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RESUMO

FREITAS, J.A. Resisténcia genética de tomateiro Lycopersicon sp. 2 mosca
branca Bemisia spp. mediada por zingibereno contido em tricomas
glandulares: UFLA, 1999. 93p. (Tese — Doutorado em Genética e
Melhoramento de Plantas)”

Dentre as pragas do tomateiro cultivado Lycopersicon esculentum,
destacam-se a mosca branca Bemisia spp. € a traga Tuta absoluta, que
contribuem para as perdas em cultivos com plantas susceptiveis. Varias medidas
de controle no manejo integrado de pragas nesta cultura, incluindo-se o uso de
cultivares resistentes, podem contribuir para reduzir tais perdas. A dificuldade de
obten¢do de cultivares resistentes a insetos-praga, no entanto, pode ser maior
quando se tem que realizar a sclegio de plantas baseada diretamente na injuria
provocada pelo inseto. A selegio indireta de plantas resistentes ¢ o
conhecimento da efetividade da fonte de resisténcia, bem como de seu controle
genético, contribuem para maior rapidez e eficiéncia na obtenciio de cultivares
resistentes. Técnicas rapidas, de baixo custo e nio destrutivas das plantas, para
selegdo indireta de plantas resistentes, baseadas no teor de zingibereno ¢ na
densidade de tricomas glandulares tipos I, IV, VI ¢ VII, foram estabelecidas ¢ a
efetividade do aleloquimico zingibereno na resisténcia & mosca branca Bemisia
spp. foi comprovada. A espécie L. hirsutum var. hirsutum PI1-127826 foi
utilizada como fonte de zingibereno e tricomas glandulares; teor de zingibereno
possui heranga monogénica, ndo se excluindo a existéncia de genes
modificadores; a agdo génica é de dominincia incompleta no sentido de menor
teor. Os tricomas de tipos L IV, VI e VII possuem heranca simples, também com
domindncia incompleta no sentido de menor densidade. Os altos valores de
herdabilidade para teor de zingibereno e densidade de tricomas glandulares
possibilitaram boa eficiéncia na selegio de plantas baseada nestas caracteristicas.
Assim, ganhos genéticos mediante selegiio para alto teor de zingibereno foram
obtidos. A selegdo para alta densidade de tricomas glandulares pode ser adotada
como critério de selegdo indireta devido A correlag#o positiva existente entre teor
de zingibereno ¢ os tricomas de tipos I, IV, VI ¢ VII, especialmente os de tipos
IVe VL

Comité Orientador: Wilson Roberto Maluf — UFLA (Orientador), Maria das Gragas
Cardoso — UFLA



ABSTRACT

FREITAS, Joelson André. Genetic resistance of tomato plants Lycopersicon
sp. to the silverleaf whitefly Bemisia spp. mediated by zingiberene
contained in glandular trichomes' UFLA, 1999. 93p. (Thesis - Doctoral
Program in Agricultural Sciences / Genetics and Plant Breeding)

Among the pests of the cultivated tomato Lycopersicon esculetum stand
out whiteflies Bemisia spp. and the South American tomato pinworm, Tuta
absoluta responsable for major damage to the tomato crop. A number integrated
pest management measures in this crop, including the use of resistant cultivars,
can contribute to reduce such losses. Difficulty in obtaining pest insect-resistant
cultivars, however, may be greater when one has screen plants based directly on
insect damage. Indirect selection criterion knowledge of the chemical basis of
resistance as well its genetic control may contribute to greater efficiency in
obtaining resistant cultivars. Fast, low cost non-destructive techniques for
indirect selection of resistant plants, based upon zingiberene content and density
of type 1, IV, VI and VII glandular trichome density were established, and the
role of the allelochemical zingiberene in the resistance to the silverleaf whitefly
was demonstrated. The accession L. hirsutum var. hirsutum PI-127826 was
utilized as the source of zingiberene and glandular trickomes; zingiberene
content in this accession showed monogenic inheritance, with possible modifier
gene effects, with partial dominance in the direction of lower zingiberene
content. Type I, IV, VI and VII trichomes showed simple inheritance, also with
incomplete dominance in the direction of lowest density. High heritability values
for both zingiberene contents and densities of glandular trichomes enabled good
efficiency in plant selection based on those traits. Genetic gains by selection for
high zingiberene content were obtained. Indirect selection for high density of
glandular trichomes may also be used as a suitable selection criterion, due to the
positive correlations existing between zingiberene contents and types I, IV, VI
and VII trichome, especially types IV and VI.

" Graduate Committee: Wilson Roberto Maluf - UFLA (Major Professor), Maria
das Gragas Cardoso - UFLA.



CAPITULO 1

1 Intredugio Geral

O cultivo de tomateiro Lycopersicon esculentum é uma atividade de
grande importincia econdmica e social na geragdo de receitas e empregos nos
setores rural e urbano. A facil adaptagio geografica dessa cultura e a grande
estratificacio, tanto de cultivares quanto de mercado, possibilitam-the uma
posico de destaque no Brasil, situando-se entre as hortalicas de maior cultivo e
consumo. Embora bastante difundido, o plantio do tomateiro é susceptivel a um
grande nimero de enfermidades causadas por nematdides, fungos, bactérias,
insetos-praga ¢ virus. Com relagio aos insetos-praga, a mosca-branca Bemisia
spp. (Homoptera, Aleyrodidae), ao lado da traga-do-tomateiro Tura
(SScrobipalpuloides) absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera, Gelechiidae), vem
causando acentuadas perdas nos cultivos de tomateiro. Além das injirias diretas
causadas pela mosca-branca, devido a sucgiio da seiva do floema, ocorre também
a transmissgo de virus do grupo geminivirus. Somada as perdas devido aos virus
do vira-cabega (tospovirus), a produtividade é reduzida substancialmente e o
custo de producdo da cultura tende a elevar-se em fungiio dos gastos demasiados
com inseticidas. Estima-se que o controle quimico representa cerca de 30% do
custo total de producdo de tomates em cultivos convencionais onde sio feitas um
grande mimero de pulverizagdes (Leite et al., 1995); além disto, o uso
indiscriminado de produtos fitossanitarios favorece o surgimento, nas espécies de
insetos-praga, de bidtipos resistentes, podendo provocar, ainda, males ao meio
ambiente ¢ & saiide do homem.



Atualmente, no Brasil, nfo existem relatos de cultivares de tomateiro
resistentes as duas principais pragas da cultura (Bemisia spp. e Tuta absoluta), o
que tem contribuido para elevagdo dos custos de produgdio desta cultura. Os
programas de melhoramento genético do tomateiro, com objetivo de obter
cultivares resistentes aos insetos e acaros, enfrentam dificuldades metodolégicas
para conseguirem condi¢ies ideais de infestagio desses artropodes-praga que
permitam selecdio eficiente de plantas individualmente (Franga et al,, 1984).
Aliado a essa dificuldade, o desconhecimento dos fatores genéticos responsaveis
pelo controle dos caracteres envolvidos na resisténcia dificulta sobremaneira a
condugdo dos trabalhos, contribuindo para aumentar o tempo de obtengiio de
novas cultivares.

Diversas pesquisas para verificar a agdo de substéncias quimicas naturais
presentes no género Lycopersicon tém sido conduzidas, contribuindo para o
entendimento da atuagio de alguns compostos na resisténcia a msetos-praga. No
Brasil, recentes pesquisas com o propésito de incorporar alelos que condicionam
a presenca da 2-tridecanona (Barbosa, 1994) e de acilagicares (Resende, 1999)
foram iniciados dentro de um programa de melhoramento do tomateiro visando
resisténcia a insetos-praga. Como resultados dessas pesquisas, sabe-se que a 2-
tridecanona atua na reagio de resisténcia do tomateiro a Tuta absoluta (Barbosa,
1994; Labory, 1996 e Gongalves-Gervasio, 1998) e aos acaros Tetranychus
urticae (Gongalves, 1996 e Aragio, 1998) e Tetranychus ludeni (Gongalves,
1996). Quanto aos acilagiicares, por enquanto, as pesquisas no Brasil ainda ndo
elucidaram sua efetiva agio na resisténcia do tomateiro a insetos e acaros,
embora relatos nos EUA tenham sido feitos revelando o envolvimento desses
acilagiicares na resisténcia a miltiplos insetos-praga (Goffreda et al., 1989), bem
como confirmado a eficicia deste grupo de quimicos na resisténcia 3 mosca
branca Bemisia sp. (Barbara et al., 1995).



Atualmente, 2 maioria dos estudos de resisténcia do tomateiro a insetos-
praga estd voltada para os compostos quimicos naturais encontrados em alguns
representantes do género Lycopersicon spp., que estio presentes em estruturas da
planta denominadas de tricomas. Estudos de algumas espécies deste género foram
feitos por Luckwill (1943), que descreveu trés tipos de tricomas nio glandulares
(I, HI e V) e quatro glandulares (I, IV, VI e VII). Estes ultimos sio dotados de
uma glindula, no apice, provida de células contendo substincias quimicas
naturais possiveis de mediar a resisténcia a artrépodes-praga. Estas substéncias,
dependendo da espécie vegetal e do acesso em que s¢ encontram, fazem parte, por
exemplo, dos grupos metil cetonas (a exemplo da 2-undecanona e 2-tridecanona),
acil-agucares (a exemplo do acil-sacarose e acil-glicose) e terpenos (a exemplo do
elemeno, curcumeno e zingibereno).

O aleloguimico zingibereno, até entsio, nio havia sido estudado no Brasil
quanto & sua ag30 na resisténcia a artrépodes-praga. Em outras regides
(Kentucky - EUA), Weston et al. (1989) estudaram este composto, presente em
Lycopersicon hirsutum var. hirsutum, e seu efeito na resisténcia da planta ao
acaro Tetranychus urticae. Estes autores relataram que os acessos de L. hirsutum
var. hirsutum (P1-126445, P1-127826 e P1-127827), ricos em zingibereno, foram
mais resistentes ao écaro 7. urticae do que outros sete acessos de Lycopersicon
hirsutum var. glabratum, que contém apenas 2-tridecanona; constataram, ainda,
que a resisténcia do tomateiro ao acaro foi correlacionada com a densidade de
tricomas tipo IV dos acessos de L. hirsutum var. hirsutum, mas nio aos de L.
hirsutum var. glabratum. Carter, Sacalis e Gianfagna (1989) ¢ Carter, Gianfagna
¢ Sacalis (1989) relataram que o zingibereno em L. hirsutum var. hirsutum
confere resisténcia & Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera, Chrysomelidae), e
Eigenbrode ¢ Trumble (1993) constataram sua atuagiio também na resisténcia do
tomateiro & Spodoptera exigua (Lepidoptera, Noctuidae). O fato de o zingibereno



mediar a resisténcia a insetos e acaros, e estar contido nas glandulas dos tricomas
foliares (Carter, Gianfagna e Sacalis, 1989; Weston et al., 1989 e Eigenbrode,
Trumble ¢ White, 1996) toma importante o estudo dos diferentes tipos de
tricomas glandulares quanto as suas densidades na matriz foliar ¢ relagdes com o
composto quimico em questio.

O estudo dessas caracteristicas dentro de um programa de melhoramento
genético do tomateiro, visando resisténcia a insetos-praga, podera contribuir para
que, no futuro, a incorporagio dos alelos que condicionam a resisténcia nas
plantas sgja feita com maior facilidade. De acordo com Smith (1989), a
incorporacdo, em plantas cultivadas comercialmente, de alelos que conferem
resisténcia a insetos-praga, € uma vantagem adicional ao produtor, uma vez que o
mesmo nio teria custos adicionais no prego das sementes dessas cultivares.
Também haveria, desta forma, uma contribuicio para reducio dos possiveis
problemas causados pelo uso de produtos fitossanitarios quando o controle dos
insetos-praga envolver essa medida. Poucos sio os programas de melhoramento
genético do tomateiro objetivando a resisténcia varietal a insetos-praga (Barona,
Parra e Vallgjo, 1989), e os resultados sdo ainda modestos (Silva, 1995), ou pelo
menos, os atuais niveis de resisténcia nas cultivares comerciais nio sdo
suficientemente altos a ponto de ocasiomar uma reducdio significativa pa
quantidade de produtos fitossanitarios utilizados.

O presente estudo tem os objetivos de identificar e quantificar o
aleloquimico natural zingibereno e quantificar os tricomas foliares em tomateiros
das espécies L. esculentum, L. hirsutum var. hirsutum e de gentipos delas
derivados; determinar uma metodologia analitica rapida e de baixo custo e ndo
destrutiva das plantas, para quantifica¢io do zingibereno; estabelecer um critério
de amostragem para quantificagdo de tricomas em foliolos de tomateiro; estudar a
heranga do nivel de zingibereno nos foliolos, bem como da densidade de tricomas



foliares em tomateiro proveniente do cruzamento L. esculentum X L. hirsutum
var. hirsutum PI-127826; estudar a correlagiio existente entre zingibereno e
tricomas foliares do tomateiro; e avaliar o grau de resisténcia conferida pelo
zingibereno 4 mosca branca.



2 Referencial Teérico
2.1 Principais insetos-praga do tomateiro e seus prejuizos a cultura
2.1.1 Mosca branca

Insetos conhecidos como mosca branca pertencem a ordem Hemiptera e
familia Aleyrodidae, com cerca de 126 géneros e 1156 espécies. O género
Bemisia possui 37 espécies conhecidas, sendo a B. tabaci, cosmopolita, originiria
do Sul da Asia, provavelmente india ou Paquistiio. Descrito primeiramente como
Aleurodes tabaci, em 1889, na Grécia, em plantas de fumo, este inseto foi
redescrito varias vezes devido as variagGes morfologicas apresentadas pelo
pupario. De 1926 a 1981 B. tabaci foi constatada, em diversos locais no mundo,
como praga esporadica e secundaria, porém como importante inseto vetor de
doencas em zonas tropicais e subtropicais (Vilas Bdas et al., 1997).

A partir da década de 80, a2 mosca branca adquiriu enorme importincia
nos EUA por ter sido constatada em um amplo mimero de plantas hospedeiras,
principalmente na planta omamental bico-de-papagaio (Euphorbia pulcherrima).
Acredita-se que uma populagdo exdtica de B. tabaci tenha sido introduzida nos
EUA a partir de focos do Caribe e, mais recentemente, da América Central.
Inicialmente, pensou-se tratar de uma ra¢a da espécie B. tabaci, contudo, apés
detalhados estudos bioldgicos e caracterizagdo eletroforética, concluiu-se pela
existéncia de uma nova espécie, entio denominada Bemisia argentifolii (Bellows
et al., 1994) (Vilas Baas et al., 1997).

No Brasil o surgimento desta espécic de Bemisia, em densidade
populacional bastante elevada, foi registrado no ano de 1991 em Holambra,
Estado de Sdo Paulo, causando expressivas injurias ds cuituras de brocolos,



berinjela, abdbora, bico-de-papagaio, crisdntemo e tomate. No vale do Sio
Francisco, a partir de 1995, cobservou-se a ocorréncia desse inseto-praga em
niveis bastantes elevados nas culturas de melio, abébora, feijdo, pimentio,
videira ¢ tomate. A infestacdo abrange as areas dos perimetros irrigados de
Petrolina, em Pernambuco; de Sobradinho, Casa Nova, Juazeiro ¢ Guanambi, na
Bahia; assim como os perimetros irrigados de Pirapora, Jaiba ¢ do Gorutuba, em
Minas Gerais (EMBRAPA, 1998).

Segundo Ferreira e Avidos (1998), a mosca-branca B. argentifolii
também vem causando injarias as culturas agricolas do Centro-QOeste, Sudeste ¢
Sul. No Estado do Mato Grosso do Sul, vém ocorrendo perdas de até 100% nos
cultivos de pimentio, repolho, pepino ¢ tomate. Em Goids, os plantios de soja,
algodio, melancia, feijao, aboboras e jilo, bem como os cultivos de tomateiro no
Distrito Federal, tém sido expressivamente atacados pela mosca. Também no
Trilngulo Mineiro os produtores estio tendo perdas de até 100% na cultura do
jil6, e atualmente o tomateiro vem sendo atacado. No Estado do Paranz, a cultura
da soja também vem sofrendo com os ataques da mosca branca. Por fim, tem-se
notado que a diversidade de hospedeiros da mosca branca vem aumentando de
forma expressiva, o que toma imprescindivel a apresentagio de medidas de
controle desse inseto-praga. Face a esta situagio, o Ministério da Agricultura e do
Abastecimento, através da portaria n® 98 de 01/07/1998 (Diario Oficial de 6 de
Julbo de 1998), aprovou alguns inseticidas do grupo dos creonicotindides,
recentemente langados no mercado e ainda sem registro, para uso em carater
emergencial, em diversas culturas, visando o controle de B. fabaci e B.
argentifolii.

A espécie B. argentifolii ¢ morfologicamente semelhante a B. tabaci,
sendo as caracteristicas do pupario insuficientes para diferencia-las em relagio a
espécie. O emprego de técmicas moleculares vem sendo estudado pela



EMBRAPA/CENARGEN a fim de caracterizar o complexo de mosca branca
presentes no tomateiro; sabe-se, também, que esta nova espécic de mosca é
possivel de ser identificada por observagio da sintomatologia dos danos de seu
ataque em Cucurbita spp., caracterizados pelo prateamento da folha (Vilas Bdas
et al. 1997). De acordo em estes autores, B. argentifolii apresenta metamorfose
incompleta, passando pelas fases de ovo, ninfa e adulto. O ovo ¢ de coloragio
amarela, formato de pera e com cerca de 0,2 a 0,3 mm de comprimento; sio
depositados de maneira irregular na parte inferior da planta ¢ duram de 6 a 15
dias, dependendo da temperatura. As ninfas sio transhicidas, de coloragio
amarela a amarelo-palido, € no 1° de seus quatro estadios ja apresenta estilete que
introduz no tecido vegetal para alimentar-se; a duragfio de cada estadio ou instar
varia principalmente em fun¢3o da temperatura e tipo de hospedeiro (4 dias em
média, no tomateiro cultivado a 25 + 2 °C); ja no tltimo instar, a ninfa reduz seu
metabolismo € assim pode ser denominada também de "pupa” ou pseudo-pupa. O
adulto possui o dorso amarelo-pilido e asas brancas, mede de 1 a 2 mm de
comprimento, sendo a fémea maior que o macho, com ciclo biolégico de ovo a
adulto varniavel de 19 a 32 dias (em média), respectivamente, nas temperaturas de
32°Ce25°C.

Os prejuizos decorrentes das injurias diretas e indiretas cansados por esse
inseto também podem atingir 100%. Injirias nos frutos decorrem da sucgiio da
seiva das plantas, ocasionando ma formagdo, desenvolvimento e maturacio
irregular. Além das viroses transmitidas por este inseto vetor, outras perdas
indiretas poderdo ocorrer em docorréncia do surgimento de fungos em tomatais
com alta densidade populacional da mosca branca, devido & excregio de
substincia adocicada pelas moscas.



2.1.2 Traca-do-tomateiro

A traga-do-tomateiro, Tuta absoluta (Lepidoptera, Gelechiidae), foi
detectada no Chile ¢ em outros paises da América do Sul, e segundo Vargas
(1970), nesses paises a populagio desse inseto tem aumentado ano apds ano,
obrigando os tomaticultores a aplicar inseticidas em doses cada vez maiores e
mais frequentes. No Peru, o inseto foi encontrado em cultivos de batata e tomate,
¢ nesta ltima cultura foram constatados os primeiros danos i produgdo no ano
de 1917 (Vargas, 1970). J& na década de 70 esta praga tomou-se um fator
limitante para o cultivo do tomate no Peru, Chile, Argentina, Uruguai, Paraguai,
Bolivia, Colombia ¢ Venezuela (Campos, 1976; Quiroz, 1976 e Ripa, 1981).

No Brasil, a traga-do-tomateiro foi encontrada pela primeira vez em
Morretes - Parand, em 1979, disseminando-se em poucos anos para as principais
areas produtoras do pais ¢ ocasionando perdas de até 100% na produgio de
tomates (Prando ¢ Muller, 1987 e Souza e Reis, 1992). Conforme relatos de seu
surgimento na regido Sudeste brasileira, em tomatais de Jaboticabal-SP, em
Outubro de 1980, sua introdugdo se deu a partir de paises vizinhos como a
Argentina, onde havia sido comstatada em Mendonza no ano de 1967, em
decorréncia da importagio de tomates chilenos em 1964. A rota de seu
surgimento, bem como de sua ampla disseminagdo, ocorreu de forma bastante
rapida devido 20 clima ideal que o inseto encontrou no pais. Hoje se encontra,
dentre outros estados, no Ceard, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Bahia,
Pernambuco, Minas Gerais, Goids ¢ Brasilia (DF). Nesses estados, desde sua
primeira ocorréncia e disseminagio, esse inseto passou a ser uma praga de grande
importincia econdmica para a cultura, superando inclusive a broca-pequena-do-
fruto, Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera, Pyralidae), que era até entio
considerada a mais importante.



Gravena (1984) relata que as principais pragas do tomateiro sio divididas
em dois grupos: os vetores de viroses, que ocorrem até 40-50 dias apés a
germinagio, ocasionando perdas de plantas no estande; e os insetos brocadores de
frutos, que se manifestam na fase de frutificagio (Neoleucinodes elegantalis ¢
Heliothis zea - Lepidoptera, Noctuidae), podendo ocorrer também da germinacgdo
a colheita (Tuta absoluta), todas reduzindo diretamente a produgio de frutos.
Até por volta dos anos 80 as brocas e 2 mosca minadora Liriomyza spp. (Diptera,
Agromyzidae) ocupavam lugar de destaque dentre as pragas do tomateiro no
Brasil. De 14 para ¢4, com o surgimento da traca-do-tomateiro nas regides
Sudeste e Nordeste do Pais, convive-se com enormes perdas nos tomatais. Uma
reducdo drastica na drea cultivada também foi verificada nestas regides nos anos
de 89 a 91, decorrente dos ataques e prejuizos provocados por esse inseto (Haji,
1992).

Na cultura com finalidade industrial, o tomateiro também ¢ frequentemente
atacado por insetos-praga, que além de causarem injurias irreversiveis 3 planta e
aos frutos, ainda podem transmitir viroses. Haji (1992) relata que a traga-do-
tomateiro tormou-s¢ uma importante praga dos tomatais brasileiros,
principalmente nas regides Sudeste e Nordeste, onde se encontram os Estados
com maior produgdo. Moraes ¢ Normanha Filho (1982), Castelo Branco (1992),
Uchoa Fernandes (1992) e Souza e Reis (1994) também a destacam como um dos
principais problemas na tomaticultura brasileira. Tal importincia é firmada no
fato de que frequentes perdas de produgiio podem ocorrer devido as elevadas
populagdes desse imseto e injurias provocados nas plantas e nos frutos
(Loureng3o, Nagai e Zullo, 1984).

Os prejuizos decorrentes do ataque da traga-do-tomateiro podem chegar a
até 100%. Nesses casos, verificam-se injirias como queda de botdes florais,
queda e/ou deformagdo dos frutos novos, maturagdo forgada dos frutos recém-
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formados e tardios, apodrecimento dos frutos, ¢ segundo Lourengio, Nagai e
Zullo (1984), uma drastica redugdo na area foliar. Os prejuizos de ordem
econdmico-social (lavouras de elevado custo de producdo sem retorno, perda de
investimentos aplicados, elevagdo do prego do tomate e dispensa de mio-de-obra)
também podem ocorrer.

2.2 Fontes de resisténcia a insetos-praga em tomateiro

O género Lycopersicon possui um reservatorio de gemes capazes de
conferir resisténcia a insetos-praga. As espécies L. hirsutum var. glabratum, L.
hirsutum var. hirsutum, L. pimpinellifolium e L. peruvianum sio citadas como
boas fontes de resisténcia a insetos-praga por Williams et al. (1980); Lourenggo e
Nagai (1983); Franga et al. (1984); Snyder et al. (1987); Barona, Parra ¢ Vallejo
(1989); Eigenbrode e Trumble (1993) e Silva (1995), dentre outros. Maluf (1995)
relata que a espécie L. hirsutum apresenta resisténcia a uma série de artropodes-
praga de importéncia econdmica, como coledpteros (Leptinotarsa decemlineata),
dipteros (Lyriomyza spp.), homopteros (Aphis gossipi e Myzus persicae),
lepidopteros (Heliothis zea, Tuta absoluta e Spodoptera exigua) e acaros
(Tetranychus urticae e Tetranychus cinnabarinum).

Envolvidos na resisténcia do tomateiro aos diverssos insetos-praga, temos
as causas morfolégica e quimica; esta primeira envolvendo os tricomas presentes
na matriz foliar da planta, ¢ a segunda envolvendo as substincias quimicas
presentes ao patural nos tricomas glandulares de alguns taxons do género
Lycopresicon.

Kennedy e Yamamoto (1979) relataram a presen¢a de tricomas do tipo
VI no acesso PI-134417 de L. hirsutum var. glabratum envolvendo a resisténcia
a varios lepidépteros insetos-praga de tomateiro. Williams et al. (1980)
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identificaram a presenga da metil cetona 2-tridecanona nesse tipo de tricoma
glandular. Os autores verificaram que este composto era toxico 8 Manduca sexta,
Heliothis zea e Aphis gossypii. Lin, Trumble ¢ Kumamoto (1987) verificaram
que a 2-undecanona (outra metil cetona) e a 2-tridecanona presentes em PI-
- 134417 também sdo tdxicas a Keiferia lycopersicella e i Spodoptera exigua. O
efeito da 2-tridecanona também foi constatado na resisténcia do tomateiro a Tuta
absoluta (Barbosa, 1994; Labory, 1996 ¢ Gongcalves-Gervasio, 1998) e aos
acaros Tetranychus urticae (Gongalves, 1996 e Aragdo, 1998) e Tetranychus
ludeni (Gongalves, 1996).

Barbara et al. (1995) relataram que os tricomas do tipo IV de L.
pennellii possuem exudatos de acilagiicares, que suprimem a alimentacdo e
reduzem a oviposi¢ao da mosca branca Benrisia sp. na planta.

Carter ¢ Snyder (1985) encontraram tricomas glandulares dos tipos IV e
VI no acesso PI-251303 de L. hirsutum var. hirsutum, favorecendo a resisténcia
ao acaro I. urticae. Embora nio se conhecessem ao certo os tipos de compostos
quimicos contidos nestes tricomas, Snyder e Hyatt (1984) haviam caracterizado-
0s, em sua maioria, como sendo sesquiterpenos (metabélitos secundarios do
grupo dos terpenos). Mais tarde, Snyder et al. (1987) detectaram, na espécie L.
hirsutum var. hirsutum, o zingibereno [1,3-ciclohexadieno-5-(1,5 dimetil-
4=hexenil)-2 metil] (C,sHy), um sesquiterpeno que € biologicamente ativo no
sentido de conferir resisténcia das plantas a artropodes-praga. Weston et al.
(1989) e Guo, Weston ¢ Snyder (1993) verificaram que os acessos de L. hirsutum
var. hirsutum foram mais resistentes ao acaro 7. urticae do que os de L. hirsutum
var. glabratum ¢ L. esculentum. Weston et al. (1989), estudando alguns acessos
de L. hirsutum var. glabratum (PI-199382, PI-251305, PI-126449, PI-129157,
PI-134417, PI-134418 e PI-251304) e L. hirsutum var. hirsutum (PI-126445, PI-
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127826 e PI-127827) verificaram que PI-127826 foi um dos mais resistentes ao
acaro I. urticae.

Todos estes estudos tém contribuido sobremaneira para o melhoramento
genético do tomateiro visando a obtengio de cultivares resistentes a insetos-praga,
especialmente quando a resisténcia ¢ conferida por causas morfolégica e quimica
presentes naturalmente em espécies de Lycopersicon, como é o caso dos tricomas
foliares e dos quimicos pertencentes aos grupos 2-tridecanona, acilaglicares e
zingibereno.

2.3 Caracteristicas do sesquiterpeno zingibereno e dos tricomas glandulares

Sesquiterpenos sdo substincias aleloquimicas pertencentes a um grupo de
compostos organicos (os terpenos), biossinteticamente derivadas de trés unidades
de isopreno (2-metil - 1,3 - butadieno; CsHs) ¢ uma parte de um radical
pirofosfato como um intermediario biossintético comum. A biossintese do terpeno
sesquiterpeno provém do acetil coenzima A (acetil - Co A) via a rota metabolica
do icido mevaldnico (Figura 1) (Bonilla e Oliveira, 1996). Na sequéncia de
reagoes, o acido mevalGnico (AMV) é pirofosforilado ¢ entfio descarboxilado e
desidratado para produzir o isopentenil pirofosfato (IPP), redugfio esta catalizada
pela anidrodescarboxilase. O isopentenil IPP ¢ isomerizado a dimetilalil PP
(DMAPP) pela enzima IPP-isomerase (localizada provavelmente nos
cloroplastos), sendo entdo produzidos os isoprenos (Cs). Estas estruturas de
isopreno sofrem agdo de varias enzimas preniltransferases, podendo gerar, entio,
a partir da condensagdo destes blocos de 5 carbonos, o famesil pirofosfato (FPP,
Cis), que originara, através da desfosforilagio, os sesquiterpenos (Cis) e os
triterpenos (Cso).
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» Isoprenos(Cs)

P DMAPP

—

Geranil Profsfato (P GPP) — 5 Monoterpenos (C o)

YE 1 Pirofost ®(FPP) ] » Sesquiterpenos (Cis)
———l > Tn'terpenos (C3o)
) Diterpenos (Cop)
Geranlgeranil Pirofosfato
fro ®(GPP) Tetraterpenos (Cy)

Geranilfamesil Pirofosfito (P)(GFPP) —»- Sesterpenos (Cas)

Poliprenil Pirofosfato ®(ppp) ————»Politerpenos

FIGURA 1. Esquema geral da biossintese dos terpemos. (AMV: Acido
Mevalénico, IPP: Isopentenil Pirofosfato, e DMAPP: Dimetilalil
Pirofosfato). (Adaptado de Bonilla ¢ Oliveira, 1996).

Podem ser formados também, nesta mesma rota biossintética, a partir de enzimas
preniltransferases ¢ da condensagio de moléculas de isopreno, os compostos
monoterpenos (Cyo), diterpenos (Cz), tetraterpenos (Cao), sesterterpenos (Cxs) e
politerpenos. Rearranjos, degradagdes oxidativas ou introdugdes de novos atomos
de carbono podem transformar um esqueleto terpémico em outro que nfo
apresente a sequéncia normal de dtomos de carbono que caracteriza a classe.
Substincias assim formadas também s3o consideradas terpenos, uma vez que a
biossintese inicial ¢ a mesma (Roque, 1990).

No grupo dos terpenos existem, dentre outros, os hidrocarbonetos
monoterpenos (CioHie) € os hidrocarbonetos sesquiterpenos (CisHzs), sendo estes
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ultimos encontrados em maiores quantidades na natureza. El-Moghazy et al.
(1995) estudaram a espécie L. hirsutum var. hirsutum e verificaram uma maior
quantidade dos hidrocarbonetos sesquiterpenos comparada a dos hidrocarbonetos
monoterpenos. Dentre os hidrocarbonetos sesquiterpenos, destacam-se o
curcumeno, o elemeno e o zingibereno; destes, o zingibereno foi detectado em
niveis mais elevados em L. hirsutum var. hirsutum (Weston et al., 1989). Os
sesquiterpenos acompanham os dleos essenciais em plantas, contudo, possuem
uma fragio volatil menor. As atividades bioldgicas associadas a estas substancias
sdo muitas e variadas, indo desde a regulagio do desenvolvimento da planta
(como ¢ o caso do acido abcisico) até a interferéncia na metamorfose de insetos
fitofagos (Harborne e Barberan, 1991).

O zngibereno [1,3-ciclohexadieno-5-(1,5 dimetil-4=hexenil)-2 metil)
(CisH34) (Figura 2) é um sesquiterpeno encontrado em elevadas concentragies na
planta do gengibre Zingiber officinalis, tendo sua ocorréncia observada também
no género Lycopersicon, exclusivamente em plantas de tomateiro silvestres L.
hirsutum var. hirsutum. Foi detectado na introdugio PI-126445 € confirmado por
cromatografia gasosa e espectroscopia de massa (Carter e Sayder, 1985). Weston
et al. (1989) detectaram a presenga de zingibereno também no acesso PI-127826.
De acordo com Carter, Sacalis ¢ Gianfagna (1989), o zingibereno ocorre
exclusivamente no apice dos tricomas glandulares do tipo VI, nio sendo
encontrado em niveis substanciais em qualquer outro tipo de tricoma ou na matriz
foliar do tomateiro.
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Hy CH,

FIGURA 2. Estrutura quimica do zingibereno [1,3-ciclohexadieno-5-(1,5 dimetil-
4=hexenil)-2 metil]

Gianfagna, Carter e Sacalis (1992) atribuiram a resisténcia de L.
hirsutum var. hirsutum A Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera,
Chrysomelidae) ao zingibereno presente nos tricomas glandulares do tipo VI,
presentes nas folhas dessa espécie vegetal. Observaram, no entanto, que o
conteido e a demsidade deste composto mnos tricomas s3o afetados pela
temperatura ¢ fotoperiodo. Verificaram que em dias curtos o conteado do
zingibereno ¢ maior do que em dias longos. A influéncia de fatores ambientais no
conteitdo de zingibereno acumulado no tomateiro pode prejudicar a selegio de
plantas superiores em fimgdo da baixa herdabilidade que o cariter pode
apresentar em determinadas condigSes. Por outro lado, se o cardter zingibereno
possui uma heranga simples (Rahimi e Carter, 1993), a selegio de plantas
superiores pode ser facilitada devido & maior probabilidade de se selecionar uma
planta com fenétipo favoravel.

A associagdo direta existente entre o zingibereno e o tricoma glandular do
tipo VI (Carter, Sacalis ¢ Gianfagna, 1989 e Gianfagna, Carter e Sacalis, 1992)
também estimula um estudo detalhado dos diversos tipos de tricomas glandulares
provenientes de L. hirsutum var. hirsutum quanto a presen¢a ou auséncia do
composto zingibereno nas glindulas desses tricomas. Luckwill (1943) descreveu
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sete tipos de tricomas foliares no género Lycopersicon (1, IL, IIL, IV, V, VI ¢ VII),
quanto 2o historico, biologia e taxonomia. A descricio foi feita baseando-se no
comprimento e nimero de hastes destes, bem como na presenga.ou auséncia de
glandulas no apice, sendo que, para esta ultima caracteristica, considerou-se
ainda o mimero de células que compde cada glandula. Além do exudato quimico
presente nos tricomas do tipo VI de L. hirsutum var. hirsutum, Snyder ¢ Hyatt
(1984) relataram que a demsidade desse tricoma também esti envolvida na
resisténcia a artrépodes-praga. Embora esta causa morfolégica da resisténcia seja
menor que a causa quimica, uma alta densidade de tricomas VI podera funcionar
bem como barreira mecdnica ao ataque do inseto. Carter e Snyder (1985)
verificaram que quando a densidade de tricomas é substancialmente alta, a
exemplo do que ocorre em L. hirsutum var. hirsutum para os tricomas IV e V,
tem-se uma causa morfoldgica da resisténcia a insetos-praga. Todos os tricomas
(glandulares ¢ ndo glandulares) podem atuar como causa morfolégica da
resisténcia, dependendo da densidade presente na matriz foliar do vegetal, ao
passo que os exsudatos dos tricomas glandulares podem atnar como causa
quimica da resisténcia. Maior énfase nos estudos de resisténcia do tomateiro a
insetos-praga tem sido dada aos compostos quimicos, motivo pelo qual os
tricomas glandulares do tipo L, IV, VI e VII, que contém esses compostos,
merecem especial atencio.

Os tricomas glandulares IV ¢ VI foram quantificados por Antonious e
Snyder (1993) nas espécies L. hirsutum var. hirsutum (P1-127826 e P1-251303) ¢
L. hirsutum var. glabratum (PI-134417) a fim de se conhecer a correlagio da
densidade de tricomas com a concentragdo de pesticida retido nas folhas desses
tomateiros. Aragdo (1998) também identificou e quantificou os quatro tipos de
tricomas glandulares (I, IV, VI e VII) nos tomateiros L. esculentum (TOM-556),
L. hirsutum var. glabratum (PI-134417) e em linhagens avangadas obtidas do
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cruzamento interespecifico (TOM-556xPI-134417) com objetivo de verificar a
associagdo desses tricomas com o composto 2-tridecanona.

A importincia de se conhecer detalhadamente todos os tipos de tricomas
glandulares e sua relagdo com o zingibereno podera auxiliar futuros programas de
melhoramento do tomateiro visando a obten¢3o de cultivares resistentes a insetos-
praga, em funcdo de se ter condigdes de estabelecer critérios indiretos de selegio
de plantas com base tanto no teor de zngibereno quanto na densidade de

tricomas.
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CAPITULO 2

Metodologias para quantifica¢io do zingibereno e tricomas glandulares em
foliolos de tomateiro

1 Resumo

O aleloquimico zingibereno, um dos principais sesquiterpenos
encontrados nas plantas de L. hirsutum var. hirsutum, esta envolvido na
resisténcia a artropodes-praga. Sua identificacio no acesso PI-127826 de L.
hirsutum var. hirsutum foi feita por cromatografia de camada delgada (CCD) e
confirmada em espectro de infravermelho (IV). Apés a identificagio do
zingibereno, foram anmalisados os gendtipos TOM-556 ¢ TOM-600 (L.
esculentum), P1-127826 (L. hirsutum var. hirsutum) e F, (TOM-556xPI-127326)
para testar duas metodologias de quantificagio deste aleloquimico (uma em
espectofotdmetro ¢ outra em HPLC - cromatografia liquida de alta
performance). Também buscou-se estabelecer um critério de amostragem quanto
ao numero de foliolos/planta e cortes/foliolo usados na quantificacdo de tricomas
foliares do tomateiro. Estes estudos foram realizados com objetivo de se
estabelecerem metodologias que possibilitem a selegio indireta de plantas
resistentes aos insetos-praga e descobrir se existem diferengas quanto a
densidade de tricomas nas faces abaxial e adaxial dos foliolos. Uma metodologia
rapida, de baixo custo ¢ niio destrutiva das plantas, foi estabelecida,
constituindo-se na extragio do zingibereno de 4,21 cm?® de foliolos de tomateiro
em 2 mL de hexano, agitados durante 40 segundos e quantificado em
espectofotdmetro a 270 nm. Esta metodologia apresentou correlagiio positiva de
85% com a metodologia estabelecida para HPLC. O protocolo para
quantificagdo do zingibereno medido em HPLC conston dos seguintes passos:
extragio do zingibereno (semelhante i realizada para a metodologia anterior),
quantificagio em aparetho HPLC pela injegio de 20 pL do extrato de hexano
contendo zingibereno, em coluna Cy; de 25 cm de comprimento, ao fluxo de 1
mL/minuto e a pressdo de 58 atm em fase isocratica com 100 % de acetonitrila;
o tempo de retencdo da substincia foi de 8,83 minutos. Para quantificagiio dos
tricomas glandulares, sugere-se a amostragem de trés foliolos/planta e seis
cortes/foliolo, e quando possivel, maior mimero de cortes/foliolo. A
predominéncia de tricomas foliares do tomateiro foi observada, em geral, na face
abaxial dos foliolos.



Methodologies for quantifying zingiberene and trichomes glandular on
tomato plant leaflets

2 Abstract

Zingiberene is one of the main sesquiterpenes found in plants of L.
hirsutum var. hirsutum, and is involved in the resistance to arthropod pests.
Zingiberene identification in access PI-127826 of L. hirsutum var. hirsutum was
made by means of thin layer chromatography (TLC) and confirmed in infra-red
spectrum (IRS). After identification of zingiberene, genotypes TOM-556 and
TOM-600 (L. esculentum ), PI-127826 (L. hirsutum var. hirsutum) and F,
(TOM-556xP1-127826) were evaluated to test two quantification methodologies
of this sesquiterpene spectrophotometric determination and HPLC - high
performance liquid chromatography. A sampling citerion was sought to establish
an adequate number of leaflet/plant and sections/leaflet, for quantification of leaf
trichomes in the tomato plant. Those studies were performed with the aim to
establish methodologies for indirect selection of plants resistant to insect pests,
and to find whether there are differences in trichome density between the abaxial
and adaxial sides of the leaflets. A fast, low cost and non-destructive
methodolo§y for zingiberene quantification in plants was established; extraction
of 4.21 cm* of tomato plant leaflets in 2 mL of hexane, stirred for 40 seconds and
quantified in spectrophotometer at 270 nm. That methodology presents a
positive correlation (r=0.85) with the methodology established for HPLC. The
protocol for quantification in HPLC consisted of the following steps:
zingiberene extraction (similar to that performed for the previous methodology),
quantification in HPLC apparatus by means injection of 20 mL of the hexane
extract containing zingiberene, in C,s colunm of 25 cm long, at the flux of 1
mL/minute and the pressure of 58 atm at the isocratic phase with 100% of the
acetonitrile; the retention time of the substance was of 8.83 minutes. For the
quantification of glandular trichomes a minimum sample of 3 leaflets per plant,
with 6 sections per leaflet, is suggested. Foliar trichome numbers were higher in
the abaxial side than in the adaxial leaf surface.



3 Introducdo

Embora existam no mercado inimeros produtos fitossanitirios para o
controle de insetos-praga, existem também espécies vegetais com compostos
quimicos naturais que sfio capazes de conferir resisténcia aos insetos. Dentre
essas espécies vegetais, destacam-se, no género Lycopersicon, a espécie L.
hirsutum var. glabratum Mull., L. pennellii ¢ L. hirsutum var. hirsutum Humb. e
Bonpl., que contém, respectivamente, as moléculas 2-tridecanona (Barbosa,
1994; Gongalves, 1996; Labory, 1996; Gongalves-Gervasio, 1998 e Aragio,
1998), acilaglicares (Goffreda et al., 1989) e zingibereno (Snyder et al., 1987;
Carter, Gianfagna e Sacalis, 1989 e Eigenbrode et al., 1994), substincias que
conferem resisténcia multipla a insetos-praga. O zingibereno, especificamente,
confere resisténcia a Tetranychus urticae (Good, Jr ¢ Snyder, 1988 ¢ Weston, et
al., 1989), Tetranychus evansi (Campos, 1999), Leptinotarsa decemlineata
(Carter, Gianfagna e Sacalis, 1989 e Carter, Sacalis ¢ Gianfagna, 1989) e
Spodoptera exigua (Eigenbrode e Trumble, 1993 e Eigenbrode et al., 1994).

O zingibereno, no género Lycopersicon, ocorre exclusivamente em L.
hirsutum var. hirsutum (Carter e Snyder, 1985). De acordo com Carter, Sacalis e
Gianfagna (1988), esse composto encontra-se exclusivamente o apice dos
tricomas glandulares do tipo VI, nfo sendo encontrado em niveis substanciais em
qualquer outro tipo de tricoma ou na matriz foliar. Carter ¢ Smyder (1985)
identificaram o zingibereno em extrato de L. hirsutum var. hirsutum PI1-126445,
O zingibereno também foi encontrado em concentragdes variadas nos acessos PI-
127826 e PI-127827 de L. hirsutum var. hirsutum por Weston et al. (1989). A
concentragdo deste composto nas glindulas dos tricomas foliares de um mesmo
acesso pode variar principalmente em fungdo do fotoperiodo, e maiores



concentragdes s30 detectadas nas plantas cultivadas em dias curtos (Gianfagna,
Carter ¢ Sacalis, 1992).

Tanto a identificacdo quanto a quantificacio de uma molécula na planta
envolvem megtodologias refinadas e que normalmente demandam muito tempo
para processar uma amostra. A cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) sio técnmicas comumente utilizadas na
identificagdo ¢ quantificagdo dessas moléculas, embora dificultem o trabalko
quando tem-se um grande nimero de amostras a serem analisadas, caso comum
em populacdes segregantes num programa de melhoramento. Carter e Snyder
(1985) identificaram o zingibereno em plantas F, de tomateiro, através da
retencdo de tempo da substincia, obtido pela técnica de cromatografia gasosa
(CG) ¢ espectroscopia de massa (EM). Os autores compararam o pico do
zingibereno das plantas F; com o pico encontrado nas plantas da variedade
hirsutum. Carter, Sacalis ¢ Gianfagna (1989) identificaram, pela técnica de
HPLC, plantas com niveis variados de zingibereno, comparando a area do pico
dessa molécula nas plantas segregantes com a area do pico de L. hirsutum var.
hirsutum.

Enquanto a quantificagdo de moléculas feita por técnicas refinadas como
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
¢ demorada, a quantificacdo analitica de uma substincia por metodologia
colorimétrica pode ser uma alternativa viavel (Freitas et al., 1998) se for gasto
um menor tempo para analisar um grande mimero de plantas, sem prejuizo para o
resultado cbtido. Nienhuis et al. (1985) detectaram uma correlagio de 95%, entre
uma metodologia de cromatografia gasosa e uma colorimétrica, na quantificacio
da substincia 2-tridecanona. Barbosa (1994) desenvolveu uma metodologia
colorimétrica de quantificagdo da 2-tridecanona que possibilita a avaliac3o de um
grande numero de plantas, em um tempo reduzido, quando comparada com as
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metodologias de CG e HPLC. A metodologia desenvolvida pela autora
possibilitou a sele¢io indireta de plantas resistentes a traga-do-tomateiro,
avaliadas em um curto espago de tempo, sem comprometer a confiabilidade dos
resultados obtidos. Resende (1999) também utilizou, com sucesso, uma
metodologia colorimétrica para quantificar os teores de acilagicares em
tomateiro, também com a finalidade de selegdo indireta de plantas para resisténcia
a insetos-praga.

Além de uma metodologia anmalitica de rapida execugdo para
quantificacio dos teores de zingibereno, poder-se-ia, alternativamente, adotar
uma metodologia de quantificagdo dos tricomas, também como medida de sele¢io
indireta de plantas. Isto seria de grande importincia, principalmente se for alta a
associagdo relatada entre o zingibereno e o tricoma glandular tipo VI de L.
hirsutum var. hirsutum (Carter, Sacalis e Gianfagna, 1988 e Eigenbrode et al.,
1994). Segundo Carter, Sacalis e Gianfagna (1989), a resisténcia do tomateiro
aos insctos-praga pode ser mediada pelo zingibereno, bem como pela alta
densidade de tricomas foliares dos tipos IV e V presentes no tomateiro (Carter e
Snyder, 1985). No caso do tricoma tipo VI, sua maior densidade indicaria
maiores teores de zingibereno, presumindo-se uma alta correlagio entre o
zingibereno ¢ esse tipo de tricoma. A relagio direta existente nesse caso
possibilitaria, em ltima anilise, a selegio de plantas resistentes a artrépodes-
praga, quer seja através da selegdo indireta para alto teor de zingibereno, ou para
alta densidade de tricomas tipo VI. Também seria bastante util a selegdio de
plantas com alta densidade de outros tipos de tricomas, presumindo-se que esses
tricomas atuem como barreira mecénica ao ataque de insetos-praga na planta. De
acordo com Luckwill (1943), a identificagio dos tricomas glandulares (I, IV, VI ¢
VII) e ndo glandulares (I, HI e V) é possivel, assim como sua quantificacio
(Antonious € Snyder, 1993 ¢ Aragfo, 1998), a fim de se conhecer a presenga ¢
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quantidade destes tricomas na matriz foliar do tomateiro. Contudo, niio se sabe
ainda a melhor forma de amostragem a ser feita para uma boa quantificagio dos
tricomas, principalmente quando se tem um grande mimero de plantas a ser
avaliado num espago de tempo relativamente curto.

Este trabalho teve como objetivos desenvolver uma metodologia
colorimétrica rdpida, de baixo custo ¢ ndo destrutiva das plantas, para
identificacdo do sesquiterpeno zingibereno em plantas de tomateiro, viabilizando
uma posterior quantificacio e avaliagio deste aleloquimico em um maior mimero
de plantas, de maneira a estabelecer um critério indireto de selegiio de plantas
resistentes aos insetos-praga. Assim, avaliou-se ainda a correlagio entre as
letturas do teor de zingibereno, medidas pelo método padrio HPLC e a técnica
colorimétrica de baixo custo. Teve-se também por objetivo estabelecer um melhor
critério de amostragem dos varios tipos de tricomas com relagio ao nimero de
foliolos/planta e numero de cortes/foliolo, de maneira que a densidade de tricomas
também possa vir a ser empregada como técnica alternativa e indireta para
selegdo de plantas resistentes aos insetos-praga. Por fim, foram avaliadas as faces
abaxial e adaxial dos foliolos de tomateiro quanto & densidade de tricomas nelas
presentes.
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4 Material e Métodos

4.1 Metodologias para quantificaciio do zingibereno em plantas do tomateiro
obtidas do cruzamento L. esculentum X L. hirsutum var. hirsutum P1-127826

4.1.1 Avaliaciio de solventes para extracio de zingibereno em foliolos do
acesso PI-127826 de L. hirsutum var. hirsutum

Preliminarmente foram estudados os solventes dgua, hexano, acetona,
metanol, etanol, cloroférmio e dioxano, em todas misturas binarias possiveis
(proporgdo 1:1), para verificar qual o melhor extrator do zingibereno em folhas
maceradas do acesso PI-127826 de L. hirsutum var. hirsutum. Inicialmente foi
feita a coleta ¢ lavagem cuidadosa dos foliolos jovens de plantas adultas de
tomateiro P1-127826, que foram triturados e macerados com pistilo em capsula
de porcelana, pesando-se, em seguida, 3 gramas (aproximadamente 209,8 cm® de
area foliar) deste macerado, que foram acondicionadas em tubos de ensaio
contendo 10 mL da mistura bindria (1:1) dos solventes testados. Apés a filtragem
e retirada do macerado dos tubos de ensaio, foi adicionado 1 mL da solugio
Bry/CC; para reagdio de clareamento do extrato contendo zingibereno (Figura 3).
Paralelamente, foi feita uma cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando
como extrator cada um dos solventes mencionados anteriormente, e como eluente
a mistura binéria de cloroférmio e metanol na proporgio 3:1. Este estudo constou
apenas de observagdes visuais do maior ou menor clareamento do extrato em
cada solvente utilizado, bem como da presen¢a ou auséncia de manchas
caracteristicas do zingibereno nos cromatogramas referentes a esses solventes.

Outro estudo realizado foi aguele em que novamente se utilizou, como
fonte de alto teor de zingibereno, uma amostra aleatéria de foliolos jovens de 44
plantas de tomateiro (acesso PI-127826) cultivadas em vasos plastico sob estufa
plastica.
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FIGURA 3 - Reagdio da molécula de zingibereno com solugdo Br/CCL

Os solventes etanol, hexano e agua foram utilizados juntos, em diferentes
proporgdes, perfazendo 10 tratamentos. Cada tratamento foi composto de trés
volumes em mL, na respectiva ordem, dos solventes etanol, hexano e agua, assim
como se segue: tratamentos 1 (3:5:1), 2 (3:4:2), 3 (2:4:3), 4 (4:3:2), 5 (3:3:3), 6
(2:3:4), 7 (5:2:2), 8 (4:2:3), 9 (3:2:4) e 10 (6:2:1). Em tubos de ensaio contendo 3
gramas (aproximadamente 209,8 cm’ de area foliar) de foliolos macerados, foram
adicionadas as misturas dos reagentes citados acima. Agitaram-se os tubos de
ensaio contendo os solventes ¢ o macerado de foliolos em aparelho vortéx durante
3 minutos; retiraram-se os foliolos; deixaram-se em repouso € separaram-se as
fragdes aquosa da orgdnica. A fragio orgnica adicionaram-se 0,36 mL da
solugiio de Br,/CCL. Esta foi vedada da luz com papel aluminio ¢ deixada em
repouso por duas horas. Decorrido este tempo, os extratos de cada tratamento
foram avaliados quanto 2 coloragdo, de acordo com uma escala visual de notas
variando de 1 a 6, a saber: 1: castanho escuro, 2: castanho, 3: castanho claro, 4:
amarelo, 5: amarelo claro e 6: levemente amarelo a incolor. Colorago clara ou
incolor do extrato pode ser comsiderada como resultado do rompimento das
duplas ligacSes conjugadas do zingibereno promovida pela solugfio Bry/CCls,
reagio caracteristica de identificacdo de alquenos. Ao unirem-se ao zingibereno,
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as moléculas de bromo deixam de contribuir para uma coloragio escura do
extrato. Assim, quanto maior o clareamento deste extrato, maior a nota,
indicativo de maior quantidade de zingibereno extraida do macerado de foliolos.

Para certificar-se da presenga do zingibereno no tomateiro PI-127826,
prepararam-se extratos com raiz de gengibre Zingiber officinalis (espécie rica em
zingibereno) e folhas do tomateiro P1-127826 em mistura dos solventes etanol,
hexano e agua na proporgio 4:2:3. Apés a evaporagdio destes, o residuo foi
cristalizado e fez-se uma cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando
como cluente a mistura binaria éter de petrdleo e metanol (2:1). Utilizaram-se os
residuos cristalizado dos extratos obtidos de folhas do tomateiro PI-127826 e raiz
de gengibre, diluidos em 2 mL de hexano. Os resultados obtidos por
infravermelho e foram comparados ¢ pdde-se verificar a existéncia de duplas
ligagbes conjugadas, que sfio caracteristicas do zingibereno, nos espectros de
amobos tecidos vegetais.
4.1.2 Desenvolvimento de metodologias para quantificacio do zingibereno em
espectofotdmetro e HPLC

Neste teste utilizou-se como padrio extrato de raizes de gengibre -
Zingiber officinalis, juntamente com extrato de foliolos dos tomateiros TOM-556
- L. esculentum, P1-127826 - L. hirsutum var. hirsutum, F, [TOM-556xPI-
127826] e PI-134417 - L. hirsutum var. glabratum. As descrigdes destas
introdugdes de Lycopersicon encontram-s¢ no Quadro 1. Tubos de ensaio
contendo 0,15g de raiz de gengibre (padrio) € 4,21 cm® de foliolos jovens de
tomateiro, em 2 mL de hexano (CH;CH,CH,CH,CH,CH), foram agitados em
aparelbo vortéx durante 40 segundos. Os extratos foram analisados em aparelho
espectofotometro com detector U.V., obtendo-se os valores de absorbéncia lidos a
270 nm (comprimento de onda em que se conseguiu boa leitura do zingibereno)
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Quadro 1. Caracteristicas do gengibre e dos genétipos de tomateiro Lycopersicon
spp. utilizados nos estudos da resisténcia genética do tomateiro a
mosca branca. UFLA: Lavras, MG, 1999.

[ Gentipos: —Camacteristicas:
Gengjibre Espécie rica em zmgibereno
(Zingtber officinalis)
TOM-556 Lnﬂnsﬂnwmlmmsénaademcomswew.z-mdem,
(L. esculentum) zingibereno e acilagicares
P1-127826 Tmmalvewemmmswmmdoanouordemg‘bamo
(L. hirsutum var. hirsutum)
Fi[TOM-556xP1-127826]) Populaqioh obtida do cruzamento interespecifico L. esculentum X L. Jar.
var. hirsutum

F2[TOM-556xP1-127826] Populaqﬂo segregante obtida através da autofecundagio do hibrido F; L
esculentum X L. hir. var. hirsutum

BPX-368#92 leasdeamdamalwwdem'bamoamdamﬂ@o
Fs (L. esculenturn TOM-556 X L. hirsutum var. kirsutum P1-127;
BPX-368#105 Phnta selecionada para alto teor de partir da
F g. esculentum 'f’gr.a{-sx XL lummnam MPWM]
BPX-368#179 Planta selecionada para alto teor de zingibereno a partir da populagio
Fa (L. esculentum TOM-SSG XL hirsutum var. kirsutumPi-127826) |
BPX-368#250 Flanta selecionada para alto teor de zingibereno a partir da populagio
}__ F; (L. esculentum TOM-SSG XL hirsutum var. hirsutumPl-127826) ‘
PI1-134417 ‘Tomateiro silvestre com tricomas VI contendo alto teor de 2-tndecanona
(L. hirsutum var. glabratum)
TOM-600 unhagen seleuomdapmalwwordcmma(&rbosa, 1994), weor
(L. esculentum) he baixo.

LA-716
A )

LA-3473 hlﬂnm selenonada para resisténcia a gemimivirus, proveniente do
(L. esculentum) Tomato Genetics Center, UC Davis: obtido a pastir de L. chilense LA-1969.

ap6s ajuste do espectofotometro com hexano puro (branco). Utilizaram-se
cubetas de quartzo que eram lavadas em hexano puro apés cada leitura efetuada.
Foram feitas trés baterias de andlises, sendo amostradas raizes comerciais de
gengibre e foliolos de cinco plantas de cada tomateiro testado.

Para se estabelecer um protocolo de quantificacio do zingibereno em
HPLC, inicialmente foi feita uma comparagio emtre duas concentragdes de
zingibereno isolado de raizes de gengibre. O zingibereno foi extraido em hexano
puro, sendo isolado apds filtragem do extrato e evaporagio a frio do solvente.
Diluiram-se as concentragdes de 17,13 e 34,26 milimols (mM) do zingibereno
(PM= 204,357), em 2 mL de hexano, para serem analisadas em aparelho SPD-
MI10A com detector U.V., também a 270nm, através da unidade de area de pico
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da molécula (U.A.). Para essas andlises foram utilizados 20 pL da solugio de
hexano contendo zingibereno nas duas concentragdes testadas. A fase mével foi
100% acetonitrila em sistema isocratico, ao fluxo de 1 mL/minuto, em coluna C,s
de 25 cm. A presséo de trabalho nesta coluna variou de 57 atm a 60 atm. O ajuste
do aparelho HPLC também foi feito com hexano puro (branco) antes das leituras
das amostras.

Apés a comparagdo, enmtre essas duas diferentes concentragdes de
zingibereno, os extratos de gengibre - Zingiber officinalis, TOM-556 - L.
esculentum, P1-127826 - L. hirsutum var. hirsutum, F, [TOM-556xPI-127826] e
P1-134417 - L. hirsutum var. glabratum (Quadro 1), que foram lidos em aparelho
espectofotometro, também foram avaliados em aparelho HPLC conforme
protocolo descrito acima.

4.1.3 Associaciio entre metodologias de quantificaciio do zingibereno em
espectofotometro e em HPLC

Foi montado um ensaio em delineamento inteiramente casualizado com 4
gendtipos de tomateiro, L. esculentum TOM-556 (linhagem com baixo ou
nenhum teor de zingibereno - 18 plantas); L. hirsutum var. hirsutum PI-127826
(introdugdo silvestre com alto teor de zingibereno - 16 plantas); o hibrido F,
[TOM-556xP1-127826] (7 plantas) ¢ L. esculentum TOM-600 (linhagem
selecionada para alto teor de 2-tridecanona - 17 plantas) (Quadro 1). Quatro
baterias de extragdo e andlises foram feitas acondicionando-se 6 discos de foliolos
jovens de tomateiro de 0,7016 cm de didmetro cada (4,21 ecm?de foliolos), e 2 mL
de hexano, em tubos de ensaio, que foram agitados em aparetho vortéx durante 40
segundos. Os extratos de cada extragio foram analisados em aparetho
espectofotdmetro ¢ seguidamente em aparelho HPLC, conforme metodologias
mencionadas anteriormente. Os valores de absorbincia e de unidade de area de
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pico foram utilizados no estudo de correlagdo de acordo com Cruz e Regazzi
(1994).

4.2 Validacio de metodologia para quantificacfio de tricomas foliares em
tomateiro

Utilizaram-se os gendtipos de tomateiro L. esculentum TOM-556, L.
hirsutum var. hirsutum PI-127826, o hibrido interespecifico F,[TOM-556xPI-
127826] ¢ a linhagem L. esculentum TOM-600 (Quadro 1) para a quantificagio
de tricomas glandulares dos tipos I, IV, VI, VII e nio glandulares, tipos II+II+V.
Essas quantificages foram realizadas em foliolos das plantas, mediante duas
amostragens distintas, com objetivo de se estimar os componentes de varidncia
entre plantas (c%), varidncia entre foliolos (%) e variancia entre cortes (c*c).

Para compor a 1* amostragem foram coletados 6 foliolos de 4
plantas/genétipo e realizados 2 cortes paradérmicos por foliolo (1 abaxial e 1
adaxial). Na 2° amostragem foram coletados, das mesmas 4 plantas, 3
foliolos/planta e realizados 6 cortes/foliolo (3 abaxiais e 3 adaxiais). O preparo
dos foliolos ¢ dos cortes paradérmicos foi feito segundo metodologia de Jensen
(1962) ¢ a quantificacdio segundo metodologia adaptada por Aragio (1998). A
quantificagdo dos tricomas foi feita observando-se as faces abaxial e adaxial dos
foliolos.

As estimativas dos componentes de variancias foram feitas para cada
genétipo na 1* e 2* amostragens, considerando em separado cada tipo de tricoma
glandular (I, IV, VI ¢ VII) e em conjunto os tricomas nio glandulares (II+II1+V).

Apéds a estimagiio das varidncias para cada uma das duas amostragens,
obteve-se uma média das estimativas, ponderada pelo grau de liberdade assoctado
ao valor estimado em cada uma das amostragens.
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Com os resultados da densidade de tricomas obtidos na 1* amostragem
foi feita também, uma anélise para se verificar a possivel existéncia de diferencas
entre as faces abaxial e adaxial quanto a densidade de tricomas nelas presentes.
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5 Resultados e Discussio

5.1 Metodologias para quantificacfio do zingibereno em plantas do tomateiro
obtidas do cruzamento L. esculentum X L. hirsutum var. hirsutum PI-127826

5.1.1 Avaliaciio de solventes para extracdio de zingibereno em foliolos do
acesso PI-127826 de L. hirsutum var. hirsutum

Um maior clareamento do extrato contendo zingibereno, possivelmente
decorrente da quebra das duplas ligagdes dessa molécula, promovida pela soluggio
Bry/CCl,; e as quais se uniram moléculas de bromo, foi observado nas misturas
etanolhexano e hexano/agua. Nas demais combinagdes binarias envolvendo os
solventes agua, hexano, acetona, metanol, etanol, cloroférmio ¢ dioxano, ndo
foram detectadas clareamento, ou pelo menos este ndo foi perceptivel
visualmente. Os resultados indicam que os solventes etanol, hexano e agua, em
combinagdes binirias na proporgdo 1:1, parecem ser bons extratores do
zingibereno em folhas do tomateiro. Dentre os cromatogramas dos extratos
obtidos com os solventes agua, hexano, acetona, metanol, etanol, cloroformio e
dioxano, apenas o referente a extragio feita somente com hexano revelou a
presenc¢a de manchas caracteristicas do zingibereno, indicando a melhor eficiéncia
desse solvente como extrator do zingibereno.

A analise de varidncia para as dez proporgdes dos solventes etanol,
hexano e dgua mostrou diferengas significativas entre os tratamentos, o que pode
ser comprovado pelo teste de Tukey (P<0,05) (Tabela 1). Duas proporgdes dos
solventes etanol, hexano e agua (4:2:3 e 3:2:4) destacaram-se como boas
combinagdes de solventes para extragdo do zingibereno em folhas maceradas do
tomateiro PI-127826.



TABELA 1. Médias das notas de coloragiio dos extratos de foliolos de tomateiro
PI-127826 em diferentes proporgdes de etanol, hexano e 4gua.
UFLA: Lavras-MG, 1999.

Proporgdes (Etanol: Hexano: Agua)  Meédias’

(4:2:3) 60a
(3:2:4) 58a
(3:5:1) 50ab
(2:4:3) 40abc
(3:4:2) 34 be
(2:3:4) 32 be
(6:2:1) 32 be
(3:3:3) 20 cod
(5:2:2) 1,0 d
(4:3:2) 1,0 d
C.V=27,6% Média= 3,5

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%. -

Os cromatogramas da cromatografia de camada delgada (CCD), dos
isolados de raiz de gengibre e folhas do tomateiro PI-127826, obtidos apés

evaporagdo dos solventes etanol, hexano e agua (4:2:3), revelaram manchas
equivalentes em ambas as espécies vegetais, indicando mais uma vez a presenga
do zingibereno em PI-127826 e confirmando a boa capacidade dessa combinagio
dos solventes na extracdo do zingibereno. O espectro de infravermelho (I.V.),
obtido do extrato cristalizado de foliolos do tomateiro PI-127826 apés
evaporagdo do hexano, revelou uma banda forte centralizada entre 1600-1620
cm™, confirmando a presenga da dupla ligagio caracteristica do zingibereno. Em
torno de 2800-2900 cm™’, observaram-se bandas, is quais podem ser atribuidas a
presenca de grupos metilas (~CH;), metilénicos (—CH;) e metinicos (—CH)
sobrepostos (Silverstein, Bassler ¢ Morril, 1994). Em torno de 1375 cm’
observaram-se bandas que podem ser atribuidas s deformagdes das ligagdes
C-H das ramificagdes metilas presentes.
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5.1.2 Desenvolvimento de metodologias para quantificaciio do zingibereno em
espectofotémetro ¢ HPLC

A metodologia colorimétrica de quantificagiio do zingibereno em aparelho
espectofotdmetro discriminou bem os genétipos vegetais testados quanto ao teor
desta molécula, conforme os valores de absorbincia que lhes foram registrados
(Zingiber officinalis - 0,885; L. esculentum TOM-556 - 0,110; L. hirsutum var.
hirsutum P1-127826 - 0,989; F, TOM-556xP1-127826 - 0,719 e L. hirsutum var.
glabratum P1-134417 - 0,264, respectivamente).

A quantificagio de duas concentragBes de zingibereno isolado de raizes
de gengibre, feita em HPLC, revelou, respectivamente, 1.622.666 U.A. e
3.282.411 U.A. de pico para as concentragdes 17,13 mM e 34,26 mM de
zingibereno (pico 11, Figuras 4 e 5), comprovando a eficiéncia da cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) pa quantificagiio do zingibereno. O tempo
médio de retengdo do pico do zingibereno foi de 8,83 minutos.

Para as condi¢des empregadas no estudo de quantificagiio do zingibereno
em HPLC, o pico referente & molécula (pico 11, Figuras 7 ¢ 9, ¢ pico 13, Figura
10) também teve um tempo médio de retencio de 8,83 minutos; este pico ndo foi
constatado no cromatograma do hexamo puro (Figura 6), tampouco nos
tomatetros L. esculentum TOM-556 (Figura 8) e L. hirsutum var. glabratum PI-
134417 (Figura 11). Os picos de 1 a 10 mostrados na Figura 6 provavelmente
devam-se as impurezas presentes no hexano utilizado, nfio se descartando,
também, a hipdtese de outras substincias terem sido extraidas pelo hexano.
Contudo, essa hipdtese parece ser pouco provavel quando se compara o
cromatograma do hexano (Figura 6) com o do extrato de TOM-556 (Figura 8).
Nesta comparagdo, verificam-se praticamente os mesmos picos em ambos os
cromatogramas, indicando a alta eficiéncia do hexano como extrator apenas do
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zingibereno. O padrio raiz de gengibre obteve absorbancia de 0,885 ¢ uma maior
unidade de area do pico (2.357.034 UA. - pico 11, Figura 7). O genétipo PI-
127826 obteve absorbancia de 0,989 ¢ 2.187.912 U.A. de pico (pico 11, Figura
9). Por outro lado, o gendtipo TOM-556 obteve a menor absorbincia (0,110),
indicativo de tragos bastante reduzidos de zingibereno, cujo pico foi imperceptivel
ao tempo de retengdo de 8,83 minutos (Figura 8). O hibrido F, [TOM-556xPI-
127826] obteve absorbancia de 0,719 ¢ 310.396 U.A. de pico (pico 13, Figura
10). O genétipo PI-134417 obteve absorbancia de 0,264 e o pico (12) do
zingibereno com 37.843 U.A. (Figura 11). Estes resultados indicam uma aparente
associagdo entre o valor de absorbancia do zingibereno ¢ a unidade de area do
pico dessa molécula determinada por HPLC, considerando gendtipos
contrastantes quanto ao teor dessa substincia.
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5.1.3 Associagdo entre metodologias de quantificacio do zingibereno em
espectofotometro e em HPLC

O estudo da associagdo entre as metodologias de quantificagio do
zingibereno feita em espectofotdmetro ¢ HPLC foi realizado com os dados do
ensaio de avaliagdo dos genétipos de tomateiro L. esculentum TOM-556, L.
hirsutum var. hirsutum P1-127826, F [TOM-556xPI-127826] e a linhagem de L.
esculentum TOM-600 (Quadro 1). Os valores médios das absorbincias e das
unidades de area de pico, com seus respectivos desvios padrdes, bem como os
valores das porcentagens de zingibereno em cada gendtipo, relativas ao valor do
gendtipo com alto teor de zingibereno (PI-127826), diferiram entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05) (Tabela 2). Verificou-se também, neste ensaio, que o tempo
médio de retengdo do zingibereno foi de 8,83 mimutos, com pico perceptivel
apenas nos cromatogramas da introdugio PI-127826 e do hibrido F, [TOM-
556xPI-127826].

O gendtipo TOM-600 apresentou baixos valores relativos de absorbancia
(18%) e de unidade de area de pico (23%), porém pouco superiores aos de TOM-
556. O genétipo TOM-556 apresentou baixo valor de absorbancia e de unidade
de area de pico, respectivamente 12% e 9%, em relagio aos valores do tomateiro
silvestre PI-127826 (padrio 100%), que obteve os maiores valores de
absorbancia e de unidade de area de pico em fungiio do elevado teor de
zingibereno presente. O hibrido interespecifico F, [TOM-556xP1-127826]
apresentou valores de absorbancia e de unidade de 4rea de pico intermediarios aos
dos parentais, e de 43% e 38%, respectivamente, em relagio ao genitor superior
PI-127826. As correlages genética, fenotipica e ambiental entre valores de
absorbéncia (Abs.) e de unidades de area de pico (U.A.), foram, respectivamente,
= 085 (virg= 0,329, P<0,14), r= 0,84 ¢ r.= 040, indicando uma boa



associagdo entre a metodologia colorimétrica de quantificagdo rapida em aparetho
espectofotometro e HPLC.

TABELA 2. Valores médios de absorbdncia (Abs.), unidade de area de pico
(U.A.) e respectivo desvio padrio (') de 4 gendtipos de tomateiro.
Lavras: UFLA, 1999.

espectofotdmetro HPLC
Genétipos: Abs. (£0) %relativa| UA. (20) %relativa
TOM-600 0,142 (0,096) ¢ 18 92,007 (173.711) ¢ 23
TOM-556 0,099 (0,095) ¢ 12 36.520 (73.850)c 9
PI-127826 0,790 (0,402) a 100 | 401.870 (259.292)a 100
F,[TOM-556xP1-27826] | 0,337 (0,131) b 43 | 152.325 (90.321)b 38

“Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.

5.2 Validacfio de metodologia para quantificaciio de tricomas foliares em
tomateiro

Na Tabela 3 encontram-se as estimativas de varidncias emtre plantas,
entre foliolos ¢ entre cortes, bem como o mimero médio dos diferentes tipos de
tricomas com respectivo desvio padrdo para 4 gendtipos de tomateiro.
Encontram-se, também, nesta tabela, acompanhando cada varidncia estimada
(onde houve presenga de tricomas), a proporgdo de varidncia relativa & varidncia
total. Portanto, toda inferéncia devera ser feita analisando-se a varidncia estimada
¢ sua respectiva propor¢do em relagdo a varidncia total.
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TABELA 3. Estimativas dos componentes de varidincia entre plantas (67), entre foliolos (G2) e entre cortes (3); e

namero médio de tricomas/cm? de foliolo (nt) e respectivo desvio padriio (&), para tricomas foliares de 4
gendtipos de tomateiro. Lavras: UFLA, 1999,

_Genotipos: Tipos II+II+V Tipo | Tipo IV Tipo VI TlggVII
63= 00320) &-= 0,00 62= 0,000 G,= 000800) oi= 004503
TOM-556 gy = 10,535(5) é;= 0,000 ;= 0,000 ;= -0,011(0) g} = 0,600 (42)
6= 210,190 (95) éi= 0,000 éi= 0,000 i= 0,092 (100) 6l= 0,786 (55)
nt = 2369,000 nt= 0,000 at= 0,000 nt= 13,000 nt= 83,000
g = 1356,000 g= 0,000 g= _ 0,000 g =_ 46,000 ¢ = 157,000
o= 6,051 (80) o= 0,029 (3) &f, = 150,749 (71) ar= 0,207 (16) &}, = 0,048 (25)
PI-127826 6p= L140(15) 4= 0206000 S1= 26881(13) Gi- 0431(33) 4= 0013(7)
Ge=  0392(5)  gl= 1073(97) Gi- 33,648(16) gl- 0668(51) G- 0,127 (68)
nt= 199,000 nt = 108,000 nt = 3248,000 nt = 159,000 nt = 129,000
o= 328,000 G = 137,000 & = 1603,000 &g = 179,000 ¢ = 173,000
6= 1059() = 0002(4) &Gr= 14,954(76) b= 2,900 24) Gi= 0,345 (56)
FTOM-S56x 07= "22669(0) 5i= 0022(44) 1= -1,547(0) 4i= 3,749(32) &1= -0,002(0)
lPl-l27826] gz= 123,932(95) 41= 0,026(52) gG5l= 4,690 (24) Gi= 35288 (44) g5l= 0275(44)
nt =2322,000 nt= 10,000 nt= 367,000 nt= 41,000 nt= 73,000
o= 1275,000 g = 33,000 g= 527,000 &= 50,000 o= 138,000
6o= -1512(0) &.= 0,000 .= 0,000 (0) G,= 0031(A1) o&2= 0,037(23)
TOM.600 6l= 21358(6) 1= 0,000 éi= 0001(33) 52= -0,024(0) Gi= -0,033(0)
i = 454,230 (94) 5= 0,000 ;= 0,002 (67) i = 0,260 (89) él= 0,121(77)
nt = 2798,000 nt= 0,000 nt= 6,000 nt= 64,000 nt= 14,000
¢ = 2331,000 g=_0,000 g= 35000 & = 120,000 g = 45,000

WT’I‘OpOt’QﬂO de varidncia relativa 4 varidncia total (valor em %).



Os genétipos TOM-556 ¢ TOM-600 de Lycopersicon esculentum
apresentaram baixas variincias entre plantas, indicando que o mimero de plantas
avaliadas foi suficiente para uma boa quantificacio de tricomas foliares,
tratando-se¢ de plantas com elevado grau de homozigose. Por outro lado, o
genétipo L. hirsutum var. hirsutum P1-127826 apresentou elevadas variancias
entre plantas, o que pode ser explicado pela existéncia de alguma taxa de
alogamia neste acesso. Como consequéncia dessa alogamia presente em PI-
127826, o hibrido F; desse genitor com TOM-556 também apresentou variincias
entre plantas, que foram superiores as do parental TOM-556 ¢ TOM-600,
geneticamente homozigotos. As varidncias entre foliolos foram geralmente
superiores as varidncias entre plantas, mas inferiores as variincias entre cortes,
para os gendtipos TOM-556 ¢ TOM-600. Os genétipos P1-127826 ¢ F,[TOM-
556xPI-127826] apresentaram, para a maioria dos tricomas quantificados,
menores varidncias entre foliolos, comparadas as varidncias entre cortes. As
variincias entre cortes foram sempre superiores as varidncias entre foliolos e
entre plantas nos gendtipos TOM-556 e TOM-600, assim como as variincias
entre cortes foram, em sua maioria, superiores as variincias entre foliolos nos
genétipos PI-127826 ¢ F,. Esses resultados indicam que as maiores variagdes
encontradas na quantificagfio de tricomas foliares do tomateiro foram influéncias
pelo mimero de cortes/foliolo, seguido do mimero de foliolos/planta. Uma atengio
maior deve ser dada, portanto, a0 mimero de foliolos e cortes amostrados,
especialmente a este Gltimo em fungio da maior variagio existente entre cortes
amostrados, quando faz-se a quantificacdo dos tricomas foliares em tomateiro.

As amostragens 6 foliolos/planta ¢ 2 cortes/foliolo (12 amostragem) ¢ 3
foliolos/planta € 6 cortes/foliolo (2° amostragem) permitiram uma boa
quantificagio dos tricomas foliares, sendo preferivel esta ultima em funcgio do
maior nimero de cortes/foliolo. Aragdo (1998) realizou a quantificagio de
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tricomas foliares em tomateiro amostrando 2 foliolos/planta e 12 cortes/foliclo. O
numero médio de tricomas IHII+V, VI e VI encontrado pelo autor nos
gendtipos TOM-556 ¢ TOM-600 sdo comparaveis aos encontrados neste estudo.
Verificou-se, neste ensaio, que em L. esculentum predominaram os tricomas nio
glandulares II+II+V (TOM-556 - 2369 tricomas/cm* ¢ TOM-600 - 2798
tricomas/cm’). Esses genotipos ndo apresentaram tricomas glandulares do tipo I ¢
a densidade de tricomas tipo IV foram, respectivamente, nula (TOM-556) e baixa
(TOM-600 - 6 tricomas/cm®). O genétipo TOM-556 apresentou 13 tricomas/cm®
do tipo VI e 83 tricomas/cm’ do tipo VIL, enquanto TOM-600 apresentou 64
tricomas/cm” tipo VI e 14 tricomas/cm® do tipo VII. A maior densidade de
tricomas tipo VI em TOM-600 ¢ resultado da selegio para alto teor de 2-
tridecanona a que foi submetida este gendtipo (Barbosa, 1994; Labory, 1996 e
Aragio, 1998). No genétipo PI-127826 predominou o tricoma tipo IV (3248
tricomas/cm’), sendo encontrados também os tricomas tipos III+V (199
tricomas/cm?), I (108 tricomas/cm?), VI (159 tricomas/cm®) e VII (129
tricomas/cm®). O hibrido F, [TOM-556xPI-127826] também apresentou todos os
tipos de tricomas foliares, com predominincia dos nio glandulares T+II+V
(2322 tricomas/cm®). Quantificaram-se ainda, nesse hibrido, os tricomas de tipos
I (10 tricomas/cm®), IV (367 tricomas/cm®), VI (41 tricomas/cm®) e VII (73
tricomas/cm?’).

Segundo Carter e Snyder (1985), os tricomas IV e VI de L. hirsutum var.
hirsutum estio associados a resisténcia ao acaro Tetranychus urticae, motivo
pelo qual esses tricomas tém sido amplamente estudados no género Lycopersicon.
Estes tricomas, assim como o tricoma tipo I presente em PI-127826 ¢ ausente em
TOM-556, foram herdados pelo hibrido F; do cruzamento interespecifico L.
esculentum TOM-556 X L. hirsutum var. hirsutum PI-127826, como se
comprovou neste estudo. '
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Com relagdo as faces do foliolo (abaxial e adaxial), para os tricomas
IHII+V, verificaram-se diferencas significativas (P<0,01) nos genétipos TOM-
556, F; [TOM-556xPI-127826] e TOM-600 (Tabela 4), sendo maior a densidade
de tricomas na face abaxial do foliolo. No gendtipo PI-127826 nio se verificaram
diferencas significativas quanto & densidade desses tricomas nas duas faces do
foliolo. Para os tricomas tipo 1, presentes somente no hibrido F, e no parental PI-
127826, verificou-se, apenas para este Gltimo genétipo, diferenga significativa
(P<0,05) quanto & densidade de tricomas nas faces do foliolo, sendo maior a
densidade na face abaxial. O genétipo TOM-556 ndo apresentou tricomas tipo
IV, ao passo que os genétipos PI-127826 ¢ TOM-600 o apresentaram, todavia,
sem haver diferencas significativas entre as densidades desse tricoma nas faces
abaxial ¢ adaxial. J4 a densidade dos tricomas IV na face abaxial de foliolos do
hibrido F; foi significativamente maior que a densidade encontrada na face
adaxial (P<0,05). Os parentais TOM-556 e PI-127826, bem como a linhagem
TOM-600, ndo apresentaram diferencas significativas quanto i densidade de
tricomas VI nas faces dos foliolos. Por outro lado, a densidade de tricomas VI
encontrada na face abaxial dos foliolos do hibrido F;[TOM-556xPI-127826] foi
significativamente superior a verificada na face adaxial (P<0,05). Quanto ao
tricoma VII presente nos foliolos de TOM-556, PI-127826, F;[TOM-556xPI-
127826] ¢ TOM-600, verificou-se diferenca significativa (P<0,01) entre as
densidades de tricomas nas faces abaxial e adaxial apenas em PI-127826, sendo
maior a densidade de tricomas VII na face abaxial do foliolo. Estes resultados nio
concordaram com os de Aragio (1998), que ndo verificou diferencas
significativas para densidade de tricomas nas faces do foliolo, tendo estudado, no
entanto, gendtipos provenientes de outro cruzamento interespecifico. Neste
estudo, porém, de um modo geral verificou-se uma predominéincia dos tricomas
foliares na face abaxial do foliolo do tomateiro.
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Tabela 4. Numero médio de tricomas observados nas faces abaxial e adaxial de
foliolos jovens de 4 genétipos de tomateiro. Lavras: UFLA, 1999.

Gendtipos: | faces* | tipos: tipo: tipo: tipo: tipo:
o+m+v | I v Vi v
@%m®) | @%m® | %cm?) | @%em?) | 0¥em?)
TOM-556 abaxial= | 396] a 0 0 11a 10 a
adaxial= | 1561 b 0 0 8a 31 a
Meédia= | 2761 0 0 10 21
PI-127826 abaxial= | 208 a 128 a 3002 a 181 a 78 a
gdaxial= | 175 a 7% b 2728 a 122 a 167 b
Meédia= | 192 103 2865 152 123
F\[TOM-556x | abaxal= | 3392 a 14 a 511 a 56 a 131 a
PI-127826] adaxial= | 1789 b 3b 214 b 31b 69 a
Média= | 2591 9 363 44 100
TOM-600 abaxial= | 5667 a 0 19a 92 a 22 a
adaxial= | 2089 b 0 Ca 33 a 14 a
Meédia= | 3878 0 10 63 18

* Valores seguidos de mesma letra na coluna, para cada genétipo, nio diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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6 Conclusdes

A introducdo PI-127826 de L. hirsutum var. hirsutum pode ser utilizada
como fonte de alto teor de zingibereno em programas de melhoramento do
tomateiro visando resisténcia a artrépodes-praga;

Uma metodologia analitica colorimétrica rapida, de baixo custo e nio
destrutiva das plantas, foi estabelecida para determinagio do zingibereno em
folhas de tomateiro, obtendo-se uma alta correlagio genética (85%) com o
m¢todo padrdo em HPLC; as etapas da metodologia colorimétrica répida s3o: (a)
extracdo do zingibereno em 4, 21 cm’ de foliolos jovens de tomateiro em 2 mL de
hexano, seguida de agitagiio por 40 segundos; (b) leitura do extrato em
espectofotometro a 270 mmn;

O critério de amostragem de 3 foliolos/planta e 6 cortes/foliolo possibilita
uma discriminagdo adequada de plantas de tomateiro com diferentes densidades
de tricomas foliares;

A densidade de tricomas nio glandulares tipos II+II+V nos foliolos de L.
esculentum TOM-556 foi 2369 tricomas/cm’, enquanto em L. hirsutum var.
hirsutum PI-127826 foram encontrados 3248 tricomas/cm®

Verificou-se predomindncia dos tricomas foliares do tomateiro no

lado abaxial do foliolo.
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CAPITULO 3

Controle genético do teor de zingiberemo e tricomas glandulares em
tomateiro, e suas inter-relagfes com a resisténcia 2 mosca branca Bemisia

spp-

1 Resumo

v As populagdes de tomateiro L. esculentum TOM-556 (P,), L. hirsutum

var. hirsutum PI-127826 (P.), F; (PixP>) e F, (PyxP.), foram utilizadas em
estudos de heranca das caracteristicas teor de zingibereno e demsidade de
tricomas tipos L, IV, VI ¢ VII. Inicialmente foram estimadas as herdabilidades no
sentido amplo, seguidas dos testes do modelo genético aditivo-dominante ¢ da
hipétese de heranga monogénica para cada uma das caracteristicas. CorrelagGes
entre teor de zingibereno ¢ densidade de tricomas de tipos I, IV, VI ¢ VII
também foram estimadas, e a resisténcia a Bemisia spp. foi avaliada em plantas
selecionadas para alto teor de zingibereno. Para quantificagdo do zingibereno
foram utilizadas 45, 50, 50 e 295 plantas, respectivamente, das populagdes P,
P, Fy e F;; ¢ 9, 10, 10 e 200 plantas, dessas respectivas populagGes, para a
quantificacio dos tricomas de tipos I, IV, VI e VII. As herdabilidades de 0,68,
0,83, 0,99, 0,78 ¢ 0,72 foram estimadas, respectivamente, para teor de
zingibereno e densidade dos tricomas I, IV, VI ¢ VII, indicando que para essas
caracteristicas a selecdo individual de plantas € eficiente. O teor de zingibereno
possui heranca monogénica, ndo se excluindo a existéncia de genes
modificadores; a agdo génica é de dominancia incompleta no sentido de menor
teor da substincia, em que alelos recessivos condicionam os maiores teores.
Tricomas glandulares de tipos L IV, VI e VII possuem heran¢a simples, com
acdo génica de domindncia incompleta no sentido de menor densidade. Esses
tricomas apresentaram correlagdes positivas com teor de zingibereno,
destacando-se os de tipos IV e V1, de maiores correlagdes genéticas 0,51 ¢ 0,83,
respectivamente, indicando que a selegdo indireta para tricomas glandulares
também pode ser usada quando se desejam plantas com zingibereno. Este
aleloquimico derivado de L. hirsutum var. hirsutum contribuiu efetivamente para
aumentar o grau de resisténcia do tomateiro 2 mosca branca.



Genetic control of the zingiberene content and glandular trichomes in
tomato plants and its relationship with resistance to the silverleaf whitefly

2 Abstract

Tomato populations L. esculentum TOM-556 (P,), L. hirsutum var.
hirsutum PI-127826 (P.), F, (P,xP;) and F, (P,xP,) were utilized in inheritance
studies of zingiberene content and densities of types I, IV, VI and VII trichomes.
Broad-sense heritabilities, and tests of the dominant-additive genetic models and
of the monogenic inheritance hypothesis were studied for each trait. Comrelations
between zingiberene content and trichome types I, IV, IV and VII density were
estimated and the resistence to Bemisia spp. was evaluated on plants selected
for high zingiberene content. For the quantification of zingiberene were utilized
45, 50, 50 and 295 plants, respectively, from the populations P;, P,, F, and F;
and 9, 10, 10 and 200 plants from those populations for the quantification of
the type L, IV, VI and VII trichomes. Heritabilities of 0.68, 0.83, 0.99, 0.78 and
0.72 were estimated respectively for the zingiberene content and density of
trichomes I, IV, VI and VII, inidicating that the selection for those
characteristics is efficient at the level of individual plants. Zingiberene content
showed a monogenic inheritance, with possible modifiers genes; gene action is
of partial dominance in the direction of lower content of the substance, where
recessive alleles are responsable the greatest contents. Glandular trichomes of
types L, IV, VI and VII possess simple inheritance, with partial dominance in the
direction of lower trichome density. Positive correlations were found between
glandular trichome density and zingiberene content (especially for types IV and
VI trichomes, where correlations were 0.51 and 0.83 respectively). This
indicates that selection for high number of glandular trichomes is a good
indicator of high zingiberene content. The sesquiterpene zingiberene contributed
effectively for an increased degree of tomato plant resistance to whiteflies.



3 Introduc#io

A obtengiio de cultivares resistentes a insetos-praga ¢ mais rapida quando
a fonte de resisténcia ja se encontra em germoplasma adaptado. Todavia, em
muitos casos isso n3o é possivel, aumentando o tempo necessario para se atingir
esse objetivo. O tempo médio de obtengio de uma cultivar resistente varia
principalmente em fung3o da espécie vegetal e do grau de adaptacdo por ela
apresentada. No género Lycopersicon existem pelo menos nove espécies
reconhecidas taxonomicamente (Rick, 1978) e algumas sdo tidas como
reservatorios de genes envolvidos na defesa da planta a insetos-praga. No entanto,
a maioria destas espécies de tomateiro nio possuem valor comercial imediato,
decorrente das muitas caracteristicas agronomicas indesejaveis que apresentam.

No género Lycopersicon, os taxons L. esculentum (espécie cultivadz), L.
esculentum var. cerasiforme, L. pimpinellifolium e L. cheesmanii apresentam
compatibilidade bilateral entre si. J4 as espécies L. parviflorum, L. chmielewskii,
L. hirsutum var. hirsutum ¢ var. glabratum, L. pennellii, L. chilense ¢ L.
peruvianum possuem compatibilidade unilateral com L. esculentum, sendo as
duas ultimas de maior dificuldade de cruzamento com L. esculentum, ainda que
este seja o genitor feminino. A dificuldade inicial de obtengdo de cultivares
resistentes reside na obtengio de sementes de hibridos interespecificos, quando
um dos genitores possui 0 mecanismo de incompatibilidade cruzada, com L.
esculentum (caso de L. chilense e L. peruvianum). Contribui para a dificuldade o
fato de alguns taxons (como L. hirsutum var. hirsutum) serem auto-incompativeis
e alégamos, o que pode levar & selegio de plantas auto-incompativeis em
populagdes segregantes. Como consequéncia, os estudos genéticos para as
caracteristicas encontradas em genétipos auto-incompativeis ficam dificultados
até que os alelos que condicionam os fenétipos das caracteristicas de interesse



estejam fixados em um germoplasma adaptado. Ainda assim, pesquisas no
sentido de transferir alelos do tomateiro silvestre para tomateiro cultivado tém
contribuido para elucidar o controle genético de algumas caracteristicas
envolvidas na resisténcia aos insetos-praga. Nienhuis et al. (1985) realizaram o
cruzamento interespecifico entre L. esculentum e L. hirsutum var. glabratum (um
acesso auto-compativel) e selecionaram plantas F, com altos teores da 2-
tridecanona, indicando que os alelos responsaveis pela produgio dessa substincia
sdo ativos em populag3es segregantes. Espécies como L. hirsutum var. glabratum
(Barbosa, 1994), L. pennellii (Resende, 1999) € L. hirsutum var. hirsutum tém
sido estudadas para se conhecer a forma de atuagio dos genes responsaveis pela
resisténcia a artropodes-praga.

O zingibereno presente, dentre outros, no acesso PI-127826 de L.
hirsutum var. hirsutum (Weston et al., 1989), tem sido estudado quanto i sua
acdo na resisténcia do tomateiro aos insetos-praga. Os possiveis efeitos deste
aleloquimico na biclogia da mosca branca ainda nfio s3o bem conhecidos, embora
efeitos antibidticos em Spodoptera exigua (Lepidoptera, Noctuidae) (Eigenbrode
e Trumble, 1993) e efeitos antixenéticos em acaros T. urticae (Guo, Weston e
Snyder, 1993) e 7. evansi (Campos, 1999) tenham sido relatados. A adversidade
na biologia de B. tabaci (Channarayappa et al., 1992) e a repeléncia para
oviposicdo de B. argentifolii (Heinz e Zalom, 1995) explicariam a resisténcia de
tomateiro contendo zingibereno.

A heranga da presenga ou auséncia do zingibereno, composto do grupo
dos terpenos que condiciona a resisténcia de tomateiros a insetos-praga (Guo,
Weston e Snyder, 1993), foi estudada por Rahimi e Carter (1993) utilizando as
espécies L. esculentum, L. hirsutum var. hirsutum e var. glabratum. Estes
autores concluiram que a presenca ou auséncia de zingibereno era controlada por

um loco génico com trés alelos diferentes de uma série alélica (Z* > Z'> Z°),
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sendo, respectivamente, Z*de L. hirsutum var. glabratum, Z' de L. hirsutum var.
kirsutum ¢ Z° de L. esculentum. O alelo Z' que condiciona a presenca de
zingibereno é recessivo relativamente a Z? e dominante relativamente a Z*, ambos
condicionadores de anséncia de zingibereno nos cruzamentos com L. hirsutum
var. glabratum ¢ L. esculentum, respectivamente. O modelo proposto nio exchii,
no entanto, a possibilidade de existéncia de outros locos génicos responsaveis
pelas amplas variagdes no teor de zingibereno entre as plantas que o possuissem.

O conbecimento da base genética e das causas € mecanismos da
resisténcia a artropodes-praga pode contribuir para aumento da eficiéncia nos
programas de methoramento genético do tomateiro com vistas a obter cultivares
resistentes. Deste modo, o presente trabalho pretende estudar a heranga do teor de
zingibereno ¢ da densidade de tricomas foliares em populagio segregante
proveniente do cruzamento interespecifico L. esculentum TOM-556 X L.
hirsutum var. hirsutum PI-127826; quantificar os tipos de tricomas presentes nas
plantas do referido cruzamento e suas inter-relagdes com o teor de zingibereno;
verificar o possivel efeito do zingibereno na resisténcia de plantas de tomateiro a
mosca branca Bemisia spp., € analisar se ha possibilidades de se obter ganhos
genéticos relativos & resisténcia a artrpodes-praga por meio da selegio indireta
de plantas para caracteristicas a ela associadas.



4 Material e Métodos

4.1 Heranga do teor de zingibereno e da densidade de tricomas foliares em
tomateiro

4.1.1 Estimagiio de herdabilidade para teor de zingibereno e densidade de
tricomas foliares

Os valores de absorbincia do zingibereno e do mimero de tricomas
foliares de tipos O+II+V, I, IV, VI e VII foram utilizados na escala original para
as estimativas de herdabilidade no sentido amplo. Utilizaram-se os dados de 45,
50, 50 e 295 plantas, respectivamente, das populagdes TOM-556 (P;), P1-127826
(P2), Fy (PixPy) ¢ F; (PyxP,) (Quadro 1) (Capitulo 2), para as estimativas de
kerdabilidade do teor de zingiberemo. Para estimativas de herdabilidades da
densidade de tricomas foliares, utilizaram-se 9, 10, 10 e 200 plantas,
respectivamente, das populagdes TOM-556 (P;), P1-127826 (P,), F; (P,;xP.) ¢ F,
(PxP,).

Inicialmente, estimaram-se as médias e varidncias fenotipicas de P,
(TOM-556), P, (PI-127826), F; [TOM-556xP1-127826] ¢ F,, bem como as
variancias ambiental e genética, para teor de zingibereno e densidade de tricomas
nio glandulares (II+II+V) e glandulares (I, IV, VI e VII). A estimativa da
variincia ambiental foi obtida considerando a média geométrica das varidncias
ambientais, dada pela raiz cibica do produto das variincias das populagdes P, P,
¢ F, (Mather e Jinks, 1984), em fungio das altas discrepdncias das varidncias
entre os parentais. De posse dos valores das variincias, estimaram-se as
herdabilidades no sentido amplo (Wamer, 1952) e os erros a elas associados
(Vello e Vencovsky, 1974) (Quadro 2), para as seis caracteristicas consideradas.



QUADRO 2. Expressies de estimagio dos valores de herdabilidade e de seu erro
associado

Herdabnhdade no sentido amplo (Warner, 1952).
h2 0 FZ 0 E
Sx,
Erro associado a estimativa da herdabilidade (Vello e Vencovsky, 1974).
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4.1.2 Teste do modelo genético aditivo-dominante e da hipétese de heranca
monogénica para teor de zingibereno e densidade de tricomas I, IV, VI e VII

Utilizaram-se, para o teste do modelo genético aditivo-dominante (teste de
escala conjunto), os valores de absorbancia relativos ao teor de zingibereno ¢ os
do mimero de tricomas glandulares tipos I, IV, VI e VII. Nio se utilizaram os
valores do nimero de tricomas nio glandulares (II+MI+V) em virtude destes
tricomas ndo estarem associados 4 causa quimica da resisténcia do tomateiro a
artrépodes-praga (Guo, Weston e Snyder, 1993).

Com base no modelo genético aditivo-dominante proposto por Cavalli,
apresentado por Mather ¢ Jinks (1984), realizou-se o teste de escala conjunto
para estimativa dos pardmetros [m], [a] e [d] (Rowe e Alexander, 1980). Estes
foram estimados pelo método dos quadrados minimos ponderados (Mather e Jinks
1984), servindo como peso a razdo inversa da varidncia de cada populagio. As
estimativas dos erros associados para cada pardmetro [m], [a) e [d] foram obtidas
extraindo-se a raiz quadrada do produto de x* versus o respectivo valor contido
na diagonal da matriz informagdo, dividido pelo mimero de graus de liberdade
{Ramalho, Santos e Zimmermann, 1993).
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Apbs a obtengdio das estimativas de [m], [a] e [d], calcularam-se, para as
populagdes Py, P;, F) e F,, os valores esperados (segundo o modelo) das
caracteristicas teor de zingibereno e densidade de tricomas tipos I, IV, VI e VII.
Para testar o ajuste do modelo genético aditivo-dominante, aplicou-se um teste de
%’ (com 1 grau de liberdade) a fim de verificar sua significancia. Posteriormente,
foi estimado o grau médio de dominéncia (GMD= [d}/[a]).

A distribuigio de frequéncias de plantas quanto ao teor e zingibereno ¢
densidade de tricomas tipos L, IV, VI e VII foi determinada, para cada populagio,
escolhendo-se um ponto de truncagem, abaixo do qual se situassem a maioria das
plantas do genitor Py, € acima do qual se situassem a maioria das plantas do
genitor P,. Sob vérios graus médios de dominncia presumidos, foi testada a
hipétese de heranga monogénica, segundo Maluf, W.R. e adotado por Resende
(1999), baseando-se nas seguintes premissas:

(a) A distribuicdo dos fendtipos de cada carater nas populagdes Py, P,, F,
e F segue uma distribui¢do normal;

(b) Para cada uma das populagfes parentais, a média verdadeira de P, ¢
P, foi considerada igual a respectiva média estimada, ¢ a varidncia verdadeira
considerada igual & respectiva varidncia estimada a partir dos dados
experimentais;

(c) Com base nas respectivas curvas normais, foram calculadas as
frequéncias de plantas em P, e P, com teores de zingibereno e densidade de
tricomas, menores ou iguais ao ponto de trucagem (PT) (admitindo como sendo
PT= 0,3 unidades de absorbancia para o zngibereno; PT= 20 tricomas tipo
Vem?® folha; PT= 400 tricomas tipo IV e VI/cm? folha; e PT= 100 tricomas tipo
VIl/cm? fotha);
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(d) A média verdadeira da populagio F, foi admitida como sendo Fi=
(P,+P;)/2 + GMD . (P»-P))/2, e a varidncia verdadeira da populagdo F, foi
admitida como sendo igual & respectiva variincia estimada;

(e) Com base na distribuicio normal da populagdo F,, foi calculada, para
esta populagdo, a frequéncia de plantas com valores < PT;

(f) Sob a hipétese de heranga monogénica, a frequéncia esperada de
plantas em F,, com valores < PT, foi calculada como sendo a média ponderada
das frequéncias esperadas em Py, F) e P, (com pesos 1, 2 e 1, respectivamente);

(g) As frequéncias das plantas com valores < PT obtidas para (P; e P,
item “c”), F, (itens “d” e “e”) e F; (item “f”’) foram multiplicadas pelo nimero de
plantas avaliadas em cada populagdo, obtendo-se, assim, o mimero esperado de
plantas com valores < PT sob a hipétese de heranca monogénica em diferentes
graus médio de domindncia considerados;

(k) Os mimeros esperados de plantas com valores < PT, para (P+P+F))
¢ F,, foram comparados com os nimeros efetivamente obtidos em cada
populagio, verificando-se a significincia dos desvios pelo teste de chi - quadrado
(x®) com 1 grau de liberdade; a soma das frequéncias em P, P, e F, foi feita em
virtude de se terem frequéncias esperadas nulas nestas populagdes;

(i) A significAncia do valor de % obtido levaré 4 rejeicio da hipétese de
heranga monogénica, sob o grau de dominincia considerado. Por outro lado, a
nio significincia de x* levara & nio rejeigio dessa hipotese, admitindo-se, eatio,
a possibilidade de tratar-se de heran¢a monoggénica, sob 0 GMD considerado.

O mimero de gene (s) envolvido (s) no controle das cinco caracterisiticas
avaliadas foi estimado de acordo com Burton (1951) (Quadro 3), e comparado ao
teste da hipétese de heranga monogénica, a exemplo do realizado por Resende
(1999).



QUADRO 3. Expressoes de estimagdo do niimero de genes

Numero de genes (Burton, 1951).

_Hftohew)or

2

n: nimero de genes;
P " Pve Fl médias gerais dos parentais P, P; e F), respectivamente.
GE _‘JGP XGP‘) XGFI

G 7. : varidncia fenotipica de F,

4.2 Estimagio de correlagdes fenotipicas, ambientais e genéticas entre teor de
zingibereno e densidade de tricomas foliares em tomateiro

Plantas dos tomateiros L. esculentum TOM-600 ¢ TOM-556 (P,), L.
hirsutum var. hirsutum PI-127826 (P,), TOM-556xPI-127826 (F,) ¢ F- (Quadro
1) (Capitulo 2) foram avaliadas quanto ao teor de zingibereno e a densidade de
tricomas na matriz foliar a fim de se estudar as correlagdes existentes entre esses
caracteres. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 204 genétipos, sendo, respectivamente, 10, 9, 10 e 10 plantas dos gendtipos
TOM-600, TOM-556, PI-127826 ¢ F,, ¢ 1 planta de cada um dos 200 gendtipos
F,. Foram feitas duas baterias de analises colorimétricas do zingibereno, em
aparetho espectofotémetro, utilizando-se extrato de foliolos com 50 dias de idade,
conforme metodologia descrita no Capitulo 2. Para a quantificagdo dos tricomas
foram amostrados foliolos jovens das mesmas plantas analisadas pelo método
colorimétrico. Para este fim, empregou-se a metodologia adaptada por Aragio
(1998), e a amostragem de 3 foliolos/planta e 6 cortes/foliolo (Capitulo 2) foi
feita quantificando-se os tricomas nio glandulares (II+III+IV) e glandulares (I,
IV, VI ¢ VII) (Luckwill, 1943). Devido 2 condicdo de desbalanceamento do
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numero de plantas de cada gendtipo, foi estimada uma média harménica “k”,
indicativa do numero médio de plantas avaliadas em cada genotipo (repeti¢des).

As correlagoes fenotipicas (ry) € ambientais (r,) foram estimadas de acordo com
Cruz e Regazzi (1994), e as genotipicas (ry) de acordo com Falconer (1987) em
virtude de se ter avaliado uma tunica planta de cada um dos 200 gendtipos da
populagdo F,. A estimagdo dos erros associados as estimativas da correlagio
genética [Vary] foi feita de acordo com Vencovsky e Barriga (1992). As
expressoes utilizadas nessas estimagdes encontram-se no Quadro 4.
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QUADRO 4. Expressdes utilizadas nas estimativas da média harménica, das
correlagdes fenotipica, ambiental ¢ genética, e do erro associado a
cormrelagio genética.

Média harménica “k”.
K=1/1-1 [N-Cn%)/N};
K: média harménica das repetigdes;
I: n® de gendtipos (1=204);
N: n? total de plantas (N=239);
n;: n? de repetigdes do genétipo i (i=1, ..., 204).

Correlagdes fenotipica e ambiental (Cruz e Regazzi, 1994).
Correlagdo fenotipica 1y = PMTxy / (QMTx . QMTy)** ;
Correlagio ambiental 1, = PMRyy/ (QMRx . QMRy)** ;
PMTyxy = (QMTx.y - QMTx - QMTy)/2;
PMRyy = (QMRx.y - QMRx - QMRy) / 2;
QMT: quadrado médio dos tratamentos;
QMR: quadrado médio dos residuos;
Xey: assumem valores das varidveis consideradas na correlagio.

Correlagio genética (Falconer, 1987).

Correlagio genotipica r;= 1~ (ex &y 1) / (h% h%) ;
r. correlagdo fenotipica;

I, correlagdo ambiental;

&= (1- b%)%%;

ey= ( 1- hzy)o.s;

b’,: herdabilidade no sentido amplo da varidvel x;
h%: berdabilidade no sentido amplo da variavel y.

Erro associado 4 estimativa da correlagio genética (Vencovsky e Barriga, 1992),
Var(r) = {1/ g ¥’ t, 1 [1+ (b-1) t,] [1+ (b-2) o+ 1Y+
{1/ &b 61, [(1-t) (1) + 11};
81, 82: n® de G.L. relativos a tratamentos e residuo, respectivamente;
b: n° de repetigdes do ensaio (média harménica k= 1,165);
tj=0’29‘/0'29g+62q;
t= 0’y / P+ Sy
= Oy + eyl [(Pg + 0% ) (075 + 6%)]* .
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4.3 Resisténcia de plantas de tomateiro & mosca branca Bemisia spp. e sua
relagiio com o teor de zingibereno nos foliolos

Em um primeiro ensaio utilizaram-se os genétipos de tomateiro TOM-
556, PI-127826, BPX-368#92, BPX-368#250, BPX-368#179 ¢ LA-716 (Quadro
1, Capitulo 2) para avaliagio da resisténcia 4 mosca branca. Cinco clones desses
gendtipos foram cultivados em vasos plasticos com capacidade de 5 L de
substrato, sob estufa plastica, em delineamento inteiramente casualizado, na
Fazenda Experimental do Gorutuba, em Nova Porteirinha, MG. As plantas foram
mantidas em casa de vegetagdo e protegidas das infestagdes de mosca branca
dentro de gaiolas vedadas com tecido voil, até uma semana antes das avaliagdes,
iniciadas quando as plantas atingiram 50 cm de altura. A infestagdo com mosca
branca Bemisia spp. foi natural. De acordo com Vilas Béas et al. (1997), na
auséncia de B.tabaci pode-se inferir que a espécie B. argentifolii esteja presente
quando ocorrem os sintomas de prateamento nas folbas de Cucurbita spp.,
conforme foram verificados nas folhas de C. moschata, aos redores da casa de
vegetagio onde foi instalado o experimento. As avaliagdes do nimero de adultos
presentes em cada genétipo foram realizadas durante oito dias consecutivos, com
o auxilio de uma sacola plastica transparente, acoplada a abertura no apice de
uma gaiola de madeira vedada da luz (50cm x 80cm).

Posteriormente, num segundo ensaio, foram avaliadas duas plantas dos
genétipos TOM-556, PI-127826, BPX-368#92, BPX-368#105, BPX-368#179,
BPX-368#250, PI-134417, TOM-600, LA-716 ¢ LA-3473 (Quadro 1, Capitulo
2), que foram cultivadas nas mesmas condiges experimentais descritas
anteriormente. A infestagdo das plantas com mosca branca Bemisia spp. também
foi natural, ¢ as avaliagdes do mimero de ninfas do inseto (sem separagdo das
fases) foram feitas em cinco foliolos/planta (4 cm?*/foliolo), durante sete dias.
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S Resultados e Discussiio

S.1 Heran¢a do teor de zingibereno e da densidade de tricomas foliares em
tomateiro

5.1.1 Estimativas de herdabilidades para teor de zingibereno e densidade de
tricomas foliares

As caracteristicas teor de zingibereno - zgh e densidade de tricomas
B+II+V, 1, IV, VI ¢ VII possuem herdabilidade alta (0,678 - zgb; 0,888 - tipos
[I+I1+V; 0,831 - tipo I; 0,996 - tipo IV; 0,799 - tipo VI e 0,717 - tipo VII)
(Tabela 5), permitindo dizer que a selegfio individual de plantas com base nestas
caracteristicas pode ser bastante eficiente. O envolvimento do zingibereno e
tricoma VI na resisténcia a artropodes-praga (Weston et al., 1989; Gianfagpa,
Carter e Sacalis, 1992; Guo, Weston e Snyder, 1993) sugere que a selecdo de
plantas com elevado teor da substincia, ou com maior niimero desse tricoma,
podera levar a ganhos genéticos satisfatorios no melhoramento do tomateiro
visando resisténcia a artropodes-praga. Os dados obtidos sugerem que os
tricomas tipos IV e VII, notadamente os primeiros, também variam no mesmo
sentido que o teor de zingibereno, de maneira que a afirmativa também pode ser
estendida para estes tipos de tricomas. As altas herdabilidades no sentido amplo
indiwnqueagrandeparwdavaﬁaéopamwtaswacteﬁsiwasmuephnwsm
populagﬁonédenatumgenética,oquepenniﬁﬁaganhosgenéticos
satisfatérios, a exemplo do obtido na selegio indireta de plantas com alto teor de
2-tridecanona (Barbosa e Maluf, 1996) a partir de cruzamentos com L. hirsutum
var. glabratum. Para que os ganhos com a selegdo indireta de plantas resistentes
a artropodes-praga sejam satisfatorios, a herdabilidade para o caréter associado a
resisténcia deve ser maior que a herdabilidade da propria resisténcia medida
diretamente com o inseto, sob iguais intensidades de selegfio (Falconer, 1987).



TABELA 5. Valores de herdabilidades no sentido amplo e respectivos desvios para
absorbancia de zingibereno (zgh) e densidade de tricomas (II+1II+V),
D, @AV), (VD) e (VII). UFLA: Lavras, MG, 1999.

Estimativas: zgh I-HI+V I v VI vl
h: (original) 0,678 0,888 0,831 0,996 0,799 0,717
s( h:) (0,608) (0,110) ©,119) (0,072) (0,130) (0,106)

Assim, os altos valores de herdabilidades estimadas (Tabela 5) podem refletir em
ganhos genéticos satisfatorios para resisténcia a artropodes-praga quando for
feita a selecio indireta de plantas com alto teor de zingibereno e/ou alta densidade
de tricomas glandulares.

5.1.2 Teste do modelo genético aditivo-dominante e da hipétese de heranga
monogénica para teor de zingibereno e densidade de tricomas I, IV, VI e VII

5.1.2.1 Teste do modelo aditivo-dominante e da heranca monogénica para
teor de zingibereno

0 modelo genético aditivo-dominante (auséncia de epistasia) sob hipotese
pode ser aceito para explicar a independéncia dos efeitos génicos envolvidos no
controle desse cardter (x*= 0,04), em que o grau médio de dominincia pontual
estimado foi de -0,66 (Tabela 6). A distribuicio de frequéncias dos teores de
zingibereno em plantas F, também suporta a idéia de dominincia que ocorre no
sentido do genitor TOM-556, cujas plantas apresentaram baixos teores de
zingibereno, contrario ao genitor PI-127826 (Figura 12). Na populagio F; houve
predominincia de plantas com baixos teores de zingibereno, o que também pode
ser reflexo da domindncia do (s) alelo (s) que condicionam esse fendtipo. Os
resultados indicam uma acgio génica predominantemente de dominincia parcial no
sentido de menores teores de zingibereno.
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TABELA 6. Estimativas dos componentes de médias e teste do chi-quadrado de
validade do modelo genético aditivo-dominante do cruzamento L.
esculentum X L. hirsutum var. hirsutum; ¢ nimero estimado de
genes para as caracteristicas teor de zingibereno (zgb) e densidade
de tricomas (I), (IV), (VI) e (VII). UFLA: Lavras, MG, 1999.

zgh 1 v VI VIl

Populagoes: Médias observadas
TOM-556 0,081 0,000 0,622 50,000 69,156
PI-127826 0,830 20,560 487,220 442,790 127,770
F 0,181 2,230 38,330 261,090 111,680
F; 0,244 14,840 363,612 322,663 115,975
[m] 0,3744 11,8416 247,5315 251,8159 98,7122

(10,0739)  (44,9383) (£21,9307) (£26,5839) (£2,3159)
(a] 0,2934 10,2800 246,9090 201,7798 294710

(30,0739)  (£5,1794)  (£21,9307) (£26,5942) (+2,3235)
fd] -0,1948 -6,4884 -209,1740 11,0585 13,5066

(30,0768)  (18,8339)  (£22,2195) (£31,4530) (+4,1448)
%2 0,04 8,03° 340,75 " 16,85 ° 1,05%
MD-(dMe] 0,66 0,63 0,85 0,05 0,45
zm 14,2 0,2 0,3 1,1 0,1

B nfo significativo e significativo ao nivel de 5%, respectivamente; GMD: grau

médio de dominincia.

A hipétese de heranga monogénica também foi aceita na faixa de GMD
que vai de -1,2 a -0,8 (Figura 13), embora a estimativa de Burton (1951) (cuja
wﬁmaﬁvadeerroédmconhecida)tenhaindiwdoqueonﬁmerodegms
controlando o carater se¢ja 14 (Tabela 6). Rahimi ¢ Carter (1993) estudaram a
heran¢a do zingibereno em tomateiro e concluiram que o carater presenga ou
auséncia do zingibereno ¢ controlado por um dnico loco génico com trés alelos em
série. Os autores verificaram, no entanto, que entre as plantas contendo
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zingibereno, os teores variaram bastante (1% a 100% do encontrado no genitor
PI-127826), sugerindo que genes adicionais possam estar modificando os teores
de zingibereno produzido. A hipétese de uma heranga monogénica, com um alelo
parcialmente dominante no sentido de produzir menores teores de zingibereno,
explicaria os resultados obtidos neste estudo, embora a hipétese nio exclua a
possibilidade da existéncia de genes modificadores. Tendo-se em vista que os
alelos efetivos na produgdo de altos teores de zingibereno s3o recessivos, sugere-
se que um maior niimero de plantas em populagSes segregantes deva ser avaliado
para aumentar a probabilidade de se encontrar pelo menos uma que recupere o
maior teor de zingibereno possivel, presente no genitor P1-127826.
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S.1.2.2 Teste do modelo aditivo-dominante ¢ da heranca monogénica para
densidade de tricomas tipo 1

O modelo genético aditivo-dominante nio foi suficiente para explicar a
independéncia dos efeitos génicos emvolvidos no controle do carater, nio se
podendo descartar a hipitese de epistasia (Tabela 6). O grau médio de
dominidncia estimado (-0,63) indica que ocorre dominiincia parcial no sentido de
menores densidades de tricomas tipo I. A agdo génica de domindncia incompleta
no sentido de menores densidades de tricomas tipo I explicaria a distribuigsio de
frequéncias da densidade desses tricomas nas popula¢des avaliadas (Figura 14).

A hipétese de heranca monogénica nio pode ser descartada para o
carater, o que pode ser explicado pela estimativa do numero de gene (0,2) e pela
significincia do teste desta hipotese, na faixa de GMD que vai de -0,4 a -0,6
(Figura 15).
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5.1.2.3 Teste do modelo aditivo-dominante ¢ da heran¢a monogénica para
densidade de tricomas tipo IV

O modelo genético aditivo-dominante também ndo foi adequado para
explicar as variagGes fenotipicas observadas nas populagdes, indicando que a
hipétese de auséncia de epistasia n3o pode ser descartada para a expressdo do
carater densidade de tricomas tipo IV (Tabela 6). O grau médio de dominincia
pontual estimado para esta caracterisitca foi de -0,85, indicando tratar-se de uma
agdo génica predominantemente de dominincia incompleta do (s) alelo (s) que
confere (em) o fendtipo baixa densidade de tricomas tipo IV. A distribuicio de
frequéncias das diferentes densidades desse tricoma também pode ser explicada
pela presenca de dominéncia no sentido de menor densidade de tricomas (Figura
16).

A hipétese de heran¢a monogénica ndo ¢ rejeitada com GMD de -0,6
(Figura 17). Isto e a baixa estimativa do mimero de genes envolvidos (0,3) levam
a crer que o carater seja controlado basicamente pela agdo de um tmico loco, onde
o alelo recessivo (presente em L. hirsutum var. hirsutum) ;‘. o responsavel pelo

grande nimero de tricomas tipo IV.
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5.1.2.4 Teste do modelo aditivo-dominante e da heranca monogénica para
densidade de tricomas tipo VI

A hipétese de epistdsia para o controle da densidade de tricomas tipo VI
ndo pode ser rejeitada devido ao modelo genético aditivo-dominante ndo ter sido
suficiente para explicar os efeitos de independéncia do (s) gene (s) envolvido (s)
no controle desse carater (Tabela 6). A estimativa do GMD foi baixa (0,05),
embora uma tendéncia de domindncia incompleta no sentido de menor densidade
de tricoma tipo VI pode ser observada na distribuicio de frequéncias da
densidade desses tricomas na populagdo F; (Figura 18). Uma menor divergéncia
entre os genitores TOM-556 ¢ PI-127826 quanto a0 mimero de tricomas nas
plantas pode ter favorecido uma menor estimativa do GMD, sugerindo agio
genica aditiva para o carater, embora mesmo em condigdes de pouca divergéncia
entre os genitores, a domindncia pode estar presente (Falconer, 1987).

A hipétese de heranga monogeénica para o cardter niio pode ser descartada
na faixa de GMD que vai de -0,4 a 0,6, (Figura 19), bem como pelo mimero
estimado de genes (1,1).

78



Py PRI2TRIS

0 [ I9 Py TOM-336
8

w 0w

nimero de plantaa
ievo de plastse

nnnnnnnnnn

ntmero do planias

O = N W A w3

0-100

2 8 8 ]

HiHHL
Toecsazs Vl/em?2 dres folisr Tricomas Vl/cm2 irea foliar

FIGURA 18. Distribuicdo de frequéncia da densidade de tricomas tipo VI, das

populagdes Py, P2, F; ¢ F;, do cruzamento L. esculentum x L.

hirsutum var. hirsutum. UFLA: Lavras, MG, 1999.

100-200)

Nimero de tricomas tipo VI
| —alfa=0.05 ~-Tricomas tipo VI |

100
(=]
k-]
310\ /
[}
o
3
2 1
(&
M T s e s aoN<s 8w —w
T ' 9999 oSoco -

Grau médio de dominancia

FIGURA 19. Grifico da evolugdo dos valores de x* em fungdo do gran médio de
dominéncia, para nimero de tricomas tipo VI, sob a hipétese de
heran¢a monogénica. UFLA: Lavras, MG, 1999,

79



5.1.25 Teste do modelo aditivo-dominante e da heranga monogénica para
densidade de tricomas tipo VII

Para a densidade de tricomas tipo VII, os dados de média obtidos para as
populagdes testadas se ajustaram ao modelo genético aditivo-dominante (Tabela
6), indicando auséncia de epistasia no controle do cariter. O grau médio de
dominancia pontual estimado foi de 0,45, indicando a¢fio génica de dominincia
incompleta no sentido da maior densidade de tricomas tipo VII. Em fun¢io da
baixa divergéncia entre os genitores quanto ao nimero de tricomas tipo VII
(Figura 20), e do pequemo mimero de plantas amostradas, a analise da
distribui¢do de frequéncia do hibrido F, fica prejudicada por nfo se poder definir
o sentido da dominincia que possa estar ocorrendo. Observando-se, porém, a
distribuigdo do F,, nota-se uma predominincia de plantas com menor densidade
de tricomas tipo VII, conforme foi verificado também no genitor TOM-556,
podendo ser reflexo da dominéncia no sentido de menor mimero de tricomas tipo
VI

Na faixa de GMD que vai de -1,0 a 0,0 (Figura 21), a hipétese de
heranca monogénica pode ser aceita, em conformidade com a estimativa obtida

para nimero de gene (0,1).
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5.2 Correlacdes fenotipicas, ambientais e genéticas, entre teor de zingibereno
e densidade de tricomas foliares em tomateiro

As correlagdes genética ¢ ambiental entre teor de zingibereno e densidade
de tricomas II+HI+V, [ IV, VI e VII (Tabela 7) apresentaram sempre o mesmo
sinal. Falconer (1987) relata que nessas condigGes as causas de variagdo genética
¢ de ambiente afetam os caracteres por meio de diferentes mecanismos
fisiologicos. As correlagtes genéticas foram superiores as fenotipicas em seis das
sete correlagOes estimadas. Apenas para zgb vs. tricoma I, a correlagio genética
foi inferior a correlagdo fenotipica. Esses resultados sugerem que os ganhos
genéticos com a selecdo para caracterisitcas correlacionadas podem ser
satisfatorios.

TABELA 7. Correlagdes fenotipica (r) de ambiente (r.) e genética (1), entre teor
de zingibereno (zgb) ¢ densidade de tricomas (tric.) 1, IV, VI e VII
presentes na matriz foliar do tomateiro. UFLA: Lavras, MG, 1999.

Parime- zgbvs.tric. zgbvs. zgbvs. zghvs. 2zghvs. zgbvs.tic. zghbvs.

tro: IHV  tric.]  trc.IV trc. VI tric. VI HIVHVEHVI tric. IV+VI
Tt 0,324 0252 0344 0570 0,195 0439 0,437
I 0,013 0698 0427 0538 0013 0,552 0,575
I 0,563 0151 0512 0829 0414 0,584 0,589
vir(ry (0026)  (0,020) (0015) (0,051) (0,022) (0,024) (0,024)
@ () 0,001 0,150 0001 0001 0010 000l 0,001

As correlagdes entre zgb vs. tricomas II+II+V foram negativas,
mostrando que estes tricomas nio carreiam esse aleloquimico. Por outro lado,
todas as correlagbes entre zgh e tricomas glandulares foram positivas,
evidenciando a presenga do zingibereno em maior ou menor quantidade nesses
tipos de tricomas. A menor correlagdo genética foi obtida entre zgb vs. tricoma I
(0,151), cuja glindula no apice do tricoma ¢ unicelular, além desse ser um
tricoma com distribuico bem esparsa na matriz foliar do tomateiro. A correlagio
genética entre zgb vs. tricoma IV (0,512) sugere a presenca do zingibereno nas
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glindulas deste tipo de tricoma. De acordo com Carter, Gianfagna e Sacalis
(1989), o zingibereno estz presente apenas em tricomas V1. Contudo, a correlagio
genética verificada neste estudo, entre zgb e tricoma IV, sugere a presenga de
zingibereno também neste tipo de tricoma. A correlagio genética de 0,829 entre
zgb e tricoma VI indica maior acimulo da substincia na glindula tetracelular
desse tricoma. O tricoma do tipo VII também possui distribuicio esparsa na
matriz foliar do tomateiro. Todavia, sua correlagio genética com teores de
zingibereno foi de 0,414, indicando que sua glindula também acumula alguma
quantidade de zingibereno. A correlagdo genética de 0,584 existente entre zgh ¢ os
tricomas 1+IV+VIH+VII situou-se proxima de uma média das correlagbes genéticas
entre zgh e cada um dos tricomas independentemente (0,478), indicando que estes
tricomas possuem entre si uma alta associagdio, a exemplo do observado por
Campos (1999). As correlacdes genética entre zgb e tricomas IV+VI (0,589) e
entre zgb e tricomas HIV+VI+VII (0,584) indicam que os tricomas glandulares
tipos I e VII contribuem pouco para o aciimulo de zingibereno nos foliolos do
tomateiro. .

Pode-se inferir que a selegio de plantas com alto teor de zingibereno ou
alta densidade de tricomas glandulares (especialmente os de tipo IV e VI) pode
em ultima analise, servir como técnica de selegdo indireta de plantas resistentes a
artrépodes-praga, em especial a traga-do-tomateiro e mosca branca.

5.3 Resisténcia de plantas de tomateiro 2 mosca branca Bemisia Spp. e sua
~ relagfio com o teor de zingibereno nos foliolos

Os genitores L. esculentum TOM-556 ¢ L. hirsutum var. hirsutum PI-
127826 que apresentaram, respectivamente, valores médios de absorbincia do
zingibereno de 0,081 e 0,830, foram, na respectiva ordem, suscetivel e resistente
a mosca branca Bemisia spp. (Tabelas 8 ¢ 9). Plantas F, do cruzamento TOM-
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556xPI-127826 foram selecionadas somente com base nos altos teores de
zingibereno, tendo-se por critério de selegiio as plantas com maiores valores de
absorbéncia (Abs.) mensurada. Os clones F, BPX-368#92 (Abs= 0,605), BPX-
368#105 (Abs= 0,649), BPX-368#179 (Abs= 0,775) ¢ BPX-368#250 (Abs=
0,623) apresentaram grau de resisténcia & mosca branca intermediirio aos
genitores € na maioria dos casos, mais semelhantes ao genitor mais resistente PI-
127826 (Tabelas 8 ¢ 9).

A linhagem L. hirsutum var. glabratum PI-134417, que contém altos
teores de 2-tridecanona, assim como a linhagem L. esculentum TOM-600,
selecionada com base no alto teor de 2-tridecanona (Barbosa, 1994, Gongalves,
1996 ¢ Labory, 1996), foram resistentes & mosca branca, comparativamente a
linhagem susceptivel TOM-556 que nio contém 2-tridecanona. A selego indireta
para alto teor de zingibereno realizada neste estudo, assim como a selegdo indireta
para alto teor de 2-tridecanona feita por Barbosa (1994), Gongalves (1996) e
Labory (1996), mostraram que estas duas substincias sio efetivas em aumentar o
grau de resisténcia do tomateiro 2 mosca branca Bemisia spp.

A resisténcia de L. pennellii LA-716 & mosca branca, que a literatura
atribui aos acilguicares (Goffreda et al., 1989), confirmou-se (Tabelas 8 ¢ 9).
Também se constatou a resisténcia de LA-3473 (Tabela 9); essa linhagem é
presumivelmente resistente a geminivirus (gene Ty-1), com resisténcia proveniente
de L. chilense LA-1969.
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TABELA 8. Nimero médio de adultos de mosca branca por planta, em 6
gendtipos de tomateiro avaliados em oito dias consecutivos.
EPAMIG/CTNM: Nova Porteirinha, MG, 1999,

Avaliac8es/Dias:

Genétipos: 1 2 3 4 5 6 7 8  Média
TOM-556 175b 75b GOb 100b 90 b 165 ¢ 140 ¢ 160 ¢ 1206 4

PL127826 102 12a  00a 08a 10a 30 08a  08sb  1,08sb
BPX-368492  84sb 44 16a 44sb 48ab 82 b 72sb 86 ¢ 595 ¢
BPX-368#179 253  10a  15a  03a 05a 1,08 153  15ab  1,25ab
BPX-3684250 38s  26ab 08a 34ab 40sb 74ab 48ab 42 b 388 ¢
_LATI6 00a___00a _ 00a _ 00a 00a _00s 002 _ 00a 000
Média: 5.5 23 7 32 32 60 a7 352 2,04

R: 07 06 085 067 06 081 08 054 0%

CV (%6): 81,25 88.76 7921  103.4 90.65 56.77 55,61 36.73 44.18
Médias seguidas de mesma letra na coluna néio diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.

TABELA 9. Niimero médio de ninfas de mosca branca por 4 cm? de area foliar,
em 10 gendtipos de tomateiro avaliados em sete dias consecutivos.
EPAMIG/CTNM: Nova Porteirinha, MG, 1999.

_Avaliacdes/Dias:
Genétipos: 1 2 3 4 5 6 7 Meédia:
TOM-556 414b° 157 c  479b 213 ¢ H7 ¢ 133 ¢ 1950 2760 ¢

PI-127826 003 483b 04a 02a 022 273 10a 1.33ab
BPX-368492 27a 6,4 abc 50a 6,5 ab 4,03b 10,) zb 83a 614 «cd
BPX-3688105 1.7a 122 b 16a 733 15 b 6,7ab 199b 8720 d
BPX-3684179 39a 273 1,7a 09a . - - 2,30 sbe
BPX-368#250 652 7,5 abe 19a lLla 273 05a 26a 3,26 abe
PI1-134417 06a lLla 1,22 0la 0,8ab 03a 0,7a 0698
TOM-600 962 72abe 96a 116 b - - - 9,50 d
LA-716 01la 02a 0la 00a - - - 010a
LA-3473 04a 213b 293 9.23b Llab 83 abe 543 420 b
Média: 6,7 6,0 12 53 71 6,6 83 6,38

R: 0,76 036 0,69 055 0,64 0,49 0,68 094

C.V. (%6): 111,89 12247 14271 111,90 114,36 101.02 76,57 31,67

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%. (-) dados ndo obtidos.
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5.4 Discussiio geral

A selegdo de plantas resistentes a insetos-praga nem sempre é uma tarefa
ficil. Além da inconsténcia com que o inseto pode ocorrer, seu ataque as plantas
em observagdo pode ser desuniforme, prejudicando os resultados do estudo. Desta
forma, a criagdo massal do inseto em laboratdrio pode contribuir para a garantia
de infestagéio nas plantas em época ¢ niveis adequados para se realizar a selego.
Como nio se dispdem ainda de técnicas de criagio massal da maioria dos insetos
que atacam as espécies cultivadas, e de qualquer modo, essas técnicas sdo
dispendiosas, poder-se-ia, alternativamente, fazer uso da sele¢io indireta de
plantas baseada na sele¢do para caracteristicas envolvidas na resisténcia. Para
isto, faz-se nmecessirio conhecer melhor tais caracteristicas, tanto quanto &
maneira mais ripida, barata e eficaz de identificacdo e/ou quantificagio destas,
bem como quanto ao tipo de controle genético que possuem.

Neste estudo, o teor de zingibereno e as densidades de tricomas
glandulares envolvidos na resisténcia do tomateiro a insetos-praga foram
identificados e quantificados em plantas individuais do cruzamento L. esculentum
TOM-556 X L. hirsutum var. hirsutum PI-127826. Foi desenvolvida uma
metodologia colorimétrica rapida, de baixo custo ¢ ndo destrutiva das plantas,
para quantificacio do teor de zingibereno em foliolos de tomateiro, como
altenativa a& metodologia padrio em aparclho HPLC, relativamente mais
dispendiosa e demorada. Para ambas as metodologias constatou-se que o solvente
hexano foi o melhor extrator do zingibereno em foliolos do tomateiro. A
metodologia desenvolvida consiste na extragio do zingibereno em hexano,
seguida da leitura da absorbancia, em espectofotometro a 270 nm (ultra-violeta).

Um critério de amostragem de foliolos/planta e cortes/foliolo para
quantificagiio de tricomas foliares foi estabelecido mediante estudos de varidncias
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da densidade de tricomas entre plantas, foliolos e cortes. Varidncias crescentes
foram verificadas, em geral, entre plantas, foliolos e cortes, sugerindo que maior
mimero de cortes paradérmicos no foliolo deva ser feito sempre que possivel. A
amostragem para quantificagio de tricomas em populagdes segregantes do
cruzamento TOM-556xPI-127826 foi feita tomando-se 3 foliolos/planta e 6
cortes/foliolo, sendo 3 cortes adaxial e 3 abaxial.

O estudo genético das populagdes P, (TOM-556), P, (PI-127826), F, e
F;, para teor de zingibereno, mostrou tratar-se de uma caracteristica de heranca
poligénica, com possibilidade de um gene com efeito maior e outros
modificadores na auséncia de efeitos epistaticos; a agdo desses genes parece ser
predominantemente de dominincia incompleta no sentido de reduzir o teor da
substincia. As caracteristicas densidade de tricomas I, IV, VI e VII possuem
heranca simples (provavelmente 1 unico gene), com agdio génica de dominéncia
incompleta do alelo que condiciona menores densidades desses tricomas. Os
dados ndo permitem concluir, no entanto, se o loco génico envolvido é 0 mesmo
para todos tipos de tricomas glandulares, embora essa hipétese também nio possa
serdmrtadaAfoﬁeassociaﬁoexistenteentemu’icomas,quese
verifica a tendéncia de segregarem juntos (Campos, 1999), sugere um possivel
efeito pleiotropico. Contudo, essa forte associagio entre os diferentes tipos de
tricomas também pode ser explicada pela proximidade dos genes que controlam
cada tipo de tricoma em um mesmo cromossomo (ligagio génica), o que refletiria
em altas correlagdes entre eles.

Os altos valores de herdabilidade para teor de zingibereno e densidade de
tricomas 1, IV, VI e VII possibilitario ganhos genéticos satisfatorios na selecio
de plantas para resisténcia a insetos-praga com base nessas caracteristicas. As
correlagdes genéticas entre teor de zingibereno e tricomas glandulares,
especialmente os tipos IV ¢ VI, refletem a presenga do zingibereno nesses
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tricomas glandulares. Embora Carter, Gianfagna e Sacalis (1989) tenham
relatado a associagio de zingibereno e tricomas tipo VI, as correlagdes genéticas
encontradas sugerem que todos os tricomas glandulares contenham a substincia.

Ficou também demonstrado, nos ensaios, que maiores teores de
zingibereno leva a maiores niveis de resisténcia da planta & mosca branca B.
argentifolii, confirmando a efici€ncia do critério de selecfio indireta no sentido de
aumentar o nivel de resisténcia a insetos. Deste modo, fica evidente que tanto a
selecdo para maior teor de zingibereno quanto a selecdo para maiores densidades
de tricomas glandulares (especialmente tipos IV e VI) sio eficientes critérios de
selecio indireta quando se visa obter cultivares resistentes 3 mosca branca.

Em material genético também derivado do cruzamento TOM-556xPI-
127826, Campos (1999) demonstrou a associa¢fio dos niveis de zingibereno a
maiores densidades de tricomas glandulares (praticamente tipo IV) e a niveis mais
elevados de repeléncia aos acaros I. evansi no tomateiro. Similarmente, Azevedo
et al. (1999) demonstraram, no mesmo material genético, que os niveis de
sesquiterpeno estavam associados a maiores niveis de resisténcia a T. absoluta.

Fica evidente, a partir deste conjunto de ensaios, que o zingibereno
derivado de L. hirsutum var. hirsutum, presente nos tricomas glandulares, é um
principio ativo que confere resisténcia miltipla a artrépodes-praga do tomateiro.
Ganhos genéticos relativos 4 resisténcia 3 mosca-branca foram demonstrados
quando se fez sele¢do indireta para alto teor de zingibereno, o que pode ser
esperado, também, quando for feita selegio para maiores densidades de tricomas
glandulares, especialmente os de tipo IV e VI.

Assim, este estudo contribuin para conhecer methor as inter-relagbes do
complexo zingibereno, tricomas glandulares e resisténcia do tomateiro a mosca
branca, além de permitir o avango de geragdes com vistas & obtengdo de cultivar
resistente a esse inseto-praga.
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6 Conclusies

As altas herdabilidades para teor de zingibereno e densidade de tricomas
foliares possibilitam boa eficiéncia na selegdio de plantas do tomateiro para estas
caracteristicas;

O teor de zngibereno possui heranca monogénica, com dominincia
incompleta no sentido de menor teor, ndo se excluindo, no entanto, a existéncia de
genes modificadores; a auséncia de efeitos epistaticos foi constatada para teor de
zingibereno;

A densidade de tricomas glandulares também possui heranca simples,
com dominincia parcial no sentido de menor mimero de tricomas nos foliolos;

As correlagdes genéticas entre teor de zingibereno e demsidade de
tricomas L, IV, VI e VI indicam a presenga desta substincia nesses tricomas,
especialmente nos de tipo IV ¢ VI,

O aleloquimico zingibereno ¢ efetivo em conferir resisténcia do tomateiro
4 mosca branca Bemisia spp.;

A selecdo indireta de plantas para alto teor de zingibereno e/ou densidade
de tricomas IV e VI ¢ eficiente no seatido de obter gendtipos de tomateiro
resistentes a artrépodes-praga.
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