor*/nor vs. normal 1,1700 0,0299
alc*/alc vs. nor” /nor -0,2200 0,6564
rin/rin vs. normal 1,295 0,0181
rin/rin vs. alc/alc -0,4800 0,3382
rin/rin vs. nor/nor -0,3450 0,4877
rin"/rin vs. normal 0,2450 0,6206
rin/rin vs. ale”™/alc -0,7050 0,1673
rin*/rin vs. nor*/nor -0,9250 0,0767
alc®/ale nor* /nor vs. normal 1,0050 0,0567
alc*/ale nor* /nor vs. alc™/ale 0,0550 09111
alc*/ale nor* /nor vs. nor /nor -0,1650 0,7382
alc™/ale nor/nor vs. alc/ale -0,7700 0,1339
alc*/alc nor* /nor vs. nor/nor -0,6350 0,2106
alc*/ale nor" /nor vs. rin/rin -0,2900 0,5586
alc™/alc rin"/rin vs. normal 0,9075 0,0481
alc*/ale rin"/rin vs. alc” /alc -0,0425 0,9207
alc*/ale rin/rin vs. nor*/nor -0,2625 0,5412
alc™/alc rin™/rin vs. rin"/rin 0,6625 0,1363
nor /nor rin®/rin vs. normal 1,1750 0,0141
nor/nor rin*/rin vs. alc*/ale 0,2250 0,5998
nor” /nor rin*/rin vs. nor*/nor 0,0050 0,9907
nor” /nor rin®/rin vs. rin"/rin 0,9300 0,0435
alc™/ale rin™/rin vs. alc™/ale nor*/nor -0,0975 0,8194
nor”/nor rin"/rin vs. alc*/alc nor*/nor 0,1700 0,6912
alc™/alc rin™/rin vs. nor /nor rin"/rin -0,2675 0,4475

L'valores de o referentes ao teste de F.
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TABELA 3A. Valores da meia vida da firmeza (dias) de frutos de 10 genoétipos de
tomateiro portadores de alelos mutantes de amadurecimento. Lavras:

UFLA, 2002.
Meia vida Pr>H, "
TRATAMENTOS GENOTIPOS Da firmeza

(dias)
Floradade (Testemunha) |Normal 10,6
TOM-559 alc/alc 24,3 0,0001
TOM-613 nor/nor 26,3 0,0001
F(Floradade x TOM-559) | alc/alc 13,3 0,2893
F.(Floradade x TOM-613) | nor*/nor 13,9 0,1460
F(TOM-559 x TOM-613) |alc*/alc nor'/nor 27,6 0,0001
TOM-614 rin/rin 55,4 0,0001
Fi(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 16,3 0,0065
F1(TOM-559 x TOM-614) | alc™/alc rin'/rin 18,3 0,0001
F1(TOM-613 x TOM-614) | nor*/nor rin'/rin 16,2 0,0023

' Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do

tratamento e a testemunha.
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TABELA 4A. Meia vida da firmeza (dias) de frutos de 10 genétipos de tomateiro
portadores de alelos mutantes de amadurecimento. Lavras: UFLA,
2002. Contrastes de interesse entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS
CONTRASTES DE INTERESSE Pr>H, !
DIAS
alc/alc vs. normal 13,7 0,0001
nor/nor vs. normal 15,8 0,0001
nor/nor vs. alc/alc 2,0 0,1662
alc™/alc vs. normal 2,8 0,0637
nor*/nor vs. normal 34 0,0286
alc™/alc vs. nor*/nor -0,59 0,6761
rin/rin vs. normal 449 0,0001
rin/rin vs. alc/alc 31,1 0,0001
rin/rin vs. nor/nor 29,1 0,0001
rin*/rin vs. normal 5,7 0,0010
rin/rin vs. ale”™/alc 2,9 0,0521
rin*/rin vs. nor*/nor 2,3 0,1120
alc™/alc nor* /nor vs. normal 17,0 0,0001
alc™/alc nor*/nor vs. alc™/alc 14,2 0,0001
alc™/alc nor* /nor vs. nor* /nor 13,6 0,0001
alc™/alc nor*/nor vs. alc/alc 3,2 0,0344
alc*/alc nor* /nor vs. nor/nor 1,22 0,3926
alc*/ale nor* /nor vs. rin/rin -27.8 0,0001
alc™/ale vin™/rin vs. normal 7,7 0,0001
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/alc 49 0,0010
alc*/ale rin™/rin vs. nor*/nor 43 0,0027
alc*/ale vin™/rin vs. rin”/rin 2,0 0,1138
nor” /nor rin®/rin vs. normal 5,6 0,0003
nor*/nor rin"/rin vs. alc*/alc 2,8 0,0329
nor*/nor rin"/rin vs. nor" /nor 2,2 0,0819
nor*/nor rin"/rin vs. rin"/rin -0,1 0,9346
alc™/alc rin"/rin vs. alc”/alc nor*/nor -9,2 0,0001
nor" /nor rin"/rin vs. alc*/alc nor” /nor -11,4 0,0001
alc/alc rin™/rin vs. nor /nor rin"/rin 2,1 0,0479

L'valores de o referentes ao teste de F.
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TABELA 5A. Valores de ntiimeros de dias para atingir firmeza de 2,0 x 10* N/m’
em frutos de 10 gendtipos de tomateiro portadores de alelos
mutantes de amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002.

Numero de dias Pr>H, 1
Para atingir
TRATAMENTOS GENOTIPOS firmeza de

2,0 x 10* N/m’
Floradade (Testemunha) |Normal 15,5
TOM-559 alc/alc 45,5 0,0001
TOM-613 nor/nor 48,5 0,0001
F,(Floradade x TOM-559) |alc*/alc 22,6 0,0286
F,(Floradade x TOM-613) | nor/nor 243 0,0067
F(TOM-559 x TOM-613) |alc*/alc nor'/nor 47,0 0,0001
TOM-614 rin/rin 97,9 0,0001
Fi(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 242 0,0071
F1(TOM-559 x TOM-614) | alc™/alc rin'/rin 30,8 0,0001
F{(TOM-613 x TOM-614) | nor'/nor rin*/rin 28,1 0,0001

 Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do
tratamento e a testemunha.
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TABELA 6A. Numeros de dias para atingir firmeza de 2,0 x 10* N/m’em frutos
de 10 gendtipos de tomateiro portadores de alelos mutantes de
amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002 Contrastes de interesse
entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS
CONTRASTES DE INTERESSE Pr>H, !

DIAS 0
alc/alc vs. normal 30,0 0,0001
nor/nor vs. normal 33,0 0,0001
nor/nor vs. alc/alc 3,0 0,1806
alc*/ale vs. normal 7,1 0,0048
nor /nor vs. normal 8,7 0,0010
alc*/ale vs. nor /nor -1,6 0,4505
rin/rin vs. normal 82,4 0,0001
rin/rin vs. alc/alc 52,4 0,0001
rin/rin vs. nor/nor 49 4 0,0001
rin't/rin vs. normal 8,7 0,0011
rin't/rin vs. alc”/alc 1,5 0,4675
rin't/rin vs. nor /nor -0,1 0,9770
alc™/ale nor* /nor vs. normal 31,5 0,0001
alc™/ale nor /nor vs. alc™/alc 243 0,0001
alc™/ale nor™/nor vs. nor*/nor 22,7 0,0001
alc™/ale nor/nor vs. alc/alce 1,5 0,4854
alc™/ale nor™ /nor vs. nor/nor -1,4 0,4998
alc*/ale nor" /nor vs. rin/rin -50,9 0,0001
alc*/ale rin"/rin vs. normal 15,3 0,0001
alc*/ale rin"/rin vs. alc” /alc 8,1 0,0006
alc™/alc vin"/rin vs. nor' /nor 6,5 0,0034
alc™/ale vin"/rin vs. rin"/rin 6,5 0,0031
nor' /nor rin'/rin vs. normal 12,5 0,0001
nor /nor rin™/rin vs. alc”/ale 5,4 0,0106
nor” /nor rin*/rin vs. nor*/nor 3,7 0,0596
nor /nor rin™/rin vs. rin"/rin 3.8 0,0560
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/ale nor*/nor -16,2 0,0001
nor” /nor rin*/rin vs. ale*/ale nor* /nor -18,9 0,0001
alc*/ale vin™/rin vs. nor™/nor rin”/rin 2,7 0,0923

‘L Valores de o referentes ao teste de F.
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TABELA 7A. Valores de nota final de coloragdo externa dos frutos de 10
genétipos de tomateiro portadores de alelos mutantes de
amadurecimento apds 28 dias de armazenamento. Lavras: UFLA,

2002.
Nota final da Pr>H, -
Coloracao
TRATAMENTOS GENOTIPOS externa apoés 28
dias de
armazenamento
Floradade (Testemunha) |Normal 5,00
TOM-559 alc/alc 3,25 0,0001
TOM-613 nor/nor 2,85 0,0001
F(Floradade x TOM-559) | alc*/alc 5,00 1,0000
F,(Floradade x TOM-613) | nor*/nor 5,00 1,0000
F(TOM-559 x TOM-613) |alc*/alc nor'/nor 3,27 0,0001
TOM-614 rin/rin 1,95 0,0001
Fi(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 5,00 1,0000
F1(TOM-559 x TOM-614) | alc*/alc rin'/rin 5,00 1,0000
F{(TOM-613 x TOM-614) | nor*/nor rin*/rin 5,00 1,0000

L Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do
tratamento e a testemunha.
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TABELA 8A. Nota final de coloragdo externa dos frutos de 10 genotipos de
tomateiro portadores de alelos mutantes de amadurecimento apos
28 dias de armazenamento. Lavras: UFLA, 2002 Contrastes de
interesse entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS \
CONTRASTES DE INTERESSE NOTAS Pr>H, =
alc/alc vs. normal -1,75 0,0001
nor/nor vs. normal -2,15 0,0001
nor/nor vs. alc/alc -0,40 0,0001
alc*/ale vs. normal 0,00 1,0000
nor /nor vs. normal 0,00 1,0000
alc*/ale vs. nor /nor 0,00 1,0000
rin/rin vs. normal -3,05 0,0001
rin/rin vs. alc/alc -1,30 0,0001
rin/rin vs. nor/nor -0,90 0,0001
rin'/rin vs. normal 0,00 1,0000
rin"/rin vs. alc”/alc 0,00 1,0000
rin'/rin vs. nor' /nor 0,00 1,0000
alc™/alc nor* /nor vs. normal -1,73 0,0001
alc™/alc nor*/nor vs. alc™/alc -1,73 0,0001
alc*/ale nor* /nor vs. nor /nor -1,73 0,0001
alc™/ale nor*/nor vs. alc/alce 0,28 0,7856
alc*/ale nor* /nor vs. nor/nor 0,42 0,0001
alc*/ale nor* /nor vs. rin/rin 1,32 0,0001
alc™/ale vin™/rin vs. normal 0,00 1,0000
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/alc 0,00 1,0000
alc*/ale rin/rin vs. nor*/nor 0,00 1,0000
alc*/ale rin/rin vs. rin"/rin 0,00 1,0000
nor*/nor rin"/rin vs. normal -0,00 1,0000
nor*/nor rin"/rin vs. alc*/alc -0,00 1,0000
nor*/nor rin"/rin vs. nor" /nor -0,00 1,0000
nor /nor rin®/rin vs. rin*/rin -0,00 1,0000
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/ale nor*/nor 1,73 0,0001
nor” /nor rin*/rin vs. ale*/ale nor* /nor 1,73 0,0001
alc*/ale vin™/rin vs. nor™/nor rin”/rin 0,00 1,0000

L' Valores de o referentes ao teste de F.

72



TABELA 9A. Valores de nota final de colorag¢do interna dos frutos de 10
genotipos de tomateiro portadores de alelos mutantes de
amadurecimento apds 28 dias de armazenamento. Lavras:

UFLA, 2002.
Nota final de Pr>H, -
Coloracao
TRATAMENTOS GENOTIPOS interna apés 28
dias de
armazenamento
Floradade (Testemunha) |Normal 4,90
TOM-559 alc/alc 3,25 0,0001
TOM-613 nor/nor 3,05 0,0001
F(Floradade x TOM-559) | alc*/alc 4,35 0,1837
F,(Floradade x TOM-613) | nor*/nor 4,50 0,4653
F(TOM-559 x TOM-613) |alc*/alc nor'/nor 3,32 0,0001
TOM-614 rin/rin 1,00 0,0001
Fi(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 4,05 0,0193
F1(TOM-559 x TOM-614) | alc*/alc rin'/rin 3,98 0,0039
F(TOM-613 x TOM-614) | nor*/nor rin'/rin 4,04 0,0063

' Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do
tratamento e a testemunha.
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TABELA 10A. Nota final de coloragdo interna dos frutos de 10 gendtipos de
tomateiro portadores de alelos mutantes de amadurecimento apos
28 dias de armazenamento. Lavras: UFLA, 2002 Contrastes de
interesse entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS \
CONTRASTES DE INTERESSE NOTAS Pr>H, =
alc/alc vs. normal -1,65 0,0001
nor/nor vs. normal -1,85 0,0001
nor/nor vs. alc/alc -0,20 0,4165
alc*/ale vs. normal -0,55 0,0372
nor*/nor vs. normal -0,40 0,1162
alc*/ale vs. nor /nor -0,15 0,5402
rin/rin vs. normal -3,90 0,0001
rin/rin vs. alc/alc -2,25 0,0001
rin/rin vs. nor/nor -2,05 0,0001
rin"/rin vs. normal -0,85 0,0031
rin"/rin vs. alc™/alc -0,30 0,2297
rin*/rin vs. nor*/nor -0,45 0,0805
alc™/alc nor* /nor vs. normal -1,68 0,0001
alc™/alc nor*/nor vs. alc™/alc -1,03 0,0007
alc*/ale nor* /nor vs. nor /nor -1,18 0,0002
alc™/ale nor*/nor vs. alc/alce 0,07 0,7738
alc*/ale nor* /nor vs. nor/nor 0,27 0,2773
alc*/ale nor* /nor vs. rin/rin 2,32 0,0001
alc™/ale vin™/rin vs. normal -0,91 0,0006
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/alc -0,36 0,1016
alc™/alc rin"/rin vs. nor*/nor -0,51 0,0266
alc™/alc rin™/rin vs. rin"/rin -0,06 0,7670
nor*/nor rin"/rin vs. normal -0,86 0,0010
nor*/nor rin"/rin vs. alc*/alc -0,31 0,1562
nor*/nor rin"/rin vs. nor" /nor -0,46 0,0431
nor /nor rin®/rin vs. rin*/rin -0,01 0,9621
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/ale nor*/nor 0,66 0,0061
nor” /nor rin*/rin vs. ale*/ale nor* /nor 0,72 0,0037
alc*/ale vin™/rin vs. nor™/nor rin”/rin -0,05 0,7605

L' Valores de o referentes ao teste de F.
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TABELA 11A. Valores de notas de porcentagem de area colorida em frutos de
10 gendtipos de tomateiro portadores de alelos mutantes de

amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002.

Notas de % de Pr>H, I
TRATAMENTOS GENOTIPOS Coloragao da

area dos frutos
Floradade (Testemunha) |Normal 5.00
TOM-559 alc/alc 4.85 0.9824
TOM-613 nor/nor 4.80 0.9203
F,(Floradade x TOM-559) | alc/alc 5.00 1.0000
F,(Floradade x TOM-613) | nor /nor 5.00 1.0000
F(TOM-559 x TOM-613) |alc'/alc nor'/nor 4.64 0.4784
TOM-614 rin/rin 1.90 0.0001
F,(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 5.00 1.0000
F(TOM-559 x TOM-614) |alc /alc rin"/rin 5.00 1.0000
F(TOM-613 x TOM-614) | nor'/nor rin'/rin 5.00 1.0000

 Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do

tratamento e a testemunha.
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TABELA 12A.
genotipos

Notas de percentagem de area colorida

em frutos de 10

de tomateiro portadores de alelos mutantes de
amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002. Contrastes de interesse
entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS
CONTRASTES DE INTERESSE NOTAS Pr>H, !
alc/ale vs. normal -0.15 0.5023
nor/nor vs. normal -0.20 0.3741
nor/nor vs. alc/alc -0.05 0.8218
alc*/ale vs. normal 0.00 1.0000
nor /nor vs. normal 0.00 1.0000
alc*/ale vs. nor /nor 0.00 1.0000
rin/rin vs. normal -3.10 0.0001
rin/rin vs. alc/alc -2.95 0.0001
rin/rin vs. nor/nor -2.90 0.0001
rin't/rin vs. normal 0.00 1.0000
rint/rin vs. alc”/alc 0.00 1.0000
rin't/rin vs. nor /nor 0.00 1.0000
alc™/alc nor" /nor vs. normal -0.36 0.1206
alc™/ale nor" /nor vs. alc”/alc -0.36 0.1206
alc*/ale nor* /nor vs. nor /nor -0.36 0.1206
alc™/ale nor*/nor vs. alc/alce -0.21 0.3513
alc*/ale nor* /nor vs. nor/nor -0.16 0.4747
alc*/ale nor* /nor vs. rin/rin 2.74 0.0001
alc™/ale vin™/rin vs. normal 0.00 1.0000
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/alc 0.00 1.0000
alc™/alc vin"/rin vs. nor' /nor 0.00 1.0000
alc™/alc vin"/rin vs. rin"/rin 0.00 1.0000
nor' /nor rin'/rin vs. normal -0.00 1.0000
nor /nor rin'/rin vs. alc"/ale -0.00 1.0000
nor /nor rin'/rin vs. nor* /nor 0.00 1.0000
nor /nor rin®/rin vs. rin*/rin 0.00 1.0000
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/ale nor*/nor 0.36 0.0770
nor” /nor rin*/rin vs. ale*/ale nor* /nor 0.36 0.0770
alc*/ale vin™/rin vs. nor™/nor rin”/rin 0.00 1.0000

L' Valores de o referentes ao teste de F.
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TABELA 13A. Valores de dias para atingir nota 3 referente a percentagem de éarea
colorida em frutos de 9 gendtipos de tomateiro portadores de
alelos mutantes de amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002.

Dias para aingir Pr>H, -
TRATAMENTOS GENOTIPOs | hota 3 referente
a % de area
colorida
Floradade (Testemunha) |Normal 2.7
TOM-559 alc/alc 11.4 0.0001
TOM-613 nor/nor 11.3 0.0001
F,(Floradade x TOM-559) | alc/alc 42 0.2788
F,(Floradade x TOM-613) | nor"/nor 4.9 0.0683
F(TOM-559 x TOM-613) |alc'/alc nor'/nor 9.2 0.0001
F,(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 3.8 0.6162
F(TOM-559 x TOM-614) |alc /alc rin"/rin 4.6 0.0570
F(TOM-613 x TOM-614) | nor /nor rin'/rin 4.8 0.0339

L Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do
tratamento e a testemunha.

(Dados do tratamento TOM-614 (rin/rin) ndo incluidos em virtude de ndo terem
atingido nota 3).
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TABELA 14A. Numero de dias para atingir nota 3 referente a porcentagem de
area colorida em frutos de 9 genotipos de tomateiro portadores de
alelos mutantes de amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002.
Contrastes de interesse entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS
CONTRASTES DE INTERESSE Pr>H, !
DIAS
alc/ale vs. normal 8.6 0.0001
nor/nor vs. normal 8.5 0.0001
nor/nor vs. alc/alc -0.0 09174
alc*/ale vs. normal 1.5 0.0665
nor /nor vs. normal 2.1 0.0135
alc*/ale vs. nor /nor -0.6 0.4093
rin*/rin vs. normal 1.0 0.1865
rin/rin vs. ale”™/alc -0.4 0.5536
rin't/rin vs. nor /nor -1.1 0.1679
alc™/alc nor" /nor vs. normal 6.4 0.0001
alc™/ale nor" /nor vs. alc”/alc 4.9 0.0001
alc™/alc nor" /nor vs. nor* /nor 4.3 0.0001
alc™/ale nor" /nor vs. alc/alc 2.1 0.0134
alc™/alc nor" /nor vs. nor/nor 2.0 0.0163
alc™/ale vin™/rin vs. normal 1.9 0.0111
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/alc 0.4 0.5302
alc*/ale vin™/rin vs. nor*/nor -0.2 0.7396
alc*/ale vin™/rin vs. rin”/rin 0.8 0.2010
nor” /nor rin®/rin vs. normal 2.1 0.0064
nor/nor rin*/rin vs. alc*/ale 0.6 0.3669
nor /nor rin'/rin vs. nor*/nor -0.0 0.9612
nor /nor rin'/rin vs. rin"/rin 1.0 0.1256
alc™/ale rin"/rin vs. alc’/ale nor /nor -4.5 0.0001
nor /nor rin'/rin vs. alc*/alc nor" /nor 4.3 0.0001
alc™/ale rin"/rin vs. nor”/nor rin'/rin -0.1 0.7282

‘' Valores de a. referentes ao teste de F.
(Dados do tratamento TOM-614 = rin/rin ndo incluidos em virtude de ndo
terem atingido nota 3).
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TABELA 15A. Valores de dias para atingir coloracdo nota 2.5 referente a
coloragdo dos frutos em de 9 genotipos de tomateiro portadores de
alelos mutantes de amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002

Dias para atingir Pr>H, -
nota 2,5
TRATAMENTOS GENOTIPOS referente a
coloracio dos
frutos
Floradade (Testemunha) |Normal 2.8
TOM-559 alc/alc 13.5 0.0005
TOM-613 nor/nor 12.0 0.0001
F,(Floradade x TOM-559) | alc/alc 3.8 0.0001
F,(Floradade x TOM-613) | nor /nor 4.5 0.0001
F(TOM-559 x TOM-613) |alc'/alc nor'/nor 10.6 0.0001
F,(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 3.7 0.0001
F(TOM-559 x TOM-614) |alc /alc rin"/rin 4.3 0.0001
F(TOM-613 x TOM-614) |nor /nor rin'/rin 4.9 0.0001

. Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do
tratamento e a testemunha.

(Dados do tratamento TOM-614 = rin/rin ndo incluidos em virtude de ndo terem
atingido nota 3).
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TABELA 16A. Numero de dias para atingir nota 2.5 referente a coloragdo dos
frutos de 9 gendtipos de tomateiro portadores de alelos mutantes
de amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002. Contrastes de
interesse entre os tratamentos.

ESTIMATIVAS
CONTRASTES DE INTERESSE Pr>H, !
DIAS
alc/ale vs. normal 10.7 0.0001
nor/nor vs. normal 9.2 0.0001
nor/nor vs. alc/alc -1.5 0.1024
alc*/ale vs. normal 1.0 0.2300
nor /nor vs. normal 1.7 0.0567
alc*/ale vs. nor /nor -0.7 0.4205
rin*/rin vs. normal 0.9 0.3109
rin/rin vs. ale”™/alc -0.1 0.8407
rin't/rin vs. nor /nor -0.8 0.3187
alc™/alc nor" /nor vs. normal 7.8 0.0001
alc™/ale nor" /nor vs. alc”/alc 6.7 0.0001
alc™/alc nor" /nor vs. nor* /nor 6.0 0.0001
alc™/ale nor" /nor vs. alc/alc -2.8 0.0050
alc™/alc nor" /nor vs. nor/nor -1.3 0.1312
alc™/ale vin™/rin vs. normal 1.5 0.0544
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/alc 0.4 0.5244
alc*/ale vin™/rin vs. nor*/nor -0.2 0.7682
alc*/ale vin™/rin vs. rin”/rin 0.6 0.3864
nor” /nor rin®/rin vs. normal 2.0 0.0141
nor/nor rin*/rin vs. alc*/ale 1.0 0.1909
nor /nor rin'/rin vs. nor*/nor 0.3 0.6818
nor /nor rin'/rin vs. rin"/rin 1.1 0.1300
alc™/ale rin"/rin vs. alc’/ale nor /nor -6.2 0.0001
nor /nor rin'/rin vs. alc*/alc nor" /nor -5.7 0.0001
alc™/ale rin"/rin vs. nor”/nor rin'/rin -0.5 0.3936

L valores de o referentes ao teste de F.

(Dados do tratamento TOM-614 (rin/rin) ndo incluidos em virtude de ndo terem

atingido nota 3).
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TABELA 17A. Valores de niimero de dias da antese ao estadio breaker em frutos
de 10 gendtipos de tomateiro portadores de alelos mutantes de
amadurecimento. Lavras: UFLA, 2002.

Numero de dias Pr>H, -
TRATAMENTOS GENOTIPOS Da antese ao

estadio breaker
Floradade (Testemunha) |Normal 58,2
TOM-559 alc/alc 62,7 0,2587
TOM-613 nor/nor 62,5 0,2909
F(Floradade x TOM-559) | alc/alc 59,8 0,9709
F.(Floradade x TOM-613) | nor*/nor 61,0 0,7165
F(TOM-559 x TOM-613) |alc*/alc nor'/nor 62,2 0,3570
TOM-614 rin/rin 71,9 0,0001
Fi(Floradade x TOM-614) | rin"/rin 61,2 0,6545
F1(TOM-559 x TOM-614) | alc*/alc rin'/rin 59,8 0,9335
F{(TOM-613 x TOM-614) | nor'/nor rin*/rin 61,1 0,5219

L Probabilidade associada ao Teste de Dunnett na comparagio entre a média do
tratamento e a testemunha.
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TABELA 18A. Numero de dias da antese ao estadio breaker em 10 genotipos de
tomateiro portadores de alelos mutantes de amadurecimento.

Lavras: UFLA, 2002. Contrastes de interesse entre os
tratamentos.
ESTIMATIVAS .
CONTRASTES DE INTERESSE DIAS Pr>H,
alc/alc vs. normal 4.4 0,0556
nor/nor vs. normal 43 0,0641
nor/nor vs. alc/alc -0,1 0,9397
alc*/ale vs. normal 1,6 0,4646
nor*/nor vs. normal 2,7 0,2191
alc*/ale vs. nor /nor -1,1 0,5013
rin/rin vs. normal 13,6 0,0001
rin/rin vs. alc/alc 9,2 0,0007
rin/rin vs. nor/nor 9,3 0,0006
rin"/rin vs. normal 2,9 0,1893
rin"/rin vs. alc™/alc 1,3 0,5401
rin*/rin vs. nor*/nor 0,2 0,9269
alc™/alc nor* /nor vs. normal 4,0 0,0825
alc™/alc nor*/nor vs. alc™/alc 2,3 0,2822
alc*/ale nor* /nor vs. nor /nor 1,2 0,5687
alc™/ale nor*/nor vs. alc/alce -0,4 0,8312
alc*/ale nor* /nor vs. nor/nor -0,3 0,8906
alc*/ale nor* /nor vs. rin/rin -9,6 0,0005
alc™/ale vin™/rin vs. normal 1,6 0,3922
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/alc 0,0 0,9884
alc™/alc rin"/rin vs. nor*/nor -1,1 0,5564
alc™/alc rin™/rin vs. rin"/rin -1,3 0,4891
nor*/nor rin"/rin vs. normal 2,9 0,1359
nor*/nor rin"/rin vs. alc*/alc 1,3 0,4867
nor*/nor rin"/rin vs. nor" /nor 0,1 0,9241
nor /nor rin®/rin vs. rin*/rin -0,0 0,9915
alc™/ale vin™/rin vs. alc™/ale nor*/nor -2,3 0,2225
nor” /nor rin*/rin vs. ale*/ale nor* /nor -1,0 0,5731
alc*/ale vin™/rin vs. nor™/nor rin”/rin -1,2 0,4060

‘L Valores de o referentes ao teste de F.
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TABELA 19A. Frequéncias esperadas e observadas de plantas com fenotipos
normal ¢ mutante, admitindo-se a hipotese de alelismo entre
alc e nor, proposta por Lobo (1981) e Lobo, Basset & Hannan

(1984).
Frequencia Esperada | Frequencia
Observada
Gendtipo N° Plantas | Feno6tipo Fenotipo | Fenotipo Fendtipo
Testadas | Normal Mutante | Normal = Mutante
FloraDade (normal) 20 20 0 20 0
TOM-559 (alc/alc) 20 0 20 0 20
TOM-613 (nor/nor) 20 0 20 0 20
F1(FloraDade x TOM-559) 20 20 0 20 0
(=alc’/alc)
F1(FloraDade x TOM-613) 20 20 0 20 0
(=nor"/nor)
FI(TOM-559 x TOM-613) 20 0 20 0 20
[=Fi(alc x nor)]
F,(TOM-559 x TOM-613) 364 0 364 0 364

[=F»(alc x nor)]
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TABELA 20A. Frequéncias esperadas e observadas de plantas com fenotipos
normal ¢ mutante, admitindo-se as hipoteses: (a) de alc e nor
serem genes distintos, ligados a uma distdncia de 17
Centimorgan; (b) o fenotipo do duplo heterozigoto [F(alc x
nor)] ser normal quanto a coloragéo de frutos.

Frequencia Esperada | Frequencia

Observada

Gendtipo N° Plantas | Fendtipo Fenotipo | Fendtipo Fendtipo

Testadas | Normal Mutante | Normal Mutante

FloraDade (normal) 20 20 0 20 0
TOM-559 (alc/alc) 20 0o 20 0 20
TOM-613 (nor/nor) 20 0 20 0 20
F1(FloraDade x TOM-559) 20 20 0 20 0
(=alc™/alc)

F1(FloraDade x TOM-613) 20 20 0 20 0
(=nor"/nor)

F1(TOM-559 x TOM-613) 20 20 : 0 0 : 20
[=Fi(alc x nor)]

F2(TOM-559 x TOM-613) 364 185 : 179 0 :364()

[=F»(alc x nor)]

(") x* =376,20 **

84



TABELA 21A.

Frequéncias esperadas e observadas de plantas com fenotipos
normal e mutante, admitindo-se as hipéteses: (a) de alc e nor
serem genes distintos, ligados a uma distancia de 17
CentiMorgan; (b) o fenotipo do duplo heterozigoto [Fi(alc x

nor)| ser mutante quanto a coloragdo de frutos.

Frequencia Esperada | Frequencia
Observada
Gendtipo N° Plantas | Fendtipo Fenotipo | Fendtipo Fendtipo
Testadas | Normal Mutante | Normal = Mutante
FloraDade (normal) 20 20 0 20 0
TOM-559 (alc/alc) 20 0 20 0 20
TOM-613 (nor/nor) 20 0o 20 0 20
F1(FloraDade x TOM-559) 20 20 0 20 0
(=alc™/alc)
F1(FloraDade x TOM-613) 20 20 0 20 0
(=nor"/nor)
FI(TOM-559 x TOM-613) 20 0 20 0 20
[=Fi(alc x nor)]
FA(TOM-559 x TOM-613) 364 54 310 0 : 364("
[=F»(alc x nor)]

(") % = 63,40 **
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TABELA 22A. Hipotese de alc e nor serem genes distintos, ligados por uma

distancia genética ¢ (Centimorgan/100), admitindo-se que o
fenotipo do Fl(alc x nor) seja normal quanto a coloragdo final
dos frutos: Frequéncias esperadas de plantas com fenotipo
normal em F2 e probabilidade de frequéncia zero de plantas
com fendtipo normal em uma populacdo de N=364 plantas

avaliadas.
Distancia | Probabilidade | Probabilidade de | Distancia [Probabilidade de| Probabilidade de
Genética |de planta com | nenhuma planta genética planta com nenhuma planta
c fenotipo Normal em c Fenotipo normal Normal em
normal populacdo F2 de populacdo F2 de
N=364 plantas N=364 plantas
0.200000 [0.510000000 1.70E-113 0.022000 | 0.500121000 2.44E-110
0.190000 [0.509025000f 3.51E-113 0.021000 | 0.500110250 2.46E-110
0.180000 [0.508100000f 6.97E-113 0.020000 | 0.500100000 2.47E-110
0.17000010.507225000\ 1.33E-112 0.019000 | 0.500090250 2.49E-110
0.150000 |0.505625000| 4.33E-112 0.018000 | 0.500081000 2.51E-110
0.130000 [0.504225000 1.21E-111 0.017000 | 0.500072250 2.52E-110
0.110000 (0.503025000, 2.92E-111 0.016000 | 0.500064000 2.54E-110
0.090000 (0.502025000, 6.07E-111 0.015000 | 0.500056250 2.55E-110
0.070000 [0.501225000 1.09E-110 0.014000 | 0.500049000 2.57E-110
0.050000 [0.500625000 1.69E-110 0.013000 | 0.500042250 2.58E-110
0.040000 [0.500400000 1.99E-110 0.012000 | 0.500036000 2.59E-110
0.039000 |0.500380250| 2.02E-110 0.011000 | 0.500030250 2.60E-110
0.038000|0.500361000| 2.05E-110 0.010000 | 0.500025000 2.61E-110
0.037000|0.500342250| 2.07E-110 0.009000 | 0.500020250 2.62E-110
0.036000 |0.500324000| 2.10E-110 0.008000 | 0.500016000 2.63E-110
0.035000|0.500306250| 2.13E-110 0.007000 | 0.500012250 2.64E-110
0.034000 |0.500289000| 2.16E-110 0.006000 | 0.500009000 2.64E-110
0.033000|0.500272250| 2.18E-110 0.005000 | 0.500006250 2.65E-110
0.032000 |0.500256000| 2.21E-110 0.004000 | 0.500004000 2.65E-110
0.031000|0.500240250| 2.23E-110 0.003000 | 0.500002250 2.66E-110
0.030000 |0.500225000| 2.26E-110 0.002000 | 0.500001000 2.66E-110
0.029000 |0.500210250| 2.28E-110 0.001000 | 0.500000250 2.66E-110
0.028000 |0.500196000| 2.31E-110 0.000800 | 0.500000160 2.66E-110
0.027000 |0.500182250| 2.33E-110 0.000600 | 0.500000090 2.66E-110
0.026000 |0.500169000| 2.35E-110 0.000400 | 0.500000040 2.66E-110
0.025000|0.500156250| 2.38E-110 0.000200 | 0.500000010 2.66E-110
0.024000 |0.500144000| 2.40E-110 0.000000 | 0.500000000 2.66E-110
0.023000|0.500132250] 2.42E-110
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TABELA 23A. Hipdtese de alc e nor serem genes distintos, ligados por uma

distancia genética ¢ (Centimorgan/100), admitindo-se que o
fenotipo do Fl(alc x nor) seja mutante quanto a coloragdo final
dos frutos: Frequéncias esperadas de plantas com fenotipo
normal em F2 e probabilidade de frequéncia zero de plantas
com fendtipo normal em uma populacdo de N=364 plantas

avaliadas

Distancia|Probabilida|Probabilidade de| Distancia |Probabilidade de| Probabilidade de

genética de de |nenhumaplanta| genética Fenotipo nenhuma planta
c Fenotipo normal em c Normal normal em

Normal populagao F2 de populacdo F2 de

N=364 plantas N=364 plantas

0.200 0.170 3.50E-30 0.028 0.027 4.04E-05
0.190 0.163 7.70E-29 0.027 0.026 5.78E-05
0.180 0.156 1.76E-27 0.026 0.025 8.27E-05
0.170 0.148 4.17E-26 0.025 0.025 1.18E-04
0.160 0.141 1.02E-24 0.024 0.024 1.70E-04
0.150 0.133 2.61E-23 0.023 0.023 2.43E-04
0.140 0.125 6.87E-22 0.022 0.022 3.48E-04
0.130 0.117 1.87E-20 0.021 0.021 4.99E-04
0.120 0.109 5.25E-19 0.020 0.020 7.16E-04
0.110 0.101 1.52E-17 0.019 0.019 1.03E-03
0.100 0.093 4.53E-16 0.018 0.018 1.47E-03
0.090 0.084 1.39E-14 0.017 0.017 2.11E-03
0.080 0.075 4.38E-13 0.016 0.016 3.03E-03
0.070 0.066 1.42E-11 0.015 0.015 4.34E-03
0.060 0.057 4.70E-10 0.014 0.014 6.23E-03
0.050 0.048 1.60E-08 0.013 0.013 8.95E-03
0.040 0.039 5.55E-07 0.012 0.012 1.28E-02
0.039 0.038 7.92E-07 0.011 0.011 1.84E-02
0.038 0.037 1.13E-06 0.010 0.010 2.65E-02
0.037 0.036 1.62E-06 0.009 0.009 3.81E-02
0.036 0.035 2.31E-06 0.008 0.008 5.47E-02
0.035 0.034 3.30E-06 0.007 0.007 7.86E-02
0.034 0.033 4.72E-06 0.006 0.006 1.13E-01
0.033 0.032 6.74E-06 0.005 0.005 1.62E-01
0.032 0.031 9.64E-06 0.004 0.004 2.34E-01
0.031 0.030 1.38E-05 0.003 0.003 3.36E-01
0.030 0.029 1.97E-05 0.002 0.002 4.83E-01
0.029 0.028 2.82E-05 0.001 0.001 6.95E-01
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3 CAPITULO II
Marcadores Moleculares associados aos alelos alc (alcobaca), nor

(non-ripening), hp (high pigment) e og° (old gold crimson) em

linhagens quase isogénicas de tomateiro.
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3.1 RESUMO

BENITES, Flavio Rodrigo Gandolfi. Marcadores moleculares associados aos
alelos alc (alcobaga), nor (non-ripening), hp (high pigment) e og* (old gold
crimson) em linhagens quase isogénicas de tomateiro. Lavras: UFLA, 2003.
106 p. (Dissertagio- Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) .

Marcadores moleculares sdo ferramentas que auxiliam programas de
melhoramento na selecdo de individuos com caracteristicas favoraveis. Em
experimento conduzido na EMBRAPA-Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG,
buscou-se encontrar marcadores moleculares RAPD associados aos alelos alc,
nor, hp e og" em tomateiro. Avaliaram-se cinco individuos quase isogénicos a
cultivar Flora-Dade (alc” alc” nor” nor” rin" rin" hp” hp* 0g"" 0g""), TOM-559
(alc alc nor” nor” rin" rin” hp" hp* 0g"" 0g”’), TOM-595 (alc” alc” nor" nor"
rin” rin” hp hp og®” 0g°),TOM-596 (alc” alc” nor" nor” rin" rin” hp" hp" og"
0g°) e TOM-613 (alc” alc” nor nor rin” rin" hp" hp" 0g°" 0g"").

Foram avaliados 119 primers e entre eles haviam trés primers (OPB-7, OPD-1
e OPM-10) que estavam ligados ao alelo Ap, segundo dados da literatura. Os
119 primers testados ndo foram eficientes em diferenciar os alelos alc, nor, hp
e og‘nas linhagens estudadas. Os trés primers ligados ao alelo /4p, também nao
foram polimoérficos no individuo normal e o que continha o alelo Ap. Este
resultado provavelmente se deve ao fato de o background dos individuos
analisados neste trabalho serem diferentes daqueles utilizados no trabalho que
identificou esses marcadores ligados ao alelo /p.

" Orientador: Luciano Vilela Paiva-UFLA, Co-Orientadores: Claudia Teixeira
Guimaraes-CNPMS-Sete Lagoas, MG e Wilson Robrto Maluf-UFLA.
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3.2 ABSTRACT

BENITES, Flavio Rodrigo Gandolfi. Molecular markers linked to alc
(alcobaga), nor (non-ripening), hp (high pigment) and og® (old gold crimson)
alleles present in almost isogenic tomato lines. Lavras: UFLA, 2003. 106 p
(M.S. Dissertation/ Genetics and Plant Breeding)*.

Molecular markers are being largely used as a selection tools in several plant
breeding programs. In an experiment carried out at the Brazilian Maize
Sorghum Research, located at Sete Lagoas, Minas Gerais State, five almost
isogenic tomato lines, Flora-Dade (alc” alc” nor” nor” rin" rin" hp" hp* og®"
0g°"), TOM-559 (alc alc nor” nor” rin" rin" hp” hp" 0g°" 0g®"), TOM-595 (alc”
alc” nor” nor” rin” rin” hp hp 0g°" 0g°"),TOM-596 (alc" alc" nor" nor’ rin"
rin” hp" hp" og® og°) and TOM-613 (alc™ alc” nor nor rin” rin" hp" hp" og""
0g’") were genotyped using 119 RAPD molecular markers. The main objective
was to identify molecular markers associated to alc (alcobaga), nor (non-
ripening), hp (high pigment) and og® (old gold crimson) alleles. The results did
not show any polymorphism even for the three primers previously shown to
been linked to the Ap allele. This may be due to the fact that the lines containing
the Ap allele used in this experiment, came from a different genetic background.

"Major Professors- Luciano Vilela Paiva-UFLA, Claudia Teixeira Guimaraes-
CNPMS and Wilson Roberto Maluf-UFLA.
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3.3 INTRODUCAO

O melhoramento de plantas teve inicio a cerca de 10.000 anos atras,
juntamente com o surgimento da agricultura. O melhoramento foi praticado
como arte até o inicio do século XX, e com a redescoberta das leis de Mendel o
melhoramento pode passar a ser tratado como ciéncia.

Neste sentido, recentemente algumas ferramentas foram criadas e
aprimoradas com o intuito de auxiliar os métodos de melhoramento de plantas.
Destaque tem sido os marcadores moleculares que tém possibilitado a selecdo
assistida e precoce de materiais, 0 mapeamento e a impressao digital de DNA
(“Fingerprinting” de DNA) e, como conseqiiéncia, diminuindo o tempo de
avaliagdo dos materiais, reduzindo o tamanho da populagdo e o custo das
analises.

O presente estudo teve como objetivo identificar marcadores
moleculares RAPD associados aos alelos alc, nor, hp e og", utilizando linhagens

quase isogénicas de tomateiro da cultivar Flora-Dade.
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3.4 REFERENCIAL TEORICO

3.4.1 Marcadores Moleculares

Os programas tradicionais de melhoramento sdo baseados na analise
de fenotipos, cujo sucesso, depende principalmente da herdabilidade do carater.
Quanto maior a herdabilidade, menor sera a influéncia do ambiente na
expressdo do carater. Herangas poligénicas, dominéncias parciais ou completas,
a influéncia do ambiente e o tempo necessario para avaliagdo fenotipica em
culturas perenes sdo fatores que podem limitar a eficiéncia destas analises.
Muitas das complicagdes da analise fenotipica podem ser mitigadas pela
identificagdo direta dos genotipos. Um sistema diagnostico baseado em
marcadores moleculares que co-segregam com os genes de interesse pode ser
utilizado para este fim (Ferreira & Grattaplaglia, 1998).

Existem quatro classes de marcadores que podem ser usados em
vegetais: marcadores morfologicos, citologicos, bioquimicos € moleculares.
Entre estes destacam-se os marcadores moleculares por fornecerem um niimero
ilimitado de polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o
genoma e por serem independente dos efeitos ambientais e do estadio de
desenvolvimento da planta (com excecdo das isoenzimas), permitindo a
identificacdo precisa e precoce dos genotipos de interesse.

O primeiro marcador molecular baseado em 4cidos nucléicos
empregado no melhoramento de plantas foi o RFLP, que expressa o
polimorfismo no comprimento de fragmentos de DNA obtidos apos digestdo
dos fragmentos de DNA gendmicos com enzimas de restricdo. O tratamento do
DNA com enzimas de restri¢do origina fragmentos que sdo separados em gel de
agarose e posteriormente transferidos para uma membrana de nylon em que sdo

hibridados com sondas de DNA, detectando, assim, seqiiéncias homoélogas a
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elas. As sondas representam seqiiéncias pequenas de DNA marcadas
radioativamente ou com quimioluminescéncia. Apds as hibrida¢des entre os
fragmentos de DNA com a sonda, as membranas sdo expostas a um filme de
raio-X, revelando as posi¢cdes em que ocorreram as hibridagdes. A necessidade
de grande quantidade de DNA, a complexidade das analises e a
disponibilidade limitada de sondas especificas sdo algumas das limitacdes desta
técnica.

Essas limitagcdes ndo sdo observadas na técnica de RAPD que expressa
o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso. O RAPD foi adaptado da técnica
da PCR, que ¢ uma reacdo em cadeia da polimerase. Essa técnica consiste da
sintese “in vitro” de fragmentos de DNA, com auxilio de um par de iniciadores
com seqiiéncia de nucleotideos especifica e de uma enzima termoestavel
conhecida como Taq polimerase. Os primers atuam como iniciadores para a
sintese do DNA, que acontece em termocicladores, aparelhos que possibilitam a
alternancia rapida de temperatura. Cada ciclo de amplifica¢do possui trés etapas,
iniciando-se com a desnaturacdo do DNA, posteriormente os iniciadores se
pareiam com as seqiiéncias de nucleotideos complementares e na terceira etapa
ocorre a sintese dos fragmentos de DNA pela Taq polimerase. Cada ciclo ¢
processado varias vezes, ocorrendo uma amplificagdo do DNA em progressao
geométrica. No caso do RAPD, utiliza-se apenas um iniciador pequeno com
aproximadamente dez nucleotideos de seqiiéncia aleatéria. Os produtos
amplificados sdo separados em um gel de eletroforese, corados com brometo de
etideo e visualizados sob luz ultravioleta. Dentre as desvantagens desta técnica
destacam-se o baixo nivel de informagdo genética por loco, a natureza
dominante do marcador e problemas na repetibilidade das amplificagdes em
funcdo da utilizagdo de iniciadores pequenos e da baixa temperatura de

anelamento.
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Estas limitagGes podem ser superadas pela técnica SCAR, através da
qual a seqiiéncia dos iniciadores RAPD ¢ ampliada para 20 a 25 bases, em
funcao das informagdes do seqiienciamento dos fragmentos isolados. Com isso,
sdo obtidos pares de iniciadores especificos que, flanqueam um alelo de
interesse, 0 que tornam as analises mais confidveis (Paran & Michelmore,
1993). Outro marcador, que se baseia na amplificagdo por PCR de um loco
simples, ¢ o ERPAR (Extended random primer amplified region). Esta técnica
utiliza a adi¢do seqiliencial de bases na extremidade 3" dos iniciadores RAPD,
tornado-os especificos, sem as etapas de clonagem e seqiienciamento, sendo
portanto uma  opc¢do interessante para converter os marcadores RAPD em
marcadores estaveis (Wang et.al., 2000).

O microssatélite ou SSR ¢é outro marcador molecular que vem sendo
amplamente utilizado no melhoramento vegetal. Estes marcadores foram
desenvolvidos com base em uma caracteristica do genoma de eucariotos que ¢é a
presenca de varias classes de seqiiéncias repetidas, uma delas consiste de
repeticdes em tandem de 1 a 4 nucleotideos, sendo denominados
microssatélites. As seqiiéncias de DNA que flanqueia tais regides sdo
conservadas dentro de uma espécie, permitindo a confeccdo de iniciadores
especificos que podem ser utilizados para amplificar os SSRs. Os
microssatélites apresentam uma promissora utilizagdo por serem marcadores co-
dominante e multialélicos, o que lhes confere um elevado contetdo de
informagao genética. Os marcadores SSRs sdo altamente reproduziveis e de
facil execugdo desde que os iniciadores especificos sejam disponiveis. Caso
contrario, torna-se necessaria a construcdo de Dbibliotecas genomicas
enriquecidas com os microssatélites e o seqiienciamento em larga escala dos
clones gendnicos, sendo esta a maior limitagdo da técnica.

O AFLP, outro marcador molecular, ¢ uma técnica que agrega a

praticidade da amplificagdo do PCR com a especificidade das enzimas de
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restrigdo para a obteng@o dos polimorfismos (Vos et al., 1995). Primeiramente
faz-se a digestdio do DNA gendmico com duas enzimas de restrigdo,
normalmente a EcoRl e Msel. Adaptadores especificos com extremidades
complementares as extremidades coesivas dos sitios de restri¢ao sdo ligados aos
fragmentos digeridos. Os fragmentos digeridos com os adaptadores ligados s@o
entdo submetidos a uma reacdo de PCR com iniciadores pré-seletivos, cuja
seqiiéncia ¢ complementar a dos adaptadores, acrescidos de um nucleotideo
aleatorio na sua extremidade 3°. Essa amplificagdo ¢ realizada com o objetivo
de aumentar o numero de fragmentos de interesse. Os fragmentos pré-
amplificados sdo amplificados novamente utilizando iniciadores seletivos, cuja
seqiiéncia é semelhante a dos iniciadores pré-seletivos acrescida de dois
nucleotideos arbitrarios na sua extremidade 3°. A detec¢do dos fragmentos ¢é
feita em gel de seqiienciamento, e se torna possivel pois um dos primers
seletivos é marcado com radioatividade ou com fluorescéncia . As limitagdes do
método sdo a utilizagdo de reagentes de custo elevado e a necessidade de géis de

alta resolucdo para identificar os polimorfismos.

3.4.2 Marcadores Moleculares envolvendo os alelos mutantes do tomateiro

Em tomate, os alelos alc, nor, rin, hp e og" sdo de facil identificacdo
devido a seus efeitos pleiotropicos que se expressam em caracteristicas
morfoldgicas. Entretanto, o uso de marcadores moleculares associados a tais
alelos assume grande importancia quando se objetiva a piramidagdo desses
alelos em um mesmo gendtipo, uma vez que a identificacdo e a selecdo
morfoldgica torna-se bastante dificultada devido ao efeito desses alelos em
conjunto. A chance de selecionar fenotipicamente um individuo que contenha
os quatros alelos em homozigose € de 1 em 256, ou seja, necessitar-se-ia de mais

de uma estufa cultivada com tomate para encontrar uma planta através da
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selecdo fenotipica que possua os cinco alelos em conjunto. Outro problema é o
custo para manter a cultura durante varios meses, pois alguns desses alelos sdo
selecionados pela coloragdo dos frutos, tornando esse tipo de estratégia para o
melhoramento inviavel. Com a utilizacgdo de marcadores moleculares
diretamente associados com tais alelos pode-se obter esse genotipo desejado
com mais facilidade e rapidez, viabilizando o uso desses alelos piramidados em
um mesmo gendtipo.

Na literatura existem varios trabalhos envolvendo a identificagdo de
marcadores moleculares, clonagem e mapeamento dos alelos mutantes para
amadurecimento de frutos e sintese de licopeno (Vrebalov et al., 2002, Vrebalov
et al., dados ndo publicados, Ronen et al., 2000, Yen, 1997, Yen et. al., (1997)
e Lee, 1999). Estes alelos estdo sendo utilizados como marcadores moleculares
para auxiliarem o melhoramento da cultura do tomateiro.

Yen (1997) e Yen et. al. (1997), utilizando marcadores RFLP e RAPD
mapearam o alelo 4p no cromossomo 2. A posi¢do do alelo Ap foi encontrada
mediante a geracdo de 2 bulks provenientes da populagdo F, do cruzamento L.
esculentum (hp/hp) e L. cheesmannii (hp'/hp"). Foram testados 300 primers
RAPD e apenas cinco deram polimorfismo entre os materiais avaliados. Dos
cinco primers polimorficos, trés estavam ligados ao alelo Ap mutante. Os
fragmentos amplificados, gerados por estes trés primers RAPD, foram clonados
e sequenciados. Posteriormente foram transformados em sondas RFLP que
hibridaram no cromossomo 2, flanqueando o alelo 4p mutante. As trés sondas
mapeadas no cromossomo 2 foram nomeadas de RAPDhp-7, RAPDhp-10 e
RAPDhp-11 que estavam posicionadas a 1,6, 4,6 e 14,6 cM respectivamente do
alelo Ap.

Lee (1999), em experimento semelhante ao trabalho realizado por Yen
(1997) e Yen et. al. (1997), testou 300 primers em dois bulks gerados a partir

de genotipos considerados normais e mutantes, encontrando cinco primers
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RAPD polimérficos para o alelo mutante /p (chamado por ele no trabalho de Ap-
I). Os cinco primers RAPD polimoérficos foram OPB-7, OPD-1, OPK-18, OPL-
9 e OPM-10. Os primers OPB-7, OPD-1 ¢ OPM-10 sdo os primers utilizados
por Yen (1997) e Yen et. al. (1997), segundo os quais seus fragmentos
amplificados, clonados e sequenciados geraram as sondas RAPDhp-7, RAPDhp-
11 e RAPDhp-10 respectivamente.

Recentemente foram clonados os alelos mutantes rin (Vrebalov et al.,
2002), nor (Vrebalov et al., dados ndo publicados) ¢ og® (Ronen et al., 2000).
No entanto, as seqiiéncias dos cDNA desses alelos ndo estdo disponiveis nos
bancos de dados publicos de seqiiéncias (NCBI e GenBank), dificultando a sua
utilizagdo como ferramenta de auxilio ao melhoramento. Uma vez disponiveis as
seqiiéncias poderdo ser usadas para a construgdo de primers especificos para
cada alelo, o que facilita a selecdo de individuos que contenham o alelo de

interesse.
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3.5 MATERIAIS E METODOS

3.5.1 Local

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa em Milho
e Sorgo - EMBRAPA Milho e Sorgo- Sete Lagoas-MG no Nucleo de Biologia
Aplicada, durante o ano de 2002.

3.5.2 Materiais utilizados

Foram utilizadas 10 linhagens quase isogénicas derivada da cultivar
Flora-Dade, proveniente do programa de melhoramento genético do tomateiro
do professor Dr. Wilson Roberto Maluf, da Universidade Federal de Lavras.
Essas linhagens diferem entre si quanto a constituigdo genética dos alelos de
longa-vida e de sintese de licopeno. A relagdo das linhagens com seus
respectivos genotipos se encontram no quadro 7. As linhagens diferem entre si
em relacdo aos alelos mutantes de amadurecimento e sintese de licopeno.

As plantas de tomateiro foram semeadas em casa de vegetacdo em
bandejas de 128 células contendo substrato comercial PLANTMAX®.

No teste de pré-selecao de primers RAPD, foram utilizados apenas
cinco individuo: Flora-Dade (normal), TOM-559 (alc/alc), TOM-613 (nor/nor),
TOM-595 (hp/hp) e TOM-596 (og‘/og"). Esses individuos foram escolhidos

para a pré-selecdo, porque possuiam apenas um alelo mutante.

3.5.3 Teste RAPD.
Por volta de 50 dias apds a semeadura foi realizada a extragdo do DNA
gendmico dos foliolos de tomateiro, conforme metodologia descrita por Saghai-

Marrof et al. (1984).
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Quadro 7. Gen6tipos de tomateiro utilizados no experimento com marcadores
moleculares. CNPMS, Sete Lagoas-MG, 2002.

Tratamentos Genotipos
TOM-559 alc alc nor” nor” rin" rin” hp” hp” 0g°” 0g®”
TOM-588 alc” alc” nor” nor” rin” rin” hp hp og® 0g°
TOM-589 alc alc nor” nor” rin" rin” hp hp og® og*
TOM-591 alc alc nor” nor” rin" rin” hp” hp* 0g og°
TOM-593 alc alc nor” nor” rin" rin” hp hp 0g°" 0g""
TOM- 595 alc” alc” nor” nor” rin” rin” hp hp 0og"" 0g®*
TOM-596 alc” alc” nor” nor” rin" rin" hp" hp" og® 0g°
TOM-613 alc” alc” nor nor rin" rin” hp” hp™ 0g"" 0g®”
TOM-614 alc” alc” nor” nor” rinrin hp” hp” 0g°" 0g®”
Floradade alc” alc” nor” nor” rin" rin" hp" hp" og"" 0g"”

As reagdes de amplificagdo de RAPD foram realizadas em volume
final de 25 ul. Cada reagdo foi composta de 2,5 pl de tampdo PCR 10X, 1ul
dNTPs, 1ul primer, 1 unidade taq polimerase, 1 pl de MgCl, 50mM, 30ng DNA
gendmico e 16,3 ul agua.

Apds o preparo, as reagdes foram submetidas ao termociclador
GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystem, Palo Alto, CA, USA),
programado com ciclos de 94 °C a 4 min. para a fase de desnaturagdo das fitas
de DNA, 40 ciclos de amplificagio a 94 °C por 1 min., 35 °C por 1min 72 °C
por 2 min. e 72 °C por 5 min. na fase de extensio.

Em seguida os produtos amplificados foram separados mediante uma
corrida eletroforética a 100V em gel de agarose 1,2%. Apos a eleroforese, o gel
foi incubado em solugdo de brometo de etidio (10%) durante 30 minutos. O

perfil eletroforético foi visualizado sob luz ultravioleta e as imagens captadas
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pelo sistema de fotodocumentagdo “Eagle Eye” (Stratagene, La Jolla, CA,

USA).
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3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, cinco individuos escolhidos para a pré-selegdo dos
primers foram amostrados com 119 primers RAPD, incluindo os primers
utilizados por Yen (1997), Yen et. al. (1997) e Lee (1999), que amplificaram o
alelo mutante /p. Testaram-se todos os primers dos kits OPA, OPB, OPC, OPD,
OPN, OPE-1 a OPE-16 e ainda os OPK-18, OPL-9 e OPM-10. Foram gerados
um total de 304 bandas monomorficas e nenhuma banda polimorfica entre os 5
individuos. Em média, foram gerados 2,55 bandas por primers, abaixo das 4,3
bandas encontradas por Martin ef al. (1991), que também trabalharam com
marcadores RAPD em linhas isogénicas de tomateiro. O numero de bandas
monomorficas variou de 1 a 8 bandas entre os primers. Dos 119 primers
testados, 27 (22,7%) ndo amplificaram nenhum fragmento. Os primers testados
por Yen (1997) e Yen et. al. (1997) que estavam ligados a 1,6 cM, 4,6 cM ¢
14,6 cM, ndo amplificaram a regido ligada ao alelo /sp no material avaliado
(figura 1).

Esse resultado pode estar relacionado com a baixa reprodutibilidade da
técnica do RAPD entre diferentes laboratdrios, uma vez que os primers
utilizados s@o curtos e de seqii€ncia aleatéria, requerendo uma baixa temperatura
de anelamento durante os ciclos de PCR. Tal fato reduz a especificidade de
amplificacdo, fazendo que com o anelamento dos primers ocorra em outras
regides do genoma.

A hipotese mais provavel e que deve ser considerada ¢ de que o
background genético dos materiais utilizados neste experimento ¢ diferente do
utilizado por Yen (1997), Yen et. al. (1997) e Lee (1999). Devido a esse fato

ndo existiriam, nos materiais testados neste trabalho, as regides que estavam
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1 2345 1 2 3 451 2 3 4512 3435

OPB-7 OPD-1 OPM-10 OPK-18

Figura 1. Produtos de amplificagdo RAPD dos gendtipos: 1 = Flora-dade (alc”
ale” nor" nor” vin" rin” hp" hp" 0g" 0g™), 2 = TOM-559 (alc alc nor*
nor” rin" rin" hp" hp* og”" 0g"), 3 = TOM- 613 (alc’ alc’ nor nor
rin” rin” hp" hp" 0g°" 0g®"), 4 = TOM-595 (alc” alc’ nor" nor® rin*
rin’ hp hp 0g"" 0g°") e 5= TOM-596 (alc” alc” nor" nor” rin" rin" hp"
hp" og® 0g). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas- MG, 2002.

ligadas ao alelo /p e, com isso, os primers utilizados por Yen (1997), Yen et. al.
(1997). e Lee (1999) nao diferenciaram os materiais normais do mutante /zp no
background Flora-Dade.

Os primers utilizados também nao conseguiram diferenciar os alelos
nor, alc e og" que estavam presente nos outros materiais. Como o RAPD ¢ um
marcador que se anela em posigoes aleatdria no genoma e as linhagens avaliadas
eram quase isogénicas, seria realmente esperada uma elevada proporgdo de
bandas monomorficas, ¢ aquelas que fossem polimorficas teriam uma maior

probabilidade de estarem ligadas aos genes de interesse em cada material. A
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efetiva ligagdo com os alelos seria comprovada posteriormente em populagdes
maiores de mapeamento.

Nota-se a necessidade de se testarem novos primers para encontrar as
sutis diferencas entre os materiais estudados, pois a grande vantagem da
utilizacdo do RAPD esta no fato de que, caso seja encontrada uma marca que
esteja ligada ao alelo de interesse, essa marca possa ser cortada do gel para ser
sequenciada, transformando-se em uma sonda para o alelo de interesse.

Uma outra estratégia que pode ser utilizada é o AFLP corado com prata,
pois utiliza a vantagem de possibilitar um grande niimero de fragmentos gerados
e resolvidos em um tnico gel e a possibilidade de cortar e sequenciar alguma

marca que esteja ligada ao alelo de interesse no gel corado com prata.
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3.7 CONCLUSAO
Entre os primers testados, ndo foi encontrado marcador molecular

RAPD que diferenciasse as linhas quase isogénicas que continham os alelos alc,

nor, hp e og® no background Flora-Dade.
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