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RESUMO

MARTINS, Francielle Alline, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2011. Integracdo de dados morfoagrondmicos, moleculares e
fitopatoldégicos para estabelecimento de cole¢cdo nuclear. Orientador:
Pedro Crescéncio Souza Carneiro. Co-orientadores: Cosme Damiao Cruz,
Derly José Henriques da Silva e José Eustaquio de Souza Carneiro.

Objetivou-se com este estudo realizar a integracdo de dados de caracteres
quantitativos, multicategéricos, moleculares e fitopatoldgicos visando a avaliagéao
da diversidade genética de subamostras de tomateiro do Banco de Germoplasma
Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa (BGH-UFV). Foi utilizado um
conjunto de dados de 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV caracterizadas
quanto a 27 caracteres quantitativos, 34 caracteres qualitativos, 144 locos ISSR,
reacao a Alternaria solani, Pseudomonas syringae pv. tomato e ao Tomato yellow
spot virus (ToYSV). A avaliagao da diversidade genética entre as subamostras foi
realizada para cada conjunto de caracteres por meio do agrupamento de Tocher e
em seguida procedeu-se a comparagdo entre as matrizes de dissimilaridade
obtidas a partir dos dados de diferentes naturezas pelo teste Z de Mantel. Embora
os valores de correlacdo entre as matrizes tenham sido significativos a 5%
probabilidade, esses foram de baixa magnitude, ndo oferecendo suporte para
extrapolar os resultados de um conjunto de dados para outro. Assim, duas
estratégias de integragdo dos dados foram utilizadas: CONV — conversdo dos
dados quantitativos e fitopatoldgicos em multicategéricos, visando a obtencao de

uma unica matriz de dissimilaridade que contemplasse todas os caracteres
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independente de suas naturezas e a SOMA - obtengcdo das matrizes de
dissimilaridade individualmente para cada conjunto de caracteres e em seguida a
soma algébrica das mesmas. Dezessete subestratégias de conversdo de dados
foram analisadas, dentre essas destacou-se a DEA-3 (divisdo equitativa da
amplitude em trés classes), cujo o valor de correlagdo com a matriz dissimilaridade
original foi de 0,782. Ao comparar as estratégias CONV e SOMA observou-se alto
valor de correlagéo, r=0,96, entre as matrizes de dissimilaridade obtidas por cada
uma delas. No entanto, a estratégia CONV se destacou, uma vez que permitiu
maior discriminagcdo das subamostras. Foram estabelecidas 10 subcole¢des a
partir das 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV. Essas subcolegcées foram
definidas pela combinagao entre a natureza dos dados avaliados e intensidade de
amostragem. A estratégia de amostragem utilizada foi a logaritmica estratificada, e
as subamostras selecionadas por estrato foram determinadas pela analise
multivariada a partir do método de agrupamento de Tocher invertido. As
intensidades avaliadas foram de 20 e 30%. Para a avaliacdo da representatividade
das subcolegdes estabelecidas e a definicho da que melhor representou as
subamostras de tomateiro do BGH-UFV foram realizadas comparacdes entre a
colecado inicial e as subcolegdes, considerando a varidncia e o indice de
coincidéncia da amplitude. A analise grafica da variabilidade foi realizada a partir
do calculo da frequéncia de subamostras representadas em cada classe das
caracteristicas quantitativas e multicategoricas, previamente convertidas em
binarias, e caracteristicas moleculares. Dentre as subcole¢des, a 20% de
intensidade, destacou-se a subcolegcdo baseada na integragdo de dados CONV-
20, por possuir maiores indices de coincidéncia da amplitude acompanhados de
valores de variancia mais adequados. A 30% de intensidade, a subcolegado MOL-
30 foi tao eficiente quanto as subcole¢des baseadas na integracdo de dados,
quando considerou-se apenas o indice de coincidéncia da amplitude e a média
das variancias. Entretanto, a analise grafica da variabilidade mostrou uma ligeira
superioridade da subcolecdo CONV-30 em manter a variabilidade, principalmente

em relacdo aos caracteres multicategéricos. Sempre que dados de diferentes



naturezas estiverem disponiveis, deve-se priorizar o estabelecimento de cole¢des

nucleares a partir da integragao destes dados.



ABSTRACT

MARTINS, Francielle Alline, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2011. Integration of morphoagronomical, molecular and
phytopathological data for setting of core collection. Adviser: Pedro
Crescéncio Souza Carneiro. Co-Advisers: Cosme Damidao Cruz, Derly José
Henriques da Silva and José Eustaquio de Souza Carneiro.

The objective of this study was to perform the data integration of quantitative
traits, multicategorical molecular phytopathological order to evaluate the genetic
diversity of subsamples of tomato of Germplasm Bank of Vegetable of the Federal
University of Vicosa (BGH-UFV). A data set of 67 subsamples of tomato BGH-UFV
was used. It was characterized according to 27 quantitative traits, 34 qualitative
characters, 144 ISSR loci, reaction to Alternaria solani, Pseudomonas syringae pv.
tomato and Tomato yellow spot virus (ToYSV). The assessment of genetic
diversity among the subsamples was performed for each set of characters by
Tocher grouping and then proceeded to the comparison between the dissimilarity
matrices obtained from the data of different natures by the Mantel Z test. Although
the correlation values between the matrices have been significant at 5%
probability, these were of low magnitude, offering no support for extrapolating
results from one dataset to another. Thus, two strategies for the integration of data
were used: CONV - conversion of quantitative and phytopathological data in
multicategorical order to obtain a single dissimilarity matrix that encompassed all
the characters regardless of their nature and SOMA - obtain the dissimilarity

matrices for individual each character set and the sum of them. Seventeen sub-
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strategies for converting data were analyzed; DEA-3 (fair division of amplitude in
three classes) stands out among these, whose correlation value with the original
dissimilarity matrix was 0.782. By comparing the strategies SOMA and CONV, it
was observed high correlation coefficient, r = 0.96, between the dissimilarity
matrices obtained by each. However, the strategy CONV stood out, since it
allowed greater discrimination of the subsamples. Were established 10
subcollections from 67 subsamples of tomato from BGH-UFV. These
subcollections were defined by combining the nature of data collected and
sampling intensity. The sampling strategy used was the logarithm stratified, and
the subsamples selected for each stratum were determined by multivariate
analysis from the grouping method of Tocher reversed. The intensities were
evaluated from 20 to 30%. To assess the representativeness of subcollections set
and setting that best represented the subsamples of tomato BGH-UFV
comparisons were made between the initial collection and subcollections,
considering the variance and the index of coincidence of the amplitude. The
graphical analysis of variability was performed by calculating the frequency of
subsamples represented in each class of quantitative and multicategoric traits,
previously converted into binary, and molecular characteristics. Among
subcollections at 20% intensity, it stood out the subcollection based data
integration CONV-20, for own the highest rates of coincidence of the amplitude
followed by values of variance more appropriate. The 30% intensity, the
subcollection MOL-30 was as efficient as the subcollections based on integration of
data, when only the index of coincidence of the amplitude and the average of the
variances were considered. However, the graphical analysis of variability showed a
slight superiority of the subcollection CONV-30 in maintaining the variability,
especially regarding the characters multicategoric. Where data from different
sources are available, the establishment of core collections based on the

integration of these data should be prioritized.
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1. INTRODUCAO

A FAO (Food and Agriculture Organization), no ano de 1996, identificou
cerca de 1300 bancos de germoplasma, preservando mais de 6,1 milhdes de
subamostras, dentre esses 78.000 de tomate (Fraleigh, 2006). Os bancos de
germoplasma constituem uma forma de conservagao ex situ dos recursos
genéticos, sendo fundamentais para melhorar a produtividade e sustentabilidade
agricola, os quais contribuem para o desenvolvimento nacional, a segurancga
alimentar e a reducao da pobreza (Aguilera, 2007). A potencializagdo do uso dos
recursos genéticos em um programa de melhoramento passa, necessariamente,
pela caracterizagdo morfoagrondmica, fitopatologica, entomoldgica e molecular da
variabilidade genética retida nas cole¢cbes de subamostras registradas em um
banco de germoplasma (Valois et al., 1998).

Nesse sentido, o Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade
Federal de Vigosa — BGH-UFV, fundado em 1966, vem trabalhando no resgate de
espécies nativas ou introduzidas, preservando, documentando e disponibilizando o
germoplasma, uma vez caracterizado e avaliado o seu potencial, para as
condigdes climaticas das diversas regides de Minas Gerais e do pais (Silva et al.,
2001).

A caracterizagdo e avaliagdo dos recursos genéticos da colecéo de L.
esculentum Mill. do BGH-UFV vem sendo realizada de forma sistematizada. As
876 subamostras foram divididas em lotes, segundo a época de registro no BGH-

UFV. Cada lote estda sendo submetido a analise mediante o uso de descritores



morfolégicos e agrondémicos recomendados pelo International Plant Genetic
Resources Institute — IPGRI (1996). Em seguida estas subamostras passam a
caracterizagdo entomoldgica, fitopatoldégica, as quais visam avaliar o
comportamento das subamostras frente as principais pragas e doencgas para o
Brasil. Na ultima etapa estas subamostras sdo avaliadas quanto a variabilidade
molecular. A partir da caracterizagcdo e avaliagao € possivel realizar estudos de
diversidade genética, incluindo a elaboragdo de uma ou mais cole¢des nucleares
(Silva et al., 2006).

Para analisar a diversidade genética, bem como avaliar os aspectos
envolvidos no estabelecimento de uma cole¢do nuclear, geralmente os critérios
utilizados s&o a origem geografica (95% das cole¢des publicadas), caracteristicas
morfologicas (77%), grupos taxondmicos especificos e intraespecificos (63%),
regides ecogeograficas (34%) e marcadores genéticos (10%) (Brown e Spillane,
1999).

Até o momento, tem-se observado a realizagdo de estudos de diversidade
genética e o estabelecimento de colegdes nucleares com base em grupos isolados
de caracteres, sejam quantitativos, fitopatolégicos, multicategéricos ou
moleculares. A reunido de todos os dados em um unico estudo tem sido
dificultada, em parte por existirem poucos bancos de germoplasma que possuem
uma caracterizagdo do seu germoplasma tado detalhada. Outro fator que interfere
nesse tipo de estudo € a auséncia de uma metodologia de analise eficiente e
disponivel para a comunidade cientifica.

Assim, objetivou-se a integragdo de caracteres quantitativos,
fitopatoldgicos, multicategéricos e moleculares em estudos de diversidade
genética do tomateiro bem como o estabelecimento de subcolegbes nucleares

representativas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos econdmicos e sociais

O tomate é uma hortalica muito popular e cultivada em todo mundo, que
participa da culinaria tipica de diversas etnias. A ampla aceitagdo mundial se deve
a variedade de tipos de frutos, com diversos formatos, tamanhos, cores e sabores
(Consuegra et al., 2000).

No mundo sdo produzidos em torno de 126 milhdes de toneladas por ano
de tomate (FAO, 2007), sendo os maiores produtores China e Estados Unidos. Em
2007, a produgao brasileira de tomate foi de 3,2 milhdes de toneladas, em area
cultivada de 54,912ha e produtividade média de 53,8 t/ha (Agrianual, 2008). Maior
parte da producéo brasileira (70%) € destinada ao consumo in natura (EMBRAPA,
2004), enquanto apenas 21% da producao americana é destinada a este fim,
sendo o restante processado pelas industrias de alimento (Fontes e Silva, 2002)
na preparagdo de conservas, molhos e ketchups. O aumento da demanda do
tomate industrial tem impulsionado a expansao da producdo no mundo, enquanto
a taxa de crescimento do tomate para consumo in natura acompanha o
crescimento da populagéo.

No Brasil, o tomateiro ocupa o segundo lugar em volume de produgéo de
hortalicas, ficando atras apenas da batata (Silva et al., 2003). Além de sua

importancia econdmica, a cadeia produtiva do tomate desempenha papel social



relevante, pois possui mais de 10 mil produtores e envolve 60 mil familias de
trabalhadores, cujo efetivo € de mais de 200 mil pessoas (Tavares, 2003).

A producédo do fruto esta concentrada no centro-oeste e sudeste do pais,
sendo o estado de Goias o maior produtor seguido de Sao Paulo e Minas Gerais,
responsaveis por mais de 60% da produgdao. Com menor expressado estdao o Rio
de Janeiro e Bahia, variando de pequenas areas em cultivo protegido até grandes
extensdes, destinadas a industrializagdo. Em alguns casos, principalmente para a
industria, a colheita é realizada mecanicamente; no outro extremo, para o tomate
de mesa, a colheita é escalonada e manual (Rick, 1995).

O bom estagio econdémico brasileiro associado ao nivel tecnolégico da
producao as reservas de agua e solo favoravel tem fornecido ndo s6 condigdes
para a expansdo da producdo do tomate de mesa, mas principalmente para a
cultura se firmar como abastecedora de derivados de tomate processado dos

mercados latino-americano e da Asia (Camargo Filho e Alves, 2003).

2.2 Origem e domesticacdo

O tomate (Lycopersicon esculentum) tem o seu principal centro de
diversidade em um estreito cinturdo ao longo da regido andina do Equador e do
Peru. Diferentemente da maioria das espécies cultivadas, o tomate nao foi
domesticado no seu local de origem. A hipétese comumente aceita para a
domesticacdo do tomate cultivado é que a L. esculentum subsp. cerasiforme
espalhou como uma erva daninha a partir da regido andina para o México, onde
foi domesticado (Rick, 1995). Sua disseminacédo foi facilitada pelo reduzido
tamanho de suas sementes que podiam ser facilmente carregadas (Hays e Hays,
1973).

Com a colonizagdo, o tomate foi levado pelos espanhdis para ser
domesticado na Europa no século XVI, e em seguida levado para a Italia e
Inglaterra. Inicialmente o tomate foi considerado como planta ornamental, e nao
era consumida na alimentagao, pelo temor a toxicidade (Camargo et al., 2006).

Por volta de 1711 o tomate foi levado para os Estados Unidos, onde também foi



cultivado como planta ornamental e ndo era consumido por ser considerado
venenoso. Até que em 1820, Robert Gibbon Johnson, teve a ousadia de comer
tomates em publico, desafiando a crenga de que quem 0s consumisse morreria
intoxicado. SO depois desse episddio o tomate comegou a ser cultivado e
consumido, mas ainda em pequena escala (Smith, 1994).

Depois da guerra civil (1861-1865), a cultura do tomateiro para alimentac&o
foi divulgada para muitas areas do mundo, inclusive no Brasil, um maior numero
de pessoas nos Estados Unidos aceitou os tomates como parte de sua
alimentagao e, por volta de 1892, ja havia uma grande demanda para seu
consumo (Hays e Hays, 1973).

Durante a sua evolugdo e domesticacdo o L. esculentum foi submetido a
varios 'gargalos' genético impostos pela autopolinizacéo, efeito fundador, selegéo
natural e artificial, e a extremos de endogamia com um numero limitado de
genotipos para cruzamentos, especialmente na Europa e na América do Norte
(Rick 1991) de forma que a cultura hoje apresenta uma estreita base genética.
Esta situacao pode ser revertida a partir da utilizagdo de novos genitores, de modo
a contribuir para a ampliagao da base genética do tomateiro cultivado (Stevens e
Rick, 1986). Para tanto € necessario que o melhorista conhega os recursos
genéticos disponiveis, ou seja, o germoplasma da espécie com a qual trabalha,
pois, assim a introdugdo de novos genitores nos programas de melhoramento
podera ser realizada de forma direcionada e a vulnerabilidade resultante do
estreitamento da base genética ser evitada com o aumento da variabilidade (Silva
et al., 2001).

2.3 Recursos genéticos

O melhoramento genético das plantas cultivadas requer a disponibilidade
da variabilidade genética disponivel na natureza e em areas cultivadas,
resultantes de hibridacdo natural ou mutacdo e mantidas pela selecdo natural.
Esta variabilidade natural permaneceu sem o controle do homem até o final do

século dezenove, quando foram iniciados os meétodos cientificos de melhoramento



genético das plantas. Entretanto, os sistemas de cultivos tiveram um papel
importante na formagdo de ragas indigenas locais de plantas cultivadas, assim
chamadas “formas primitivas”, resultantes de uma intensa selecdo massal.
(Goedert, 2006).

Em anos recentes, tem-se evidenciado que grande parte da variabilidade
genética das racgas locais esta em perigo de extingdo e que, em muitas regides, ja
esta desaparecida, em consequéncia da pressao das cultivares melhoradas e de
praticas agricolas avangadas. Este problema agrava-se, quando € somado ao fato
de que estas racas locais estdo desaparecendo, sem terem sido caracterizadas e
avaliadas para eventual utilizagdo em programas de melhoramento (Goedert,
20006).

A medida que as racas locais sdo substituidas, os alelos responsaveis pela
adaptacao e resisténcia a doengas e pragas estdo sendo perdidos, expondo a
comunidade cientifica a seguinte realidade: por um lado, a necessidade de
conservagao da variabilidade genética das ragas locais como valiosas fontes de
variabilidade genética e, por outro, a necessidade premente da criagdo de novas
variedades das espécies econbmicas com alta produtividade para atender a
crescente necessidade de alimentos. Tendo presente esta realidade e a
conscientizagdo de que a conservagao dos recursos genéticos autoctones e
exoticos desempenha funcéao vital para a sobrevivéncia da humanidade, procura-
se compatibilizar a conquista de elevada produgao biolégica com a manutencgao
dos recursos genéticos ainda existentes (Goedert, 2006).

A dependéncia da humanidade por recursos genéticos para a continuagao
da vida no planeta é fato indiscutivel, por isso, a sua conservagéo € estratégica
para garantir por muitas décadas, a sobrevivéncia das sementes de espécies de
interesse socioecondmico atual e potencial, assegurando a manutencdo das
fontes basicas para a alimentagao e para agricultura (Goedert, 2006).

Nesse sentido, foi criada a Organizacdo das Nacgbes Unidas para a
Alimentacédo e Agricultura — FAO com o objetivo de realizar esforgos, em nivel
internacional, de combate a fome. Com a participacdo de mais de 180 paises,

entre os quais o Brasil, a FAO atua como um foérum global neutro visando



harmonizar as politicas ligadas a agricultura e garantir o acesso aos recursos
genéticos (Wetzel e Macedo, 2006).

Uma das primeiras estratégias internacionais consistentes relativas a
importancia do manejo e conservagao dos recursos genéticos foi a criagdo da
Comisséao Internacional de Recursos Genéticos Vegetais (International Board for
Plant Genetic Resources — IBPGR) durante a Conferéncia Técnica Internacional
em biologia realizada pela FAO, em 1974 (Goedert, 2007), visando promover,
supervisionar e coordenar uma rede internacional de centros de recursos
genéticos que atendessem as suas atividades inerentes (Wetzel e Macedo, 2006).

No inicio de 1990, tornou-se evidente a necessidade de realizagdo de uma
conferéncia intergovernamental para conhecer o progresso, identificar problemas
e oportunidades, e ajudar no direcionamento para futuras atividades de
conservagao e utilizagdo dos recursos genéticos de plantas para alimentagao e
agricultura. Assim, em 1992, a importancia dos recursos genéticos vegetais foi
reconhecida na Conferéncia das Nagdes Unidas do Meio Ambiente e
Desenvolvimento, quando 154 paises aprovaram a Convencao sobre Diversidade
Biologica — CDB. Desde essa data, mais de 175 paises ja ratificaram o acordo
(Goedert, 2007). Os recursos genéticos, até entdo considerados patrimbnios da
humanidade, com o advento da CDB passaram a estar sujeitos a soberania do
Estado. Este tratado ambiental internacional, além de alterar a natureza juridica
dos recursos genéticos, acoplou a conservagao da biodiversidade a utilizagao
sustentavel e a partilha de beneficios gerados pelo uso e exploragdo dos recursos
(Granja et al., 1999).

Logo apos a entrada em vigor da CDB, o IBPGR foi transformado no
International Plant Genetic Resources Institute — IPGRI do Consultative Group on
International Agricultural Research — CGIAR, em 1994, com mandato de fomentar
a conservagao e o uso da diversidade genética, atuando em todos continentes
(Wetzel e Macedo, 2006). Desde entao, progresso significativo tem sido alcangado
na coleta e conservagdo de espécies cultivadas e, consequentemente, grandes
colecbdes de germoplasma foram estabelecidas (Abadie et al., 2000). O IPGRI das

Américas, como é conhecido, estda hospedado pelo International Center for



Tropical Agriculture — CIAT, na Coldbmbia e tem como objetivo auxiliar nas diversas
atividades de recursos genéticos nas Américas (Wetzel e Macedo, 2006). A
modelo do CIAT, outros centros ou institutos foram organizados, como o
International Maize and Wheat Improvement Centre — CIMMYT, no México; o
International Crops Research Institute for the Semi-Arid tropics - ICRISAT, na
india; o Internacional Rice Research Institute — IRRI, nas Filipinas e o International
Institute of Tropical Agriculture - [ITA, na Nigéria.

No ambito do compromisso global, em 2001, foi assinado um Tratado
Internacional sobre Recursos Genéticos Vegetais para a Alimentagcdo e
Agricultura. Este Tratado visa facilitar o intercambio de germoplasma dos produtos
agricolas que sao basicos para a alimentacdo humana. Mais recentemente, em
2006, foi criado o Fundo Mundial para a Diversidade de Espécies (The Global
Crop Diversity Trust) com a participagao da FAO, IPGRI e CGIAR. Este Fundo tem
como objetivo assegurar a conservacgao e a disponibilidade dos recursos genéticos
visando manter a seguranga alimentar e uma agricultura sustentavel (Wetzel e
Macedo, 2006).

A manutencgao dos recursos genéticos e de suas fontes é fundamental para
a sobrevivéncia da humanidade, seja nos aspectos sociais, como a seguranga
alimentar que passa desde os incrementos de produgdo para garantir comida ao
mundo com populagéo crescente, ao desenvolvimento de cultivares resistentes ou
tolerantes aos azares possiveis das mudangas climaticas. Ou, seja nos aspectos
utilitarios em que existe a necessidade de expansao da matriz bioenergética para
a produgcdo de biocombustiveis, cuja tecnologia de produgédo ja vem sendo

dominada pelo pais.



2.4 Bancos de germoplasma

Dentre as primeiras colegdes de germoplasma formadas, a mais
significativa foi iniciada no século XX, entre os anos de 1920 e 1930 pelo All-
Union Research Institute of Applied Botany and New Crops de St. Petersburg sob
a coordenacédo de Nikolai Ivanovik Vavilov que atualmente chama-se Nikolai I.
Vavilov All-Russian Scientific Research Institute of Plant Industry (VIR). Hoje, o
instituto é considerado o primeiro banco de sementes e sua colecdo uma das
maiores de germoplasma vegetal, mais de 380.000 genes foram identificados
representando a variabilidade de 2.500 espécies de plantas (Mattedi, 2009).

No Brasil, a preocupag¢ao com a coleta e preservagao de recursos genéticos
teve impulso decisivo na década de 70 com a criacdo da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia-CENARGEN. Desde entdo, a Embrapa, como
instituicdo do pais responsavel pela pesquisa e desenvolvimento do agronegocio,
vém se esforgando para implementar as diretrizes globais de recursos genéticos,
enfatizando o enriquecimento, a caracterizacdo, a conservagdao e uso do
germoplasma em suas diversas formas, respaldadas por um sistema organizado
de documentacdo e informagcdo dos recursos genéticos trabalhados. O
CENARGEN, nos seus trinta e seis anos de existéncia, construiu estruturas fisicas
adequadas e implantou um sistema eficiente para a conservagao a meédio e longo
prazo, das colegdes de base de germoplasma semente e in vitro. Este sistema
destaca-se no mundo inteiro, ndo sé pela forma organizada em que faz a
conservagao ex situ, mas principalmente, por estar associado a uma rede de
Bancos Ativos de Germoplasma, localizados em sua maioria, nas Unidades de
pesquisa da Empresa, distribuidas no territorio nacional (Goedert, 2006).

No CENARGEN, a conservagado em longo prazo de germoplasma semente
€ desenvolvida por meio de um Banco Base de Germoplasma Semente (Colbase),
criado em 1976, o qual é constituido por camaras frias onde estdo armazenadas
cerca de 97 mil subamostras de germoplasma semente nativos e exaéticos, de 223
géneros e 901 espécies. Fazem parte da Colecdo de Base cerca de 2 mil

subamostras, mantidas in vitro, de material de propagacéo vegetativa de varias



espécies importantes para a agricultura brasileira, além de espécies silvestres de
uso potencial (Goedert, 2006). No ano de 2008, o banco de germoplasma do
CENARGEN ocupou o quarto lugar no ranking entre os maiores bancos de
germoplasma do mundo, com 150 mil subamostras (EMBRAPA, 2008).

Em todo o Brasil estima-se a existéncia de 350 bancos de germoplasma,
localizados em sua maioria, nas Unidades de pesquisa da Embrapa e
Universidades Federais, distribuidas no territério nacional. Dentre as colegdes
destaca-se em maior numero de subamostras a colec¢ao internacional de cevada,
as colegoes de feijao, arroz, soja e trigo.

Na Universidade Federal de Vigcosa (UFV) a preocupacdo com a
preservacao de germoplasma foi anterior a criagdo do CENARGEN, pois junto a
Fundacdo Rockefeller, a UFV iniciou sua atividade de coleta e preservagdo em
1964, o que culminou com a criacdo do Banco de Germoplasma de Hortalicas da
Universidade Federal de Vigosa (BGH-UFV) em 1966. O BGH-UFV foi criado com
a finalidade de resgatar espécimes de espécies nativas ou introduzidas, preservar,
documentar e disponibilizar germoplasma de outras regides do globo, uma vez
caracterizado e avaliado seu potencial para as condi¢cdes climaticas das diversas
regides de Minas Gerais e do Brasil (Silva et al., 2006).

Os recursos genéticos do BGH - UFV representam mais de 50 anos de
coleta, pois esta atividade, intermitente, iniciou-se em 1964 e mantém-se ativa até
os dias atuais. O BGH — UFV também realizou intercambio de germoplasma com
outros paises, principalmente na década de 60, quando foram introduzidos 737
subamostras de hortaligas de outros paises (Silva et al., 2001). Atualmente, o
BGH - UFV possui 7480 subamostras, com 25 familias e 106 espécies. As familias
com maiores representagdes sao: Solanaceae, 44,21%; Leguminosae, 16,83%;
Cucurbitaceae, 15,70%, as demais somam 23,26% (Silva et al., 2006).

O Banco de Germoplasma mantém diversas atividades de rotina e de
pesquisa. Avaliagdo da germinacgao, multiplicagéo e regeneragao das subamostras
fazem parte das atividades de rotina do banco. Entre as atividades de pesquisa o
BGH — UFV mantém processos continuos de caracterizagao e avaliagdo dos

recursos genéticos que tem sob seu controle (Silva et al., 2006).
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Dentre as espécies encontradas no BGH-UFV, destaca-se Lycopersicon
esculentum Mill. com cerca de 876 subamostras registradas, diversas destas
foram coletados a partir de agricultores de diferentes partes do pais. Assim estas
subamostras passaram por diferentes intensidades de selecdo humana e natural
visando a adaptagado e por isto podem ter diversos alelos do tipo comum e
localmente distribuido, e raro e localmente distribuido. Por esta razdo é possivel
encontrar novos alelos para serem utilizados em programas de melhoramento
relacionados a producao, qualidade, resisténcia e tolerancia a estresses bidticos e
abidticos (Silva et al., 2006).

Além do aspecto pratico de sele¢cao de novos genes, a caracterizagao visa
identificar subamostras duplicadas dentro de uma cole¢cdo, em fungdo de
sinonimias e diferentes doadores do mesmo germoplasma. A presenca de tais
duplicatas onera as atividades por consumirem dinheiro e recursos humanos para
a conservacao do mesmo germoplasma. Assim a caracterizagdo permite nao s6 a
utilizagao dos recursos genéticos armazenados em bancos de germoplasma como
também a redugdo dos custos da manutencao do banco pela reducdo do niumero
de subamostras a serem conservadas (Valois et al., 1998).

O aumento do uso de germoplasma em programas de melhoramento e por
comunidades rurais esta relacionado a disponibilidade de informagdes sobre as
subamostras mantidas nas cole¢gdes ou bancos, geradas a partir de estudos
morfoagronémicos e de divergéncias genotipica e fenotipica, permitindo o maior
conhecimento das subamostras preservadas e a possibilidade de uma ampla
utilizacdo desses (Schuelter, 1996; Bento et al., 2007).

Nesse sentido, desde 2001, a caracterizacdo e avaliagdo dos recursos
genéticos da colecao de L. esculentum Mill. do BGH-UFV vem sendo realizada de
forma sistematizada, sobretudo por estudantes de iniciacdo cientifica e no
desenvolvimento de dissertagdes e teses de pos-graduagdo, sob orientacdo do
professor Derly José Henriques da Silva. As 876 subamostras foram divididas em
lotes segundo a época de registro no BGH-UFV. Cada lote esta sendo submetido
a analise mediante o uso de descritores morfolégicos e agrondémicos

recomendados pelo IPGRI (1996). Em seguida estas subamostras passam a
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caracterizagao entomoldgica e fitopatolégica, que visam avaliar o comportamento
dessas frente as principais pragas e doengas para o Brasil. Na ultima etapa estas
sao avaliadas quanto a variabilidade molecular e ao final de todo este processo
tem-se a possibilidade de construir uma cole¢ao nuclear com base nos diferentes
tipos de variabilidade existente em uma colegéao.

Deste trabalho, mais de 400 subamostras de tomateiro do BGH-UFV ja
foram caracterizadas e avaliadas nos ultimos anos pelo Nucleo de Estudos em
Olericultura da UFV, e parte dessa caracterizacdo e avaliagdo encontra-se

disponivel na rede internacional de computadores no site www.ufv.br/bgh.

2.5 Diversidade genética

A caracterizagao e analise da diversidade genética do germoplasma de
uma espécie tém importancia fundamental nos programas de melhoramento, pois
a partir das avaliagdes € possivel identificar genes de interesse agronémico e
inseri-los num programa de cruzamento com as cultivares ja desenvolvidas de
modo a transferir o gene de interesse (Mohammadi e Prasanna, 2003).

Outro aspecto relevante é a identificagdo de diversas combinacbes de
parentais para obtencédo de progénies segregantes com o maximo de variabilidade
genética para posterior selegéo (Barrett and Kidwell, 1998) ou até mesmo estudos
de mapeamento de QTLs.

Anadlise da diversidade genética das colegcbes de germoplasma pode
facilitar a classificagcdo das subamostras, e identificagdo de subconjuntos com
potencial de utilizagdo para fins especificos de cruzamento. Enfase significativa
tem sido dada a uma anadlise abrangente da diversidade genética em diversas
culturas, incluindo as grandes culturas como o trigo (Triticum aestivum L.), arroz
(Oryza sativa L.), milho (Zea mays L.), cevada (Hordeum vulgare L.), e soja
[Glycine max (L.) Merr.] (Mohammadi e Prasanna, 2003).

O estudo da diversidade genética € o processo pelo qual variagdes
individuais ou entre grupo de individuos ou populagdes sdo analisadas por um

especifico método ou combinacbes de métodos. As analises envolvem medidas
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numéricas € em muitos casos, combinagcdes de diferentes tipos de variaveis
(Mohammadi e Prasanna, 2003). Varios grupos de dados tém sido utilizados pelos
pesquisadores para a analise de diversidade de plantas cultivadas; os mais
importantes entre esses sao os dados de pedigree (Bernardo, 1993; Messmer et
al., 1993; van Hintum e Haalman, 1994) ou passaporte (Bar-Hen et al., 1995), que
frequentemente s&do incompletos ou limitados (Berloo et al., 2008); dados
morfologicos (Marim et al., 2002), que embora seja pratica e intuitiva sua obtencéo
sdo submetidos a influéncia ambiental e pressdo de selecdo durante
domesticacdo e melhoramento o que dificulta as interpretacdes dos resultados do
estudo de diversidade baseada em tais caracteres (Berloo et al., 2008); dados
bioquimicos, obtidos pela analise de isoenzimas (Hamrick and Godt, 1997), e
dados de marcadores de DNA, que permitem maior diferenciacdo de gendtipos
(Franco et al. 2001; Zhao et al. 2005).

O conhecimento do grau de variabilidade genética, por meio dos estudos de
divergéncia, torna-se vantajoso no processo de identificacdo de novas fontes de
genes de interesse (Amaral Junior e Thiébaut, 1999). Outra vantagem & o fato de
que, por meio da diversidade genética, pode-se indicar progenitores
geneticamente distantes para cruzamentos onde se procure obter o efeito
heterético na geragdo hibrida e maior probabilidade de recuperagdo de
segregantes superiores em geragdes avangadas (Amaral Junior e Thiébaut, 1999;
Cruz et al., 2004). Em outras situagdes, estudos sobre diversidade genética tém
sido realizados com o intuito de identificar grupos de cultivares com maior

similaridade, visando a formagao de multilinhas (Cruz et al., 2004).
2.5.1 Métodos de avaliagéo da diversidade genética

A divergéncia genética tem sido avaliada por meio de técnicas biométricas,
baseadas na quantificacdo da heterose, ou por processos preditivos. Dentre os

métodos fundamentados em modelos biométricos, que se destinam a avaliagao da

divergéncia dos progenitores, citam-se as analises dialélicas, que avaliam tanto a
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capacidade especifica quanto a heterose manifestada nos hibridos (Cruz et al.,
2004).

Na predicdo da divergéncia genética, varios métodos multivariados podem
ser aplicados. Dentre eles, citam-se a analise por componentes principais,
variaveis candnicas e os métodos aglomerativos (Cruz et al., 2004).

Os métodos preditivos de estudo da diversidade genética baseiam-se em
diferencas agronémicas, morfoldgicas, fisiolégicas ou moleculares, quantificando-
as em alguma medida de dissimilaridade que expressa o grau de diversidade
genética entre os gendtipos. As caracteristicas avaliadas em estudos de
diversidade genética podem ser classificadas, de acordo com a variagao
apresentada em continua/quantitativa ou discreta/multicategérica ou binaria.

De maneira geral, tem se observado a realizacdo de estudos de diversidade
genética com base em caracteres quantitativos, ou qualitativos, ou moleculares,
isoladamente. A reunido de todos os dados em um unico estudo tem sido
dificultada, em parte por existirem poucos bancos de germoplasma que possuem
uma caracterizagdo do seu germoplasma tdo detalhada, em razdo da limitagado
dos recursos financeiros e humanos. Outro fator que interfere nesse tipo de estudo
€ a auséncia de uma metodologia de analise eficiente e disponivel para a

comunidade cientifica (Franco et al., 1997b).

2.5.2 Diversidade genética do tomateiro

A variabilidade do tomateiro vem sendo estudada, sobretudo na busca por
fontes de resisténcia a pragas e doengas. Barona et al. (1989) caracterizaram
parte do banco de germoplasma da Colédmbia com o objetivo de selecionar
subamostras de Lycopersicon hirsutum como fontes de resisténcia a Tuta absoluta
para serem utilizados em programas de melhoramento visando incorporar o gene
de resisténcia a essa praga em cultivares comerciais.

Egashira et al. (2000), estudando a variabilidade das espécies L.
peruvianum e L. chilense, espécies relacionadas ao tomateiro cultivado,

concluiram que estas espécies tém as duas maiores variabilidades dentro do
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género Lycopersicon e que a base genética dessas espécies € claramente
diferente da base da espécie mais relacionada L. esculentum. Desta forma, a
exploracdo destas espécies em programas de melhoramento podera ampliar a
variabilidade para a espécie cultivada.

Buscando fontes de variabilidade para aroma e sabor dentro da espécie
cultivada, Mata et al. (2000) avaliaram 26 subamostras de tomateiro do banco de
germoplasma da Universidade Politécnica de Valéncia — Espanha. Dentre as
subamostras avaliadas observaram a existéncia de variabilidade para as
caracteristicas: solidos soluveis, acidez total e compostos relacionados ao aroma,
de forma que algumas dessas subamostras puderam ser utilizadas como fonte de
genes para aumentar os valores desses caracteres nas cultivares.

Com o intuito de aumentar a quantidade de carotendide e vitamina C em
tomates comerciais, Adalid et al. (2008) estudaram a diversidade entre 11
gendtipos de Lycopersicon esculentum var. cerasiforme, seis variedades
comerciais de L. esculentum, trés mutantes com elevada acumulagdo de
pigmentos e um hibrido comercial, sendo que o gendtipo UPV 17790 destacou-se
por possuir quatro vezes mais o teor de licopeno do hibrido e 1,35 do mutante.

Diferenca significativa foi observada entre um grupo de “landraces” e
cultivares comerciais de tomate no sul do Brasil quando analisadas com
marcadores RAPD, indicando que as “landraces” podem ser uma fonte de
variagdo na base genética de programas de cruzamento (Carelli et al., 2006)

Karasawa et al. (2005) caracterizaram 70 subamostras que compdem o
Banco de Germoplasma de L. esculentum da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), utilizando 27 descritores do IPGRI com objetivo
de quantificar a divergéncia genética entre os mesmos, por meio de métodos de
agrupamento. Os dados obtidos revelaram elevada concordancia na formacgao de
grupos entre as subamostras estudadas, tanto pelo método de Tocher quanto pelo
Vizinho Mais Proximo. Concordancia entre métodos de agrupamento foi verificada
para pimentas e pimentdes (Sudré et al., 2005), e feijdo de vagem (Abreu et al.,
2004). O método do Vizinho Mais Préximo possibilitou a formagao de grupos, de

acordo com o numero de dias para germinagdo. Considerando que a analise
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multivariada possibilita a predicdo da heterose, alguns cruzamentos foram
sugeridos pelos autores, seguindo-se o principio de se cruzar as subamostras
mais distantes e com melhores caracteristicas agronémicas (Sudré et al., 2005).

O advento dos marcadores moleculares estimulou o estudo da diversidade
em plantas, com tomate alguns trabalhos tém sido realizados desde a década de
90 usando marcadores como RFLP (Miller e Tanksley 1990), RAPD (Williams e St.
Clair 1993; Villand et al. 1998; Noli et al. 1999; Carelli et al. 2006), AFLP (Park et
al. 2004; Berloo et al., 2008), SSR (Alvarez et al., 2001; Bredemeijer et al. 2002) e
ISSR (Aguilera, 2007).

Os estudos de diversidade conduzidos a partir do BGH-UFV ja permitiram a
observacao da existéncia de subamostras com BRIX superior ao das testemunhas
comerciais “Fanny”, “Débora Plus” e “Santa Clara”, caracteristica de interesse do
melhorista, sobretudo ao considerar a aceitacdo do fruto para o mercado
consumidor. O estudo da diversidade permitiu, ainda, a observagao de possiveis
duplicatas, pois um grupo de 9 subamostras foram similares entre si, em todas as
avaliacdes (Silva et al., 2006).

Estudos da dissimilaridade de 34 subamostras de tomateiro, utilizando as
caracteristicas da fase vegetativa e de producédo permitiram, pelo método de
Tocher, verificar a consisténcia dos grupos formados, gerando 12 classes
diferentes. Os dois primeiros componentes principais foram suficientes para
explicar cerca de 86% da variagdo total disponivel entre os subamostras. As
caracteristicas menos importantes foram numero de folhas definitivas e diametro
do hipocétilo (Marim et al., 2002).

As subamostras de Lycopersicon conservadas no BGH-UFV tém sido
utilizados também na busca de fontes de resisténcia a pragas e doengas (Silva et
al., 2001), tendo sido identificado até o momento quatro boas fontes de resisténcia
a Fusarium oxysporum f. lycopersici (raga 1) e a mancha de Stemphylium solani,
simultaneamente (Matsuoka e Chaves, 1973), quatro fontes de resisténcia a Tuta
absoluta (Suinaga et al., 2003), uma para Peper yellow mosaic virus (PepYMV)
(Juhasz et al., 2006), uma para resisténcia ao begomovirus Tomato yellow spot

virus (ToYSV) (Aguilera, 2007), duas para Phytophthora infestans (Ribeiro et al.,
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2006), duas para Alternaria solani (Rodrigues et al., 2006a), duas para Ralstonia
solanacearum (Rodrigues et al., 2006b), seis para Pseudomonas syringae (Soares
et al., 2007).

O estudo da variabilidade genética de subamostras de tomateiro, com base
na avaliagcao da eficiéncia fotossintética, particdo de fotoassimilados e producgéo,
realizado por Flores (2007) demonstrou a possibilidade de se ter plantas
produtivas com menores indices de area foliar que as cultivares atuais,

demandando assim menor necessidade de insumos por unidade de planta.

2.6 Colecao Nuclear

As cole¢cdes de germoplasma foram estabelecidas para preservar a
diversidade genética existente, antes que muito dessa diversidade fosse perdida
para sempre, devido ao uso de cultivares modernos e a exploragdo agricola
tecnificada (Oliveira, 2007).

Na década de 1980, o estimulo financeiro dado pelo IBPGR para as
atividades de recursos genéticos, resultou no crescimento das cole¢des, que nao
eram totalmente, ou mesmo parcialmente caracterizadas ou avaliadas. Esse
crescimento no numero de subamostras e a falta de caracterizacdo e avaliagao
dos materiais prejudicaram a qualidade das colegdes, que estavam sendo usadas
muito aquém do que deveriam (Holden, 1984; Marshall, 1989).

A énfase dada na importancia de preservar o germoplasma de culturas
importantes tem levado a formag&o e manutencao de colegdes grandes (Frankel e
Bennett, 1970), a acessibilidade e utilidade de uma colecdo € inversamente
relacionada com o seu tamanho (Frankel e Soulé, 1981). Com o objetivo de
melhorar a utilizagdo e acessibilidade e minimizar as dificuldades de manutencao
Frankel (1984) prop6s pela primeira vez o conceito de “cole¢do nuclear”.

Uma colecédo nuclear (CN) consiste num conjunto de subamostras
derivadas de uma colegdo de germoplasma escolhido para representar a maxima

variabilidade genética da colegdo inicial ou base (Cl) com o minimo de
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redundancia (Brown e Spillane, 1999; Vilela-Morales et al., 1997; Cordeiro e
Abadie, 2007).

O estabelecimento de uma coleg¢do nuclear € uma estratégia que prioriza e
concentra atividades de caracterizagcdo e avaliacdo, formando uma base de
informacdo mais completa das subamostras, melhorando de forma efetiva a
conservagao, acessibilidade e uso de recursos genéticos (Cordeiro e Abadie,
2007).

A montagem de uma CN, independente da espécie, é basicamente um
exercicio de amostragem que tenta assegurar a presenga do maior numero de
alelos da CI para utilizacdo pelos melhoristas da espécie. Entretanto, isto nao
necessariamente implica que todos os alelos tém que ser incluidos na CN. Isto
ocorre, principalmente, por duas razdes: a impossibilidade pratica de incluir todos
os alelos em uma amostra reduzida (Brown, 1989) e o fato de que todos os alelos
nao tém igual valor de uso no futuro (Allard, 1992).

E improvavel que os alelos que estdo em baixa frequéncia na maioria das
subamostras, embora ocasionalmente afetem a qualidade de outras
caracteristicas de importancia agronémica, tenham alguma importancia no futuro.
Consequentemente, as estratégias de amostragem devem assegurar uma
razoavel inclusdo dos alelos mais frequentes os quais estdo relacionados com a
adaptacdo geral (alta frequéncia e amplamente distribuidos) e adaptagéo
especifica (frequéncia alta ou intermediaria, mas com localizagao restrita). De
forma, que a estratégia de amostragem para obter a CN, deve maximizar a
diversidade na amostra e reduzir a redundancia de gendtipos idénticos, o que
significa que as frequéncias das subamostras nas classes mais representativas
devem ser reduzidas, enquanto que as frequéncias dos tipos mais raros devem
ser aumentadas. Em ambos os casos, a colegcao de amostra deve incluir a maior
diversidade genotipica possivel (Oliveira, 2007).

A amostragem de uma colecao de germoplasma para estabelecer uma CN
requer um esforgo integrado envolvendo curadores, melhoristas e geneticistas
para definir o tamanho da CN e escolher os critérios de classificacdo para as

subamostras. A definicdo de estratégias de alocagdo do esforgo amostral para
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procurar maximizar a diversidade genética capturada na CN é também importante
(Abadie et al., 2005). Nesse contexto, Johnson e Hodgkin (1999) sugeriram que
cerca de 10% das subamostras devem conter 70% da diversidade genética da
colecédo inteira; na pratica as proporcdes variam de 5 a 20% das subamostras e de
70 a 90% da diversidade (Araujo, 2008).

Para analisar a diversidade genética, bem como avaliar os aspectos
envolvidos na implementagdo de uma colegcdo nuclear, geralmente mais de um
critério pode ser utilizado. Os mais usados séo: origem geografica (95% das CN
publicadas), caracteristicas morfoldgicos (77%), grupos taxondmicos especificos e
intra-especificos (63%), regides ecogeograficas (34%) e marcadores genéticos
(10%) (Brown e Spillane, 1999).

Outra etapa importante no estabelecimento de uma cole¢do nuclear é a
determinagdo da proporgao com que cada estrato sera representado. Brown
(1989) propds trés procedimentos baseados no tamanho do grupo: estratégia
constante (C), proporcional (P) e logaritmica (L). A estratégia Constante (C) ignora
o tamanho e o numero de subamostras por estrato, propondo que um numero
igual de subamostras seja tomado em cada estrato. A estratégia proporcional (P)
aloca a entrada por grupo em proporgdo ao numero de subamostras em cada
estrato. A estratégia logaritmica (L) propde alocar o numero de subamostras
proporcional ao logaritmo do numero de subamostras em cada estrato. As trés
estratégias fornecem diferentes numeros de entrada em diferentes estratos, e
geralmente as estratégias proporcional e logaritmica tém sido amplamente
usadas, em contraste com a estratégia constante (Van Hintum et al., 2000).

O passo final para estabelecer uma colegdao nuclear € a escolha das
subamostras. As subamostras selecionadas deveriam ser aquelas que melhor
representam o grupo com importancia para a colegao. Isso ndo € somente com
relacdo a diversidade genética no grupo, mas também com respeito a outras
consideragdes, tais como qualidade da documentagdo das subamostras,
disponibilidade de sementes ou papel importante em programas de melhoramento.
Marita et al. (2000) desenvolveram um algoritmo para estabelecer uma colegao

nuclear que representa a diversidade genética maxima das subamostras baseado
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em estimativas de distancia genética. Uma estratégia alternativa para a selegao
das subamostras componente da CN por meio da técnica de agrupamento de
Tocher com critério de aglomeracéo inverso foi proposta por Vasconcelos et al.
(2007). Esta consiste na formagao de um unico grupo, a partir do agrupamento de
subamostras com maior dissimilaridade, que corresponde a CN. Esta estratégia
tem sido empregada com sucesso no estabelecimento de cole¢cdes nucleares
(Vasconcelos et al., 2007; Oliveira, 2007)

O critério aleatério para selegcao das subamostras que compdem a CN tem
sido usado somente quando nao se dispde de informagbes para determinar a
escolha das subamostras para representar o estrato (Brown, 1989; Cordeiro e
Abadie, 2007).

Existiam cerca de 50 colegdes nucleares de varios tipos de cultivos
(cereais, graos, frutas, vegetais) distribuidas em diferentes paises no final da
década de 90 (Brown e Spillane, 1999). No Brasil existem trés importantes
colegdes nucleares de cultivos, mantidas pela Embrapa. A cole¢cdo nuclear de
milho, constituida por 300 subamostras usando os critérios morfolégicos e de
origem geogréfica, considerando somente dados disponiveis de passaporte e de
caracterizagao, sem a necessidade de um trabalho experimental adicional, que
teria sido de custo elevado (Abadie et al., 2000; Cordeiro e Abadie, 2007). A CN
de arroz, constituida por cerca de 600 subamostras baseadas em critérios
morfologicos (sistemas de cultivo) e geograficos para estratificar a colegao (Abadie
et al., 2005; Cordeiro e Abadie, 2007). E a CN de mandioca estabelecida a partir
de critérios morfologicos (sistema de cultivo) e ecogeograficos (Cordeiro e Abadie,
2007). Mais recentemente, foi constituida a colecdo nuclear de pupunha da
Amazébnia brasileira, o numero de subamostras escolhidas baseou-se na
representatividade e na distribuicdo geografica das ragas primitivas e populagdes,
com selegao definitiva baseada na divergéncia genética entre subamostras com
marcadores RAPD (Araujo, 2008).

Uma vez estabelecida a CN, é importante avaliar a sua adequacéo, ou seja,
avaliar a sua representatividade e o seu grau de repetitividade. Este processo de

validar a CN envolve usualmente compara-la com a Cl da qual foi desenvolvida. O
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conceito estatistico de representatividade é dificil de ser aplicado para definir a
qualidade da CN em relacdo a CI, pois se apenas o significado estatistico for
levado em conta, representatividade da CN pode significar média, variancia,
simetria e curtose semelhantes ou iguais a colegéo base (Oliveira, 2007).

A representatividade da CN em relacdo a Cl para fins de conservagao
significa manutencdo da variabilidade genética, ou seja, sdo desejaveis igualdade
entre médias, amplitudes, correlagbes entre as caracteristicas das colecdes.
Significa também diferengas entre as distribuicbes uma vez que ocorrem
desigualdades de variancia (variancia da Cl < variancia da CN) e curtose (curtose
da CI > curtose da CN) (Oliveira, 2007).

Para Van Hintum et al. (2000), uma avaliag&o preliminar pode ser realizada
por comparagdes de meédias, amplitudes, frequéncias e variancias para caracteres
especificos entre os diferentes grupos da CN e a Cl. Espera-se que os intervalos
permaneg¢am similares enquanto que as médias movam-se em diregdo a mediana
e as variancias aumentem na CN, quando comparado com a CI.

Um erro muito frequente, no processo de validagdo, é usar somente a
variancia (Charmet e Balfourier, 1995) ou a média de caracteristicas quantitativas
como uma medida de validagdo. Esse erro é cometido quando o pesquisador
baseia-se na hipétese de que a variancia e/ou a média da CN deveriam ser o mais
préximo possivel daquelas da Cl. Uma CN deve captar o maior numero de alelos
diferentes possiveis, incluindo os extremos, de forma que a distribuicdo das
caracteristicas quantitativas seja diferente e mais uniforme que na CI. Tal fato,
certamente aumentara a varidncia e podera alterar a média (Oliveira, 2007). Por
esta razdo a amplitude das caracteristicas quantitativas tem sido o melhor critério
para avaliar a qualidade da CN (Holbrook et al., 1993), indicando se todos os
extremos estao representados (Holbrook, 1999).

Assim como nos estudos de diversidade, as cole¢des nucleares propostas
levam em consideragéo apenas informagdes de passaporte ou de grupos isolados
de caracteristicas, sejam quantitativas, multicategéricas ou moleculares. Uma
colecao nuclear por definicdo deve preservar o maximo de variabilidade genética.

Assim, espera-se que ao reunir um maior numero de dados de caracterizagao,
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integrando avaliagdes de caracteres quantitativos, qualitativos, moleculares e
fitopatoldgicos, as colegbes estabelecidas sejam mais eficientes, principalmente

no aspecto da conservagao da variabilidade genética.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar analise de diversidade de 67 subamostras de tomateiro do
Banco de Germoplasma da UFV quanto aos caracteres quantitativos,
fitopatoldgicos, multicategoricos e moleculares.

Integrar os dados quantitativos, fitopatoldgicos, multicategoricos e
moleculares para a analise da diversidade genética.

Estabelecer subcolecbes nucleares a partir de cada um dos
conjuntos de dados, quantitativos, multicategoricos ou moleculares, e
uma subcolecdo que contemple a informagao de todos esses dados.
Comparar as diferentes subcole¢gdes nucleares quanto a

representatividade das mesmas.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado a partir de um conjunto de dados de 67 subamostras
de tomateiro do BGH-UFV (Tabela 1) caracterizadas quanto a 27 caracteres
quantitativos (Marim, 2007), 34 caracteres qualitativos (Marim et al., 2002), 144
locus ISSR (Aguilera, 2007), reacao a Alternaria solani (Rodrigues et al., 2006a),
Pseudomonas syringae pv. tomato (Soares et al., 2007) e ao begomovirus Tomato
yellow spot virus (ToYSV) (Aguilera, 2007).

4.1 Caracterizagdo morfoagronémica quantitativa (Marim, 2007) e multicategérica
(Marim et al., 2002)

Os dados foram obtidos a partir de trés ensaios distintos que utilizaram
como testemunhas duas cultivares comerciais: Santa Clara (variedade de linha
pura) e Débora Plus (variedade hibrida). O delineamento utilizado foi blocos ao
acaso com trés repeticdes e seis plantas por parcela.

Foram avaliadas caracteristicas das fases de plantula, vegetativa e
reprodutiva, bem como caracteristicas agronédmicas e de qualidade dos frutos de
acordo com as recomendacdes do International Plant Genetic Resources Institute
— IPGRI (1996).
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Tabela 1. Dados de origem de 67 subamostras de tomateiro do Banco de
Germoplasma de hortalicas da UFV (BGH-UFV)

Subamostra Origem Subamostra Origem Subamostra Origem
166 Nao registrada 1019 Belo Horizonte-MG 1993 University of Purdue-USA
181 Nao registrada 1020 Belo Horizonte-MG 2119 University of Purdue-USA
279 Nao registrada 1211 Rio Casca-MG 2202 University of Purdue-USA
322 Nao registrada 1214 Séo Gongalo-MT 2203 University of Purdue-USA
349 N&o registrada 1254 N&o registrada 2205 University of Purdue-USA
468 N&o registrada 1282 Londrina-PR 2208 University of Purdue-USA
489 Nao registrada 1485 Pelotas (IPES)-RS 2211 University of Purdue-USA
773 Porto Simao-MT 1490 Sé&o Paulo (CAC)-SP 2213 University of Purdue-USA
850 Colatina-ES 1497 Sé&o Paulo (CAC)-SP 2214 University of Purdue-USA
970 Campinas-SP 1498 Sao Paulo (CAC)-SP 2216 University of Purdue-USA
975 Campinas-SP 1499 Sao Paulo (CAC)-SP 2219 University of Purdue-USA
978 Campinas-SP 1532 Belo Horizonte-MG 2223 University of Purdue-USA
980 Campinas-SP 1538 Anapolis-GO 2229 University of Purdue-USA
981 Campinas-SP 1706 Sé&o Paulo (CAC)-SP 2234 University of Purdue-USA
985 Campinas-SP 1708 Sé&o Paulo (CAC)-SP 3472 North Caroline-USA
987 Campinas-SP 1985 University of Purdue-USA 4006 Ipanema-MG
989 Campinas-SP 1987 University of Purdue-USA 4035 Nao registrada
990 Campinas-SP 1988 University of Purdue-USA 4053 Santa Tereza-ES
991 Campinas-SP 1989 University of Purdue-USA 4054 Santa Tereza-ES
992 Campinas-SP 1990 University of Purdue-USA 4055 Colatina-ES
993 Campinas-SP 1991 University of Purdue-USA 4206 Nao registrada
994 Campinas-SP 1992 University of Purdue-USA 4309 Uba-MG
997 Campinas-SP
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4.1.1 Caracteres quantitativos avaliados

Na fase de plantula as caracteristicas avaliadas foram: a) comprimento do
cotilédone (CC), em mm; b) largura do cotilédone (LC), em mm; c¢) comprimento
do hipocétilo (CompH), em mm e d) didametro do hipocétilo (DH), em mm.

Para as caracteristicas vegetativas foram realizadas aleatoriamente duas
medigdes por repeticdo, na folha ou entrené imediatamente acima do terceiro
cacho, sendo: a) comprimento da folha (CFo), em cm, medido da base da folha
até a extremidade distal do ultimo foliolo; b) largura da folha (LFo), em cm, medido
no segundo par de foliolos; c) espessura do peciolo principal (EPP) em mm,
medido no peciolo principal na posigcdo mediana entre o segundo e terceiro par de
foliolos; d) comprimento do entrend (CE) em mm; e) didmetro do entrend (DE) em
mm, medido na posicdo mediana do entrend.

Na fase reprodutiva foram realizadas seis medigdes por repeticdo, sendo
um fruto de cada planta da parcela, colhido do segundo ou terceiro cacho, quais
sejam: a) comprimento do fruto (CFr), em mm; b) largura do fruto (LFr), em mm; c)
espessura do mesocarpo (EM), em mm; d) espessura do endocarpo (EE), em mm,;
e) largura do eixo central (LEC), em mm; f) nimero de loéculos (NL). As
caracteristicas EM, EE e LEC foram medidas apds o corte da se¢ao mediana dos
frutos. Para todas as caracteristicas avaliadas as medi¢gdes foram tomadas na
posicao do fruto que resultava na maior medida.

As caracteristicas agronédmicas avaliadas foram: a) numero de frutos bons
(NFB) em frutos.planta™; b) peso de frutos bons (PFB), em g.planta™; ¢) niimero
de frutos ruins (NFR), em frutos.planta”; d) peso de frutos ruins (PFR), em
g.planta™; e) peso médio de frutos (PMF), em g.fruto™”; f) nimero total de frutos
(NTF), em, frutos.planta™; g) peso total de frutos (bons + ruins) (PTF), em g.planta”
' h) indice de precocidade (IP) em porcentagem, obtido pela razdo entre a soma
dos pesos de todos os frutos produzidos nas duas primeiras colheitas e o0 peso
total de frutos (PTF), multiplicado por 100.

Considerou-se como frutos ruins aqueles com defeitos causados por

pragas, doengas ou deficiéncias nutricionais. Frutos com rachaduras e I6culo
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aberto foram considerados bons, sendo estas caracteristicas avaliadas
separadamente.

As caracteristicas dos frutos foram obtidas a partir de medicdes realizadas
em amostras de trés frutos por parcela, sendo: a) acidez total (AT), o pH foi
avaliado em acordo com a metodologia de Pregolato e Pregolato (1985); b) sdlidos
soluveis totais (SST), em °brix, medido com o auxilio de um refratbmetro portatil;
c) acidez total titulavel (ATT), expresso em porcentagem de acido citrico; d)
qualidade organoléptica (QO), obtida pela razdo entre SST e ATT. Utilizaram-se

frutos do segundo e terceiro cacho para as medi¢des de qualidade de fruto.

4.1.2 Caracteres multicategéricos avaliados

Na fase de plantula foram avaliadas: a) cor do hipocétilo (CH): 1-verde, 2- Va
lilds a partir da base, 3- % lilas a partir da base, 4-lilas; b) Intensidade da cor do
hipocotilo (ICH): 3-baixa, 5-intermediaria, 7-alta; c) pilosidade no hipocétilo (PH):
O-ausente, 1-presente.

As caracteristicas avaliadas na fase vegetativa foram: a) tipo de
crescimento da planta (TCP): observados depois do inicio da colheita, sendo: 1-
ando, 2-determinado, 3-semideterminado, 4-indeterminado; b) densidade de
pilosidade na haste (DPH): 3-escasso, 5-intermediario, 7-denso, c) densidade de
folnagem (DF): 3-escasso, 5-intermediario, 7-denso; d) atitude da folha (AtF): 3-
semi-ereta, 5-horizontal, 7-prostrada; e) tipo da folha (TF): 1-anao, 2-tipo batata, 3-
normal, 4-Peruvianum, 5-Pimpinelifolium, 6-Hirsutum, 7-outra;

Na fase reprodutiva avaliaram-se: a) tipo de inflorescéncia (TI): 1-
geralmente unipariada, 2-ambos (parte uni e parte multipariada), 3-multipariada; b)
cor da corola (CCor): 1-branca, 2-amarela, 3-laranja, 4-outra; c) tipo de
florescimento da corola (TFC): 1-fechada, 2-aberta, d) coloragdo externa do fruto
imaturo (CEFI): 1-branco esverdeado, 3-verde claro, 5-verde, 7-verde escuro, 9-
verde muito escuro; €) presenca de ombros verdes no fruto (POVF): 0-ausente, 1-
presente; f) Intensidade dos ombros verdes no fruto (IOVF): 3-leve, 5-

intermediario, 7-forte; g) pilosidade no fruto (PilF): 3-escasso, 5-intermediario, 7-
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denso; h) formato predominante do fruto (FPF): 1-achatado, 2-ligeiramente
achatado, 3-arredondado, 4-muito arredondado, 5-forma de coracao, 6-cilindrico,
7-forma de piramide, 8-elipsoide, 9-outra; i) tamanho do fruto (TFr): 1-muito
pequeno, 2-pequeno, 3-intermediario, 4-grande, 5-muito grande; j)
homogeneidade do tamanho do fruto (HTF): avaliado dentro de uma mesma
planta, sendo 3-baixa, 5-intermediaria, 7-alta; k) coloragdo externa do fruto maduro
(CEFM): 1-verde, 2-amarelo, 3- laranja, 4-rosa, 5-vermelho, 6-outra; I) intensidade
da coloragdo externa do fruto maduro (ICEFM): 3-claro, 5-intermediario, 7-escuro;
m) formato secundario do fruto (FSF): 1-achatado, 2-ligeiramente achatado, 3-
arredondado, 4-muito arredondado, 5-forma de coragao, 6-cilindrico, 7-forma de
piramide, 8-elipsoide, 9-outra; n) formato do ombro do fruto (FOF): 1-chato, 2-
ligeiramente deprimido, 3-moderadamente deprimido, 4-fortemente deprimido; o)
medida da area de cortica ao redor da cicatriz do pedicelo (MACRCP): 3-pequena,
5-intermediaria, 7-grande; p) facilidade de destacar o epicarpo (FDE): 3-facil, 5-
intermediario, 7-dificil; q) cor do epicarpo (CorE): a cor foi observada a partir do
epicarpo destacado do fruto e analisando-o contra a luz, sendo 1-incolor, 2-
amarela; r) cor do mesocarpo (CM): 1-verde, 2-amarelo, 3-laranja, 4-rosa, 5-
vermelho, 6-outra; s) intensidade da cor do mesocarpo (ICM): 3-claro, 5-
intermediario, 7-escuro; t) formato da sessdo transversal do fruto (FSTF): 1-
redondo, 2-angular, 3-irregular; u) formato da cicatriz estilar (FCE): 1-pontilhado,
2-estrelado, 3-linear, 4-irregular; v) forma da extremidade distal do fruto (FEDF): 1-
recuado, 2-chato, 3-apontado; x) condicdo da cicatriz estilar (CCE): 1- aberto, 2-
fechado; w) cor do eixo central (CEC): 1- verde, 2- branco, 3- transparente, 5-
intermediario, 7- escuro; y) rachadura radial (RR): 1- linhas com cortica, 3- leves,
5-intermediarias, 7- severas; z) rachadura concéntrica (RC): 1- linhas com corticga,

3- leves, 5-intermediarias, 7- severas.
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4.2 Caracterizagao fitopatoldgica

4.2.1 Reacgao a Alternaria solani (Rodrigues et al., 2006)

O experimento foi conduzido em dois ensaios, o primeiro teve inicio em
novembro de 2005, e o segundo em fevereiro de 2007, ambos foram conduzidos
na Horta Velha - UFV, em delineamento de blocos ao acaso, com trés repeticdes e
trés plantas por parcela. Os procedimentos laboratoriais foram realizados no
Laboratério de Epidemiologia de Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa. O preparo do indculo foi realizado a partir de isolados de A.
solani das cidades de Domingos Martins (ES), Ponta Grossa (PR), Conselheiro
Lafaiete (MG), Colméia (TO), Bueno Branddo (MG). Micélios do fungo foram
retirados com agua e pincel de cerdas finas, e em seguida induzidos a
esporulacado. Para induzir a esporulagao, as placas de Petri foram submetidas a
temperatura ideal para o fungo (25° C) e fotoperiodo de 12 horas de luz negra.
Apoés trés dias, tendo observado a esporulagédo, adicionou-se agua destilada
esterilizada a cada placa e, com o auxilio de um pincel de cerdas finas, foi
realizado o desalojamento de conidios. Preparou-se a suspensao de conidios
ajustada para a concentragdo de 1 x 10° conidios/mL. A suspens3o foi colocada
em pulverizador costal e procedeu-se a inoculacdo das subamostras, 60 dias apos
o transplantio.

As avaliagbes, apds a inoculacdo das subamostras, foram realizadas a
cada 3 dias. A caracteristica avaliada foi area foliar lesionada pelo fungo A. solani
(AFLAs), para tanto plantas receberam notas em fungédo da porcentagem de area

foliar lesionada, segundo o programa Severity Pro 1.0.
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4.2.2 Reagao a Pseudomonas syringae pv. tomato (Soares et al., 2007)

O experimento foi realizado em quatro ensaios diferentes, dois em janeiro
de 2007, um em fevereiro de 2007, e o ultimo em abril de 2007 sendo conduzidos
na Horta Velha - UFV, em delineamento inteiramente ao acaso com 8 repeti¢cdes.
Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Bacteriologia
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa. O isolado
de Pseudomonas syringae pv. tomato foi coletado de plantas de tomateiro da
cidade de Coimbra (MG) e mantido em geladeira em meio de cultura, o indculo foi
preparado no momento do uso, sendo ajustada para densidade 6ptica (DO) 540 =
0,1, que corresponde aproximadamente a 10® ufc de suspensdo bacteriana para
cada mL de solucéo salina 0,05%.

As mudas foram conduzidas até 4 ou 5 folhas definitivas (cerca de 15 cm de
altura), sendo transplantadas para vasos de 300 mL, em casa de vegetacéao.
Passados 10 dias do transplante, as mudas foram levadas a camara de
inoculagdo, onde inicialmente se aclimataram por 24 horas com o objetivo de
promover a abertura dos estdmatos. Apds inoculagdo, as plantas permaneceram
mais 24 horas na camara para garantir a penetragdo da bactéria inoculada. Em
seguida, as mudas foram levadas para uma camara de crescimento com
temperatura de 24°C (£2°C), onde permaneceram nesta condi¢do por quinze dias.
No final deste periodo, contou-se o numero de pustulas em todas as folhas de

cada planta.

4.2.3 Reagao a begomovirus Tomato yellow spot virus (ToYSV) (Aguilera, 2007)

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Fitopatologia da
UFV, em casa de vegetacdo, em delineamento interiamente casualizado, durante
o periodo de Marg¢o/2006 e Abril/2007. Inicialmente plantas no estadio de quatro
pares de folhas completamente expandidas foram agroinoculadas, empregando-se
a estirpe LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens transformada com os clones
correspondentes ao DNA-A e —B do ToYSV.
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A presenca ou auséncia do virus foi avaliada de forma visual, classificando-
se a planta como suscetivel sempre que observado pelo menos um dos sintomas
caracteristicos do ToYSV, como mosaico severo, epinastia, manchas cloréticas e
encarquilhamento foliar. A confirmagao da infec¢ao viral foi realizada por meio da
PCR utilizando-se primers universais para o género begomovirus. A fenotipagem
das subamostras foi realizada baseando-se na porcentagem de plantas infectadas
(numero de plantas positivas no teste de PCR em relagdo ao total de plantas
testadas) dividida em cinco categorias: altamente resistentes (AR) 0-10%,
resistentes (R) (11-20%), moderadamente resistente (MR) (21-40%), suscetiveis
(S) (41-60%) e altamente suscetiveis (AS) (61-100%)

4.3 Caracterizagao molecular (Aguilera, 2007)

Folhas de trés plantas por subamostra foram coletadas e congeladas a -80°
C. A extragcdo do DNA foi realizada em bulk de trés folhas. As reagbes de
amplificagdo foram realizadas em um volume final de 15 pL contendo Tris-HCI 10
mM (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl, 24 mM, 0,25 uyM de cada um dos
desoxinucleotideos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 0,5 uM de primer, 0.6 unidades
da enzima Tag DNA polimerase, 0,5% de BSA (albumina de soro bovino) e 20 ng
de DNA. As amplificacbes foram realizadas num termociclador “GeneAmp PCR
System 9600” (Applied Biosystem 9600), programado para uma etapa inicial de
desnaturacao de 4 min a 94° C, seguida de 35 ciclos de desnaturacédo (1 min a
4°C), pareamento (1 min a temperatura de 51° C) e extens&o (2 min a 72° C). Por
fim, uma fase de extensao final de 7 min a 72° C.

Dez primers ISSRs, foram selecionados para a reagao de amplificagdo. Os
produtos da amplificagao foram visualizados em gel de agarose 1,2% corados com
brometo de etidio a 0.02 pL/ mL sob luz ultravioleta. As imagens foram
documentadas por um sistema de fotodigitalizacdo Eagle-Eye Il (Stratagene). No
total 144 bandas foram amplificadas. A interpretacdo dos padrdes de bandas foi
realizada pela atribuicdo de 1 a presenga e 0 a auséncia da banda para cada

posicao relativa.
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4 .4 Diversidade Genética

4.4.1 Diversidade genética de subamostras de tomateiro do BGH-UFV quanto aos

caracteres quantitativos e fitopatoldgicos

Para avaliagado da diversidade genética entre as subamostras, quanto aos
caracteres quantitativos, realizou-se, inicialmente, a analise de varidncia agrupada
pelo esquema 1 (Tabela 2), conforme descrito por Cruz et al.(2006), na qual foram
identificadas as caracteristicas com interagao entre testemunhas e ensaios de
efeito significativo, sendo estas descartadas. Para as caracteristicas restantes

efetuou-se a corregao dos dados.

Tabela 2. Esquema da analise agrupada de variancia para varios ensaios, nos
quais sao avaliados tratamentos comuns (testemunhas) e ndo comuns

(gendtipos)
FV GL SQ
Blocos/Ensaios (r-1)e SQB
Ensaios (E) e-1 SQE
Testemunhas (Te) t-1 SQTe
Interacéo (E x Te) (e-1)(t-1) SQTexE
€
Gendtipos (G)/Ensaio Z g, —¢ SQG
k=1
(Te versus G)/E E SQGrupo
e
Residuo (1) [z g, —et— ej SQR
k=1

Total (ret+ngkJ—1

k=1

32



A corregdo dos dados foi realizada segundo Gomes (1990), a partir do
efeito ambiental, estimado pela média das testemunhas em cada experimento
subtraida da média geral destas em todos os experimentos, calculado para cada
caracteristica. As médias das subamostras para cada caracteristica e experimento
foram subtraidas do valor dos respectivos efeitos ambientais.

Paralelamente, realizou-se a analise de varidncia agrupada para os dados
de reacao a Alternaria solani e Pseudomonas syringae. A corre¢cao dos dados foi
realizada a partir do efeito ambiental, estimado pelos dados da testemunha Santa
Clara, da mesma forma procedida para os caracteres quantitativos.

Foi utilizado o teste de Dunnett, a 5% de probabilidade, na comparagao da
média de cada subamostra com a média das testemunhas para os caracteres
quantitativos e fitopatoldgicos.

Na avaliagao da diversidade genética das 67 subamostras foi empregado o
agrupamento de Tocher, utilizando-se como medida de dissimilaridade a distancia

euclidiana média padronizada.

4.4.2 Diversidade genética de subamostras de tomateiro do BGH-UFV quanto aos

caracteres multicategoricos

Inicialmente identificou-se as caracteristicas para as quais nao havia
variagao entre as subamostras, sendo a informacdo dessas descartadas. A
corregcdo dos dados também foi realizada conforme Gomes (1990). Apds a
corregcao procedeu-se a analise de diversidade utilizando-se como medida de
dissimilaridade o complemento aritmético do indice de coincidéncia simples e
agrupamento pelo método de Tocher.

Ressalta-se que os dados de caracterizagdo quanto a reagdo ao
begomovirus Tomato yellow spot virus (ToYSV) foram analisados em conjunto

com os caracteres multicategoricos.
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4.4.3 Diversidade genética de subamostras de tomateiro do BGH-UFV quanto aos

marcadores moleculares

Para a avaliacdo da diversidade genética em nivel molecular, inicialmente
foram identificadas as marcas polimérficas, sendo as demais descartadas. A
analise da diversidade dos dados moleculares foi realizada por agrupamento pelo
método de Tocher. Neste caso, foi utilizado o complemento aritmético do
coeficiente de similaridade de Jaccard, como medida de distancia.

A andlise de diversidade também foi realizada utilizando-se como medida
de dissimilaridade o complemento aritmético do indice de coincidéncia simples. A
comparacgao da dissimilaridade observada pelos dois métodos foi realizada pelo
teste Z de Mantel. Este teste permite comparar duas matrizes entre si, elemento
por elemento, fornecendo um valor de correlagdo que quantifica o grau de
relacionamento entre as matrizes, sendo testada a significancia de r por meio de

permutacgdes (Manly, 1997) e do teste t, de Student, a 5% de probabilidade.

4.4.4 Comparagao entre as matrizes de dissimilaridade obtidas dos caracteres

quantitativos, multicategoéricos e moleculares

Para verificar a existéncia de relacdo da diversidade entre cada um dos
conjuntos de variaveis, os testes de t e Z de Mantel foram utilizados na
comparagao das matrizes de dissimilaridade obtidas a partir dos dados de

diferentes naturezas.
4.4.5 Integracao dos dados quantitativos, multicategéricos e moleculares

Duas estratégias foram utilizadas para a integracdo dos dados. A primeira
foi a conversdo dos dados quantitativos e fitopatoldogicos em multicategoricos,

visando a obtencdo de uma unica matriz de dissimilaridade que contemplasse

todos os caracteres independentes de sua natureza. A segunda estratégia
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utilizada foi a obtencdo das matrizes de dissimilaridade individualmente para cada

conjunto de caracteres e em seguida a soma algébrica das mesmas.

4.4.5.1 Conversao dos dados quantitativos e fitopatoldgicos em multicategoricos

As médias dos dados quantitativos e fitopatoldgicos foram codificadas em

classes a partir de sete subestratégias:

Numero de classes (K) pré-definido e divisdo equitativa da amplitude (DEA):
nesta estratégia as meédias foram agrupadas em 2, 3, 4, 6, 8 e 10 classes.
Os limites de cada classe foram estabelecidos a partir da divisdo equitativa
da amplitude.

Numero de classes (K) pré-definido em fungdo do percentual equitativo dos
dados (PED): nesta estratégia as médias foram agrupadas em 2, 3, 4, 6, 8
ou 10 classes. Cada classe foi estabelecida de forma que todas tivessem a
mesma quantidade de dados.

Numero de classes (K) estimado pela raiz quadrada (RQ): nesta estratégia
o0 numero de classes foi estabelecido a partir do valor da raiz quadrada do
numero de subamostras avaliadas (n=67), resultando em 8 classes.
Numero de classes (K) estimado pela regra de Sturges (RS): nesta
estratégia o numero de classes foi estabelecido a partir da equagao K =1 +
3,3 logion, em que n é o tamanho da amostra, resultando em 7 classes.
Numero de classes (K) definido em fungao da distribuicado normal dos dados
(DN): nesta estratégia os dados foram agrupados em seis classes que
foram definidas com base na média e desvio-padrao (DP). O seguinte
critério foi adotado: classe 1 - [minimo, média - 2DP]; classe 2 - (média -
2DP, média-DP]; classe 3 - (média - DP, media]; classe 4 - (média , media +
DP]; classe 5 - (média + DP, media + 2DP]; classe 6 - (média + 2DP,
maximo].

Numero de classes (K) estabelecido a partir do teste de média Scott Knott
(SK): nesta estratégia o numero de classes foi estabelecido de acordo com

o numero de grupos formados para cada caracteristica no teste de média
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por Scott Knott, sendo assim, as subamostras foram classificadas para
variaveis DH, EPP e ATT em 2 classes; CC, CE, PFB e reacéo a Alternaria
em 3 classes; QO em 4 classes; CFo, LFr, EE, NL, NFB, NTF e SST em 5
classes; PTF e IP em 6 classes; LEC e reacdo a Pseudomonas em 7
classes; CFr e PMF em 8 classes.

— Numero de classes (K) estabelecido conforme Scott (1979) (S): nesta
estratégia o numero de classes foi estabelecido a partir da equacao K = (A.
n'3)/ (3,49 . DP), em que A é a amplitude total, DP o desvio padréo de cada
caracteristica e n o numero total de amostras, sendo assim, as subamostras
foram classificadas para variaveis reacéo a Alternaria em 3 classes; EE e
LEC em 4 classes; EPP, LFr, NL, PFB, PMF e PTF em 5 classes; DH, CC,
CE, NFB, NTF, IP, SST, ATT, QO e reagao a Pseudomonas; CFo e CFr em
7 classes.

As conversdes de dados quantitativos em multicategéricos foram realizadas
com o auxilio do programa Genes (Cruz, 2006). Apdés as conversdes, novas
matrizes de dissimilaridade foram obtidas, para cada subestratégia de codificagéo,
utilizando-se como medida de dissimilaridade o complemento aritmético do indice
de coincidéncia simples. Essas matrizes foram comparadas a matriz original por
meio do teste Z de Mantel para se estabelecer a estratégia de conversdo mais
adequada.

Uma vez estabelecida a melhor subestratégia de conversdo dos dados
quantitativos e fitopatoldégicos em multicategoricos, realizou-se o estudo da
diversidade entre as subamostras considerando-se todos os caracteres em uma
Unica analise de diversidade. Para esta analise, utilizou-se o método de
agrupamento de Tocher, a partir do complemento aritmético do indice de

coincidéncia simples na obtenc&o da matriz de dissimilaridade (CONV).
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4.4.5.2 Soma algébrica de matrizes

ApoOs a obtencdo das matrizes de dissimilaridade, individualmente para
cada conjunto de caracteres, as mesmas foram somadas algebricamente,
tomando-se o cuidado de realizar a padronizagdo dos dados, obtendo-se outra
matriz de dissimilaridade (SOMA), a qual foi comparada com a matriz CONV por
meio do teste Z de Mantel. Também se realizou a analise de diversidade pelo
método de agrupamento de Tocher a partir da matriz de dissimilaridade SOMA.

Cabe ressaltar que as matrizes de dissimilaridade obtidas individualmente,
basearam-se na distancia euclidiana média padronizada, complemento aritmético
do indice de coincidéncia simples e complemento aritmético do indice de Jaccard,

para os caracteres quantitativos, multicategoricos e moleculares, respectivamente.

4.4.6 Colecdes Nucleares

4.4.6.1 Separagdo em grupos ou estratos geneticamente divergentes

As subamostras foram previamente separadas ou estratificadas quanto ao
grupo comercial: Saladinha, Santa Cruz, Italiano ou Saladete, Mag¢ad ou Caqui e
Cereja. Essa separacéo foi realizada a partir da analise do formato de fruto, que
foi avaliado por meio de notas (IPGRI, 1996) e das peculiaridades de cada grupo
(Marim, 2007).

No estrato saladinha foram consideradas as subamostras com formato
achatado a ligeiramente achatado; no estrato Santa Cruz considerou-se as
subamostras com formato redondo a muito redondo; no grupo Italiano as
subamostras com formato cilindrico a eliptico. Adicionalmente, para serem
consideradas dos grupos Saladinha e Santa Cruz, o peso meédio dos frutos deveria
variar entre 30g e 250g. Foram classificados como do grupo Magéa as subamostras
com peso médio dos frutos superior a 250g e do grupo Cereja as subamostras

com peso médio inferior a 30g.
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Nao foi utilizada a estratégia de separacdo por origem, pois parte dos

acessos estudados ngo tiveram sua origem registrada.

4.4.6.2 Intensidade de amostragem e numero de subamostras amostradas por

estrato

Duas intensidades de amostragem das 67 subamostras foram avaliadas: 20
e 30%, representando 14 e 20 subamostras, respectivamente. Para a decisao do
numero de entradas selecionadas por estrato utilizou-se a estratégia logaritmica,
em que o numero de subamostras amostradas de cada estrato € calculado pela

seguinte expressao (Oliveira, 2007):

NAE = 1298

> loga,
i=1

NAE = numero de subamostras amostradas por estrato;

nt

a; = numero de subamostras do i-ésimo estrato;
nt = numero total de subamostras amostradas, definido pela intensidade de
amostragem.

ne = numero de estratos

4.4.6.3 Amostragem ou escolha das subamostras por estrato

A escolha das subamostras para compor cada uma das subcole¢des foi
realizada a partir da analise de diversidade dentro de cada estrato. Para tanto,
matrizes de dissimilaridade entre as subamostras de cada estrato foram obtidas, a
partir dos dados quantitativos e fitopatoldgicos, ou multicategoricos ou moleculares
ou integrados por meio da conversdo ou integrados por meio da soma de
matrizes.

Para cada uma das matrizes de dissimilaridade de cada estrato identificou-
se o valor maximo de distdncia (Ona) € este foi convertido em valor de

similaridade utilizando-se a equacéo (Oliveira, 2007):
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max

- io-[1202)

s = similaridade,
d = é o valor de distancia entre os individuos i e i’ na matriz de dissimilaridade,

d___ = valor maximo de distancia.

max

Assim, a distancia maxima foi igualada a zero. Como a matriz de
dissimilaridade passou a ser de similaridade, ao realizar o agrupamento das
subamostras pelo método de Tocher este saiu invertido, ou seja, foram agrupados
os genotipos mais divergentes (Oliveira, 2007). A selecdo dos acessos que
compuseram as subcolecdes foi realizada de acordo com a sequéncia do
agrupamento pelo método de Tocher até que o numero de subamostras atingisse
0 numero pré-determinado de selecdo para cada estrato de acordo com a

intensidade de amostragem (Vasconcelos et al., 2007).
4.4.6.4 Subcolecbes avaliadas

Foram avaliadas 10 subcolegdes representativas das subamostras de
tomateiro do BGH-UFV. Essas subcole¢des foram definidas pela combinagao
entre a natureza dos dados avaliados e intensidade de amostragem, sendo:

— QUANT-20: amostragem multivariada a partir de dados quantitativos e

intensidade de amostragem de 20%;

— QUANT-30: amostragem multivariada a partir de dados quantitativos e

intensidade de amostragem de 30%;

— MULT-20: amostragem multivariada a partir de dados multicategoricos e

intensidade de amostragem de 20%;

— MULT-30: amostragem multivariada a partir de dados multicategoricos e

intensidade de amostragem de 30%;

— MOL-20: amostragem multivariada a partir de dados moleculares e

intensidade de amostragem de 20%;
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— MOL-30: amostragem multivariada a partir de dados moleculares e
intensidade de amostragem de 30%;

— CONV-20: amostragem multivariada a partir da integragdo de dados
quantitativos, multicategéricos e moleculares por meio da codificagdo de
dados e intensidade de amostragem de 20%;

— CONV-30: amostragem multivariada a partir da integragdo de dados
quantitativos, multicategéricos e moleculares por meio da codificagdo de
dados e intensidade de amostragem de 30%;

— SOMA-20: amostragem multivariada a partir da integracdo de dados
quantitativos, multicategéricos e moleculares por meio da soma de matrizes
e intensidade de amostragem de 20%;

— SOMA-30: amostragem multivariada a partir da integracdo de dados
quantitativos, multicategéricos e moleculares por meio da soma de matrizes

e intensidade de amostragem de 30%;
4.4.6.5 Validagao das subcolecbes

O processo de validacdo das subcolegcdes envolveu a comparagao das
mesmas com a coleg¢ao inicial. Foram realizadas comparacgdes levando-se em
consideragao o indice de coincidéncia da amplitude (CA) e a variancia para cada
grupo de caracteristica, seja quantitativa, multicategérica ou molecular.
Adicionalmente foi proposto um indice de retencao da variabilidade (IRV), para o

qual as subcolecbes também foram comparadas.
Comparacéao das amplitudes

O indice de coincidéncia da amplitude (CA) para cada subcolecéao foi obtido
para cada grupo de caracteristica, seja quantitativa, multicategérica ou molecular,
por meio da equacgao (Hu et al, 2000 e Wang et al, 2007):

CA=1 ASC
niz ACI
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Em que:

CA = indice de coincidéncia da amplitude;

A;SC = amplitude da i-ésima caracteristica na subcole¢ao;
AiCl = amplitude da i-ésima caracteristica na cole¢ao inicial;

n = numero de caracteristicas para determinado grupo.

Este indice também € conhecido por -coeficiente de similaridade
(Vasconcelos et al, 2007) ou indice de retencdo da variabilidade — IRV (Diwan et
al, 1995 e Oliveira, 2007). Ressalta-se, que até o momento, este indice vem sendo
utilizado exclusivamente para a validacdo de colegbes nucleares em relagao a
caracteres quantitativos. Em contrapartida, no presente estudo foram
consideradas as amplitudes de todas as caracteristicas, as quais foram utilizadas
para a composi¢cao do indice de coincidéncia da amplitude para cada grupo de

caracteres, sejam quantitativos, multicategoricos ou moleculares.

Comparacéo das variancias

A variancia foi estimada para cada uma das caracteristicas, tanto na
colecgéo inicial (Cl) quanto nas subcole¢des nucleares. A média das variancias foi
obtida para cada conjunto de caracteristicas, seja quantitativa, multicategorica ou
molecular, em cada uma das subcolecdes e na CI.

Todas as comparagdes entre variancias foram realizadas por meio do teste

F (Snedecor e Cochran,1980), dado por:

F

calculado —

m|m
= NX N

em que ny e ny s&o graus de liberdade associados a sle si, respectivamente. Foi

adotada a maior variancia como s’ e a menor como s., de modo a se obter

sempre o valor de F calculado maior que 1. O valor de F calculado foi comparado

com valor de F tabelado a 5% e 1% de probabilidade.
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Andlise gréafica da variabilidade

Para avaliar a representatividade das subcolegcbes nucleares quanto a
frequéncia das classes de <cada caracteristica, sejam quantitativas,
multicategdéricas ou moleculares, os dados quantitativos, previamente codificados
em multicategoricos, e os dados multicategoricos foram codificados em binarios,
ou seja, cada classe foi considerada como uma caracteristica, e as subamostras
receberam nota 1 quando pertenciam aquela classe e 0 caso contrario.

A frequéncia de subamostras que apresentavam cada uma das
caracteristicas foi estimada para todas as subcolegbes nucleares. Caracteristica
presente em todos os individuos de uma subcolecdo foi considerada fixada,
enquanto foram consideradas caracteristicas extintas aquelas com frequéncia nula
nas subcolecbes. Uma vez estimada a frequéncia de cada caracteristica na

colecéo inicial e subcolecdes os valores foram plotados no grafico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diversidade genética de 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV quanto

aos caracteres quantitativos e fitopatolégicos

5.1.1 Analises univariadas

Pela analise de varidncia dos caracteres quantitativos verificou-se a
existéncia de variabilidade entre as subamostras de tomateiro para todas as 27
caracteristicas estudadas. Adicionalmente, observou-se interagdo significativa
entre testemunhas e ensaios para 8 dessas, quais sejam: comprimento do
hipocotilo (compH), largura do cotilédone (LC), largura de folha (LFo), didametro do
entreno (DE), espessura do mesocarpo (EM), numero de frutos ruins (NFR), peso
de frutos ruins (PFR) e acidez total (AT). Essas caracteristicas foram descartadas
das analises posteriores. Para reacao a Alternaria sp. e Pseudomonas sp. também
observou-se variabilidade entre as subamostras.

A comparagao entre a média de cada subamostra com cada uma das
testemunhas, pelo teste de Dunnett, permitiu identificar subamostras divergentes
em relagdao as testemunhas que sio variedades comerciais, para uma ou mais
caracteristicas quantitativas avaliadas (Tabela 3).

Considerando os caracteres da fase de plantula, observou-se para o
comprimento do cotilédone (CC) que as subamostras 980 (30,09mm) e 1214
(32,04mm) apresentaram médias inferiores a das testemunhas, com valores

médios de 47,08mm e 44,91mm, respectivamente. Para o diametro do hipocdétilo
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(DH) observou-se que as subamostras 970 e 2234 apresentaram médias inferiores
apenas em relagao a testemunha ‘Santa Clara’, com valores iguais a 1,66 e 1,51,
respectivamente, enquanto a testemunha apresentou 2,43mm.

Para todas as caracteristicas avaliadas na fase vegetativa verificou-se a
ocorréncia de subamostras diferentes das testemunhas. As subamostras 468,
1282, 1988, 1989, 1991, 1992 e 1993 apresentaram valores de comprimento de
folha (CFo) entre 27,77 e 34,88cm. Esses valores foram inferiores aos observados
para as testemunhas que apresentaram os respectivos valores de 45,89 e
46,56cm de comprimento foliar. Para a espessura do peciolo principal (EPP), a
subamostra 4309 (4,47mm) apresentou diferenga significativa com relagéo so6 a
testemunha ‘Santa clara’, com valor de 7,18mm. Ja para o comprimento do
entrend (CE) a subamostra 1989 (13,64mm) apresentou valor inferior ao de ambas
as testemunhas.

A obtencao de plantas mais compactas, ou seja, com menor espessura do
peciolo e menor comprimento da folha e do entrend, € um dos objetivos dos
programas de melhoramento do tomateiro destinados a industria, uma vez que
estas caracteristicas sdo mais adequadas a colheita mecanizada (Carvalho et al.,
2003). Adicionalmente, para o cultivo do tomateiro destinado ao consumo in
natura, a redugao do tamanho da planta possibilita a diminuicdo do investimento
em mao de obra e insumos, principalmente defensivos (Campos et al., 1987;
Oliveira et al., 1995).

Varias subamostras apresentaram diferencgas significativas em relacéo as
testemunhas para as caracteristicas de fruto. Tal fato implica em grande
diversidade de formatos e firmeza. Foram verificadas subamostras com
dimensdes tanto superiores quanto inferiores as testemunhas. Dentre essas,
destacaram-se as subamostras 773, 980 e 1254 que apresentarem todas as
medidas de fruto inferiores, 0 que permitiu caracteriza-las como tipicamente do
grupo comercial cereja. Embora a maior parte do tomate comercializado in natura
no pais seja dos grupos Santa Cruz e Salada, outros grupos comerciais tém
aumentado sua importancia, principalmente os grupos Cereja e ltaliano (Marim,
2007).

44



Tabela 3. Médias das avaliagdes nas fases de plantula, vegetativa, reprodutiva,
dados agrondmicos, qualidade dos frutos e reagdo a Alternaria e
Pseudomonas de 67 subamostras de tomateiro e duas cultivares

comerciais

Subamostra DH? ccC CFo EPP CE CFr LFr
166 239 ab' | 4168 ab |3814 ab |579 ab 59,34 ab |52,09 63,12 ab
181 232 ab | 4079 ab | 4448 ab |671 ab 71,33 ab |47,56 60,08 ab
279 243 ab | 4374 ab | 4164 ab |584 ab 64,79 ab |44,29 45,02
322 256 ab | 4906 ab | 4448 ab |7,02 ab 70,96 ab |41,92 39,35
349 239 ab | 4499 ab |3706 ab |659 ab 100,36  ab |49,06 64,22 ab
468 229 ab |3591 ab | 31,98 6,01 ab 66,74 ab |40,32 55,68 b
489 186 ab | 3501 ab |4573 ab |784 ab 70,06 ab |34,72 44,42
773 189 ab |3394 b |3764 ab |741 ab 51,99 ab |27,49 30,38
850 189 ab | 4174 ab | 4223 ab |697 ab 87,86 ab |41,82 41,05
970 166 b | 4024 ab |4173 ab |632 ab 89,81 ab [61,32 b |5392 b
975 198 ab | 4368 ab |4531 ab |644 ab 74,41 ab 6212 b | 5355
978 208 ab |3883 ab |4414 ab |6,39 ab 48,73 ab 64,56 ab | 67,28 ab
980 2,03 ab | 30,09 3806 ab |6,04 ab 42,58 ab |29,36 29,92
981 226 ab | 4556 ab | 4448 ab |529 ab 72,76 ab 64,92 ab | 7295 ab
985 226 ab | 4044 ab | 4156 ab |6,92 ab 58,88 ab |40,46 4542
987 2,06 ab | 4509 ab |4139 ab |651 ab 62,15 ab |54,59 51,92
989 229 ab | 4319 ab |5514 ab |654 ab 72,66 ab 6529 ab | 73,98 ab
990 233 ab | 4079 ab | 4006 ab |722 ab 61,06 ab |48,79 50,72
991 226 ab | 43,16 ab | 4298 ab |6,02 ab 79,81 ab |6149 b |5582 b
992 219 ab | 4786 ab | 4239 ab |737 ab 51,34 ab |57,19 4322
993 216 ab | 4999 ab | 4539 ab |767 ab 91,01 ab |55,76 50,65

994 229 ab | 43,59 ab 45,14 ab 6,84 ab 71,63 ab (60,12 b 50,52
997 219 ab | 4439 ab 50,14 ab 589 ab 79,08 ab (6349 ab 69,25 ab
1019 239 ab | 4549 ab 37,81 ab 4,74  ab 93,11 ab |[52,79 68,35 ab
1020 263 ab | 40,79 ab 42,48 ab 6,21 ab 83,96 ab |[60,99 b 49,22
1211 1,96 ab 52,76 ab 43,14 ab 6,16 ab 91,69 ab |58,62 b 52,15

1214 229 ab 32,04 42,54 ab 547 ab 53,81 ab |55,66 76,28 ab
1254 216 ab 3259 b 37,81 ab 6,12 ab 53,96 ab |[31,24 34,35

1282 223 ab | 42,09 ab 27,77 540 ab 36,78 ab |52,49 61,04 ab
1485 249 ab 55,99 ab 39,72 ab 6,63 ab 54,16 ab 56,39 71,71 ab
1490 236 ab 53,59 ab 43,07 ab 6,98 ab 30,31 ab |51,43 57,46 ab
1497 2,63 ab 52,63 ab 38,97 ab 6,40 ab 56,74 ab |[41,36 42,49

1498 2,83 ab 59,46 a 43,42 ab 6,96 ab 48,64 ab |54,54 5591 b

1499 2,86 a 50,59 ab 38,40 ab 6,73 ab 58,53 ab |58,47 b 63,53 ab
1532 236 ab | 43,73 ab 39,05 ab 6,60 ab 51,83 ab (6518 ab 5450 b
1538 2,63 ab 55,59 ab 36,47 ab 6,58 ab 57,76 ab |[60,98 b 56,99 b

1706 2,83 ab 55,06 ab 42,27 ab 756 ab 63,96 ab |[49,42 53,40

1708 2,69 ab 50,93 ab 42,13 ab 6,70 ab 28,38 ab |50,48 50,05

1985 2,73 ab | 42,09 ab 47,30 ab 6,00 ab 19,73 a |59,63 b 80,51 a
1987 253 ab | 44,83 ab 41,07 ab 593 ab 45,03 ab | 54,83 70,69 ab
1988 243 ab | 46,13 ab 30,38 590 ab 45,81 ab |56,19 74,04 ab
1989 2,76 ab | 42,69 ab 22,47 595 ab 13,64 48,07 58,34 ab
1990 239 ab | 48,16 ab 53,22 ab 566 ab 48,33 ab |[93,73 45,24

1991 236 ab | 42,76 ab 33,72 5,06 ab 44,61 ab |59,54 b 80,67 a
1992 2,86 a 47,73 ab 32,63 540 ab 34,63 ab |53,60 66,84 ab
1993 249 ab | 42,73 ab 34,88 711 ab 46,34 ab | 55,67 64,39 ab

2119 223 ab | 46,03 ab 39,13 ab 586 ab 42,16 ab |57,68 b 75,84 ab
2202 3,08 a 49,94 ab 41,89 ab 6,53 ab 103,75 ab |[60,38 b 77,37 ab
2203 1,98 ab 37,64 ab 38,73 ab 725 ab 64,97 ab |57,88 b 76,76 ab
2205 2,98 a 49,14 ab 46,31 ab 750 ab 62,48 ab |52,71 70,96 ab
2208 2,84 a 46,28 ab 49,06 ab 7,71 ab 60,78 ab |59,21 b 77,50 ab
2211 2,94 a 48,04 ab 45,64 ab 5,78 ab 107,20 b |63,01 b 74,26 ab
2213 254 ab | 45,68 ab 49,14 ab 753 ab 66,53 ab |[48,16 66,49 ab
2214 218 ab | 4591 ab 50,81 ab 6,46 ab 85,52 ab | 54,43 71,91 ab
2216 268 ab | 43,54 ab 44,81 ab 7,75 ab 57,58 ab |58,88 b 76,57 ab
2219 238 ab | 43,51 ab 43,81 ab 6,50 ab 70,23 ab |[57,92 72,03 ab
2223 258 ab | 43,71 ab 47,23 ab 6,23 ab 69,70 ab |63,06 b 7842 a
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2229 2,54 ab 43,54 ab 42,31 ab 4,65 ab 59,83 ab |53,06 78,65 a
2234 1,51 b 35,18 ab 41,64 ab 6,70 ab 58,90 ab |[62,05 b 85,42
3472 2,14 ab 4494 ab 43,48 ab 6,50 ab 73,63 ab |51,68 79,09 a
4006 2,31 ab 46,91 ab 37,64 ab 5,18 ab 49,78 ab |[45,45 41,92
4035 2,18 ab 47,04 ab 38,98 ab 4,95 ab 48,98 ab |39,04 40,44
4053 2,24 ab 47,58 ab 4414 ab 6,05 ab 73,17 ab |[45,25 41,26
4054 2,28 ab 4791 ab 40,89 ab 7,41 ab 59,92 ab |[85,15 56,11 b
4055 2,08 ab 4791 ab 43,06 ab 6,35 ab 67,28 ab |[51,21 49,29
4206 2,51 ab 49,64 ab 40,23 ab 7,43 ab 59,32 ab |[57,95 b 54,62 b
4309 2,51 ab 49,74 ab 3589 a 4,46 b 65,35 ab |57,44 53,69
Santa Clara | 2,43 a 47,08 a 45,89 a 7,18 a 61,37 a 73,05 a 69,40 a
Débora 2,12 b 44,91 b 46,56 b 6,67 b 71,22 b 67,50 b 65,70 b
continuagdo Tabela 3
Subamostra EE LEC NL NFB PFB PMF NTF
166 48,26 ab | 37,02 ab | 3,92 ab | 52,82 3666,03 ab 80,41 70,83
181 4576 ab | 30,09 ab | 4,58 ab | 24,70 ab | 299472 ab | 104,62 ab 40,04 ab
279 30,16 20,29 1,92 ab | 46,80 3610,17 ab 81,37 65,52 a
322 28,82 2382 b 2,25 ab | 50,42 3905,08 ab 86,15 69,45
349 50,89 ab | 34,02 ab | 3,92 ab | 2351 ab | 3100,11 ab | 11539 ab 34,54 ab
468 43,96 ab | 36,75 ab | 8,92 30,29 ab | 3070,17 ab 90,70 48,23 ab
489 3516 b | 20,45 2,25 ab | 54,76 3052,83 ab 61,09 72,64
773 21,79 9,72 1,92 ab | 51,77 2404,72 ab 48,01 62,04 ab
850 28,99 16,39 3,58 ab | 40,51 b | 2819,78 ab 65,47 63,10 ab
970 36,39 b [27,82 ab 1,92 ab | 36,10 ab | 3650,36 ab | 101,85 ab 55,13 ab
975 36,62 b |[26,22 ab 1,92 ab | 32,68 ab | 347428 ab | 104,97 ab 49,21 ab
978 5522 ab | 47,45 a 4,25 ab 19,80 ab | 332561 ab | 167,16 ab 31,00 ab
980 23,46 9,55 2,25 ab | 87,32 2907,50 ab 49,88 108,97
981 62,56 a | 52,99 6,92 16,76 ab | 2925,22 ab | 169,02 b 26,72 b
985 3529 b 19,42 1,92 ab | 45,91 3134,39 ab 69,29 59,94 ab
987 40,26 ab | 2945 ab 1,92 ab | 30,76 ab | 3219,42 ab 95,43 ab 48,51 ab
989 63,79 58,72 9,25 17,68 ab | 3072,89 ab | 172,69 27,90 ab
990 39,19 ab [ 2392 b 2,58 ab | 43,62 3867,97 ab 91,68 55,99 ab
991 38,36 ab [ 2255 b 1,92 ab | 3290 ab | 3334,177 ab 95,87 ab 52,88 ab
992 30,62 20,12 1,92 ab | 34,34 ab | 3119,70 ab 83,26 54,15 ab
993 37,86 b [2422 b 1,92 ab | 4035 b 3749,67 ab 95,15 ab 57,00 ab
994 36,86 b 19,12 2,25 ab | 36,99 ab | 365895 ab 97,88 ab 62,12 ab
997 58,52 ab | 58,02 6,58 18,70 ab | 3078,31 ab | 156,47 ab 29,15 ab
1019 57,09 ab |[44,75 a 5,58 ab 19,15 ab | 2742,89 ab | 117,22 ab 29,68 ab
1020 33,22 28,12 ab 1,92 ab | 34,39 ab | 3580,58 ab | 102,38 ab 66,67
1211 3742 b [30,59 ab | 2,25 ab | 28,86 ab | 3364,97 ab 94,83 ab 46,38 ab
1214 68,82 60,25 12,25 17,21 ab | 3067,61 ab | 183,66 29,23 ab
1254 27,66 19,52 3,58 ab | 46,15 2505,92 ab 52,46 65,98 a
1282 5410 ab | 36,24 ab | 593 ab 15,64 ab | 1913,06 115,28 ab 15,97
1485 60,69 a [4195 ab | 4,86 ab | 24,16 ab | 345467 ab | 133,83 ab 3574 ab
1490 4509 ab | 2586 b 2,72 ab | 47,88 3967,42 ab 80,02 67,40
1497 33,10 14,52 2,08 ab | 38,70 ab | 1691,25 38,81 57,63 ab
1498 4149 ab | 2257 b 2,27 ab | 36,36 ab | 325522 ab 82,87 51,37 ab
1499 4764 ab | 31,38 ab | 247 ab | 22,51 ab | 2154,56 a 91,78 35,71 ab
1532 39,10 ab [ 2265 b 2,14 ab | 25,33 ab | 2281,67 a 84,51 43,94 ab
1538 41,58 ab | 23,31 b 2,21 ab | 27,80 ab | 2274,92 a 75,85 52,80 ab
1706 41,53 ab | 19,99 2,28 ab | 40,50 b |2829,89 ab 63,62 64,42 a
1708 36,33 b 15,67 2,29 ab | 42,79 2889,50 ab 61,82 57,03 ab
1985 70,31 52,05 8,25 16,78 ab | 3173,67 ab | 176,40 23,74
1987 58,13 ab [ 39,47 ab | 5,06 ab 10,61 ab | 1558,33 145,63 ab 21,71
1988 67,81 46,27 a 8,53 12,28 ab | 1976,67 144,75 ab 16,77
1989 49,85 ab | 27,17 ab | 4,00 ab 17,61 ab | 1455,39 78,40 20,32
1990 32,78 15,30 2,25 ab | 23,62 ab | 1842,39 73,94 4517 ab
1991 73,08 54,66 13,51 15,28 ab | 3075,22 ab | 185,24 21,22
1992 58,33 ab | 36,44 ab | 4,92 ab | 23,89 ab |3079,177 ab | 120,85 ab 27,11 b
1993 55,24 ab | 37,88 ab | 6,31 a 23,18 ab | 2256,00 a 91,25 25,40 b
2119 61,87 a [3991 ab | 529 ab | 22,33 ab | 3550,00 ab | 148,87 ab 36,66 ab
2202 67,02 51,28 7,00 15,08 ab | 3222,11 ab | 190,33 22,88

46




2203 66,55 52,39 7,19 9,13 a 1368,56 157,03 ab 14,87
2205 6049 a |4783 a 8,50 17,44 ab | 2205,89 a 128,73 ab | 26,92 b
2208 67,84 51,19 7,22 11,08 ab | 2449,72 ab | 195,18 18,70
2211 62,61 a | 4782 a 5,44 ab | 12,36 ab | 2574,06 ab | 187,16 19,80
2213 57,55 ab | 44,80 a 8,21 14,17 ab | 2136,97 a 147,74 ab | 23,63
2214 57,19 ab | 44,40 ab | 5,56 ab | 19,13 ab |2946,97 ab | 14593 ab | 30,71 ab
2216 66,61 49,18 a 6,72 8,42 a | 245561 ab | 234,12 18,92
2219 61,50 a | 4494 a 6,00 a 18,93 ab | 2966,56 ab | 14746 ab | 28,05 ab
2223 68,03 52,77 7,61 9,00 a | 245542 ab | 224,28 21,17
2229 68,82 47,36 a 8,89 16,29 ab | 1723,56 117,80 ab | 27,33 ab
2234 72,12 56,89 10,86 7,91 a | 2303,67 a | 229,92 14,07
3472 66,53 49,05 a 6,60 15,91 ab | 1861,39 12356 ab | 25,88 b
4006 29,99 18,61 2,39 ab |39,40 ab | 395,39 16,23 49,97 ab
4035 30,36 16,47 2,34 ab | 49,29 534,81 10,42 58,30 ab
4053 30,67 15,60 2,83 ab | 54,26 952,67 14,72 68,85
4054 38,75 ab | 2212 b 2,08 ab | 19,04 ab | 484,72 52,93 31,02 ab
4055 34,73 b | 20,10 2,06 ab | 44,69 1671,78 35,94 56,40 ab
4206 37,37 b | 20,36 2,06 ab | 51,35 2308,92 a 40,81 62,19 ab
4309 36,53 b [2166 b 2,17 ab | 36,26 ab | 1964,56 54,98 4528 ab
Santa Clara | 50,74 a | 37,80 a 2,81 a 2393 a | 3297,78 a 130,67 a 46,75 a
Débora 4610 b |3284 b 2,36 b 2542 b | 3532,72 b 132,35 b 43,56 b
continuagdo Tabela 3
Subamostra PTF 1P SST ATT QO Alter Pseud.
166 5400,51 ab 497 ab 5,28 0,35 ab 15,03 ab 76,15 a 115,56 a
181 4783,44 ab 528 ab 477 b 0,48 b 9,57 ab 80,18 a 115,56 a
279 5328,20 ab 496 ab 5,50 0,38 ab 14,87 ab 62,69 a 103,94 a
322 5653,45 ab 8,65 ab 490 b 0,36 ab 13,44 ab 100,84 a 107,44 a
349 4655,62 ab 11,74 ab 4,23 ab 0,37 ab 11,41 ab 97,62 a 95,44 a
468 4935,43 ab 9,32 ab 4,70 ab 0,43 ab 11,29 ab 105,49 a 149,06 a
489 4501,23 ab 12,77 ab 5,00 b 0,38 ab 13,41 ab 96,93 a 115,56 a
773 3576,23 11,55 ab 4,30 ab 0,34 ab 12,74 ab 98,89 a 10,19
850 4479,23 ab 9,10 ab 5,87 0,37 ab 16,07 a 99,16 a 16,81
970 5575,87 ab 1,80 ab 473 b 0,37 ab 12,87 ab 36,30 61,94 a
975 5152,23 ab 1,67 ab 477 b 0,36 ab 13,05 ab 100,95 a 21,94
978 5498,84 ab 1,68 ab 4,27 ab 0,39 ab 10,76  ab 97,89 a 69,19 a
980 4205,38 ab 14,56 ab 3,47 ab 0,37 ab 9,43 ab 5525 a -25,31
981 5132,29 ab 258 ab 5,00 b 0,36 ab 13,84 ab 103,24 a 11494 a
985 4544,68 ab 6,33 ab 5,73 0,41 ab 13,97 ab 38,19 a 13,31
987 4958,76 ab 9,26 ab 4,40 ab 0,34 ab 12,76 ab 40,33 a -8,31
989 5066,54 ab 12,60 ab 4,53 ab 0,29 ab 15,79 ab 99,00 a 12,06
990 5385,65 ab 9,46 ab 4,20 ab 0,39 ab 11,09 ab 5320 a -15,69
991 524434 ab 504 ab 4,48 ab 0,39 ab 11,59 ab 99,71 a -14,81
992 4732,65 ab 9,51 ab 4,67 ab 0,37 ab 12,59 ab 36,02 -13,06
993 5455,93 ab 299 ab 477 b 0,31 ab 15,92 ab 30,85 10,31
994 5901,62 ab 550 ab 490 b 0,28 ab 17,90 30,14 -14,31
997 4985,29 ab 12,52 ab 477 b 0,41 ab 11,47 ab 101,96 a 90,31 a
1019 4510,81 ab 5,31 ab 4,10 ab 0,34 ab 12,25 ab 5165 a 204,69
1020 5608,84 ab 6,43 ab 4,43 ab 0,31 ab 14,47 ab 98,90 a 204,94
1211 5427,87 ab 2,83 ab 4,17 ab 0,29 ab 14,66 ab 33,74 289,69
1214 5346,95 ab 13,06 ab 4,23 ab 0,36 ab 11,73 ab 98,77 a 13594 a
1254 3857,95 b 12,02 ab 480 b 0,45 ab 10,40 ab 28,46 150,44 a
1282 1810,27 54,36 2,53 0,26 a 10,09 ab 63,96 a 129,56 a
1485 5316,22 ab 18,37 a 3,53 ab 0,33 ab 10,92 ab 38,98 a 49,19
1490 5192,41 ab 9,98 ab 3,60 ab 0,35 ab 10,44 ab 31,66 67,06 a
1497 2047,19 15,84 ab 510 b 0,35 ab 14,74 ab 33,82 53,19
1498 4499,22 ab 12,03 ab 3,67 ab 0,35 ab 11,52 ab 37,81 55,81
1499 2983,36 9,86 ab 4,13 ab 0,32 ab 13,02 ab 28,18 62,81 a
1532 3445,50 2,31 ab 4,33 ab 0,36 ab 1225 ab 28,38 55,06
1538 3691,44 9,43 ab 3,97 ab 0,35 ab 11,48 ab 39,16 a 93,94 a
1706 3909,11 b 13,71 ab 5,57 0,36 ab 15,38 ab 29,74 77,56 a
1708 3530,00 19,91 3,70 ab 0,29 ab 13,04 ab 37,35 93,06 a
1985 4462,33 ab 15,01 ab 4,07 ab 0,31 ab 13,14 ab 40,60 a 73,06 a
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1987 2570,05 27,12 4,23 ab 0,38 ab 11,00 ab 40,61 a 127,31  a
1988 2507,77 36,58 2,83 a 0,36 ab 7,92 ab 48,45 a 65,19 a
1989 1453,39 47,57 2,70 a 0,31 ab 8,83 ab 51,57 a 36,19
1990 2382,50 8,50 ab 3,93 ab 0,27 ab 14,92 ab 34,86 58,94 a
1991 378161 b 42,75 3,47 ab 0,38 ab 9,36 ab 51,24 a 52,56
1992 3360,28 27,12 3,37 ab 0,36 ab 9,50 ab 43,05 a 62,94 a
1993 2280,80 24,28 513 b 0,25 a 20,48 7341 a 71,94 a
2119 5430,55 ab 12,80 ab 3,47 ab 0,30 ab 11,79 ab 34,45 94,44 a
2202 3723,41 13,02 ab 3,57 ab 0,40 ab 9,11 ab 28,32 84,56 a
2203 1563,05 9,16 ab 4,47 ab 0,51 9,10 ab 98,61 a 108,44 a
2205 2462,02 21,65 4,13 ab 0,41 ab 10,30 ab 35,22 96,19 a
2208 2955,27 16,39 ab 510 b 0,43 ab 12,26 ab 35,10 68,69 a
2211 3027,83 8,84 ab 3,77 ab 0,40 ab 9,67 ab 37,08 160,69
2213 2512,75 26,44 3,57 ab 0,37 ab 10,52 ab 82,72 a 127,56 a
2214 378291 b 11,25 ab 4,17 ab 0,38 ab 11,10 ab 39,34 a 132,69 a
2216 3463,44 10,48 ab 3,90 ab 0,38 ab 10,50 ab 38,73 a 123,69 a
2219 3464,72 11,08 ab 3,77 ab 0,37 ab 10,28 ab 36,60 114,19 a
2223 3781,19 b 18,06 a 4,03 ab 0,39 ab 10,39 ab 86,46 a 120,19 a
2229 2339,33 12,66 ab 3,97 ab 0,31 ab 12,69 ab 39,58 a 129,69 a
2234 2605,44 14,16 ab 3,97 ab 0,33 ab 12,58 ab 96,60 a 184,94
3472 2350,08 10,16 ab 4,30 ab 0,41 ab 10,77 ab 33,84 149,56 a
4006 -0,28 33,50 483 b 0,37 ab 13,20 ab 34,65 111,44 a
4035 87,83 26,43 4,43 ab 0,42 ab 11,05 ab 33,10 119,31 a
4053 790,27 20,55 477 b 0,37 ab 13,04 ab 31,16 127,06 a
4054 481,33 8,74 ab 3,73 ab 0,35 ab 10,73 ab 26,04 187,56
4055 1514,55 14,18 ab 4,63 ab 0,39 ab 12,10 ab 31,30 111,31 a
4206 2120,00 11,28 ab 4,13 ab 0,34 ab 12,18 ab 26,62 141,81 a
4309 1731,11 7,32 ab 4,50 ab 0,32 ab 14,19 ab 43,71 a 145,19 a
Santa Clara | 5463,77 a 6,70 a 3,70 a 0,33 a 11,46 a 7497 a 108,56 a
Débora 5150,83 b 4,91 b 423 b 0,39 b 11,07 b - - - -

"Médias seguidas da letra a e b, na coluna, sdo estatisticamente iguais, em nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de
Dunnett, as testemunhas Santa Clara e Débora Plus, respectivamente.

DH: diametro do hipocétilo; CC: comprimento do cotilédone; CFo: comprimento da folha; EPP: espessura do peciolo
principal; CE: comprimento do entrend; CFr: comprimento do fruto; LFr: largura do fruto. EE: espessura do endocarpo; LEC:
largura do eixo central; NL: nimero de I6culos; NFB: nimero de frutos bons; PFB: peso de frutos bons; PMF: peso médio de
frutos; NTF: numero total de frutos. PTF: peso total de frutos; IP: indice de precocidade; SST: solidos soluveis totais; ATT:
acidez total titulavel; QO: qualidade organoléptica; Alter.:reagdo a Alternaria e Pseud.: reagao a Pseudomonas.
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Em relagdo aos dados agronémicos algumas subamostras se destacaram
por apresentarem meédias superiores a das testemunhas ‘Santa Clara’ e ‘Débora
Plus’. A subamostra 980 com as maiores médias para numero de frutos bons
(NFB) e numero total de frutos (NTF), as subamostras 989, 1214, 1985, 1991,
2202, 2208, 2211, 2216, 2223 e 2234 para peso médio dos frutos (PMF) e as
subamostras 1282, 1708, 1987, 1988, 1989, 1991, 1992, 1993, 2213, 4006, 4035
e 4053 para indice de precocidade (IP).

Para solidos soluveis totais (SST) as subamostras 166, 279, 850, 985 e
1706 apresentaram médias, entre 5,50°brix e 5,87°brix, significativamente
diferentes das médias das testemunhas ‘Santa Clara’ e ‘Débora Plus’. As demais
subamostras, exceto a 1282 (2,53°brix), ndo apresentaram diferencas
significativas quanto a quantidade total de sdlidos soluveis em relacdo as
testemunhas ‘S.Clara’ e ‘D. Plus’, que apresentaram médias iguais a 3,7°brix e
4,2°brix, respectivamente.

Para acidez total titulavel (ATT) destacou-se apenas a subamostra 2203
com média igual a 0,51, significativamente superior as testemunhas ‘Santa Clara’
e ‘Débora Plus’ que apresentaram médias iguais a 0,33 e 0,39, respectivamente.
Para qualidade organoléptica (QO) os destaques foram para as subamostras 994
e 1993, que apresentaram valores iguais a 17,90 e 20,48, superiores as
testemunhas com valores médios iguais a 11,46 e 11,07.

Quanto a reagao a Alternaria, observou-se a ocorréncia de 27 subamostras
mais tolerantes a esta doenca que a testemunha ‘Santa Clara’, as quais
apresentaram areas lesionadas menores. Estas subamostras foram as de
nameros, 970, 992, 993, 994,1211, 1254, 1490, 1497, 1498, 1499, 1532, 1706,
1708, 1900, 2119, 2202, 2205, 2208, 2211, 2219, 3472, 4006, 4035, 4053, 4054,
4055 e 4206. As médias das notas para area foliar lesionada variaram entre 26,04
e 37,81, enquanto a testemunha apresentou média igual a 74,97.

Considerando a reacdo a Pseudomonas, se destacaram as subamostras
773, 850, 975, 980, 985, 987, 989, 990, 991, 992, 993, 994, 1485, 1497, 1498,
1532, 1989 e 1991, por apresentarem menor numero de pustulas em relagdo a

testemunha ‘Santa Clara’. Essas subamostras apresentaram numero médio de
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pustulas entre 0 e 55,81, enquanto a testemunha apresentou meédia de 108,56

pustulas.

5.1.2 Analises multivariadas

Mediante a analise de agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher
as 67 subamostras foram separadas em 14 grupos. Karasawa et al. (2005)
avaliaram 70 subamostras de tomateiro do Banco de Germoplasma da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — UENF sendo essas separadas
inicialmente em apenas dois grupos. Estes resultados indicam que o BGH-UFV é
uma excelente fonte de recursos genéticos para a cultura do tomateiro.

Ficaram alocados no primeiro grupo 26 subamostras e a cultivar comercial
Santa Clara, o que representa 40% do total das subamostras caracterizadas
(Tabela 4). Este resultado mostra que de maneira geral, as subamostras deste
grupo apresentaram caracteristicas similares a da cultivar comercial. O fato de
existirem varias subamostras semelhantes a cultivar comercial é util aos
melhoristas, pois caso alguma dessas subamostras possua um fendtipo de
interesse, ausente na cultivar comercial, sua inclusdo nos programas de
melhoramento ndo prejudicaria as demais caracteristicas (Marim, 2007). Dentre as
subamostras do grupo 1 pode-se destacar a 993, 1497, 1498 e 1532, as quais
apresentaram médias inferiores a testemunha nas avaliacdes tanto para a reagao
a Alternaria quanto a Pseudomonas. Assim, essas subamostras apresentam
potencial para serem incluidas em programas de melhoramento que visem
resisténcia a tais doencgas, sem, contudo, provocar grandes alteragdes nas demais
caracteristicas comerciais.

No segundo grupo ficaram alocadas 21 subamostras, dentre essas se
destacou a de numero 2119 que apresentou caracteristicas similares a
testemunha Santa Clara, divergindo apenas quanto a reacao a Alternaria, a area
foliar lesionada nessa subamostra foi igual a 34,45, inferior a da testemunha ‘S.

clara’ que apresentou area de 74,97.
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Tabela 4. Agrupamento de 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV pelo

método de Otimizacdo de Tocher a partir dos dados quantitativos e
reacao a Alternaria e Pseudomonas

Grupos Subamostras

1 975, 991, 987, 990, 992, 970, 1532, 985, 279, 993, 994, 166, 322, 850, 1706, 1538
4206, 4055, 1497, 1499, 1498, 1708, 1490, Santa Clara, 349, 1020, 181

2 2214, 2219, 3472, 2223, 2216, 2213, 2205, 1987, 2208, 2211, 2202, 997, 1485, 2229,
2219, 1985, 981, 978, 1019, 1992, 1214

3 4006, 4035, 4053, 4309

4 1988, 1991, 1282, 1989

5 489, 773, 1254

6 468

7 980

8 1211

9 1993

10 2203

11 4054

12 1990

13 989

14 2234
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No terceiro grupo ficaram alocadas as subamostras 4006, 4035, 4053 e
4309. Esse grupo € caracterizado por subamostras com dimensdes menores de
fruto, ndo excedendo ao peso médio de 55g.

As subamostras 1988, 1991, 1282, 1989 formaram o quarto grupo. Essas
subamostras se destacam com bons indices de precocidade (IP) variando entre
36,58 a 54,38, no entanto, apresentaram numero total de frutos (NTF) inferior a
testemunha Santa Clara (Tabela 3).

O quinto grupo foi formado por trés subamostras, todas com dimensdes de
fruto (CFr, LFr, EE e LEC) e peso médio de fruto (PMF) inferiores a testemunha ‘S.
clara’. As subamostras 468, 980, 1211, 1993, 2203, 4054, 1990, 989 e 2234
formaram sozinhas os grupos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14, respectivamente.

5.2 Diversidade genética entre subamostras de tomateiro do BGH-UFV quanto aos

caracteres multicategoéricos e reacdo ao begomovirus

Dentre as 35 caracteristicas avaliadas, 4 ndo apresentaram variacao entre
as subamostras, sao essas: pilosidade do hipocétilo (PH), tipo de inflorescéncia
(TI), cor da corola (CCor) e pilosidade no fruto (PilF). Essas n&o foram
consideradas na analise da diversidade.

Nas avaliagbes quanto ao tipo de crescimento da planta (TCP) destacaram-
se as subamostras 1989 do tipo ando e as subamostras 1988 e 1992 do tipo
determinado. As subamostras 1282, 1993, 2208 e 2213 foram classificadas como
do tipo semideterminado. Todas as demais subamostras avaliadas, inclusive as
testemunhas ‘Santa Clara’ e ‘Débora Plus’ apresentaram tipo de crescimento
indeterminado.

Para a caracteristica densidade da folhagem (DF), as subamostras 161,
181, 349, 468, 489, 981, 990, 991, 1019, 1282, 1497, 1988, 1990, 1991, 1992,
2005, 2213, 2229 e 2234 foram classificadas como escassas enquanto as
testemunhas foram classificadas como intermediarias. A existéncia de plantas com

tipo de crescimento determinado e densidade de folhagem escassa € interessante,

52



sobretudo quando objetiva-se o desenvolvimento de variedades mais aptas a
colheita mecanizada.

Para as caracteristicas relacionadas ao fruto uma ampla variabilidade foi
observada tanto para a coloragdao, formato e tamanho. Para esta ultima, as
subamostras 773 e 980 foram classificadas como muito pequenas, como era de se
esperar de acordo com a classificacdo dessas no grupo comercial cereja.

Nas avaliagbes para resisténcia ao begomovirus destacaram-se as
subamostras 773 e 1532, classificadas como moderadamente resistentes (MR),
enquanto as testemunhas comerciais ‘Santa Clara’ e ‘Débora Plus’ foram
classificadas como altamente suscetiveis (AS). Essas subamostras apresentam
potencial para serem incluidas em programas que visem o aumento da resisténcia
ao begomovirus nas cultivares comerciais.

Mediante a analise de agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher,
as 67 subamostras também foram separadas em 14 grupos (Tabela 5), o que
evidenciou a presenga de diversidade genética em relagdo aos caracteres
multicategdricos avaliados.

No primeiro grupo foram alocados 25% das subamostras, todas com tipo de
crescimento indeterminado (TCP), tipo de folha normal (TF), cor do epicarpo
(CorE) amarela, tamanho de fruto (TFr) ndo excedendo a classe intermediaria e
altamente suscetiveis ao begomovirus.

O segundo grupo foi formado por 18% das subamostras, todas com TF
normal e CorE amarelo, dentre as subamostras que compdem esse grupo
destaca-se a 1532 por apresentar alta resisténcia ao begomovirus.

As subamostras que formaram o terceiro grupo apresentam parte do
hipocoétilo lilas (CH), presengca de ombros verdes nos frutos (POVF) e fruto de
tamanho intermediario, em comum. Apresentam, ainda, a origem americana, todos
vindos da Universidade de Purdue.

O grupo 4 foi formado por subamostras com TCP indeterminado, e TFr
variando entre pequeno e intermediario, e coloracdo externa quando maduros

(CEFM) rosa avermelhada.
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O quinto e sexto grupos foram formados por subamostras com tipo de folha
normal, estes apresentam ainda baixas densidades de pilosidade na haste (DPH)

e foliar, enquanto aqueles apresentam tamanho de fruto intermediario.
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Tabela 5. Agrupamento de 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV pelo

método de Otimizacédo de Tocher a partir de dados multicategoéricos e
reagao ao begomovirus

Grupos

Subamostras

© 0O N O 0 b~ WD

A A A A
A WO M =~ O

993, 994, 970, 992, 975, 1020, 985, 279, 990, 1254, 991, 850, 322, 1211, 987, 166,
980

1497, 1990, 1708, 1706, 1498, 1706, 1499, 1490, 1538, 1532, 2119, 1992, 1485
2216, 2229, 2211, 2219, 2223, 2205, 2208, 2202

4006, 4053, 4035, 4206, 4055, 4054, 4309

981, 1019, 997, 349, 978, 989, 468, 1214

2213, 2234

489, 773

1985, 1991, 1988, 1282

2203, 3472

2214

1987

1993

181

1989
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Frutos de menor tamanho sao caracteristicos de subamostras pertencentes
ao grupo 7, essas sdo muito similares para a maior parte das caracteristicas.
Diferencas sutis entre essas subamostras podem ser observadas na densidade de
folhagem (DF) e na reagdo ao begomovirus ToYSV, sendo a 773 altamente
resistente a este.

O grupo 8 foi formado por 4 subamostras, todas apresentam frutos
ligeiramente achatados. Ja o nono grupo foi formado por duas subamostras que
sdo muito similares, mais de 50% das caracteristicas obtiveram notas coincidentes
e as poucas diferengas encontradas sao muito sutis, sugerindo a possibilidade de
constituirem réplicas.

Os grupos 10, 11, 12, 13 e 14 foram formados por uma unica subamostra

cada.

5.3 Diversidade genética entre subamostras de tomateiro do BGH-UFV quanto aos

caracteres moleculares

Apenas 52 das 144 bandas amplificadas foram polimorficas, representando
36,8% do total de locos amplificados. A baixa quantidade de locos polimérficos
observados pode ser um reflexo do estreitamento de base genética ocorrido
durante a domesticacéo da cultura.

Mediante a analise de agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher
os acessos foram separados em apenas 2 grupos. Um dos grupos foi formado
apenas pela subamostra 980 e o outro pelos demais acessos avaliados (Tabela
6). Tal fato corrobora com a hipotese de estreitamento da base genética do
tomateiro durante o processo de domesticacao

Realizando um reagrupamento, excluindo-se a subamostra 980, 11
subgrupos dentro do grupo 1 foram formados, o que evidenciou os diferentes
niveis de dissimilaridade dentro deste grupo.

As 67 subamostras também foram agrupadas, pelo método de Tocher, s6
que utilizando como medida de dissimilaridade o complemento aritmético do indice

de coincidéncia simples. Neste caso, também obteve-se o mesmo agrupamento
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das subamostras do que quando se utilizou o complemento aritmético do indice de
Jaccard. A correlagdo entre as matrizes de dissimilaridade obtidas por estes dois
indices de distancias genéticas foi de 0,98, significativa a 5% de probabilidade

pelo teste Z de Mantel.
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Tabela 6. Agrupamento de 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV pelo
meétodo de Otimizacado de Tocher a partir de dados moleculares

Grupos Sub-Grupo Subamostras
1 1.1 970, 991, 987, 1211, 975, 279, 985, 349, 989, 1990, 978, 981, 2234,
1020, 1991, 1989, 322, 994, 850, 1214, 1254, 993, 1019, 2229, 4054,
4006, 166, 990, 489, 468, 1988, 992, 1498, 4053, 1532, 1485, 2214,
3472, 1538
1.2 2205, 2208, 1708, 2203, 2202, 1992, 1985, 1706, 4035, 2019, 1499
1.3 4055, 4309, 4206, 2211, 2213
1.4 997, 2223
1.5 181, 773
1.6 1993, 2219
1.7 2216
1.8 1282
1.9 1987
1.10 1490
1.11 1497
2 980
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5.4 Comparacado entre as analises de diversidade com base em caracteres

quantitativos, multicategoricos e moleculares

Os agrupamentos realizados pelo método de Tocher, utilizando-se como
medidas de dissimilaridade a distancia euclidiana média padronizada (para os
dados quantitativos) e a obtida a partir do complemento do indice de coincidéncia
(para os dados multicategoéricos) entre as subamostras permitiram a formacéo de
numero igual de grupos, no entanto a distribuicdo das subamostras entre os
grupos foi diferenciada. No agrupamento pelo método de Tocher utilizando-se os
dados quantitativos observou-se maior concentragcdo de subamostras nos grupos
1 e 2. J&4 no agrupamento utilizando-se o conjunto de dados multicategorios a
distribuicdo das subamostras entre os 14 grupos foi de forma mais equitativa.

Em contrapartida, no agrupamento realizado pelo método de Tocher
utilizando-se as informagdes moleculares observou-se que, embora exista a
diversidade fenotipica, a diversidade molecular € mais restrita. Todas as 67
subamostras foram agrupadas em apenas dois grupos. Sendo o grupo 1 formado
por 66 dessas.

Segundo Gomes (2007), a formacao de numero de grupos diferentes e a
distribuicdo diferenciada das subamostras nos grupos, mesmo quando 0 numero
de grupos formados é igual, evidenciam uma discordancia entre os agrupamentos
realizados. Assim, pode-se concluir que neste estudo, a diversidade entre as
subamostras com base em um conjunto de caracteres, seja quantitativo,
multicategdérico ou molecular ndo pode ser extrapolada para outro destes
conjuntos.

Para cada par de matrizes de dissimilaridade, obtidas com base nos grupos
de caracteres, sejam quantitativos, multicategéricos ou moleculares, foi estimado o
coeficiente de correlagéo e este testado pelo teste pelo teste Z de Mantel (Tabela
7). Estes valores de correlagdo, embora significativos, foram de baixa magnitude,
corroborando que a diversidade a partir de um conjunto de dados nao pode ser
extrapolada para outro conjunto dados de natureza diferente. A significancia de

valores de correlagédo de baixa magnitude deve-se ao elevado numero de graus de
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liberdade, 2209 neste caso, para testar os valores de correlagdo pelo teste t e ao
elevado numero de observagbes (2211) comparadas nas matrizes de
dissimilaridade para o teste Z de Mantel.

A decisédo sobre qual grupo de variaveis utilizar para a determinagédo da
divergéncia genética e de qual medida de dissimilaridade utilizar, depende do
objetivo do estudo. A utilizagdo de caracteres multicategoricos € pratica,
econbmica e demanda menor tempo, quando comparada a caracteres
quantitativos e moleculares (Marim et al., 2002). Em muitas culturas, apesar dos
caracteres quantitativos serem de dificil mensuracao, esses tém sido preferidos
em estudos de diversidade, por apresentarem importancia comercial (Gomes,
2007).

A observagdo de valores de correlagdo menores que 0,5 sugere que a
diversidade genética obtida com base nos caracteres quantitativos ndo explica a
diversidade dos caracteres multicategoricos nem a diversidade obtida por
marcadores moleculares, pois segundo Tatineni et al. (1996) valores de r s&o
estatisticamente significativos a 1% de probabilidade, se r é superior a 0,50
quando o numero de unidades comparadas for maior do que 15.

Varios autores que se propuseram a comparar as distancias de
dissimilaridade de diferentes conjuntos de dados relataram resultados diversos.

Ao avaliar a correlagdo entre medidas de dissimilaridade utilizadas na
determinacdo da divergéncia genética de mandioca para caracteres
multicategdricos e quantitativos, Gomes (2007) observou valor de correlagao igual
a 0,09. O autor atribuiu a inexisténcia de correlagdo entre as duas medidas de
dissimilaridade a diferengca do controle genético para os diferentes tipos de
caracteres estudados.

Oliveira (2005), ao comparar dissimilaridades genéticas e fenotipicas de
agaizeiro, observarou valores de correlagdo inferiores a 0,05 e de magnitude
negativa. Koehler-Santos et al. (2003) também n&o encontraram concordancia no
padrdao de variagdo em germoplasma de citrus, quando compararam as matrizes

geradas com dados morfolégicos e marcadores SSR.
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Tabela 7. Correlacdo entre matrizes de dissimilaridades de caracteres
quantitativos, multicategoricos e moleculares pelo teste Z de Mantel

e teste t
Dissimilaridades Teste Z de Mantel
Quantitativo com Multicategérico 0,46808** **
Quantitativo com Molecular 0,20946**
Multicategérico com Molecular 0,21379** ™

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Mantel baseado em 1000 simulagdes.
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Vale ressaltar que marcadores moleculares baseiam-se em fragmentos
aleatorios do DNA gendmico. Logo a possibilidade dos fragmentos analisados
estarem associados aos caracteres morfoagronémicos estudados é minima, pois
esses caracteres sdo quantitativos e devem envolver varios genes (Oliveira,
2005).

Resultado divergente foi encontrado por Alves (2002) que obteve r=0,72
quando avaliou a associacdo entre 21 locos microssatélites e 19 descritores
botanicos-agrondmicos em 31 subamostras de cupuaguzeiro.

Segundo N’Goran et al. (1994), a possibilidade de concordancia entre a
dissimilaridade genética e fenotipica varia com o tamanho da amostra, sendo,
geralmente, reduzida quando a amostra apresenta tamanho pequeno.

Levando em consideracdo que o teste Z de Mantel apresenta resultado
consistente a partir de valores cofenéticos acima de 0,7 (Rohlf, 2000), deduz-se
que conjuntos de informacgdes obtidas a partir de dados de diferentes naturezas
nao estdo plenamente correlacionados, ndo oferecendo, dessa forma, suporte
para extrapolar os resultados de um conjunto de dados para outro (Oliveira, 2005).
Isso implica que todos os trés conjuntos de caracteres sao importantes para a
organizacao da diversidade do germoplasma do tomateiro.

O estabelecimento de colegdes nucleares visa a conservagdo do maximo
da variabilidade genética entre as amostras. Assim, é recomendavel a
consideragao do maximo de informagbes de caracterizagdo, sejam essas a partir
de dados quantitativos, fitopatolégicos, multicategéricos ou moleculares, uma vez
que a diversidade observada para um ou outro conjunto de dados ndo pode ser
extrapolada. Dessa forma, metodologias de integragdo dos dados de diferentes
naturezas sao necessarias para o estabelecimento de colegbes nucleares mais

efetivas, especialmente na preservacao da variabilidade genética.
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5.5 Integracado de dados qualitativos, quantitativos, moleculares e fitopatolégicos

em estudos de diversidade do tomateiro

5.5.1 Conversao dos dados quantitativos em multicategéricos

No total, 17 matrizes de dissimilaridade, a partir da conversdo dos dados
quantitativos em multicategoéricos, foram obtidas. As estimativas do coeficiente de
correlacao entre essas matrizes e a matriz de dissimilaridade obtida a partir dos
dados originais sdo apresentadas na Tabela 8. Segundo Rohlf (2000), a
correlagdo entre duas matrizes é consistente apenas a partir de valores
cofenéticos acima de 0,7 pelo teste Z de Mantel. Assim, dentre as subestratégias
de conversdo dos dados quantitativos em multicategoéricos, apenas as
codificagbes pela distribuicdo equitativa da amplitude (DEA) em 2, 3 e 4 classes
foram consistentes, com valores de correlagdo significativos a 1% de
probabilidade, tanto pelo teste t quanto Z de Mantel. Destas destacou-se a
conversdo em trés classes, cujo valor de correlagéo foi o mais elevado (0,782).

Para a subestratégia PED (percentual equitativo dos dados), em que foi
mantido o mesmo numero de subamostras por classe, observou-se que com o
aumento do numero de classes a correlagcdo entre as matrizes de dissimilaridade
diminuiu. Ademais, o maior valor de correlagéo (0,629), embora significativo, ndo
superou 0,7. Assim, a conversao dos dados por esta subestratégia ndo se mostrou
consistente.

Cabe ressaltar que as subestratégias RQ (raiz quadrada) e RS (regra de
Sturges) definem apenas o numero de classes, sendo a alocagao dos valores nas
classes realizada também pela distribuicao equitativa da amplitude. Desta forma,
os valores de correlagado entre estas duas subestratégias, para 0 mesmo numero
de classes da DEA, sao coincidentes (Tabela 8).

Na Figura 1 é apresentada a distribuicdo de frequéncia dos valores de
correlagéo para as subestratégias DEA e PED em fungdo do nimero de classes. E

evidente que existe um numero 6timo de classes para a conversao dos dados,
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uma vez que pela subestratégia mais adequada (DEA) a correlagao foi maxima
para trés classes e diminuiu a medida que o numero de classes aumentou.

Determinada a melhor subestratégia de codificacdo dos dados (DEA-3)
procedeu-se o estudo de diversidade genética com a integracdo dos dados de
diferentes naturezas. Assim, a analise de diversidade genética foi realizada
considerando 104 caracteres (52 marcas moleculares, 31 caracteristicas
multicategdricas e 21 quantitativas). O agrupamento das 67 subamostras pelo
método de Tocher, baseado em uma unica matriz de dissimilaridade (CONV)
obtida a partir do complemento aritmético do indice de coincidéncia simples é
apresentado na Tabela 9.

Foram alocados no grupo 1 cerca de 46% das subamostras, todas de
origem nacional. Destaca-se que o segundo grupo foi formado apenas por
subamostras oriundas da Universidade de Purdue. Tal fato se repetiu na formacao
do grupo 4, com exceg¢ao da subamostra 1485, que foi alocada também nesse

grupo e sua origem é de Pelotas (IPES-RS).
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correlagao

m DEA
W PED

numero de classes

Figura 1. Correlagado entre a matriz original obtida a partir de dados quantitativos e fitopatologicos
com as matrizes obtidas a partir da codificagao de dados pelas subestratégias DEA e PED

65



Tabela 8. Correlagdo entre a matriz de dissimilaridade a partir dos dados
quantitativos originais e as matrizes de dissimilaridade obtidas por 17
estratégias de codificagao destes dados

Subestratégia Numero de classes Valor de r
2 0,732**™

3 0,782* ™"

DEA 4 0,707* ™"
6 0,658** *

8 0,590** **

10 0,557** **

2 0,629** **

3 0,607** ™

PED 4 0,552** **
6 0,508** ™

8 0,461** ™"

10 0,415**

RQ 8 0,590** **
RS 7 0,624** **
DN 6 0,664** ™~
SK variou de acordo com as caracteristicas 0,655** **
S variou de acordo com as caracteristicas 0,678** ™~

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste Z de Mantel baseado em 1000 simulagdes.

Subestratégias: DEA - nimero de classes pré definido e divisdo equitativa da amplitude; PED: numero de classes pré
definido e percentual equitativo dos dados; RQ: niumero de classes estimado pela raiz quadrada de n; RS: numero de
classes estimado pela regra de Sturges; DN: niumero de classes fixo pressupondo distribuicdo normal dos dados; SK:
numero de classes estabelecido a partir do teste de média Scott Knott; S: nimero de classes estabelecido conforme Scott,
1979
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Tabela 9. Agrupamento de 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV pelo
método de Otimizagédo de Tocher a partir da integracdo de dados pela
estratégia CONV e subestratégia DEA-3

Grupos Subamostras

1 4006, 4053, 4035, 4055, 4206, 4309, 4054, 1532, 1538, 1498, 1708, 1706, 1499,
1990, 2229, 987, 1211, 985, 279, 970, 1020, 993, 166, 975, 991, 992, 994, 322, 990,
1254, 850

2 2205, 2208, 2216, 2219, 2211, 2223, 2202, 2214, 3472, 2234, 2213, 2203

3 981, 989, 978, 1019, 997, 349, 1214, 468

4 1485, 2119, 1992, 1985, 1991, 1988, 1987

5 489, 773

6 1282, 1989

7 1490, 1497

8 181

9 1993

10 980
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5.5.2 Soma algébrica de matrizes

Apdés a soma algébrica das matrizes de dissimilaridade padronizadas,
utilizou-se o agrupamento das 67 subamostras de tomateiro pelo método de
Tocher, o que permitiu a formacgao de 8 grupos (Tabela 10). O primeiro grupo foi
formado por 36% das subamostras, com a maioria de origem nacional, exceto as
subamostras 166, 279, 322 e 349 que ndo possuem origem registrada.

No segundo grupo foram alocadas apenas subamostras de origem norte
americana. No grupo trés foram alocadas principalmente subamostras brasileiras,
com excecao da subamostra 1990. O grupo quatro foi formado por subamostras
em sua maioria norte americanas, com excec¢ao das subamostras 1282 e 1485.

Ao comparar as duas estratégias de integragdo dos dados, CONV e SOMA,
observou-se certa correspondéncia entre os agrupamentos, embora o numero de
grupos formados seja diferente, 10 para a estratégia CONV e 8 para SOMA
(Tabelas 9 e 10). Essa aparente correspondéncia foi confirmada pelo alto valor da
correlagao, r=0,96, significativo a 5% de probabilidade pelo teste Z de Mantel,
entre as matrizes obtidas pelas duas estratégias de integragdo. Entretanto, cabe
ressaltar que o agrupamento a partir da integragdo dos dados pela estratégia
CONYV foi superior a SOMA, uma vez que esta estratégia permitiu uma maior

discriminagao das subamostras, com alguns grupos sendo subdivididos.
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Tabela 10. Agrupamento de 67 subamostras de tomateiro do BGH-UFV pelo

método de Otimizacao de Tocher a partir da integragdo de dados pela
estratégia SOMA

Grupos Subamostras

1 970, 975, 991, 987, 994, 993, 985, 279, 990, 1020, 322, 166, 850, 1211, 1254, 489,
349, 981, 978, 773, 1019, 989, 1532, 1498

2 2205, 2208, 2219, 2229, 2216, 2214, 2223, 2211, 2202, 2213, 3472, 2234, 2203,
2119

3 4055, 4206, 4309, 4053, 4006, 4035, 4054, 1538, 1708, 1706, 1499, 1497, 1990

4 1988, 1991, 1992, 1985, 1987, 1485, 1989, 1282

5 181, 468, 1214, 997

6 1490

7 1993

8 980
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5.6 Colegdes Nucleares

5.6.1 Separagao em grupos ou estratos geneticamente divergentes
Das 67 subamostras avaliadas, 38 foram classificadas como pertencentes
ao grupo comercial ou estrato Saladinha, 21 ao estrato Santa Cruz, 2 ao estrato

Italiano, 3 ao estrato Macga e 3 ao estrato Cereja (Tabela11).

5.6.2 Numero e subamostras amostradas por estrato

A quantidade de subamostras selecionadas dentro de cada estrato foi
proporcional ao logaritmo de seu tamanho. Nas amostragens a 20% de
intensidade, o numero de subamostras amostradas nos estratos Saladinha, Santa
Cruz, Italiano, Macga e Cereja foram 5, 4, 1, 2 e 2, respectivamente. Enquanto nas
amostragens a 30% de intensidade, o numero de subamostras amostradas para
0s mesmos estratos foram 8, 6, 2, 2 e 2, respectivamente.

A estratégia logaritmica assegura que grupos contendo poucas
subamostras sejam representados na subcolegéo e, também, que aqueles com
grande numero de subamostras contribuam relativamente com menos
subamostras na colegao nuclear (Oliveira, 2007). Assim, a amostragem
logaritmica aumenta a probabilidade de capturar os alelos menos frequentes
comparativamente a amostragem aleatéria (Brown, 1989; Van Hintum, 1999). Ela
evita a amostragem excessiva de subamostras de estratos grandes e aumenta o
numero de subamostras amostradas nos estratos pequenos, reduzindo o viés do

tamanho do grupo (Oliveira, 2007).
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Tabela 11. Classificagdo de 67 subamostras de tomateiro do Banco de
Germoplasma de hortalicas da UFV (BGH-UFV) quanto ao grupo

comercial
Subamostras Grupo Subamostras Grupo Subamostras Grupo Subamostras Grupo
comercial comercial comercial comercial

166 SC 990 SAL 1532 SAL 2211 SAL
181 SAL 991 SC 1538 SC 2213 SAL
279 SC 992 SC 1706 SC 2214 SAL
322 SAL 993 SC 1708 SC 2216 MA
349 SAL 994 SC 1985 SAL 2219 SAL
468 SAL 997 SAL 1987 SAL 2223 MA
489 SAL 1019 SAL 1988 SAL 2229 SAL
773 CER 1020 SC 1989 SAL 2234 MA
850 SAL 1211 SAL 1990 ITA 3472 SAL
970 SC 1214 SAL 1991 SAL 4006 SC
975 SC 1254 CER 1992 SAL 4035 SC
978 SAL 1282 SAL 1993 SAL 4053 SC
980 CER 1485 SAL 2119 SAL 4054 ITA
981 SAL 1490 SC 2202 SAL 4055 SC
985 SAL 1497 SC 2203 SAL 4206 SC
987 SAL 1498 SC 2205 SAL 4309 SC
989 SAL 1499 SAL 2208 SAL

SAL: Saladinha; SC: Santa Cruz; ITA: ltaliano ou Saladete; MA: Magéa ou Caqui; CER: Cereja.
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A partir do agrupamento, para cada estrato, pelo método de Tocher
invertido, baseado nas matrizes de dissimilaridade obtidas de dados de diferentes
naturezas e considerando as intensidades de amostragens propostas (20 e 30%),
foram estabelecidas as seguintes cole¢des nucleares:

— QUANT-20: subamostras 850, 1989, 2211, 989 e 1211 do estrato
Saladinha; subamostras 994, 4053, 1020 e 1490 do estrato Santa Cruz;
subamostra 4054 do estrato Italiano; subamostras 2216 e 2234 do estrato
Maca e subamostras 980 e 1254 do estrato Cereja.

QUANT-30: subamostras 850, 1989, 2211, 989, 1211, 1991, 489 e 1282 do
estrato Saladinha; subamostras 994, 4053, 1020, 1490, 4006 e 970 do

estrato Santa Cruz; subamostras 1990 e 4054 do estrato Italiano;

subamostras 2216 e 2234 do estrato Maga e subamostras 980 e 1254 do
estrato Cereja.

MULT-20: subamostras 489, 1987, 2203, 989 e 2213 do estrato Saladinha;
subamostras 975, 4053, 1708 e 991 do estrato Santa Cruz; subamostra

1990 do estrato ltaliano; subamostras 2216 e 2234 do estrato Macga e

subamostras 980 e 1254 do estrato Cereja.
MULT-30: subamostras 489, 1987, 2203, 989, 2213, 1989, 2202 e 181 do
estrato Saladinha; subamostras 975, 4053, 1708, 991, 4035 e 1497 do

estrato Santa Cruz; subamostra 1990 e 4054 do estrato Italiano;

subamostras 2216 e 2234 do estrato Maga e subamostras 980 e 1254 do
estrato Cereja.

— MOL-20: subamostras 181, 2211, 1282, 1987 e 1499 do estrato Saladinha;
subamostras 1490, 1498, 1497 e 4055 do estrato Santa Cruz; subamostra
4054 do estrato lItaliano; subamostras 2216 e 2234 do estrato Macga e
subamostras 773 e 980 do estrato Cereja.

— MOL-30: subamostras 181, 2211, 1282, 1987, 1499, 997, 1985 e 1993 do
estrato Saladinha; subamostras 1490, 1498, 1497, 4055, 4035 e 994 do
estrato Santa Cruz; subamostra 1990 e 4054 do estrato Italiano;
subamostras 2216 e 2234 do estrato Maga e subamostras 773 e 980 do

estrato Cereja.
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CONV-20: subamostras 489, 1993, 2202, 181 e 1987 do estrato Saladinha;
subamostras 975, 4035, 1490 e 4309 do estrato Santa Cruz; subamostra

1990 do estrato Italiano; subamostras 2216 e 2234 do estrato Maca e

subamostras 980 e 1254 do estrato Cereja.
CONV-30: subamostras 489, 1993, 2202, 181, 1987, 850, 2208 e 1282 do
estrato Saladinha; subamostras 975, 4035, 1490, 4309, 991 e 1497 do

estrato Santa Cruz; subamostra 1990 e 4054 do estrato Italiano;

subamostras 2216 e 2234 do estrato Maga e subamostras 980 e 1254 do
estrato Cereja.

SOMA-20: subamostras 850, 2202, 1282, 181 e 1993 do estrato Saladinha;
subamostras 991, 4035, 1490 e 975 do estrato Santa Cruz; subamostra

1990 do estrato ltaliano; subamostras 2216 e 2234 do estrato Macga e

subamostras 980 e 1254 do estrato Cereja.
SOMA-30: subamostras 850, 2202, 1282, 181, 1993, 2208, 489 e 2211 do
estrato Saladinha; subamostras 991, 4035, 1490, 975, 4053 e 166 do

estrato Santa Cruz; subamostra 1990 e 4054 do estrato Italiano;

subamostras 2216 e 2234 do estrato Maga e subamostras 980 e 1254 do

estrato Cereja.

As subcolecgdes estabelecidas sao bem diferentes. Apenas as subamostras
980, 2216 e 2234, pertencentes aos estratos Cereja, Magd e Maga,
respectivamente, estido presentes em todas as subcolecbes formadas. Para os
estratos com maior numero de subamostras, Saladinha e Santa Cruz, ndo foram
observadas subamostras comuns a todas as subcolegdes. As diferencas
observadas decorrem da utilizacdo de dados de diferentes naturezas no
estabelecimento das subcolegbes. Isto sugere que subcolegbes baseadas em
grupos de caracteres, sejam quantitativas, qualitativas ou moleculares, isolados,
nao abrangem a diversidade genética como um todo. Cabe ressaltar que as
diferencas entre as subcolecbes, CONV e SOMA, sdo devidas aos distintos

processos utilizados na integragado dos dados.
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5.6.3 Validagao das subcolecdes

Uma vez estabelecida a subcolecio, é importante avaliar a sua adequacao,
especialmente em relagéo a sua representatividade, ou seja, sua capacidade de
manutencao da variabilidade existente na colegao inicial.

Dentre as subcolegbes, considerando 20% de intensidade de amostragem,
destacaram-se CONV-20 e SOMA-20, obtidas a partir da integracdo de dados,
pois essas apresentaram valores de indice de coincidéncia da amplitude (CA)
superiores a 0,80 em relacdo a todos os grupos de caracteristicas, sejam
quantitativos, multicategoéricos ou moleculares (Tabela 12). Segundo Diwan et al.
(1995), Hu et al. (2000) e Wang et al. (2007), uma subcolegao é representativa
quando seu indice de coincidéncia da amplitude € de no minimo 80%. Desta
forma, as subcolegbes estabelecidas a partir de cada conjunto de caracteres,
QUANT-20, MULT-20 ou MOL-20, nao foram consideradas representativas, pois
apresentaram valores de CA de 0,79, 0,77 e 0,78 para os grupos de caracteres,
moleculares, quantitativos e multicategéricos, respectivamente.

A variancia da subcole¢ao para cada grupo de caracteres € outro parametro
que deve ser levado em consideragcao na avaliagcdo da representatividade das
subcole¢des. Mantendo a amplitude das caracteristicas, espera-se aumento das
variancias nas subcolecdes em relacdo a colecédo inicial, uma vez que o0 numero
de individuos amostrados € menor. No entanto, observou-se a diminui¢cao
significativa da variancia nas subcole¢gdes MULT-20 e MOL-20 em relagdo ao
grupo de caracteres quantitativos (Tabela 12), o que indica a nao incluséo de
individuos com valores fenotipicos extremos no processo de amostragem dessas
subcolegdes.

Para a subcolecdo QUANT-20 observou-se aumento significativo da
variancia para o grupo de caracteres quantitativos. Como essa estratégia
apresentou elevado valor de CA, pode-se inferir que esse aumento da variancia se
deve a maior frequéncia das classes extremas nessa subcolecao e, ainda, que as
classes intermediarias foram pouco representadas. Assim, a avaliacao do CA e da

variancia devem ser complementares na validagédo e escolha da melhor estratégia
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de obtengdo de subcolegdes nucleares, possibilitando concluir que para
subcolegbes com um mesmo valor de CA, as de menor varidncia sao mais
representativas.

Considerando os valores de CA e variancia das caracteristicas
quantitativas, as subcolegdes CONV-20 e SOMA-20 foram as mais eficientes.

Para caracteres multicategéricos, em que as classes intermediarias também
devem ser representadas nas subcolecdes, as consideracdes em relagdo ao CA e
alteragdo da variancia sdo as mesmas acima relacionadas as caracteristicas
quantitativas. Sdo desejaveis subcolegcbes com alto indice de coincidéncia da
amplitude acompanhado por variancias de variagdo nao significativas em relagao
a colecao inicial.

Ja em relagdo ao grupo de caracteristicas moleculares, as colec¢des
nucleares devem ser estabelecidas de forma a preservar o maior numero de alelos
e aumentar a frequéncia dos alelos raros (alelos com frequéncia menor que 5%).
Uma colegéo nuclear ideal € aquela que consegue manter para um mesmo loco, o
maior numero de alelos com igual frequéncia. Em se tratando de marcadores
moleculares dominantes, como os ISSR, a subcolecdo mais adequada é aquela
em que as frequéncias dos individuos que possuem a presenca ou a auséncia da
marca sdo as mesmas. Desta forma, uma subcole¢do sera mais eficiente quanto
maior for sua variancia.

Considerando os trés grupos de caracteres, quantitativos, multicategéricos
e moleculares, a estratégia CONV-20 se destacou em relagdo a SOMA,
apresentando elevados valores de CA, estimativas menores e n&o significativas
das variancias para os grupos de caracteres quantitativos e multicategéricos e

maior variancia em relagao aos caracteres moleculares.
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Tabela 12. indice de coincidéncia da amplitude (CA) e varidncia média das
caracteristicas nas subcole¢cdes formadas a partir de 20% de
intensidade de amostragem dos dados

Subcolecao’ Quantitativos® Multicategéricos Moleculares
QUANT-20 0,90 (204325 8 0,80 (1,6508™) 0,79 (0,1106%)
MULT-20 0,77 (119051,5%) 0,82 (2,0951**) 0,81 (0,1135**)
MOL-20 0,85 (120873,5%) 0,78 (1,5764™) 0,92 (0,1431*%)
CONV-20 0,86 (138148,4™) 0,85 (1,9171™) 0,90 (0,1359**)
SOMA-20 0,91 (144725,7™) 0,83 (1,9431%) 0,88 (0,1307**)
Cl (144671) (1,6938) (0,0987)

T QUANT-20: subcolegdo formada a partir de dados quantitativos; MULT-20: subcolegdo formada a partir de dados
multicategdricos; MOL-20: subcolegdo formada a partir de dados moleculares; CONV-20: subcolegéo formada a partir da
integragdo de dados quantitativos, multicategéricos e moleculares por meio da codificagdo de dados quantitativos em
multicategoéricos; SOMA-20: subcolegdo formada a partir da integragdo de dados quantitativos, multicategdricos e
moleculares por meio da soma algébrica de matrizes; Cl: coleg&o inicial.

2 Corresponde ao grupo de caracteres do qual foram estimados CA e variancia.

® Entre parénteses: valores de variancia; * ** significativos a 5 e 1% de probabilidade,
probabilidade pelo teste do F maximo.

" n&o significativo a 5% de
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Em relagcdo a intensidade amostragem igual a 30%, as subcolecgbes
QUANT-30 e MULT-30 apresentaram valores de CA acima de 80% (Tabela 13).
Entretanto, essas apresentaram estimativas de variancias elevadas e significativas
em relagdo aos grupos de caracteres quantitativos e multicategéricos,
respectivamente, sendo consideradas menos eficientes.

A subcolecdo MOL-30 se mostrou representativa, com valores de CA acima
de 80% acompanhados de variancias de magnitudes adequadas para os trés
grupos de caracteres. Esse resultado indica que, para essa intensidade de
amostragem, apenas a caracterizagdo molecular pode ser suficiente para o
estabelecimento de subcolegdes nucleares eficientes em manter toda a

variabilidade do germoplasma.
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Tabela 13. indice de coincidéncia da amplitude (CA) e variancia das subcolecdes
formadas a partir de 30% de intensidade de amostragem dos dados

Subcolecao Quantitativos Multicategéricos Moleculares
QUANT-30' 0,94 (213747,5**) 0,85 (1,7624™) 0,83 (0,1020™)
MULT-30 0,89 (163845,9™) 0,90 (1,9856*) 0,94 (0,1131**)
MOL-30 0,92 (158051,7™) 0,85 (1,6108™) 0,98 (0,1334**)
CONV-30 0,92 (150664,5™) 0,86 (1,8708™) 0,94 (0,1279**)
SOMA-30 0,91 (172489,8*) 0,85 (1,8032") 0,90 (0,1219**)
Cl (144671) (1,6938) (0,0987)

T QUANT-30: subcolegio formada a partir de dados quantitativos; MULT-30: subcolegdo formada a partir de dados
multicategodricos; MOL-30: subcolegéo formada a partir de dados moleculares; CONV-30: subcole¢do formada a partir da
integragdo de dados quantitativos, multicategéricos e moleculares por meio da codificagdo de dados quantitativos em
multicategéricos; SOMA-30: subcolecdo formada a partir da integracdo de dados quantitativos, multicategéricos e
moleculares por meio da soma algébrica de matrizes; Cl: colegéo inicial.

2 Corresponde ao grupo de caracteres do qual foram estimados CA e variancia.

% Entre parénteses: valores de variancia; * ** significativos a 5 e 1% de probabilidade,
probabilidade pelo teste do F maximo.

ns

ndo significativo a 5% de
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5.6.4 Analise grafica da variabilidade das subcole¢des

A codificagdo dos dados quantitativos e multicategéricos em binarios,
juntamente com os dados moleculares, resultou em um total de 288 classes,
sendo 63 para os dados quantitativos, 173 para os multicategoricos e 52 para os
moleculares.

Nas Figuras 2, 3 e 4 sao representadas as frequéncias das classes,
referentes as caracteristicas quantitativas, multicategéricas e moleculares,
respectivamente, para a subcolegcdo CONV-20. Em cada grafico, para cada uma
das classes de caracteres sao representadas a frequéncia de subamostras
pertencentes aquela classe tanto na coleg¢ado inicial quanto na subcoleg¢do e o
desvio entre as mesmas. Observa-se que apenas duas das classes quantitativas
nao foram mantidas na subcolegao (indicadas pelas setas), ou seja, nenhuma das
subamostras escolhidas para compor CONV-20 apresentava tal caracteristica.

Em relagcdo aos caracteres multicategéricos, 142 das 173 classes foram
representadas na subcolecdo, ou seja, 82% dos fendtipos foram mantidos, pois
estavam presentes em pelo menos uma das subamostras que compuseram
CONV-20. Para os dados moleculares a variabilidade foi mantida para 92% dos
locos, 0 que representa a perda de cinco alelos (indicados pelas setas) no
processo de amostragem, seja através da fixagdo da presenga da marca ou da
fixacdo da auséncia da marca.

Na Figura 5 sao representadas as frequéncias das classes, referentes as
caracteristicas multicategoricas para a subcolecdo MULT-20. Observa-se que,
embora esta subcolegcdo apresente indice de coincidéncia de 0,82 (Tabela 12),
apenas 77% da variabilidade foi mantida para este o conjunto de classes de
caracteres, 0 que correspondeu a perda de 40 das 173 classes, ou seja, 40 das
classes apresentaram frequéncia nula na subcolecio. Estes resultados ratificam
que no estabelecimento de colegdes nucleares as informacbdes de variancia

devem ser complementares as do indice de coincidéncia da amplitude.
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Figura 2. Variagdo de frequéncia das 63 classes dos caracteres quantitativos. © Frequéncia das
classes na colegao inicial, © frequéncia das classes na subcolecdo CONV-20. As setas indicam
classes de caracteres que apresentaram frequéncia nula na subcolecgéo.
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Figura 3. Variagao de frequéncia das 173 classes dos caracteres multicategéricos. © Frequéncia
das classes na colegao inicial, o frequéncia das classes na subcolegcdo CONV-20.
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Figura 4. Variagédo de frequéncia das 52 classes dos caracteres moleculares. © Frequéncia das

classes na colegao inicial, © frequéncia das classes na subcolecdo CONV-20. As setas indicam
marcas que foram fixadas seja por apresentarem frequéncia nula ou maxima na subcole¢ao.
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Figura 5. Variagdo de frequéncia das 173 classes dos caracteres multicategéricos. © Frequéncia
das classes na colegéo inicial, © frequéncia das classes na subcolegdo MULT-20.
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Na analise grafica das subcole¢gdes MOL-30 e CONV-30 a variabilidade foi
mantida para todas as classes de caracteristicas quantitativas (Figuras 6 e 9), n&o
foram observadas classes com frequéncia igual a zero.

Ja em relagdo aos caracteres multicategoéricos, a subcolegado MOL-30 foi
menos eficiente que CONV-30, pois maior numero de classes com frequéncia nula
foram observados na subcolegdo MOL-30, nesta 29 dos 173 caracteres presentes
na colecao inicial ndo foram representados enquanto em CONV-30 o numero de
caracteres nao amostrados foi 25 (Figuras 7 e 10).

Ao comparar os graficos de variabilidade das frequéncias alélicas (classes
de caracteres moleculares) para MOL-30 e CONV-30, observou-se a perda de um
e trés alelos, respectivamente, para estas subcolegbes (Figuras 8 e 11). Em se
tratando de marcadores moleculares dominantes, a perda de alelos foi
contabilizada a partir fixacdo da presenga ou auséncia da marca (destacado pelas
setas).

De maneira geral, a analise grafica permitiu concluir que embora o indice
coincidéncia da amplitude e a média das varidncias das caracteristicas nas
subcole¢gbes MOL-30 e CONV-30 indique que ambas sao igualmente eficientes,
CONV-30 foi ligeiramente superior, pois maior numero de classes de caracteres foi
mantido no conjunto total em comparagao com a subcolegdo MOL-30.

Define-se colegdo nuclear como um conjunto de subamostras, oriundas de
uma cole¢do de germoplasma, escolhido para representar a maxima variabilidade
genética da colecéo inicial com o minimo de redundancia (Brown e Spillane, 1999;
Vilela-Morales et al., 1997; Cordeiro e Abadie, 2007). Assim, sempre que dados de
diferentes naturezas estiverem disponiveis, deve-se priorizar o estabelecimento de
colegcdes nucleares a partir da integracao destes dados. Neste contexto, a
conversao de dados quantitativos em multicategoricos, utilizando a estratégia

DEA-3 foi a mais adequada.
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Figura 6. Variacdo de frequéncia das 63 classes dos caracteres quantitativos. o Frequéncia das
classes na colegao inicial, © frequéncia das classes na subcolegao MOL-30.
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Figura 7. Variagdo de frequéncia das 173 classes dos caracteres multicategéricos. © Frequéncia
das classes na colecéo inicial, © frequéncia das classes na subcolecdo MOL-30.
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Figura 8. Variagdo de frequéncia das 52 classes dos caracteres moleculares. © Frequéncia das

classes na colecao inicial, © frequéncia das classes na subcolegdo MOL-30. As setas indicam
marcas que foram fixadas seja por apresentarem frequéncia nula ou maxima na subcolegao.
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Figura 9. Variagao de frequéncia das 63 classes dos caracteres quantitativos. © Frequéncia das
classes na colegéo inicial, o frequéncia das classes na subcolegdo CONV-30.
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Figura 10. Variagédo de frequéncia das 173 classes dos caracteres multicategoéricos. © Frequéncia
das classes na colegéo inicial, © frequéncia das classes na subcolegdo CONV-30.
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Figura 11. Variagado de frequéncia das 52 classes dos caracteres moleculares. o Frequéncia das

classes na colegao inicial, © frequéncia das classes na subcolegdo CONV-30. As setas indicam
marcas que foram fixadas seja por apresentarem frequéncia nula ou maxima na subcolegao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Existe grande variabilidade genética entre as subamostras de tomateiro do
BGH-UFV estudadas, principalmente em relagdo aos caracteres quantitativos e
multicategéricos avaliados.

O estudo da diversidade genética dos caracteres de diferentes naturezas
pelo método de Tocher e comparagdes das matrizes de dissimilaridade pelo teste
Z de Mantel evidenciou uma baixa correlagao entre os dados obtidos a partir da
analise de caracteres quantitativos, multicategéricos ou moleculares, de forma que
as observagdes em um ou outro estudo ndo puderam ser extrapoladas, sugerindo-
se a necessidade do desenvolvimento de metodologias que possam integrar
dados de diferentes naturezas.

Duas estratégias foram utilizadas para a integracdo dos dados. A primeira
foi a conversdao dos dados quantitativos e fitopatoldogicos em multicategoricos,
visando a obtencdo de uma uUnica matriz de dissimilaridade que contemplasse
todas os caracteres independente de suas naturezas. A segunda estratégia
utilizada foi a obtencdo das matrizes de dissimilaridade individualmente para cada
conjunto de caracteres e em seguida a soma algébrica das mesmas. Em relagcéo a
conversao de dados, concluiu-se que a melhor estratégia de codificagcéo foi aquela
em que o numero de classes foi pré-definido, igual a 3, e os limites de cada classe
foram estabelecidos a partir da divisdo equitativa da amplitude. Quando
comparada a estratégia de soma das matrizes, a estratégia de codificagao foi

considerada melhor uma vez que os grupos formados apresentaram maior
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correspondéncia com sua origem e, ainda, esta estratégia permitiu uma maior
discriminagao das subamostras, com alguns grupos sendo subdivididos.

A avaliagdo das diferentes subcolecbes quanto a intensidade de
amostragem e natureza dos dados revelou cole¢cdes bem diferentes, apenas as
subamostras 980 e 2234, pertencentes aos estratos Cereja e Maga,
respectivamente, estavam presentes em todas as subcole¢des formadas. Apenas
as subcolegdes baseadas na integracdo de dados foram validadas para todos os
conjuntos de dados, a 20% de intensidade, sendo recomendada a subcolegéo
CONV-20 por apresentar indices de coincidéncia da amplitude e variancias mais
adequados. A 30% de intensidade, a subcolecao MOL-30 foi tdo eficiente quanto
as subcolegbes baseadas na integragdo de dados, quando considerou-se apenas
o indice de coincidéncia da amplitude e a média das varidncias, no entanto a
analise gréafica da variabilidade mostrou uma ligeira superioridade da subcolegéo
CONV-30 em manter a variabilidade, principalmente em relacdo aos caracteres
multicategdricos. Assim, sempre que dados de diferentes naturezas estiverem
disponiveis, deve-se priorizar o estabelecimento de cole¢des nucleares a partir da

integracao destes dados.
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