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RESUMO

FERREIRA, Mariane Goncalves M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2017.
Heranca da resisténcia deSolanum habrochaites a Phytophthora infestans (Mont.) De

Bary. Orientador: Carlos Nick Gomes. Coorientadores: Derly José Henriques da Silva,
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

A requeima, causada pBhytophthora infestan@lont.) De Bary, é a principal doenca foliar

do tomateiro. No manejo dessa doenca, a estratégia mais promissora € o desenvolvimento de
cultivares resistentes, havendo, portanto, a necessidade do entendimento da heranca associad.
a resisténcia. Em programas de melhoramento os estudos dos parametros genéticos auxiliam ne
escolha do melhor método de melhoramento a ser utilizado. Para estimacao desses parametros
sdo empregados dados observados em linhagens contrastaeté) @das geracbes,H,

RCwu1 e RG:2. No entanto, a ocorréncia de gene de efeito maior e poligenes dificultam os
estudos de heranca, uma vez que as metodologias, normalmente, utilizadas ndo detectam as
diferencas entre esses genes. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi estudar a heranca da
resisténcia do tomateiroRa infestansutilizando a fungéo de verossimilhanga para modelar e
estimar parametros relativos aos efeitos de gene maior e poligenes. Os experimentos foram
conduzidos na Horta Experimental do Departamento de Fitotecnia da UFV. Como genitor
feminino foi utilizado a cultivar susceptivel Santa Cl&alénum lycopersicune como genitor
masculino o acesso do Banco de Germoplasma de Hortalicas da UFV BGKS680fim
habrochaites f. glabratunresistente a requeima. As plantas ériginadas do cruzamento,

foram autofecundas para obtencdo da geragd@cPm posterior retrocruzamento entre 0s
genitores para obtengéo das geragdesiRRG 2. A inoculagéo das plantas ocorreu aos 50

dias apds o transplantio no campo. A severidade da doenca foi avaliada por meio de notas,
utilizando escala diagramatica. Os testes foram realizados no programa estatistico Monogen v
0.1. Na determinacdo dos modelos genéticos por meio da funcdo de verossimilhanca, a
significancia dos efeitos que comparam os modelos evidencia que a heranca da resisténcia a
requeima em tomateiro é conferida por gene maior, com efeito aditivo e dominante mais
poligenes, com efeito aditivo mais os efeitos ambientais. A resisténcia vertical pode ser
explorada com a utilizagdo dos genes de efeito maior. Programas de selecao recarrente e
selecdo assistida por marcadores moleculares poderdo auxiliar o emprego da resisténcia

conferida pelos poligenes.
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ABSTRACT

FERREIRA, Mariane Gongalves M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Inheritance of resistance to Phytophthora infestans (Mont.) De Bary in Solanum
habrochaites. Adviser: Carlos Nick Gomes. Co-Advisers: Derly José Henriques da Silva,
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

ABSTRACT: Late blight, caused bighytophthora infestan@viont.) De Baryis a major foliar

disease affecting tomato cropgnong management strategies, the most promising is definitely

the development of resistant cultivars. Therefore, it is necessary to understand how resistance
to this disease is inherited in tomato plants. In breeding programs, studies of genetic parameters
have helped plant breeders to choose the best breeding method to be used. To estimate these
parameters, researchers make use of data collected from trials at which contrasting inbred lines
(P. and B) and their respectiveiFF, BCi.1 e BG.2 generations were evaluated. However,
occurrence of a major-effect gene and polygenes make it difficult to study inheritance patterns
since the methodologies that are commonly used do not detect differences between those genes.
Therefore, this work aimed to study inheritance of resistanBe itafestansn tomato plants,

by using the function of maximum likelihood estimation to modeling and estimating parameters
associated to the effects of major genes and polygenes. Field experiments were conducted at
the Horticulture Research Farm, owned by the Federal University of Vigosa’s (UFV)
Department of Plant Science. The susceptible cultivar Santa Staean(im lycopersicumvas

used as the female genitor and the resistant late-I8ighébrochaites f. glabratuaccession

(BGH 6902), obtained from the UFV Vegetable Gene Bank, was used as the male genitor. F
plants from the crossing were salfup to produce thezprogenies, and also backcrossed with

P1 and B producing BG1 and BG:» generations, respectively. The tomato plants were
inoculated 50 days after transplanting. Disease severity was evaluated by notes, using a
diagrammatic scale. Statistic tests were performed by the Monogen v 0.1 program. By
comparing the genetic models created by using the maximum likelihood function, it was
concluded that inheritance of resistance to late blight in tomato is confereech&jpr gene,

with additive and dominant effes;and polygenes, with additive effects, plus the environahent

effect. Vertical resistanamanbe explored by using genes of major effect. Programs of recurrent
and maker-assisted selection are considered more efficient strategies in selecting genotypes that

hold resistance to late blight conferred by polygenes.
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1. INTRODUCAO GERAL

O tomateiro, espécie pertencente a familia Solanageeaeonhecido como um alimento
de grande importancia socioecondmica e nutricional. Seus frutos sdo consumidos crus ou
cozidos, bem como na forma de salada, sopa, suco, ketchup, molhos, pasta, em po6 e outros
produtos (NAHAR et al., 2011). Nutricionalmente, o tomate é rico em potassio, acido fdlico,
vitamina C, vitamina E, flavonoides e carotenoides (beta caroteno e licopeno) (PALOMO et
al., 2010; WALISZEWSKI; BLASCO, 2010).

A producdo mundial de tomate é de 170,75 milhdes de toneladas em uma area de 5,02
milhdes de hectares. O Brasil ocupa o décimo lugar, com producao de 4,3 milhdes de toneladas
em 64,36 mil hectares, com uma produtividade média de 67 toneladas por hectare (FAOSTAT
2014), o que gera emprego e renda ao produtor. No entanto, a tomaticultura é considerada
atividade de alto risco econbmico e financeiro, especialmente pelo elevado numero de
patdgenos que ocasionam doencas na cultura. Dentre as principais doencas, a requeima, causad
por Phytophthora infestan@ont.) De Bary, é a mais destrutivel, chegando a comprometer
todo o campo de producdo (DUARTE et al., 2007).

A requeima ocorre em praticamente todos os campos de cultivo em condic¢des climaticas
favoraveis, ou seja, temperaturas amenas (entre 15 e 20°C) e umidade relativa superior a 85%
(MIZUBUTI, 2001, 2006; VALE et al., 200FIORINI et al., 2010). Em funcéo de sua elevada
taxa de progresso, pode devastar o tomateiro, em qualquer fase do ciclo. A infeccdo pode
ocorrer em todas as partes acima do solo, causando necrose nas folhas e hastes, podridao d
fruto e morte da planta (FOOLAD et al., 2008).

O manejo da requeima, geralmente, envolve a aplicacdo de uma grande quantidade de
produtos quimicos. Segundo estimativas de economistas do Centro Internacional de La Papa
(CIP), mundialmente sao gastos cerca de um bilhdo de délares por ano no controle dessa doeng
(MIZUBUTI, 2005; MIZUBUTI; FRY, 2006; FIORINI et al., 2010). Porém, em consequéncia
da selecdo de individuos resistentes aos fungicidas, do surgimento de formas mais agressivas
do patdgeno, das restricdes ao controle quimico e da preocupa¢do com a seguranca ambiental
a abordagem mais promissora para alcancar o controle é a resisténcia genética (PARK et al.,
2005). O uso da resisténcia genética € uma das estratégias mais eficientes para o controle de
fitopatdgenos, pois reduz o custo de producéo, facilita 0 manejo da doenca e é ecologicamente
equilibrada (FIORINI et al., 2010).



No processo de obtencéo de gendtipos, a busca por fontes de resisténcias a essa doeng:
é de grande importancia, uma vez que ampkawariabilidade existente. A utilizacdo de
espécies silvestres correlatas ao tomateiro € uma alternativa para a incorporacéesdde ge
resisténcia a requeima, ja que ainda nao foi identificado genes de resisténcia na espécie
cultivada. Por conseguinte, a auséncia de cultivares resistentes a requeima no Brasil se dev
exatamente a dificuldade no processo de obtencéo desses genoétipos (ABREU et al., 2008).

Estudos relacionados a resisténcia genétitardestansém sido alvo de interesse dos
programas de melhoramento relacionados a cultura durante muitos anos. Dentre 0s mecanismos
de resisténcia a requeima em tomateiro incluem aqueles de herangca monogénica (resisténcia
qualitativa) e de heranca poligénica (resisténcia quantitativa). Nesse contexto, a busca por novas
fontes de resisténcia a requeima, é de extrema importancia para subsidiar os programas de

melhoramento da cultura e auxiliar o desenvolvimento de novas cultivares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tomateiro: generalidades

O tomateiro $olanum lycopersicurh.) possui como centro de diversidade a regiao
Andina, que engloba parte do Chile, Bolivia, Equador, Colémbia e Peru (BAI; LINDHOUT,
2007). O centro secundério localigano México onde passou a ser cultivado e melhorado,
antes da colonizagéo espanhola. No Brasil foi introduzido por imigrantes europeus no final do
século XIX (MADEIRA et al., 2008).

Trata-se de uma hortalica herbacea e perene, apesar de ser cultivada como anual. O
crescimento € do tipo simpodial, uma vez que, a estrutura da planta é formada a partir do
desenvolvimento de diversas gemas. As flores reinem-se em cachos e sdo hermafroditas, o que
favorece a autofecundacao. O interesse comercial, dessa cultura, esta nos frutos que séo do tipc
baga, com 2 “n” loculos, 0os quais atingem a maturacdo em torno de 30 a 40 dias apés a
fecundacéao do 6vulo. Além disso, os frutos podem apresentar coloracdo amarelo, alaranjado,
réseo ou vermelho, devido a presenca de carotenoide, em especial o licopeno (FILGUEIRA,
2008).

O licopeno (representando 83% do total dos carotenoides) atua como um potente
antioxidante e contribui no sentido de reduzir o risco de doencas crénicas, protegendo as células
contra danos oxidativos (POOJARY; PASSAMONTI, 2015). Ademais, diversas pesquisas tém
demonstrado os beneficios do tomate na dieta diaria, por conter compostos ou sustancias com
acOes terapéuticas, que ajudam na prevencdo de doencas como: 0 cancer, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. (PALOMO et al., 2010; WALISZEWSKI; BLASCO,
2010)

Além do valor nutricional, o tomate possui elevada importancia social e econémica, po
gerar empregos diretamente no campo e nas diversas fases da cadeia produtiva, diminuindo o
éxodo rural e promovendo o desenvolvimento regional (CARVALHO et al., 2014). Do ponto
de vista econdmico, o tomate é o segundo de maior importancia ficando atras somente da batata.
A producdo mundial de tomate foi de 170,75 milhdes de toneladas em uma area de 5,02 milhdes
de hectares. O maior produtor mundial é a China, seguida da india, Estados Unidos, Turquia e
Egito. O Brasil ocupa o decimo lugar com uma produc¢ao de 4,3 milhdes de toneladas em 64,36

mil hectares, com uma produtividade média de 67 toneladas por hectare (FAOSTAT, 2014



2.2 O patogendPhytophthora infestans

O oomicetoPhytophthora infestangMont.) De Bary causador da requeima ataca o
tomateiro e a batateira nas regides da América do Norte e em outros lugares no mundo com
frequéncia variavel, dependendo das condicdes climaticas. A origem desse patégeno ainda néao
€ conhecida com preciséo, porém, as principais teorias propdem que se originou nos Andes sul-
americanos ou Vale do Toluca do México Central (GRUNWALD; FLIER, 2005; GOMEZ-
ALPIZAR et al., 2007).

A requeima é considerada a principal doenca foliar do tomateiro e, € dentre as doencas
de plantas a mais devastadora por quatro razées: a taxa de progresso da doenca é muito elevad:
assim, a cultura pode ser completamente comprometida com poucos dias de epidemia; baixos
niveis deP. infestanssao de dificil deteccdo no campo; cada lesdo provocada pelo oomiceto
pode produzir até 300 mil novos esporangios por dia, o que contribui para uma rapida
propagacdo da doenca; o ciclo assexuado do patégeno doenca consiste da penetracdo dc
patdégeno, colonizagdo, esporulagdo, e a dispersao, que pode ocorrer em menos de cinco dias
(FOOLAD et al., 2008).

O sucesso dB. infestangomo agente fitopatogénico deve-se a aspectos relacionados
a sua biologia reprodutiva, que pode ocorrer na forma assexuada ou sexuada (NOWICKI et a
2012). O ciclo assexuado permite rapido crescimento populacional no tecido hospedeiro
suscetivel. Os esporangios sdo produzidos em esporangioforos que crescem a partir de tecido
infectado. Os esporangios sédo deiscentes, principalmente em resposta a mudanc¢as na umidade
relativa, e podem ser facilmente dispersos para outras areas do tecidos da planta (FRY, 2008).

Os esporangios podem germinar de modo direto formando tubo germinativo em
temperaturas altas (cerca de 20-25 étima °C) e alta umidade relativa (acima de 90%), ou
indireto, formando zodsporos a temperaturas mais baixas (6timas entre 10 e 15 °C) (LIMA et
al., 2009). Os zoo6sporos sao biflagelados e méveis por um periodo curto de tempo (muitas vezes
menos do que 60 min) antes do encistamento, sendo possivel a formacao de até oito zoGsporos
em cada esporangio. Zodsporos encistados podem germinar de forma direta na folha ou no
tecido do caule através de um tubo germinativo. Normalmente, os sintomas sdo observados
apos pelo menos dois dias, ou ainda dentro de um ou dois dias, sob temperaturas moderadas ¢
na presenca de umidade (FRY, 2008).

O ciclo sexual ocorre quando had o cruzamento de individuos do grupo de
compatibilidade A1 com o A2 (FOOLAD, 2008). Quando os micélios dos dois grupos de

compatibilidade interagem, a reproducéo sexual pode ocorrer por meio da formacdo de
4



o0sporos (COHEN et al., 1997). Os o6sporos podem sobreviver de um ciclo a outro em plantas
daninhas, outros hospedeiros e no solo, sendo necessario um filme de 4gua para que ocorra su:
germinacao.

No Brasil, a populacdo de. infestanse constituida por linhagens clonais altamente
especializadas (SUASSUNA et al.,, 2004), desse modo a linhagem US-1, composta por
individuos do grupo de compatibilidade Al ocorre principalmente em tomateiro, e a linhagem
BR-1, composta por individuos do grupo de compatibilidade A2 tem ocorréncia predominante
em batateira (REIS et al., 2003).

Os sintomas podem ocorrer em qualquer parte da planta, porém nas folhas sdo mais
intensos; aparecem lesdes de formato irregular, de coloracdo pardo-olivacea nos foliolos, com
a presenca de um halo verde mais claro ao redor das manchas foliares e observa-se um aspect
encharcado nas lesdes. Em condi¢cdes de alta umidade relativa do ar, h4 o crescimento de
esporangioforos e esporangios na parte abaxial das folhas, conferindo uma coloracéo
esbranqui¢cada no entorno da lesdo, muito semelhante a um bolor branco e ralo (BOSCO et al.,
2009).

Atualmente, o0 manejo da requeima é feito exclusivamente pelo principio de protecéo do
hospedeiro, através da aplicacdo de fungicidas de carater preventivo e/ou curativaydotaliza
de 15 a 25 aplicagdes de fungicidas por cultivo (FIORINI et al., 2010). Dessa maneira, 0 custo
de producdo torna-se oneroso, além de causar outros problemas, tais como: aumento nas
concentracdes de residuos nos frutos a serem comercializados, aumento do risco a vida do
aplicador e dos demais seres vivos do ecossistema, lixiviacdo dos excessos de produtos
pulverizados, surgimento de isolados resistentes (DUARTE et al., 2007).

A auséncia de cultivares comerciais resistentes a requeima se deve a dificuldade de
trabalhar com esse patdégeno (ABREU et al., 2008). Assim, estudos relacionados com a
resisténcia genéticaR infestangem sido alvo de interesse dos programas de melhoramento
durante muitos anos. Dentre os mecanismos de resisténcia a requeima em tomate incluem o de
heranca monogénica (resisténcia qualitativa) e o de heranca poligénica (resisténcia

guantitativa).

2.3 Genética da resisténcia do tomateiroR. infestans
Os programas de melhoramento genético para a resistéaciafastangom a busca
do desenvolvimento de cultivares resistentes de batata e tomate tiveram inicio desde a

ocorréncia da fome irlandesa na década de 1840, devido a destruicdo dos campos de producac
5



de batata por esse patdogeno (NOWICKI et al., 2012). A resisténélaidiestangpode ser
classificada em resisténcia qualitativa, vertical ou especifica (raca especifica) e quantitativa ou
resisténcia horizontal (raca ndo especifica).

A resisténcia do tipo vertical esta relacionada com a descoberta dos genes de resisténcia
na espécie silvest&olanum pimpinellifoliunh. (NOWICKI et al., 2012) EmS. pimpinellifolium
foram, inicialmente, encontrados trés genes de resisténcia, esses genes foram mapeados nc
cromossomo 7 (Ph-1), 10 (Ph-2) e 9 (Ph-3) (NOWICKI et al., 2012). O gene Ph-1 é o Unico que
possui dominancia completa fornecendo resisténcia contra a raca T-0 do patdgeno, mas tem
sido rapidamente suplantado por novas ragas.

A resisténcia condicionada pdRit2 fornece apenas resisténcia parcial contra varios
isolados do patégeno. Este gene possui dominancia incompleta, e foi mapeado no longo bracgo
do cromossomo 10. Uma desvantagem do Ph-2 é que fornece apenas uma reducdo da taxa dc
desenvolvimento da doenga, em vez de bloquear a doenga, e que muitas vezes falha na presencg
de isolados mais agressivos (ZHANG et al., 2014). O Ph-3 é um gene de resisténcia mais
efetivo, possuindo dominancia incompleta para um vasto leque de isolafosnfiestans
(CHEN et al., 2008; NOWICKI et al., 2012).

Posteriormente, outros genes de resisténci® mfestansforam identificados e
localizados, o Ph-4 no cromossomo 2 (LI et al., 2011) e o Ph-5 no cromossomo 1 (FOOLAD et
al., 2008). As plantas que apresentam resisténcia vertical a doenga séo inicialmente eficazes na
prevencdo da infeccdo e na protecdo da cultura, porém essa resisténcia pode falhépidom
desenvolvimento de linhagens mais agressivas do patégeno (KLARFELD et al., 2009;
NOWICKI et al., 2012).

J& a resisténcia horizontal € comumente controlada por varios genes ou locus de tracos
qualitativos (QTLs), podendo ser mais duravel (THURSTON, 1BROUWER et al., 2004;
NOWICKI et al., 2012 Esse tipo de resisténcia foi encontrada em germoplasma silvestre de
Solanum habrochaitedNo entando, a utilizacdo de germoplasmas silvestre em cruzamentos
interespecificos para a introgresséao de alelos para cultivares elite € um grande desafio, pois
pode acarretar na introgressao de alelos sem interesse agronémico (BROUWER et al., 2004,
NICK et al., 2014).



2.4 Metodologias utilizadas para o estudo da heranca genética do tomateir®.a
infestans

Existem diferentes métodos de analise para o estudo da heranca genética das
caracteristicas quantitativas. Dentre essas, podemos citar a analise de geracdes e 0s estimadore
de maxima verossimilhanca.

Na analise de geracfes € possivel estimar a partir da metodologia proposta por Mather
e Jinks (1971) os componentes da média, considerando os progenitores contrastaites P
suas geracgoes derivadas, (i, RCi.1 e RG.2). A partir desta metodologia é possivel calcular
as médias e variancias genotipicas, fenotipicas e ambiental de cade geram esses valores
estimar as herdabilidades no sentido amplo e restrito, além do grau médio de dominancia da
caracteristica. Juntamente com essas analises é possivel estimar o nUmero de genes com ¢
método de Castle (1921).

Nos estudos da heranca genética do tomateiro a requeima, utilizando analise de geragdes
foi determinado a existéncia de aproximadamente vinte e oito genes controlando o carater,
sugerindo que a heranca da resisténcia a requeima é do tipo poligénica (ABREU et al., 2008)
No entanto, a estimacdo do niumero de genes por essa metodologia € pouco precisa, uma vez
que fornece apenas o numero de genes que que expressam dominancia, além de considerar qu
todos os genes possu efeitos iguais sobre a expressao fenotipica do carater (CRUZ, 2012),
sendo incapaz de identificar a existéncia e de gene de efeito maior e poligenes no controle da
caracteristica.

Por outro lado, pelo método da maxima verossimilhanca (SILVA, 2003) é possivel
estivar a acéo de gene de efeito maior e de poligenes. Essa metodologia considera diferentes
modelos hierarquicos, iniciando do modelo mais simples que inclui apenas a variagcdo ambiental
até o mais complexo que incluem gene de efeito maior e poligenes. O software Monogen versao
0.1 (SILVA, 2003), é utilizado para a obtencéo das estimativas dos parametros genéticos dos
modelos hierarquicos e dos testes de hipGteses pelo critério da maxima verossimilhanca
(REZENDE et al., 2004).
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4. CAPITULO 1: Resisténcia a requeima enolanum habrochaites € governada por
gene de efeito maior e poligenes
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Resisténcia a requeima erfsolanum habrochaites é governada por gene de efeito maia
poligenes

Mariane G. Ferreiral; Carlos Nick 2

Universidade Federal de Vigosdep. de Fitotecnia, Campus Universitario, s/n, 36.570-000,
Vigosa-MG, marianegonferreira@gmail.com;

2Universidade Federal de Vicosdep. de Fitotecnia, Campus Universitario, s/n, 36.570-000,
Vicosa-MG, carlos.nick@ufv.br

RESUMO: A requeima, causada p&hytophthora infestan@ont.) De Bary, é a principal

doenca foliar do tomateiro. No manejo dessa doenca, a estratégia mais promissora € o0
desenvolvimento de cultivares resistentes, havendo, portanto, a necessidade do entendimento
da heranca associada a resisténcia. Em programas de melhoramento os estudos dos parametrc
genéticos auxiliam na escolha do melhor método de melhoramento a ser utilizado. Para
estimacao desses parametros sdo empregados dados observados em linhagens contrastantes (
e P) e das geracgdes,F~, RCi.1 e RG:2. No entanto, a ocorréncia de gene de efeito maior e
poligenes dificultam os estudos de heranca, uma vez que as metodologias, normalmente,
utilizadas néo detectam as diferencas entre esses genes. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi
estudar a heranca da resisténcia do tomatei®. anfestans utilizando a funcdo de
verossimilhanca para modelar e estimar parametros relativos aos efeitos de gene maior e
poligenes. Os experimentos foram conduzidos na Horta Experimental do Departamento de
Fitotecnia da UFV. Como genitor feminino foi utilizado a cultivar susceptivel Santa Clara
(Solanum lycopersicuyre como genitor masculino o acesso do Banco de Germoplasma de
Hortalicas da UFV BGH 690&olanum habrochaites f. glabratyymesistente a requeima. As
plantas k, originadas do cruzamento, foram autofecundas para obtencéo da geracamF
posterior retrocruzamento entre os genitores para obtencédo das geragdes RG.. A
inoculacdo das plantas ocorreu aos 50 dias apds o transplantio no campo. A severidade da
doenca foi avaliada por meio de notas, utilizando escala diagramatica. Os testes foram
realizados no programa estatistico Monogen v 0.1. Na determinacdo dos modelos genéticos por
meio da funcédo de verossimilhanca, a significancia dos efeitos que comparam os modelos
evidencia que a heranca da resisténcia a requeima em tomateiro é conferida por gene maior,
com efeito aditivo e dominante mais poligenes, com efeito aditivo mais os efeitos ambientais.

A resisténcia vertical pode ser explorada com a utilizacdo dos genes de efeito ma@madog
13



de selecéo recorrente e a selecdo assistida por marcadores moleculares poderdao auxiliar

emprego da resisténcia conferida pelos poligenes.

Palavras chave:Solanum lycopersicum, Phytophthora infestas$,idos de heranca.

ABSTRACT: Late blight, caused biyhytophthora infestan@viont.) De Baryis a major foliar

disease affecting tomato cropgnong management strategies, the most promising is definitely

the development of resistant cultivars. Therefore, it is necessary to understand how resistance
to this disease is inherited in tomato plants. In breeding programs, studies of genetic parameters
have helped plant breeders to choose the best breeding method to be used. To estimate these
parameters, researchers make use of data collected from trials at which contrasting inbred lines
(P1 and B) and their respective1FFR, BCi.1 e BG:2 generations were evaluated. However,
occurrence of a major-effect gene and polygenes make it difficult to study inheritance patterns
since the methodologies that are commonly used do not detect differences between those genes.
Therefore, this work aimed to study inheritance of resistanBe itafestansn tomato plants,

by using the function of maximum likelihood estimation to modeling and estimating parameters
associated to the effects of major genes and polygenes. Field experiments were conducted at
the Horticulture Research Farm, owned by the Federal University of Vigosa’s (UFV)
Department of Plant Science. The susceptible cultivar Santa Staean(im lycopersicumvas

used as the female genitor and the resistant late-I8ighébrochaites f. glabratuaccession

(BGH 6902), obtained from the UFV Vegetable Gene Bank, was used as the male genitor. F
plants from the crossing were salfup to produce thexiprogenies, and also backcrossed with

P1 and B producing BG1 and BG:» generations, respectively. The tomato plants were
inoculated 50 days after transplanting. Disease severity was evaluated by notes, using a
diagrammatic scale. Statistic tests were performed by the Monogen v 0.1 program. By
comparing the genetic models created by using the maximum likelihood function, it was
concluded that inheritance of resistance to late blight in tomato is confereech&jpr gene,

with additive and dominant effes;and polygenes, with additive effects, plus the environahent

effect. Vertical resistana@nbe explored by using genes of major effect. Programs of recurrent
and maker-assisted selection are considered more efficient strategies in selecting genotypes that
hold resistance to late blight conferred by polygenes.

Keywords: Solanum lycopersicum, Phytophthora infestadlies of inheritance
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4.1 Introducéo

O tomateiro é reconhecido como uma espécie agricola de grande importancia
socioecon6mica e nutricional. No entanto, a tomaticultura & considerada como uma atividade
de alto risco econémico e financeiro, especialmente pelo elevado nimero de patégenos que
ocasionam doencas na cultura. Dentre as doencas que incidem na cultura, a requeima, causad:
por Phytophthora infestan@dlont.) De Bary € aguela que demanda maior atencdo pordparte
tomaticultor (DUARTE et al., 2007).

O manejo da requeima, geralmente, envolve a aplicacdo de uma grande quantidade de
produtos quimicos. Segundo estimativas de economistas do Centro Internacional de La Papa
(CIP), mundialmente sdo gastos cerca de um bilhdo de dolares por ano em seu controle
(MIZUBUTI, 2005; FIORINI et al., 2010). Porém, com o surgimento de formas mais agressivas
do patdgeno e selecdo de individuos resistentes, das restricbes ao controle quimico e da
preocupagado com a seguranga ambiental a abordagem mais promissora para maior eficiéncia e
efetividade do controle é a introducéo de genes de resisténcia (PARK et al., 2005).

No tomateiro diversos estudos relacionados a resisténcia genética tem sido alvo de
interesse nos programas de melhoramento, uma vez que reduz o custo de producéo, facilita o
manejo da doenca e € ecologicamente viavel. Dessa forma, compreender a acdo do gene
predominante na expressao de um carater € de extrema importancia para dirigir as atividades
em um programa de melhorameetpara obter ganhos genéticos (OLIVEIRA et al., 2016).

Estudos sobre a heranca da resisténica genética do tomateirinfestansforam
realizados por Abreu et al. (2008), os quais utilizando a metodologia proposta por Mather and
Jinks (1971) e Castle (1921) determinaram que sdo, aproximadamente, vinte e oito genes que
controlam a resisténcia a requeima, sugerindo que a heranca da resisténcia a requeima € do tipc
quantitativa. No entanto, os estudos de heranca quantitativa s&o complexos, uma vez que séo
muito influenciados pelo ambiente, e € ainda mais quando estao envolvidos muitos genes de
pequeno efeito (BALDISSERA et al., 2014).

A estimacdo do numero de genes, por essa metodologia, é pouco precisa, pois fornece
apenas o numero de genes que que expressam dominancia, além de considerar que todos o
genes possuem efeitos iguais sobre a expressao fenotipica do carater (CRUZ, 2012). Dessa
forma, é necessario utilizar metodologias que levam em consideraxisténcia de genes com
efeitos aditivos e de dominancia e que consiga distinguir os diferentes efeitos que cada gene

representa para a expressado do carater.
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A metodologia proposta por Silva (2003) é uma alternativa para contornar os problemas
dos estudos de heranca genética. Essa metodologia considera diferentes modelos hierarquicos
iniciando do modelo mais simples, que inclui apenas efeitos ambientais, até 0 modelo mais
completo que inclui tanto gene de efeito maior quanto poligéisssn, o objetivo do trabalho
foi estudar a heranca mista da resisténcia do tomatérardestansutilizando a fungéo de
verossimilhanca para modelar e estimar parametros relativos aos efeitos de gene maior e

poligenes.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Local e conducao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos na Horta Experimental do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, localizada em WMOs&0° 45° 14° S; 42°
527 53 W; 648,74 m de altitude).

O genitor feminindP1) utilizado no cruzamento foi a cultivar susceptivel Santa Clara
(Solanum lycopersicune o genitor masculin@.) o acesso do banco de germoplasma da UFV
BGH 6902(S. habrochaites f. glabratynresistente a requeima. Das plantgsoFiginadas do
cruzameto entre R e B, uma parte foram autofecundas para obtencéo da geraeaodutra
parte retrocruzada com os genitores para obtencdo das gerag@esiR@..

A cultivar, Santa Clara, possui frutos oblongos bi ou triloculares, é consimmdtura
e a massa média dos seus frutos é de aproximadamente 130g. O acesso BGH 6902 é uma espéci
silvestre e produz frutos pequenos de coloragcdo esverdeada, com sabor e odor ddsagradave
(FIORINI et al., 2010).

As mudas foram produzidas em bandejas de poliestireno expandido de 128 células,
contendo substrato comercial Tropstfat® transplante das mudas para o campo realizou-se
quando as plantulas apresentarem 4-5 folhas definitivas totalmente expandidas, com
espacamento de 1,0 m x 0,6 madubacao e os tratos culturais foram realizados de acordo
com a recomendacéao e necessidade da cultura. Utilizou-se o sistema de tutoramento por fitilho

verticale a irrigacao por gotejamento.
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4.2.2 Coleta e preparo dos isolados

Isolados deP. infestansdos municipios de Cajuri, Coimbra, Teixeiras e Vigosa,
localizados na regido da Zona da Mata mineira, foram coletados para formar a solucédo de
inoculo. Durante as coletas os foliolos infectados foram destacados e posteriormente
adicionados em bandejas plasticas desinfetadas com alcool 70% com papel toalha umedecido
As bandejas foram armazenadas em sacos plasticos e mantidas a 18 °C por aproximadamente

24h, para incubacéao (formacédo de camara umida).

4.2.3 Inoculacéo dos isolados

Para a inoculacao foi realizada uma mistura das suspensdes contendo os diferentes
isolados, a qual teve sua concentracdo ajustada por meio de hemacitometro, para 103
esporangios por mililitro de suspenséo. Posteriormente, a suspensao da mistura foi colocada na
geladeira por 1 h, em temperatura de aproximadamente 4° C para induzir a lilberacao
Z0o0sporos.

A inoculacao foi realizada ao entardecer, com o auxilio de pulverizador costal manual
apos 50 dias do transplantio no campo. Aplicando-se aproximadamente 10 ml da suspensao por
planta. Para garantir o molhamento foliar das plantas foram realizadas irrigadas por aspersao

trés vezes por semana, ao entardecer.

4.2.4 Avaliacao da resisténcia a requeima

Foram realizadas avaliacdes da severidade da requeima em plantas das@dtes;g
20 plantas do genitor feminino (Cultivar Santa Clara), 18 plantas do genitor masculino (BGH
6902), 19 hibridos, 281 genotipos B3 gendtipos RG e 84 gendtipos RE.

No campo foi atribuida notas as folhas de cada planta, conforme escala diagramatica
proposta por CORREA et al. (2009) (Tabela 1). As notas da severidade da requeima foram
atribuidas individualmente em cada folha das plantas a cada trés dias, por 18 dias, totalizando

6 avaliacoes.
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Tabela 1:Escala de classificacéo de severidade da doenca, sugerida por CORREA et. al. (2009)

Classificacao da doenca Severidade da doenca

1 3% da folha lesionada
12% da folha lesionada
22% da folha lesionada
40% da folha lesionada

60% da folha lesionada

D 01~ W DN

77% da folha lesionada

As notas foram utilizadas para determinar a area abaixo da curva de progresso da doenca

(ABCCD). Conforme estimador dado pela seguinte expressao:

ABCCD =Y"! {[yi+yin /2]*(tit+t — £)}

Em que:

yi e y+1: porcentagem de area foliar lesionada observada na avaliagéo i e na seguinte i +1;
ti e t+1: intervalo de tempo entre as avaliagoes;

n: nimero de avaliacdes.

4.2.5 Andalise estatistica

As estimativas dos parametros genéticos e teste de hipétese relativos aos parametros
foram realizados no programa Monogen v 0.1 (SILVA, 2003). Essa metodologia propde estimar
e modelar parametros relativos ao efeito de gene maior e poligenes, por meio do método de
maxima verossimilhanga. Com as gerac@e®PF, R, RCi:1, RG:2 foi possivel estimar todos
dos efeitos dos modelos entres os modelos propostos (Tabela 2).

A funcédo de verossimilhanca foi utilizada com as pressuposicfes que a caracteristica
pode apresentar um gene de efeito maior, sendo que ha variacdo observada nos individuos é

devido a acao de efeitos ambientais e/ou de genes de efeitos menores.
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Tabela 2: Modelos estatisticos testados no estudo da heranca da resisténcia do t@amateiro
requeima. Vigcosa MG, 2017.

Modelos Parametros

1: Gene maior com efeito aditivo e dominante +
) _ - ) L, a, d, [a], [d], Va, Vd, Sad, ¢?
poligenes com efeito aditivo e dominante

2: Gene maior com efeito aditivo e dominante
. . " u,a,d, [a], Va, 6
poligenes com efeito aditivo

3: Gene maior com efeito aditivo + poligenes com
) . _ M, &, [a], [d, Va, Vd, Sad, ¢>
efeito aditivo e dominante

4: Gene maior com efeito aditivo + poligenes com

efeito aditivo .2 [al, Va, &

5: Poligenes com efeito aditivo e dominante u, [a], [d], Va, Vd, Sad, c?
6: Poligenes com efeito aditivo u, [a], Va, 62

7: Gene maior com efeito aditivo e dominante u, a, d, o2

8: Gene maior com efeito aditivo i, a, 62

9: Apenas o efeito do ambiente u, 62

Sendo que:

l: constante de referéncia,

a. efeito aditivo do gene de efeito maior;

d: efeito de dominancia do gene de efeito maior;

[a]: componente poligénico aditivo;

[d]: componente poligénico de dominancia;

Va: variancia aditiva,

Vs: variancia atribuida aos desvios de dominancia dos efeitos poligénicos;

Sad: componente da variacao relativa aos produtos dos efeitos poligénicos aditivos pelos efeitos
poligénicos de dominancia;

o2 variancia ambiental.

Os testes de verossimilhanca foram feitos por meio da estatistica LR (Likelihopd ratio
(Modd et al., 1974) dada por:
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Em que, L(Mi) e L(Mj) as funcdes de verossimilhanca dos modelos i e j, em que o0 modelo i

deve estar hierarquizado ao modelo |.

4.3 Resultados

A média da geracao: Foi superior & média dos pais, com relacdo a suscetibilidade,
que indica a existéncia de heterose no sentido de maior valor do carater, ou seja,
susceptibilidade (Tabela 3). Esses resultados indicam a predominancia de edeitos d
dominancia. A redugdo da média da geraciicof relacdo a geragda Eomprova essa
afirmativa, visto que o avan¢o das geracdes ocasiona a reducdo desse efeito. Ademais, o
fendtipo resistente foi observado apenas em homozigose, 0 que sugere a existéncia de genes

recessivos no controle da caracteristica.

Tabela 3: Médias e amplitudes das geracdesM, Fi, /, RC.1, RC2 avaliadas quanto a
resisténcia a requeima derivadas do cruzamentdSaanum lycopersicune Solanum
habrochaites f. glabratum/icosa— MG, 2017.

Geracdes Médias Amplitudes
P 185,37 56,76 - 310,34
P2 62,33 8,80 - 164,92
F1 254,31 79,19 - 323,66
F2 172,42 4,03 - 561,93
RCia 239,22 8,40 - 390,14
RG22 127,32 11,32 - 246,74

O componente da variacdo ambiental foi menor que o componente de variacdo genético,
assim os efeitos genéticos atuam em maior proporgéo para a manifestacéo do fenétipo (Tabela
4). As estimativas da herdabilidade no sentido amplo e restrito foram de 53,19% e, 13,09%

respectivamente, indicando que a caracteristica € muito influenciada pelo ambiente.
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Tabela 4: Estimativas dos parametros genéticos influenciadores da resisténcia a requeima
avaliadas na populag (F2) derivada do cruzamento d&olanum lycopersicura Solanum
habrochaites f. glabratunYicosa— MG, 2017.

Parametros F2
Varianciafenotipica 7917,92
Variancia genotipica 3706,08
Variancia ambiental 4211,84

Varianci aditiva 1036,49
Variancia de dominancia 3175,36
Herdabilidade ampla 53,19
Herdabilidade restrita 13,09

Heterose 130,46

Os efeitos do gene maior e/ou poligenes, assim com a predominancia dos efeitos aditivos
e dominantes foram estimados pelo critério da maxima verossimilhanca proposto por Silva
(2003). Essa metodologia propde a comparacédo entre o modelo completo (modelo 1) com cada
um dos modelos reduzidos (2,3,4,5,6,7,8,9). A significancia dos testes entre os modelos indica
gue o efeito dos parametros diferentes entre eles € significativo, assim o modelo mais completo
explica melhor a caracteristica. De outra forma, a ndo significancia do teste indicaogelo
reduzido é o que melhor explica a heranca da resisténcia. Diante disso, os resultados dos testes
de hipoteses sobre os modelos genéticos indicam a existéncia de gene maior com efeito aditivo

e dominante e poligenes com efeito aditivo apenas, maisitus efmbientais (Tabelg.5
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Tabela 5 Hipdteses dos modelos genético - estatistico da heranca da resisténcia do tomateiro

a requeima avaliadas nas geracdogsP® Fi, i, RC1, RG22 derivadas do cruzamento de

Solanum lycopersicum Solanum habrochaites f. glabratumor meio da funcdo de maxima

verossimilhancaVicosa— MG, 2017.

Modelos Gl X2 Probabilidade
lvs?2 3 4,8554 0,182693831
lvs3 1 22,5518 0,000002077
lvs4 4 60,3785 0,00000026
lvs5 2 22,5518 0,000012754
1vs 6 5 60,3838 0,00000038
lvs7 5 48,6065 0,0000002
lvs8 6 63,6038 0,0000003
1vs9 7 131,6788 0,0000005
2vs 4 1 55,5231 0,000000083
2VsS 6 2 55,5284 0,000000332
2vs7 2 43,7511 0,000000145
2vs 8 3 8,7484 0,0000003
2vs 9 4 126,8234 0,00000064
3vs5 1 0,0000 0,999992875
3vs6 4 37,8320 0,00000036
3vs8 5 41,0521 0,0000003
3vs9 6 109,1270 0,000000449
4vs 6 1 0,0053080 0,941919
4vs 8 2 3,2253 0,19935
4vs9 3 71,3003 0,0000003
5vs6 3 37,8321 0,00000017
5vs9 5 109,1271 0,00000059
6vs9 2 71,2949 0,00000044
7vs 8 1 14,9973 0,000107
7vs9 2 83,0723 0,0000005
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O contraste entre os modelos 1 e 2, que confronta a hipétese da existéncia de gene maior
com efeito aditivo e dominante e poligenes com efeito aditivo e dominante com gene maior
com efeito aditivo e dominante e poligenes com efeito aditivo apenas, foi ndo significativo,
dessa forma os efeitos de dominancia dos poligenes ndo afeta o controle da resisténcia a
requeima. Comparando os modelos 2 e 4, que testa a presenca de gene maior com efeitos de
dominancia, foi significativo, evidenciando que esse efeito € importante para a caracteristica.

Para testar a existéncia de poligenes com efeitos aditivos foram confrontados os
modelos 2 e 7, o qual foi significativo, evidenciando que os efeitos aditivos dos poligenes séao
relevantes para a caracteristica. J& a significancia do teste entre os modelos 2 e 8 mostra
importancia dos efeitos aditivos do gene maior. A Ultima comparacéo é entre os modelos 2 e 9
gue testa se os efeitos ambientais atuam no controle da caracteristica, sendo este significativo,

dessa forma o ambiente também contribui para a resposta a resisténcia das plantas a requeima

4.4 Discussao

Diferencas na severidade da doenca foram observados entre o genitor susceptivel e
resistente com amplitude de 123, 04 unidades de area abaixo da curva de progresso da doeng:
(ABCPD), indicando que o genitor utilizado € uma possivel fonte de genes de resisténcia a
requeima.

A maior média da geracdo F1 com relacdo ao pai susceptivel sugere a presenca de
dominancia no sentido da susceptibilidade. Dessa forma, a producéo de hibridos reaistentes
requeima seria dificultada. Ademais, fendtipos resistentes foram observados apenas nos
individuos homozigotos, o que indica que 0s genes responsaveis pela resisténcia sédo recessivos
corroborando resultados encontradosHisayed et al. (2012).

Baixas estimativas das herdabilidades no sentido amplo e restrito foram observadas.
Abreu et al. (2008) também obtiveram baixas estimativas de herdabilidade em cruzamentos
entre S.lycopersicume S. habrocaitegesistentes a requeimblerdabilidade baixas sdo
encontradas principalmente em caracteristicas quantitativas, as quais sofrem grande influéncia
do ambiente. Assim, a avaliagdo da natureza da variagédo genética e/ou ambiental da@opopulag
€ importante, uma vez que a variacdo por meio da acdo do ambiente é temporaria, ndo sendo
possivel sua exploragéo pela sele¢édo (Cruz,)2012

A significancia do teste entre os modelos 2 com 4 e 2 com 8 sugere a presenca de efeitos
adtivos e de dominancia do gene de efeito maior da resisténcia, 0 que pode ser indicio da
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heranca monogénica. A maior média da geracdo F1 com relacdo aos pais sugere a existéncia
dos efeitos de dominancia, ademais reducdo da média na geragdo F2 confirma essa afirmativa.
Segundo Arias (1986) e Gravina et al. (2004), efeitos de dominancia e interacdes génicas séo

de menor importancia nas espécies autbgamas, uma vez que esses efeitos atuam coma
agitadores no processo de melhoramento para o desenvolvimento de linhagens. Por outro lado,
a existéncia do componente aditivo aumenta a possibilidade da fixacdo da resisténcia nos

individuos resistentes homozigotos das geracdes seguintes, além de proporcionar maiores
ganhos com a selecédo (LOBO et al., 2005).

Efeitos aditivos e de dominancia do gene de efeito maior também foram observados
para outras caracteristicas na cultura do tomate, com a utilizagdo dos modelos de
verossimilhanca. Gongalves et al. (2007) determinaram que a heranca do teor de acilagucares é
governada por gene maior com efeito aditivo e dominante, que evidencia a herangca monogénica
para o carater. Essa metodologia também foi utilizada na cultura do feijdo e do milho
(REZENDE et al., 2004; BATISTA, 2015), com éxito na determinacéo dos efeitos dos genes
envolvidos no controle da caracteristica.

A partir do gene de efeito maior a resisténcia qualitativa pode ser proposta para a
resisténcia do tomateiro a requeima. A introgressao desse gene pode ser realizada com sucesst
a partir da utilizagéo de retrocruzamento. No entanto, plantas com resisténcia a ragas especificas
por meio de genes principais (resisténcia vertical) sdo eficazes na prote¢cao apenas no inicio da
infeccdo. Isso se deve pelo rapido desenvolvimento de linhagens mais agressivas (FRY et al.,
1993; KLARFELD et al., 2009). Apesar disso, a resisténcia raca especifica pode ser utilizada
quando multiplos genes de resisténcia sado introduzidos.

A nédo significancia no teste que compara o modelo 1 com o modelo 2 indica a
inexisténcia dos efeitos de dominancia dos poligenes e a significancia do teste entre os modelos
2 e 7 aponta para a existéncia de poligenes com efeito aditivo. A resisténcia conferida pelos
poligenes pode ser explorada com a utilizacdo de andlises moleculares, as quais determinardo
quais as propor¢cbes dos poligenes explicam a resisténcia. A partir dessas informacdes
programas de selecdo recorrente pode ser recomendado para incorporar as linhagens esse:
genes. Outra estratégia para os programas de melhoramento seria a utilizacdo da selegéo
assistida por marcadores moleculares, a qual pode auxiliar no processo de piramidacao desses
genes. A piramidagéo de genes garantira ao novo cultivar, maior tempo no mercado devido a

maior dificuldade do patégeno em suplantar essa resisténcia (YOUNG; KELLY, 1996).
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4.5 Conclusodes

A resisténcia do tomateiro a requeima é recessiva, governada por gene de efeito maior
com efeito aditivo e dominante, poligenes com efeito aditivo e o efeito ambiental,

A utilizag&o de retrocruzamento pode possibilitar a introgresséo do gene de efeito maior;

A utilizacdo de programas de selecédo recorrente e marcadores moleculares auxiliarao

na introgressao dos poligenes.
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