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RESUMO

SANTOS, Simone Gualberto, M. S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2004. Diversidade Genética de Acessos de Tomateiro do Banco de
Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de Vicosa com
Base em Dados Morfoldégicos e Moleculares. Orientador: Everaldo
Goncalves de Barros. Conselheiros: Maurilio Alves Moreira e Derly José
Henriques da Silva.

O Banco de Germoplasma de Hortalicas (BGH) da UFV mantém cerca
de 870 acessos do género Lycopersicon, muitos deles ainda néo
caracterizados. Este trabalho teve como objetivo realizar a analise morfoldgica
e molecular de acessos de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) do BGH,
visando melhor caracterizd-los e também identificar possiveis acessos
duplicados dentro da colecdo. Na caracterizagdo morfolégica foram avaliados
oito caracteres da morfologia floral em 200 flores de 41 acessos de tomateiro.
Para a analise molecular, os mesmos acessos foram caracterizados com 30
primers RAPD e 24 combinac¢des de primers AFLP. A divergéncia genética foi
estudada por meio dos métodos de agrupamento hierarquico do vizinho mais
proximo e de otimizacdo de Tocher, e através do método de variaveis
canbnicas. Foi também determinada a contribuicdo relativa de cada
caracteristica para a divergéncia entre os acessos. Os acessos apresentaram
consideravel variabilidade, tanto para os caracteres morfolégicos como para os
moleculares. No entanto, ndo houve concordancia entre os resultados obtidos
pelas duas analises. Pelo método hierarquico do vizinho mais préximo, o
acesso 17 foi o mais divergente pela andlise morfolégica, enquanto que o
acesso 16 foi o que mais divergiu dos outros acessos, pela analise molecular.
Considerando um limite de distancia genética relativa de 35%, 0s acessos se
agruparam em 13 grupos pela anélise morfoldgica e em 26 grupos pela analise
molecular. A divergéncia genética observada entre 0os acessos de tomateiro foi

quantificada pelas quatro primeiras variaveis candnicas, que explicaram



84,88% da variacao total. Os caracteres morfolégicos, em ordem decrescente
de importancia para a determinacdo da divergéncia genética foram:
comprimento de sépalas, comprimento de filete, comprimento de estilete,
didametro de estigma, comprimento de antera, nimero de l6culos, comprimento
de pétalas e diametro de ovario. Ndo houve relacdo entre a origem geografica
dos acessos e a sua diversidade genética, considerando a caracterizacao
morfolégica e molecular. Os dados indicam que nado existe material duplicado

entre oS acessos caracterizados.
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ABSTRACT

SANTOS, Simone Gualberto Santos, M. S., Universidade Federal de Vigosa,
February 2004. Genetic Diversity of tomato accesses of the Vegetable
Germoplasm Bank at the Universidade Federal of Vigosa based on
Morphological and Molecular Data. Adviser. Everaldo Gongalves de
Barros. Committee members: Maurilio Alves Moreira and Derly José
Henriques da Silva.

The Universidade Federal de Vicosa Vegetable Germoplasm Bank (VGB)
maintains about 870 accesses of the genus Lycopersicon. Many of them have
not been characterized yet. This work aimed to analyze at the morphological
and molecular levels tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) accesses of the
VGB, seeking to better characterize them and to identify possible duplicated
accesses in the collection. For the morphological characterization eight
characters related to the floral morphology in 200 flowers of 41 accesses were
determined. For the molecular analysis, the same accesses were characterized
with 30 RAPD primers and 24 AFLP primer-combinations. The genetic
distances among the accesses were determined and used to group the
accesses through various clustering methods. The accesses presented
considerable variability, both morphologically and at the molecular level.
However, there was no agreement between the results obtained by the two
types of analysis. Access number 17 was the most divergent based on the
morphological data, while access number 16 was what most divergent by the
molecular analysis. Considering a limit of relative genetic distance of 35%, the
accesses grouped in 13 groups by the morphological analysis and in 26 groups
by the molecular analysis. The genetic divergence observed among the tomato
accesses was quantified by the first four cannonical variables, which explained
84.88% of the total variation. The morphological characters, in decreasing order
of importance for the determination of the genetic divergence were: length of
sepals, filament length, style length, stigma diameter, anther length, locule
number, length of petals and ovary diameter. There was no relationship
between the geographical origin of the accesses and their genetic diversity,
considering both morphological and molecular characterization. The data
indicate that material there are no duplicated access among the material

analyzed. IX



1. INTRODUCAO

O tomateiro cultivado, Lycopersicon esculentum Mill., pertence a familia
Solanaceae, uma familia extremamente ampla e diversificada, abrangendo
muitas espécies de cultivo comum (batata, pimentéo, berinjela, pettnia), além
de plantas daninhas como a beladona e a erva-moura. Essas espécies estao
abrigadas em cerca de 90 géneros (D arcy, 1979), os quais sao divididos em
duas subfamilias, Solanoideae e Cestoideae, com base nos padrbes de
desenvolvimento do embrido (Taylor, 1986). A subfamilia Solanoideae
caracteriza-se por possuir embrido simétrico em diametro, enquanto na
Cestoideae 0 embrido € tipicamente assimétrico (D’arcy,1979). Todas as
espécies do género Lycopersicon pertencem a subfamilia Solanoideae e
possuem um conjunto genémico 2n=24 (D’arcy, 1979).

Monaco (1964), baseado na classificagao de Miller, dividiu o género
Lycopersicon em dois subgéneros: Eulycopersicon (frutos vermelhos) e
Eryopersicon (frutos verdes). Atualmente, o género Lycopersicon compreende
nove espécies (Taylor, 1986): Lycopersicon esculentum Mill.; L. pimpinellifolium
(L.) Mill.; L. cheesmanii Riley; L. hirsutum Dunal; L. pennellii (Corr.) D’Arcy; L.
chmielewskii Rick, Kesicki, Forbes e Holle; L. parviflorum Rick, Kesicki, Forbes
e Holle; L. chilense Dunal e L. peruvianum (L.) Mill.

De caracteristica herbacea, a espécie L. esculentum apresenta folhas
alternadas, na maioria glandulares. A flor de tomateiro apresenta um pedunculo
curto, calice gamossépalo, com cinco a dez lobos profundos, e corola
gamopétala, rotacea, amarela, com cinco ou mais lobos. O androceu apresenta
cinco ou mais estames presos a corola, com anteras coniventes, formando um
cone e deiscéncia poricida. O gineceu apresenta de dois a trinta carpelos, que
originam os l6culos do fruto; é constituido por um pistilo de ovério stupero, com
estilete liso e estigma achatado. S&o frequentes as flores fasciadas que podem
originar os chamados “tomates florones” ou de loculo aberto. As flores
apresentam-se agrupadas formando inflorescéncias dos tipos: racemo simples,
cima bipara ou cima multipara (Espinosa, 1991).

O tomateiro cultivado é proveniente do Novo Mundo, sendo a Zona
Andina o centro de origem mais provavel de suas espécies silvestres.
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Entretanto, a domesticacdo do tomateiro ocorreu no México (Rick, 1979;
Kaloo, 1991).

O tomate silvestre tipo cereja (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme
(Dunal ) A. Gray) é considerado o ancestral de todas as variedades de tomate
modernas, tendo emigrado em direcdo ao norte através do Equador, Colémbia,
América Central e Panama (Rick ,1979; Kaloo, 1991; Le-Minh-Hong, 1993).

Os cultivares originarios da América Latina geralmente apresentavam o
estigma exposto, acima das anteras, o que favorecia a polinizacdo cruzada.
Nos ultimos anos, foram selecionadas plantas com alta porcentagem de
“pegamento” de fruto; suas flores apresentam estilete curto, localizado préximo
as anteras, favorecendo a autopolinizacdo. Todavia, estdo disponiveis
cultivares com estiletes mais curtos, exibindo alto grau de autopolinizacéo
(Kaloo, 1991).

Com o crescente aumento da erosdo dos recursos genéticos vegetais
ocorreu a reducao da variabilidade genética de espécies cultivadas e de seus
parentes silvestres e também o estreitamento da base genética (Hallauer e
Miranda, 1988 citado por Silva et al., 2001). Esse fato é uma evidéncia da
urgente necessidade de conservacdo e utilizacdo dos recursos genéticos
vegetais de maneira sustentavel, visando garantir o desenvolvimento da
agricultura, de modo a beneficiar as geragdes presentes e futuras.

Os bancos de germoplasma constituem uma forma de conservacado ex
situ dos recursos genéticos. Em geral, as sementes sdo armazenadas em
temperatura e umidade baixas, por varias décadas, sem alteracdo de sua
constituicdo genética (Nass, 2001). Para que esses recursos sejam
disponibilizados para a comunidade cientifica € necessario que eles sejam
caracterizados e avaliados.

A caracterizacdo e avaliacdo de germoplasmas visa, em uma primeira
instancia, gerar subsidios para facilitar as decisdes dos curadores de Banco de
Germoplasma com relacdo a amostras duplicadas. Gera, ainda, subsidios para
programas de melhoramento genético e para o conhecimento da propria
rigueza genética da colecdo. Classicamente, a caracterizacdo de
germoplasmas tem sido baseada em descritores morfolégicos e, em menor
escala, em caracteristicas de interesse agronémico. O advento das técnicas

moleculares, inicialmente com o uso de isoenzimas, e mais recentemente de
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técnicas baseadas na avaliacdo direta de variacbes na sequéncia de DNA,
abre novos horizontes nesta area. A riqueza genética de uma cole¢do pode
ser estimada por meio da comparacdo da variabilidade nela existente em
relacdo a amostras de populacdes naturais na area de ocorréncia da espécie.
Estes estudos geram subsidios que permitem: a programacdo de novas
expedicdes de coleta; a definicdo de estratégias de conservacdo in situ a
listagem de acessos de maior interesse de uso em programas de
melhoramento por conterem variantes genéticos (alta dissimilaridade genética)
potencialmente importantes para a ampliacdo da base genética destes
programas; a definichio de amostras de pequeno tamanho de acessos
dissimilares, representando a maior parte da variacdo genética estimada no
Banco ("Colecbes Nucleo"), facilitando o uso destes espécimes em programas
de melhoramento.

E interessante observar, também, que segundo a Convencéo
Internacional de Direitos de Recursos Genéticos editada pela FAO (Jaramillo e
Baena, 2000), para que um pais tenha posse assegurada de um determinado
recurso genético € fundamental que o mesmo esteja devidamente
caracterizado e avaliado pelos pesquisadores daquele pais.

Em 1966 a Universidade Federal de Vigcosa (UFV), com o apoio da
Fundacdo ROCKEFELLER, criou o Banco de Germoplasma de Hortalicas
(BGH-UFV) com a finalidade de resgatar amostras de espécies nativas ou
introduzidas, preservar, documentar e disponibilizar tal germoplasma, uma vez
caracterizado e avaliado o seu potencial para as condicbes climéaticas das
diversas regides de Minas Gerais e do Brasil (Silva et al., 2001).

Dos 7.300 acessos registrados no BGH-UFV, 900 pertencem ao género
Lycopersicon. Dentre estes, € possivel que existam alguns acessos registrados
em duplicata. Segundo Valois et al. (1996), a duplicagdo ocorre devido a
sinonimias e a falta de controle das origens de amostras coletadas por
diferentes doadores ao longo do tempo. A presenca de tais duplicatas onera as
atividades de manutencao do banco, levando a um maior consumo de recursos
financeiros e a maior necessidade de recursos humanos.

Em razéo do exposto desenvolveu-se este trabalho em que foi realizada
a caracterizacao morfoldgica e molecular de 41 acessos de tomate do Banco
de Germoplasma de Hortalicas da UFV, visando melhor caracteriza-los e

3



visando identificar possiveis acessos duplicados dentro da colecdo. Este
trabalho objetiva ndo s6 a utilizacdo dos recursos genéticos armazenados no
banco de germoplasma de modo mais racional, como também a reducdo dos
custos da sua manutencao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Lycopersicon

O tomateiro é originario do centro de diversidade Sul-Americano
(Peruano Equatoriano-Boliviano), mais precisamente na regido compreendida
entre o Equador até o norte do Chile, do litoral do Oceano Pacifico até a
altitude de aproximadamente 2000 m dos Andes e, provavelmente, as llhas
Galadpagos (Minami e Haag, 1989). No entanto, a domesticacdo e o cultivo
inicial foram feitos por tribos indigenas primitivas que habitavam o México
(Giordano e Silva, 1999). O tomate cereja (Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme) é, provavelmente, o ancestral mais proximo das cultivares
atualmente plantadas (Taylor, 1986).

Segundo Taylor (1986), nove espécies pertencentes ao género
Lycopersicon sao reconhecidas taxonomicamente, podendo ser agrupadas em
dois complexos, de acordo com a capacidade de cruzar com a espécie
cultivada L. esculentum. As espécies que cruzam facilmente com L. esculentum
pertencem ao complexo esculentum, enquanto que, as espécies que cruzam
com maior grau de dificuldade pertencem ao complexo peruvianum. O
complexo esculentum abrange sete espécies: L. esculentum; L. cheesmanii ; L.
pimpinellifolium; L. chmielewskii; L. parviflorum; L. hirsutum e L. pennellii.
Dentro desse grupo, L. esculentum e L. pimpineliifolium cruzam-se com muita
facilidade, independentemente da espécie utilizada como genitor feminino.
Entretanto, incompatibilidade unilateral podera ser observada nos cruzamentos
em que L. hirsutum, L. parviflorum, e L. chmielewskii forem utilizadas como
genitores femininos e L. esculentum como genitor masculino.

L. chilense e L. peruvianum pertencem ao complexo peruvianum,
ocorrendo dificuldades nos cruzamentos dessas duas espécies com as demais
espécies do género Lycopersicon. Nos cruzamentos de L. esculentum com L.
chilense ou L. peruvianum, quando L. esculentum é utilizada como genitor
feminino, ocorre abortamento de embrido, o que pode ser superado por meio
de técnicas de cultura de embrido. Entretanto, quando L. esculentum é utilizada
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como genitor masculino, observa-se, em ambos 0s cruzamentos, a ocorréncia
de incompatibilidade unilateral (Giordano e Silva, 1999).

L. esculentum, L. cheesmanii e L. parviflorum s&o tipicamente
autdgamas, enquanto que determinadas populacdes de L. pimpinellifolium
podem apresentar plantas com graus variaveis de autogamia ou de alogamia.
Espécies, como L. chmielewskii, sdo tipicamente alégamas. L. hirsutum, L.
pennellii, L. peruvianum, por sua vez apresentam mecanismos de auto-

incompatibilidade que favorecem a polinizagéo cruzada (Taylor, 1986).

2.2. Morfologia

Lycopersicon esculentum (tomateiro) € uma planta herbacea, perene,
mas cultivada como anual, de hébito de crescimento prostrado ou estendido. O
sistema radicular do tomateiro, como na maioria das dicotiledéneas, é
constituido por raiz pivotante, desde que ndo haja interrupcdo do seu
desenvolvimento pelo transplante, podendo alcancar 1,5 m de profundidade. O
caule do tomateiro jovem é ereto, herbaceo, suculento e coberto de pélos
glandulares. Durante a frutificacdo o tomateiro ndo suporta seu proprio peso
na posicdo ereta sem que receba um suporte artificial. Distinguem-se trés
hébitos de crescimento em tomateiro: indeterminado, determinado e anéo
(Pinto e Casali, 1980).

As folhas do tomateiro sdo alternadas, simples, partidas e cobertas com
pélos, na maioria glandulares, que emitem um odor caracteristico ao serem
esmagados com 0 manuseio. A inflorescéncia, em cimeira, pode assumir a
forma simples, bifurcada ou ramificada. O tipo simples ocorre com maior
freqléncia na parte inferior da planta; os tipos ramificados desenvolvem-se na
parte superior. As flores, em cimeira, sdo pequenas, hermafroditas e
autdgamas. O célice possui cinco sépalas verdes e as pétalas sdo amarelas
lanceoladas e largas. O numero de estames € de cinco, 0s quais sdo
organizados préximos, formando um cone, de anteras coniventes que Ss&o
amarelas, curtas e largas. O ovario € supero, o estilete terminal e o estigma
indiviso. Os frutos sao carnosos e suculentos (baga). Possuem formato
globular-achatado a alongado e entre dois e dez l6culos (Pinto e Casali, 1980).

Sao compostos pela pelicula (casca), polpa, placenta e sementes.



2.3. Abordagem econbmica

O tomateiro é considerado como uma das mais importantes solanaceas
cultivadas no mundo inteiro, tanto em cultivo convencional quanto em cultivo
protegido (Hartman e St. Clair, 1999). De acordo com os dados do
AGRIANUAL (2001), o Brasil é o maior produtor da Ameérica Latina sendo os
principais estados produtores: Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de
Janeiro. E em 2003 com a producdo nacional de 3.693.832 tonelada/ha, o
tomateiro permaneceu entre as olericolas mais produtivas (IBGE, 2004),

A importancia do tomate €, basicamente, devido a sua participacdo na
dieta humana seja na forma in natura ou processada. Além disso, o tomate é
uma excelente fonte de vitamina A e de licopeno. Estudos demonstram que a
dieta rica em tomate e seus derivados apresenta efeito benéfico na saude
humana, sendo o licopeno, carotendide presente em frutos vermelhos, o
principal responséavel devido a sua propriedade antioxidante, a qual confere
protecdo as células de danos oxidativos, reduzindo assim, o risco de doencas

cronicas (Rao et al., 1998 citados por Moreira, 2002)

2.4. Recursos genéticos e banco de germoplasma

A variabilidade de plantas de interesse socio-econbmico atual e
potencial para a utilizacdo em programas de melhoramento genético,
biotecnologia e outras ciéncias afins, é denominada recursos genéticos
vegetais (Nass, 2001). O uso racional dos recursos pode contribuir para a
reducao da fome e pobreza, problemas que assolam milhares de pessoas no
mundo inteiro devido, especialmente, ao aumento da populacdo mundial e
consequentemente, ao aumento da demanda por alimentos.

No entanto, grande parte dos recursos genéticos vegetais tem sido
perdida devido ao mau uso, destruicdo dos “habitats” naturais, aumento
populacional, industrializacdo, destruicdo dos centros de diversidade, além da
falta de consciéncia do homem, que no geral, € pouco cuidadoso com a
natureza. Essa perda é denominada erosdo genética (Jaramilo e Baena,
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2000). A erosao genética provoca o0 estreitamento da base genética das

espécies e a consciéncia desse fato tem provocado uma nova postura do

homem no sentido de concentrar esforgos para conservar 0S recursos
genéticos vegetais.

Ha dois métodos béasicos para a conservacao de recursos genéticos: ex-
situ e in-situ. No primeiro, a conservacao é feita em condicfes artificiais, fora
do “habitat” natural, enquanto que no segundo o germoplasma é conservado no
seu “habitat” natural (Nass, 2001).

Segundo van Hintum et al. (2000), citado por Moreira (2002) os bancos
de germoplasma funcionam com conservacao ex-situ e podem ser constituidos
por trés tipos basicos de colecdes:

a) Colecdo base - cuja funcdo é armazenar a longo prazo amostras
representativas de todos os acessos (termo utilizado para qualquer registro
de um banco de germoplasma) que fazem parte da colecdo de uma
espécie. Cada pais tém sua colecdo base. No Brasil, a colecdo base é
localizada no CENARGEN (Centro Nacional de  Recursos
GenéticossEMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia).

b) Colecdo ativa - € uma sub-colecdo da colecdo base, cuja funcdo €
armazenar a curto e médio prazos 0s recursos genéticos de uma espécie,
podendo ser distribuidos para pesquisadores e instituicdes afins. As
colecBes ativas sdo mantidas em instituicbes diversas que tém por
responsabilidade: garantir a sua diversidade genética (seja pela iniciativa de
coletar periodicamente recursos genéticos, seja por favorecer o intercambio
com outros bancos de germoplasma); multiplicad-las; distribui-las aos
usuarios e promover a sua caracterizacao por diferentes metodologias.

c) Colecdo nuclear - € uma sub-amostra da colecdo base com a funcao de
representar, com um minimo de repeticdes, a diversidade genética de

determinada espécie.

2.5. Divergéncia Genética

De forma bastante simples, pode-se definir a divergéncia genética como

a distancia genética entre populacdes, individuos ou organismos, com base
numa série de caracteristicas, que podem ser morfoagrondémicas, fisioldgicas,
8



bioquimicas, polimorfismos de DNA, dentre outras (Amaral Junior, 1998). Por
uma conceituacdo mais classica, a divergéncia genética expressa a diferenca
entre as frequéncias alélicas das populacées (Falconer, 1981).

Atualmente, a grande implicacdo dos estudos de divergéncia genética
estd no conhecimento do grau de variabilidade genética das populacoes,
devido a preocupacdo que ora ocorre com a erosado genética, ou seja, com a
reducdo da variabilidade genética das populacbes vegetais, decorrente da
substituicdo das antigas variedades por formas genotipicas uniformes (Amaral
Junior, 1998).

Egashira et al. (2000), estudando a variabilidade das espécies L.
peruvianum e L. chilense, espécies relacionadas ao tomateiro cultivado,
concluiram que estas tem a maior variabilidade do género Lycopersicon e que
a base genética destas espécies é claramente diferente da base das espécies
mais relacionadas a L. esculentum. Os autores sugerem que a exploracao

dessa diversidade podera aumentar a variabilidade da espécie cultivada.

2.6. Marcadores Morfologicos

Até meados de década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram aqueles controlados por genes associados a
caracteres morfolégicos, em geral fenotipos de facil identificagédo visual, como a
deficiéncia clorofilica, a cor da pétala ou a morfologia foliar. Marcadores
morfologicos contribuiram significativamente para o desenvolvimento tedrico da
andlise da ligacdo génica e para a construcdo das primeiras versées de mapas
genéticos. Entretanto, o pequeno numero de marcadores morfolégicos distintos
em uma mesma linhagem reduzia a probabilidade de se encontrar associacoes
significativas entre esses marcadores e caracteres de importancia econémica
em populacdes segregantes (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Além disso, a disponibilidade de marcadores morfolégicos era
essencialmente restrita as poucas espécies de plantas utilizadas como
sistemas modelo para estudos de genética, tais como milho, tomate e ervilha,
nas quais a intensidade de estudos e a disponibilidade de informacgdes

genéticas eram maiores.



A caracterizacdo morfoléogica de um banco de germoplasma é
normalmente a forma mais acessivel de quantificar sua diversidade genética e
€ bastante utilizada (Rabbani et al.,1998 e Ritschel e Huaman, 2002).

Nos estudos sobre a diversidade genética nas colecfes de germoplasma
podem ser realizados a partir de caracteres morfolégicos de natureza
qualitativa ou quantitativa (Moreira et al., 1994).

Mesmo com todas as desvantagens, os marcadores morfolégicos ainda
tém tido papel fundamental na divulgacao das caracteristicas agrondmicas de
novos materiais genéticos e podem influenciar decisivamente na escolha das
variedades por parte de agricultores.

Ritschel e Huaman (2002) realizaram uma pesquisa na qual utilizando
apenas 25 caracteristicas morfolégicas, foi possivel identificar 256 tipos
morfolégicos dentre 324 acessos nativos de batata-doce, sendo 223 acessos

com morfologia Unica e 33 grupos de acessos morfologicamente duplicados.

2.7. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares revelam polimorfismos de DNA entre individuos
geneticamente relacionados. Um loco molecular que apresenta segregacéo
mendeliana é considerado um ‘marcador genético’. Entre suas propriedades,
um marcador genético deve ser capaz de diferenciar os progenitores e de ser
reproduzido com precisdo na progénie. Por isso, os marcadores de DNA se
prestam para estudos de genética de populacbes, mapeamento e analises de
similaridade e distancia genética. Também as marcas de DNA podem ser
usadas para ‘DNA fingerprinting’, isto é, para identificar acessos de plantas ou
de isolados de um microorganismo, ou para complementar estudos de
sistematica (Lopes et. al., 2002). Um marcador genético ideal deve apresentar
alto nivel de polimorfismo, estabilidade em diferentes ambientes, detectar
grande numero de locos nao ligados, além de apresentar herancga simples.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, surgiram o0s
marcadores genéticos baseados no DNA, destacando-se o RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphisms”) , RAPD (“Random Amplified Polymorphic
DNA”) e SSR (“Simple Sequence Repeats”), que se baseiam na variacdo
natural da sequéncia de bases do DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998) e
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segmento de DNA amplificado, via reacéo de polimerase (PCR), apés digestéo
com enzima de restricdo (AFLP). O principal avanco que essas técnicas
trouxeram foi a possibilidade de acessar diretamente o gendtipo de um
individuo. Além disso, o fato de haver um numero ilimitado de descritores de
DNA disponiveis faz com que eles sejam de grande importancia para

caracterizacao de cultivares (Milach, 1998).

2.8. A técnica de PCR

A técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction”), descrita inicialmente por
Mullis (1990), baseia-se na amplificagdo simultanea das duas fitas de DNA de
um segmento especifico, usando-se dois oligonucleotideos (primers) de
sequéncias conhecidas e sdo complementares as regides que flanqueiam o
segmento a ser amplificado (Saiki et al., 1985). Nessa técnica, ocorrem ciclos
repetidos de desnaturacdo por aquecimento, pareamento dos primers em
sequéncias complementares do DNA-molde e extensdo desses pela DNA
polimerase. Os primers se ligam as fitas opostas da sequéncia-alvo, de tal
modo que a sintese de DNA pela polimerase ocorra na regido do DNA
compreendida entre os oligonucleotideos, duplicando-se efetivamente a
guantidade daquele segmento de DNA a cada ciclo de amplificagcéo.

O PCR so6 foi possivel gracas a descoberta de uma enzima que sintetiza
DNA (DNA polimerase) que resiste a temperatura de até 95°C, necessaria para
a desnaturacdo do DNA durante o processo de sintese. A mais usada é a Taq
polimerase, extraida da arquibactéria Thermus aquaticus. A principal
desvantagem da técnica PCR é o fato dela requerer o sequenciamento do gene
de interesse, para o desenho dos primers (Santos, 1994).

2.9. Marcadores moleculares baseados em PCR

O advento da técnica da reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR) (Mullis

e Faloona, 1987) acelerou o desenvolvimento de novas classes de marcadores
moleculares.

A técnica denominada RAPD (Williams et al., 1990), baseada na

amplificacdo via PCR de segmentos de DNA gendmico, por meio de iniciadores
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arbitrarios, tornou-se muito popular, principalmente por sua acessibilidade
tecnolégica e seu baixo custo.

O polimorfismo de RAPD esta baseado em mutacdes nos sitios de
anelamento dos iniciadores, caracterizando-se pela presenca ou auséncia de
produtos amplificados. E, portanto, um marcador com padrdo de segregacéo
dominante, com o qual ndo é possivel a distincdo entre homozigotos e
heterozigotos, o que diminui 0 seu poder de informacdo desse tipo de
marcador.

Os marcadores RAPD tém sido utilizados em estudos de diversidade, bem
como na diferenciacdo e na caracterizacdo de racas fisiolégicas de fungos
fitopatogénicos e tém demonstrado bastante eficiéncia para esse tipo de estudo
(Vilarinhos et al., 1995; Alzate-Marin et al.,1997). A técnica de RAPD foi
eficiente na analise da distancia genética entre 28 cultivares de feijdo comum,
em que foram obtidos 144 produtos de amplificacdo polimaérficos, num total de
276, utilizando-se de 45 primers (Vasconcelos et al., 1996).

Os genomas de organismos eucariotos sdo caracterizados pela ocorréncia
de grandes quantidades de sequéncias repetidas de nucleotideos de vérias
classes, dentre elas uma classe de sequéncias curtas de DNA (2 a 4 pares de
bases - pb), repetidas em tandem, denominadas sequéncias simples repetitivas
(SSR) ou microssatélites (Litt e Luty, 1989). Regibes contendo SSR séo
amplificadas individualmente por meio de PCR, utilizando um par de primers
especificos (de 20 a 30 bases) complementares a sequéncias Unicas que
flanqueiam o microssatélite. Tendo em vista a expressdo co-dominante e o
multialelismo, os marcadores SSR sdo 0s que possuem o0 mais elevado
contetdo de informacédo. Essas caracteristicas tém feito dos microssatélites o
marcador mais apropriado para o desenvolvimento de “fingerprints” genéticos
Unicos e a discriminacdo de cultivares (Cregan et al., 1994; Thomas et al.,
1994; Diwan e Cregan, 1997; Russel et al., 1997).

A identificacdo de locos microssatélites exige a confeccdo de uma
biblioteca de DNA, com fragmentos de aproximadamente 500 pb. Esses
fragmentos sdo clonados em plasmidios e utilizados na transformacdo de
Escherichia coli. Colbénias transformadas s&o hibridizadas com sondas de
nucleotideos radioativos, tais como G(AT)11 e CCC (ATT)10. Os clones que
hibridizam s&o sequenciados para a identificacdo de seqiéncias com
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repeticdes curtas (caracteristicas de microssatélite). Nas sequéncias contendo
microssatélites, identificam-se regifes adequadas para confeccdo de primers
flanqueando a regido repetitiva, e que produzam fragmentos entre 100 e 250
pb.

Uma vez obtidos os primers, marcadores microssatélites sdo mais faceis
de utilizar do que RFLP, por exemplo, pois sdo baseados na técnica de PCR,
que permite a avaliacdo de um grande numero de amostras em um curto
espaco de tempo. Para o tomate, segundo Areshchenkowa e Ganal (2002),
encontram-se disponiveis cerca de 21 pares primers de microssatélites, o que
facilita grandemente a utilizacdo dessa técnica como rotina, pois ndo é
necessario identificar os locos microssatélites. Além disso, os SSR sdo mais
baratos, mais econémicos e requerem menos trabalho do que os marcadores
RFLPs, resultando em conteddo elevado de informacdo de polimorfismo
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Para soja, ja estdo disponibilizados no mercado cerca de 650 pares de
primers de microssatélites pela Invitrogen, o que facilita grandemente a
utilizacdo desta técnica como rotina, pois ndo é necessario identificar os locos
microssatélites. Rongwen et al. (1995), utilizando sete pares de primers de
microssatélites para caracterizar 96 genaétipos de soja, encontraram de 11 a 26
alelos por loco. Apenas quatro pares de primers foram suficientes para
discriminar 95 dos 96 gendétipos avaliados. Russell et al. (1997), estudando 11
locos de SSR em 24 gendtipos de cevada, encontraram trés combinacfes de
quatro SSR, que identificaram todos os genétipos avaliados. Estes autores
conseguiram distinguir inclusive duas linhas irmds, que possuiam distancia

nula, com base na genealogia.

2.9.1. Marcadores RAPD

A técnica denominada RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”)
(Williams et al., 1990) é uma variacdo da técnica de PCR que possibilita a
sintese de DNA in vitro, a partir de um DNA molde. E utilizado um primer de
sequéncia aleatoria de 10 pb, que vai se ligar a regides complementares no
DNA-alvo. A amplificacdo ocorrera quando o mesmo primer estiver flaqueando
um segmento de DNA em sentido oposto e em sitios distanciados de 500 a
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2000 pb, o que possibilita a sintese desse segmento pela Taq DNA polimerase.
Com isso, sao amplificados fragmentos de DNA, distribuidos ao acaso no
genoma, sem a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia de DNA.
Repetidos ciclos de desnhaturacdo do DNA-alvo, ligacdo do primer e extensao
dos mesmos produzem os fragmentos de DNA, que séo visualizados em gel de
agarose. O numero e o tamanho dos fragmentos amplificados depende da
sequéncia do primer usado e da sequéncia de bases do DNA molde (Tingey e
Del Tufo, 1993).

O polimorfismo evidenciado pela técnica de RAPD é devido a mutagcdes
de ponto, ou delecdes no sitio de pareamento do primer, ou insercfes entre
sitios de pareamento, deixando-os a uma distancia tal que impossibilita a sua
amplificacdo. O RAPD é uma técnica de facil execugéo, de custo reduzido e
aplicavel a qualquer tipo de organismo. No entanto, existem problemas
inerentes a reprodutibilidade dos padrées de amplificacdo, além do baixo
conteldo de informagdo genética por loco, uma vez que sdo marcadores
dominantes. Este tipo de marcador possibilita a deteccdo de apenas um alelo
por loco, sendo que a presenca de uma banda no gel identifica individuos
homozigotos dominantes (AA) ou heterozigotos (Aa), nédo permitindo a
distincéo entre eles. O homozigoto recessivo (aa) é identificado pela auséncia
da banda. A auséncia de banda pode indicar ainda a presenca de qualquer
outro alelo, que ndo aquele que produz a banda, em locos multi-alélicos.

Apesar das desvantagens deste tipo de marcador, Lima et al. (2003)
trabalharam com a caracterizagdo de cultivares de pessegueiro e de
nectarineira (espécies de estreita base genética) utiizando o RAPD e
verificaram que este marcador € eficiente para este fim, pois 62% dos produtos
amplificados eram polimorficos, possibilitando a separacdo das cultivares em

diferentes grupos.

2.9.2. Marcadores AFLP

O AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphisms”) € uma classe de
marcadores que alia a especificidade dos sitios de restricdo do RFLP a
praticidade da amplificacdo do PCR, apresentando-se como uma ferramenta
poderosa na caracterizacdo de genomas e no mapeamento genético (Vos et
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al., 1995). Os marcadores sao fragmentos de restricdo detectados apos uma
amplificacdo seletiva por PCR. O DNA gendmico é digerido simultaneamente
com duas enzimas de restricdo, sendo EcoRI e Msel as mais usadas. A seguir,
os fragmentos de DNA gerados sao ligados a adaptadores nos sitios de EcoRI
e de Msel e amplificados por PCR, utilizando-se primers que contém
sequéncias complementares aos adaptadores. A seletividade € alcancada pela
adicdo de nucleotideos arbitrarios a extremidade 3’ do primer, causando
aumento na seletividade do primer e resultando numa reducdo na
complexidade dos produtos de amplificacdo por PCR. A deteccdo dos
fragmentos polimérficos € feita em gel de sequienciamento, utilizando um dos
primers seletivos marcados com radioatividade ou fluorescéncia.

Uma das vantagens do AFLP é o grande poder de deteccdo de
variabilidade genética, uma vez que a técnica explora polimorfismos de
restricio e de amplificacdo. Como os primers utilizados nas etapas de
amplificacdo sdo longos, em torno de 20 pb, a especificidade da reacao é
aumentada significativamente, quando comparada com o RAPD. Uma das
limitacdes do AFLP € o baixo contetudo de informacé&o genética por loco que, a
semelhanca do RAPD, também sdo marcadores dominantes.

Como o AFLP é realizado em vérias etapas, incluindo digestdo do DNA
com enzimas de restricdo, a técnica torna-se mais complexa. Outro fato que
contribui para aumentar esta complexidade é que a resolucdo dos
polimorfismos precisa ser realizada em géis de sequienciamento, utilizando
radioatividade ou fluorescéncia, e nem todos os laboratérios estdo capacitados
para trabalhar com tais metodologias (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Suliman-Pollatschek et al. (2002), com apenas quatro combinacdes de
primers AFLP de tomate produziu 298 bandas e destas 159 foram polimérficas

entre as linhagens comerciais.
2.9.3. Marcadores microssatélites (SSRs)

Os genomas de organismos eucariotos sao caracterizados pela
ocorréncia de grandes quantidades de sequéncias repetidas de nucleotideos

de varias classes, dentre elas, se destaca uma classe de sequéncias de DNA
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curtas (2 a 4 bp), repetidas em tandem, denominadas sequéncias simples
repetitivas (SSR) ou microssatélites (Litt e Luty, 1989).

As seqUéncias de microssatélites tém sido detectadas em diversos
organismos. Em geral, no DNA de plantas a seqiiéncia (AT)n esta presente em
maior abundéancia. Regides contendo sequéncias simples repetitivas sao
amplificadas individualmente por meio de PCR utilizando-se um par de primers
especificos (de 20 a 30 bases) complementares a sequéncias Unicas que
flanqueiam o microssatélite. A amplificacdo ocorrera quando dois primers
estiverem flanqueando um segmento de DNA em direcao oposta e distanciados
de 100 a 300 pb, o que possibilita a sintese desse segmento pela Taq DNA
polimerase.

Bertini et al. (2003), trabalhando com algodoeiro herbaceo verificaram o
potencial de marcadores microssatélites em estudos de diversidade genética
entre individuos da mesma espécie, em 31 pares de primers foram
amplificados 31 locos polimérficos, num total de 66 alelos e média e 2,13 alelos
por loco.

Alcantara Neto (2001) constatou que o microssatélite € o marcador
molecular mais indicado para a caracterizacdo genética de soja, devido a
natureza co-dominante e multi-alélica deste marcador, além de ser

extremamente conservado dentro da espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Foram utilizados acessos do Banco de Germoplasma de Hortalicas da
Universidade Federal de Vigosa, 41 acessos na caracterizagdo molecular

(Tabela 1) e 40 acessos na caracterizacdo morfoldgica.

Tabela 1. Acessos de tomate do Banco de Germoplasma de Hortalicas da

UFV, utilizados neste trabalho

Acesso No° Procedéncia Data de coleta
BIOAGRO

Débora 1 Variedade comercial Desconhecida

Santa Clara 2 Variedade comercial Desconhecida
24 3 Teofilo Otoni — MG 20/09/66
55 4 Vitéria da Conquista —BA 21/09/66
83 5 Feira de Santana —BA 22/09/66
121 6 Salvador —BA 23/09/66
161 7 Muribeca —SE 25/09/66
184 8 Vitéria de Santo Antéo -PE 27/09/66
185 9 Vitéria de Santo Antao -PE 27/09/66
186 10 Vitéria de Santo Antéo -PE 27/09/66
216 11 Vitéria de Santo Antéo -PE 27/09/66
218 12 Pesqueira —PE 29/09/66
224 13 Alagoinhas-BA 01/10/66
225 14 Alagoinhas-BA 01/10/66
226 15 Alagoinhas-BA 01/10/66
243 16 Petrolandia -PE 30/09/66
320 17 Goiania-GO 21/11/66
327 18 Estiva-GO 21/11/66
351 19 Jussara-GO 22/11/66
378 20 Itapiraquan-GO 22/11/66
406 ITA 21 Goias -GO 23/11/66
406SAL 22 Goias -GO 23/11/66
603 23 Barbacena- MG 13/12/66
606 24 Barbacena- MG 14/12/66
616 25 Barbacena- MG 14/12/66
674 26 Sado Gongalo Sapucai -MG 15/12/66
700 27 Cuiaba —-MT 09/01/67

Continua...
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Continuagéo

Acesso N° Procedéncia Data de coleta
BIOAGRO
773 28 Porto Simao —MT 11/01/67
813 29 Cuiabad-MT 14/01/66
987 30 Campinas —SP 28/12/66
088 31 Campinas —SP 28/12/66
989 32 Campinas —SP 28/12/66
990 33 Campinas —SP 28/12/66
993 34 Campinas —SP 28/12/66
994 35 Campinas —SP 28/12/66
1020 36 Belo Horizonte -MG 22/06/67
1211 37 Rio Casca —-MG 27107/67
1214 38 Sédo Gongalo —-MT 05/06/67
1254 39 Campinas —SP 28/12/60
981 40 Campinas —SP 28/12/66
997 41 Campinas —SP 28/12/66

3.2. Caracterizacao Morfologica

Para a caracterizacdo morfoldgica, cinco flores, uma por individuo foram
coletadas apds a antese e em inflorescéncias aleatérias de cada um dos 40
acessos de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), perfazendo um total de
200 flores. As flores foram conservadas em frascos plastico com alcool 70%
(VIV).

3.2.1. Condicdes de cultivo e delineamento experimental

Na semeadura utilizaram-se trés sementes por vaso de cinco litros.
Quando as plantulas emitiram os foliolos, féz-se o desbaste, deixando-se
somente uma planta por vaso, que, posteriormente foi transferida para o solo.
As plantas foram mantidas na Horta do Departamento de Fitotecnia da UFV,
localizada em Vicosa, MG. O substrato utilizado foi terra/esterco na proporcéo
de 3:1, com calagem e adubacdo com base na analise prévia do solo. A
irrigacao foi feita por gotejamento.

O delineamento empregado foi o de blocos casualizados com cinco

repeticbes. As parcelas experimentais constaram de oito plantas com
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espacamento de 1 m entre linhas e de 0,5 m entre plantas. A densidade de

transplantio foi de 20 plantas por m?.

3.2.2. Descritores morfolégicos

Foram utilizados os seguintes descritores morfolégicos identificadores
para a cultura (IPGRI, 1996):

a) Comprimento de sépala e de pétala - expresso em cm, obtido a
partir da medicdo longitudinal de trés sépalas e pétalas, por meio de
uma régua graduada em mm.

b) Comprimento de antera - expresso em cm, obtido pela medicao
longitudinal, ap6s um corte na flor no mesmo sentido.

c) Comprimento de filete - expresso em cm, obtido pela medicéao
longitudinal, por meio de uma régua graduada em mm.

d) Comprimento de estilete - expresso em cm, obtido pela medicéo
longitudinal, por meio de uma régua graduada em mm.

e) Diametro do estigma - expresso em mm, obtido pela medicéo
transversal, por meio de uma régua graduada em mm.

f) Numero médio de l6culos do ovario - obtido pela contagem do
ndmero de léculos. Em individuos com mais de um ovario foi
utilizada a média do numero de I6culos dos dois ovéarios.

g) Diametro de ovario - expresso em mm, obtido a partir da medicéo
transversal, apds um corte no ovario no mesmo sentido, por meio de

uma régua graduada em mm.

3.2.3. Realizacdo das analises e Material utilizado

As medi¢Oes deste material foram realizadas no Laboratério de Biologia
Estrutural que esta sob a responsabilidade do Departamento de Biologia Geral
da UFV. Para auxiliar na avaliacdo destes caracteres, foram utilizadas régua de
20 cm, lupa bilocular (ZEISS, modelo Stemi 2000-C), com monitor acoplado,
placas de petri de vidro, laminas de vidro, pincas e agua destilada (para evitar a
desidratacdo do material durante a observacao).
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3.2.4. Andlise Estatistica

As medidas de dissimilaridade foram determinadas segundo o modelo
de andlise multivariada, o que permitiu a obtencéo da matriz de dissimilaridade,
matriz de covariancia residual e as médias dos acessos.

O grau de dissimilaridade genética entre os acessos foi estimado usando
a estatistica de Mahalanobis (D?), a partir das médias dos acessos e da matriz
de covariancia residual.

Para o agrupamento dos acessos, foi empregado o método hierarquico
do vizinho mais préximo, que consiste em identificar, na matriz de
dissimilaridade genética, os dois genétipos mais similares, ou seja, com menor
valor de D? que irdo compor o primeiro grupo. Nas etapas seguintes, opera-se
com as matrizes de distancias genéticas de dimensdes cada vez menores, pela
identificacdo dos gendétipos mais similares, até que se conclua o agrupamento
de todos os gendétipos (Morais, 1992; Carvalho, 1993).

O agrupamento foi realizado também por meio do método de otimizacao
de Tocher, o qual consiste em identificar na matriz de dissimilaridade o par de
acessos mais similares entre si, formando um grupo inicial e, a partir desse, foi
avaliada a possibilidade de inclusdo de novos acessos no grupo, adotando-se o
critério de que a médias das medidas de dissimilaridade dentre de cada grupo
deve ser menor que as distancias médias entre os grupos (Cruz e Regazzi,
1997).

A analise multivariada realizou-se também com base em varidveis
canlnicas, que segundo Rao (1952), € um processo alternativo para avaliacdo
do grau de similaridade genética entre acesso, que leva em consideracdo tanto
a matriz de covariancia residual somente possivel em ensaios com repeticdes
guanto a de covariancia entre médias fenotipicas das caracteristicas avaliadas.

Estudou-se a importancia relativa dos diversos caracteres, avaliados
para a divergéncia genética entre os gendtipos, utilizando-se a metodologia de
Singh (1981), que se baseia na participacdo do total das estimativas das
distancias generalizada de Mahalanobis, considerando todos os possiveis
pares de individuos, para as partes devida a cada caracteristica.

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do programa GENES
(Cruz, 1997).
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3.3. Caracterizacédo Molecular

Para essa caracterizacdo molecular, foram coletadas seis folhas de cada
acesso, embaladas em papel aluminio, identificadas, acondicionadas em caixa
de isopor e armazenadas a —80°C, para posterior extracdo de DNA, realizada
no Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular de Plantas, localizado no
BIOAGRO.

3.3.1. Extracédo de DNA

A extracdo do DNA de folhas de tomate foi realizada com base no
protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacdes. Entre
200 e 300 mg de folhas foram triturados em gral de porcelana na presenca de
N, liquido, sendo o pé resultante transferido para tubos “eppendorf’. A cada
tubo foram adicionados 900 nl de tampao de extracdo, constituido de Tris-HCI
(pH 8,0) 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M, CTAB 2% (p/v), PVP (2%) e b-
mercaptoetanol 0,2% (v/v), sendo este ultimo adicionado separado dos demais
componentes, em capela de exaustdo. Em seguida, as amostras foram
incubadas em banho-maria a 65°C por, aproximadamente, 40 min, com
agitacbes a cada 10 min. Apds incubacéo, foi feita a desproteinizacdo pela
extracdo com igual volume de cloroférmio: alcool-isoamilico (24:1) e
centrifugacdo a 18.845 g por 5 min. Os acidos nucléicos foram, entéo,
precipitados da fase aquosa, pela adicdo de 2/3 do seu volume de isopropanol
gelado, lavados em etanol 90% gelado e depois em etanol 70%, secados a
temperatura ambiente e ressuspensos em 300 ni de TE, pH 8,0 (Tris-HCI 10
mM e EDTA 1mM), seguindo-se de um tratamento com RNase A, na
concentracao final de 60 ng/mL, a 37°C, por 60 min.

O DNA foi novamente precipitado mediante adicdo de 30 ni. de NaCl 5 M
e 250 nL de isopropanol gelado, seguida de incubacdo a -20°C por,
aproximadamente, 2 h e centrifugacéo a 18.845 g por 10 min. Apés lavagem do
precipitado com etanol 90% e etanol 70% gelados e secagem a temperatura
ambiente, o DNA foi ressuspendido em 300 niL de TE ou de agua milli-Q

autoclavada.
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A guantificacdo do DNA foi realizada em espectrofotbmetro a 260 nm,
sendo uma unidade de absorbancia a 260 nm (Azeo ) equivalente a 50 ng de
DNA por mL de solugdo (Sambrook et al., 1989). A pureza do DNA foi
estimada por meio da razdo Axso/A2so. A integridade do DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.3.2. Condicdes de amplificacao e de eletroforese

3.3.2.1. RAPD

Foram utilizados 456 primers de RAPD neste trabalho, adquiridos junto a
Operon Technologies (Alameda, CA, EUA). Destes, somente 30 evidenciaram
polimorfismos nas variedades em estudo. A amplificacdo foi realizada com
cada um dos acessos em 25 niL de solucédo contendo Tris-HCI 12,5 mM, pH
8,3, KCI 62,5 mM , MgCl, 2,5 mM , 125 nM de cada um dos deoxinucleotideos
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,6 nM do par de primers, uma unidade da
enzima Tag DNA polimerase e 20 ng de DNA. O programa de amplificacé&o
constou de 40 ciclos. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturacdo
do DNA (94 °C por 30 s); uma etapa de pareamento do primer (35 °C por 35 s)
e uma etapa de alongamento (72 °C por 1 min). Apés o 40° ciclo foi realizada
uma etapa de alongamento por 7 min a 72 °C. Os produtos de amplificacdo do
DNA foram analisados em gel de agarose 1,2% imerso em tampao TBE 1X
(Tris-Borato 0,09 M e EDTA 2 mM pH 8,0), a 120 volts por 3 h. Os géis foram
corados com brometo de etidio a 0,5ng/mL de gel e fotodigitalizados sob luz
ultravioleta no sistema de fotodocumentacédo Eagle-Eye Il (Stratagene, La Jolla,
CA, EUA).

3.3.2.2. AFLP

Os 24 primers de AFLP utilizados neste trabalho foram adquiridos junto
a GIBCO-BRL (Alameda, CA, EUA). O DNA genbmico de cada individuo foi
clivado com as endonucleases de restricdo EcoRI e Msel. A reacao de digestao

foi feita em um volume total de 25 ni, contendo 5 ni. de tampéao de reacéo 5 X,
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2 nL de EcoRIl/ Msel (GIBCO-BRL) e 250 ng de DNA genbémico. A mistura de
reacao foi incubada por 3 h a 37 °C, seguido por 15 min a 70 °C para inativar
as enzimas. Aos fragmentos de restricdo, foram ligados adaptadores
especificos para as extremidades coesivas das enzimas EcoRl e Msel. A
ligacao foi realizada pela adicdo de 24 nL do tampé&o de ligagcdo contendo os
adaptadores e de 1 nL. da T4 DNA ligase (GIBCO-BRL), aos 25 niL da reacéo
de digestdo. Os tubos permaneceram por 2 h a 20 °C e, em seguida, a mistura
foi diluida 6 vezes em TE 0,1 mM.

A amplificagéo pré-seletiva foi realizada utilizando 4 niL mistura diluida, 1
nL dos pares de primers pré-seletivos e 15 ni. do mix de AFLP (Perkin Elmer,
Foster City, CA, EUA). Os primers pré-seletivos possuem, além da sequéncia
complementar a cada adaptador, um nucleotideo na extremidade 3’ (EcoRI + A
e Msel + C). As reacOes foram realizadas no termociclador GeneAmp PCR
System 9600 (Perkin Elmer) programado para 20 ciclos de 94 °C por 30 s, 56
°C por 60 s e 72 °C por 60 s. Os produtos da pré-amplificacéo foram diluidos
1:50 em TE 0,1mM.

A amplificacdo seletiva é uma segunda etapa de amplificacdo que utiliza
os produtos da pré-amplificacdo diluidos como moldes para primers-seletivos
gue possuem, além da seqUéncia do primer pré-seletivo, combina¢gdes ao
acaso de dois nucleotideos na extremidade 3'. As combinac¢fes utilizadas dos
primers seletivos estdo listadas na Tabela 2. A amplificacdo seletiva foi
realizada em um volume de 20 ni, contendo 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50
mM de KClI, 2,8 mM de MgCl;, 212 nM de cada um dos desoxirribonucleotideos
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,25 nM do primer de Msel e 0,05 nM do primer
EcoRlI (Perkin Elmer), uma unidade de Taq polimerase e 3,5 nL. do DNA diluido
(1:50). As reagdes foram amplificadas com 13 ciclos de 94 °C por 30 s, 65 °C
por 30 s e 72 °C por 60 s, até atingir a temperatura de 56 °C, seguidos de 23
ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 60 s.

A analise dos fragmentos foi realizada em géis de poliacrilamida
desnaturante 4,25% (acrilamida:bisacrilamidal9:1) contendo uréia 36% (p/v)
em TBE 1X. A Tabela 2 indica os primers EcoRI marcados com fluorescéncia,
sendo trés primers com a fluorescéncia JOE (E;, Es e Eg), trés com a

fluorescéncia TAMRA ( E, E4 e E7) e dois com FAM (E; e Eg). Foram utilizadas
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12 combinacdes de primers com oito acessos e destas, trés (EsM;, EgsM; e
E;M;) foram utilizadas com os 41 acessos. Os fragmentos amplificados foram
analisados no ABI 377 (Applied Biosystems), utilizando um marcador de peso
molecular GENESCAN 500-ROX (Perkin-Elmer) em cada linha. Dessa forma
foi possivel analisar simultaneamente trés reacdes de amplificacdo seletiva,
cada uma marcada com uma fluorescéncia diferente, em cada gel.
Inicialmente, foram transferidas aliquotas de 8 niL, 6 nL e 5 nL das reacfes
contendo fragmentos marcados com as fluorescéncias JOE, TAMRA e FAM
(amarela, azul e verde), respectivamente, para uma placa de ELISA. Dessa
mistura, foram transferidos 3,5 ni para os tubos de PCR e adicionados 0,25 niL
de GENESCAN 500-ROX; 0,50 niL tampé&o de amostra concentrado e 0,75 niL
de formamida deionizada. As amostras foram desnaturadas a 95 °C por cinco

minutos e mantidas em gelo até serem aplicadas no gel.
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Tabela 2 . Identificacdo dos oito primers seletivos EcoRI (E1 a E8) e oito primers seletivos Msel (M1a M8) e das 64 combinacfes

possiveis entre os primers seletivos AFLP. Cada um dos primers seletivos apresenta uma combinacao especifica

dos nucleotideos (A = adenina, T = timina, C = citosina e G = guanina) na extremidade 3’ do primer.

M1(-CAA) | M, (-CAC) | M3 (-CAG) | M4(-CAT) | Ms(-CTA) | Ms(-CTC) | M:(-CTG) | Mg(-CTT)
Ei(-AAC) | AACCAA | AACCAC | AACCAG | AACCAT | AACCTA | AACCTC | AACCTG | AACCTT
E,(-AAG) | AAG CAA | AAG CAC | AAG CAG | AAG CAT | AAGCTA | AAGCTC | AAGCTG | AAGCTT
Es(-ACA) | ACACAA | ACACAC | ACACAG | ACACAT | ACACTA | ACACTC | ACACTG | ACACTT
E4 (-ACC) | ACCCAA | ACC CAC | ACCCAG | ACCCAT | ACCCTA | ACCCTC | ACCCTG | ACCCTT
Es(-ACG) | ACG CAA | ACG CAC | ACG CAG | ACG CAT | ACGCTA | ACGCTC | ACGCTG | ACGCTT
E¢ ((ACT) | ACTCAA | ACTCAC | ACTCAG | ACTCAT | ACTCTA | ACTCTC | ACTCTG | ACTCTT
E/(-ACG) | ACG CAA | ACG CAC | ACG CAG | ACG CAT | ACGCTA | ACGCTC | ACGCTG | ACGCTT
Es (AGG) | AGG CAA | AGG CAC | AGGCAG | AGG CAT | AGGCTA | AGGCTC | AGGCTG | AGGCTT
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3.3.3. Andlise Estatistica

Os dados das bandas RAPD polimorficas foram utilizados para a
construcdo de uma matriz de dados binarios, pela atribuicdo de 1 a presenca e
0 & auséncia de determinada banda. A distancia genética entre os pares foi
calculada com base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei e Li
(1979). Este dados foram utilizados para construir a matriz de dissimilaridade
genética utilizada pela andlise do método do vizinho mais préximo, método
para a determinacao dos agrupamentos (Dias, 1998).

O agrupamento foi realizado também por meio do método de otimizacao
de Tocher, o qual consiste em identificar na matriz de dissimilaridade o par de
acessos mais similares entre si, formando um grupo inicial e, a partir desse, foi
avaliada a possibilidade de inclusdo de novos acessos no grupo, adotando-se o
critério de que a médias das medidas de dissimilaridade dentre de cada grupo
deve ser menor que as distancias médias entre os grupos (Cruz e Regazzi,
1997).

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do programa GENES
(Cruz, 1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao Morfolégica

Para caracterizar os acessos de tomateiro do Banco de Germoplasma
de Hortalicas da UFV (BGH), nesta etapa do trabalho foram analisadas oito
caracteristicas da morfologia floral de 40 acessos mantidos no BGH. Essas
caracteristicas foram selecionadas com base nos descritores econémicos
recomendados pelo IPIGRI (1996) para a cultura do tomateiro. Foram
analisados: comprimento de sépalas, comprimento de pétalas, comprimento de
filete, comprimento de estilete, comprimento de antera, diametro de estigma,

numero de l6culos e diametro de ovario.

4.1.1. Analise de agrupamento pelo método do vizinho mais préximo

No método hierarquico do vizinho mais préximo, os genoétipos séo
agrupados por um processo que se repete em VAarios niveis até que seja
estabelecido um dendrograma. As delimitacbes dos grupos podem ser
definidas por exame visual do dendrograma, quando sdo detectados os pontos
de alta mudanca de nivel. Ao efetuar cortes nesses pontos, estabelecem-se 0s
grupos e os numeros de individuos de cada grupo (Cruz e Regazzi, 1997).

O dendrograma (Figura 1) obtido pela andalise de agrupamento pelo
método hierarquico do vizinho mais préximo, com base na distancia de
Mahalanobis. O método de agrupamento admite diferentes interpretacdes, de
acordo com o critério de analise do investigador. Um corte a 35% de distancia
genética relativa, leva a formacéo de 13 grupos de acessos (Tabela 3). A 70%
de distancia, nota-se a presenca de quatro diferentes grupos (Tabela 4). E a
90% de distancia, tem-se a presenca de trés grupos (Tabela 5). Nas Tabelas
3, 4 e 5 observa-se que os acessos 17 e 29 apresentaram-se isolados dos
outros acessos, em dois grupos constituidos por um Unico acesso cada.
Certamente, estes acessos possuem particularidades que o0s tornam
divergentes dos demais. A localizacdo geografica poderia ser uma das

hipéteses levantadas para tal divergéncia. No entanto, outros acessos foram
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também coletados nas mesmas regides de procedéncia dos acessos 17
(Goiania, GO) e 29 (Cuiaba, MT). O acesso 17, por exemplo, ndo se enquadra
na caracterizacao morfolégica da espécie L. esculentum, pois possue nimeros
de pétalas (6 a 13), sépalas (6 a 14) e de l6culos (3 a 23) bem maiores do que
aqueles que séo caracteristicos da espécie. Nao € possivel afirmar se esse
acesso ndo tenha sofrido algum tipo de interferéncia por parte do homem.
Seria interessante promover cruzamentos entre esse acesso e outros materiais
ja caracterizados para confirmar ou refutar a hipétese de que se trata de L.
esculentum ou de outra espécie do género Lycopersicon. Se observarmos a
Figura 1, o acesso 17, mesmo que seja feito um corte em 100% de distancia,

ficara num grupo isolado, indicando que dentre os acessos ele € o mais

divergente.
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Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre os
acessos, obtida pelo método hierarquico do vizinho mais préximo.
* Numeracao dos acessos de acordo com a Tabela 1 (Materiais e
Métodos)
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Tabela 3. Agrupamento dos acessos de tomate, pelo método do vizinho mais

préximo, com base no dendrograma da Figura 1, considerando um

corte a 35% de distancia genética relativa.

Grupos Acessos

1 24, 35, 12, 26, 28, 37, 1, 20, 5, 6, 34, 19, 25
21, 27, 23, 31, 33, 40, 22, 8, 3, 4, 16, 30, 15,
13.

2 11

3 18

4 7

5 10

6 14

7 36

8 32

9 9

10 39

11 38

12 29

13 17

Tabela 4. Agrupamento dos acessos de

tomate, pelo método do

vizinho mais préximo, com base no dendrograma da Figura 1,

considerando um corte a 70% de distancia genética relativa.

Grupos Acessos
1 24, 35, 12, 26, 28, 37,1, 20, 5, 6, 34, 19,
25, 21, 27, 23, 31, 33, 40, 22, §, 3, 4, 16,
30, 15, 13, 2, 11, 18, 7, 10, 14, 36, 32, 9,
39.
2 38
29
17
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Tabela 5. Agrupamento dos acessos de tomate, pelo método do
vizinho mais proximo, com base no dendrograma da Figura 1,

considerando um corte a 90% de distancia genética relativa.

Grupos Acessos
24, 35, 12, 26, 28, 37, 1, 20, 5, 6, 34, 19,
1 25, 21, 27, 23, 31, 33, 40, 22, 8, 3, 4, 16,
30, 15, 13, 2, 11, 18, 7, 10, 14, 36, 32, 9,
39, 38.
2 29
3 17

4.1.2. Analise de agrupamento pelo método de Tocher

Uma vez que os dados morfoldgicos foram obtidos com repeticao, eles
também foram utilizados para o célculo da distancia generalizada de
Mahalanobis (D?). Esse tipo de distancia leva em consideracdo a correlacdo
entre os caracteres analisados. De acordo com as distancias de Mahalanobis,
entre os pares de acessos, verificou-se que o valor minimo ocorreu entre o par
de acessos 24 e 35 (D?=0,61) e 0 maximo para o par 17 e 38 (D?= 77,01),
sendo estes Ultimos, entdo, os acessos mais divergentes.

No Método de otimizacdo de Tocher, no qual a utiliza-se a distancia de
Mahalanobis, a formacdo dos grupos se da pela otimizacdo de algum critério
de agrupamento. Deste modo, a participacdo do grupo de individuos é
realizada por meio da maximizacdo ou minimizacdo de alguma medida pré-
fixada, em que os grupos formados sdo mutuamente exclusivos (Moreira et. al.,
1994).

Na Tabela 6 observa-se que houve formacéo de oito grupos. No grupo 1
esta a maior parte dos acessos (70%), e os outros 30% estéo distribuidos nos
demais grupos da seguinte forma: grupo 2 (10%), grupos 3 e 4 (5%), grupos
5, 6, 7 e 8 (2,5%). Quando comparado com método hierarquico do vizinho mais
proximo (Figura 1), o de Tocher forneceu resultados parcialmente semelhantes.
Pelo método do vizinho mais préximo, o acesso 29 formou um grupo isolado.

Ja no método de Tocher, este acesso formou um grupo com o acesso 11. No
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método do vizinho mais proximo, o acesso 17 é o mais divergente e pelo
método de Tocher, o mais divergente é o acesso 10.

Resultados contrastantes entre esses métodos também foram
encontrados por Amaral Junior (1996), ao avaliar a eficiéncia da predicdo do
comportamento de hibridos de tomate, por intermédio da correlacdo entre a
distancia genética dos genitores e a média dos hibridos, assim como a
heterose e a capacidade especifica de combinacdo destes. Da mesma forma,
resultados contrastantes foram encontrados por Morais (1992), ao avaliar o
potencial de cultivares de arroz irrigado, e por Carvalho (1993), no estudo de
divergéncia genética de algodoeiro herbaceo. No entanto, a discordancia nos
agrupamentos é perfeitamente aceitavel, uma vez que os métodos se baseiam
em principios estatisticos distintos.

Com relacdo a origem geografica dos acessos, ambos 0os métodos de
agrupamento forneceram os mesmos resultados, ou seja, ndo houve relacéo
entre os grupos formados e a procedéncia dos acessos. Tais resultados eram
esperados, uma vez que esses acessos foram coletados na década de 1960 e
ndo ha informagdes a respeito do nivel de intercambio de materiais genéticos
no pais a época. Os acessos 8, 9, 10 e 11, por exemplo, sdo provenientes da
cidade de Vitéria de Santo Antdo (PE), mas como pode ser observado na
Tabela 6, eles ndo ficaram no mesmo grupo e o acesso 10 distanciou-se
consideravelmente dos dois primeiros. Além disso, a maioria dos acessos
provenientes de Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso e S&o Paulo (Tabela 1)
agruparam-se no grupo 1 (Tabela 6). Nenhum dos estados teve seus acessos

agrupados em um mesmo grupo.
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Tabela 6. Agrupamento pelo Método de otimizagcdo de Tocher, com base em oito
caracteristicas morfolégicas avaliadas entre os 40 acessos de

tomateiro.

Grupos Acessos*

1 24 35 26 12 37 28 22 20 6 34 5 25 4 3 30 19
3321 16 23 15 27 31 40 8 13 2 1

14 36 39 32

7 18

11 29

17

9

38

10

o N OO O A WD

* Numeracao dos acessos de acordo com a Tabela 1 (Materiais e Métodos)

4.1.3. Analise por Variaveis Candnicas

Para determinar a contribuicdo de cada variavel original para a variagao
total observada entre acessos, foi realizada a analise por variaveis canonicas.
Cada variavel canbnica € uma combinacdo linear das variaveis originais, de
forma a representar, em niveis decrescentes, por¢cdes da variancia total (Das e
Gupta, 1984; Cruz e Regazzi, 1997).

Percebe-se que as trés primeiras variaveis canbnicas (Tabela 7)
explicaram 72,92% da variacao total (30,55% para a primeira, 27,02% para a
segunda e 15,33% para a terceira). De acordo com Cruz e Regazzi (1997),
para que haja grau de distorcdo desprezivel na transposicao de um espacgo n-
dimensional para o bidimensional, € necessario que as duas primeiras variaveis
canbnicas expliguem um minimo de 80% da variacdo total. Segundo esses
autores, quando esse limite ndo € atingido, recomenda-se a complementacéo
da dispersao grafica em relacéo a terceira e, se necessario, utiliza-se também
a quarta variavel canbnica. No entanto, os graficos de dispersao ndo foram
construidos, pois em andlises preliminares verificou-se que a distorcdo obtida

seria maior do que 20% (dados ndo mostrados).
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Tabela 7. Escores dos 40 acessos de tomateiro em relacdo as oito variaveis

canénicas.
Variavel Autovalor Variancia (%) Variancia Acumulada
Canénica (%)
VC1 2,8265 30,5590 30,5590
VC2 2,4994 27,0219 57,5810
VC3 1,4187 15,3389 72,9200
VC4 1,1063 11,9610 84,8810
VC5 0,6341 6,8564 91,7375
VC6 0,3898 4,2147 95,9522
VC7 0,2466 2,6664 98,6186
VC8 0,1277 1,3813 100,0000

4.1.4. Importancia relativa das caracteristicas para a divergéncia

Na aplicacéo de analises multivariadas, em principio, utiliza-se um namero
consideravel de caracteristicas de importancia para a cultura, para a
determinacdo da divergéncia existente entre os acessos. No entanto, se o
namero de caracteristicas utilizado for elevado, € possivel que muitas delas
contribuam pouco para a discriminacdo dos acessos, por serem relativamente
invariantes entre si ou serem redundantes, em virtude de apresentarem alta
correlacdo com outras caracteristicas. A reducdo do niumero de caracteristicas,
com eliminagao daquelas que menos contribuem para o estudo, deve facilitar a
interpretacdo dos dados, sem causar perda consideravel de informacdes (Cruz,
1990; Xavier 1996).

Na Tabela 8 observa-se a importancia relativa de cada caracteristica
estudada em relacédo aos 40 acessos de tomate, pelo método de Singh (1981),
organizados em ordem decrescente de importancia para a divergéncia

genética.



Tabela 8. Importancia relativa dos caracteres avaliados nos acessos de

tomateiro.

Caracteristica Valor em %
Comprimento de Sépalas 23,92
Comprimento de Filete 15,44
Comprimento de Estilete 14,23
Diametro de Estigma 12,72
Comprimento de Antera 12,65
Numero de Léculos 11,34
Comprimento de Pétalas 5,04
Diametro de Ovario 4.60

4.2. Caracterizacao Molecular

Apesar da analise de caracteres da morfologia floral ter permitido a
separacdo dos acessos em grupos distintos, foi também realizada a sua
caracterizacdo por marcadores moleculares do DNA, com o objetivo de
complementar os estudos morfolégicos. Esses marcadores sdo abundantes,
nao sofrem influéncia do ambiente e portanto, levantou-se a hipétese de que

permitiriam uma analise dos acessos com maior resolucao.

4.2.1. Extracdo do DNA total

O método do CTAB para a extracdo do DNA utilizado nas amplificacées
pelas técnicas de RAPD e AFLP, mostrou-se bastante eficiente, possibilitando
a obtencao de grande quantidade DNA, com um grau de pureza suficiente para
as amplificagcbes (Tabela 9).

As concentra¢cdes das amostras de DNA obtidas a partir dos 41 acessos
de Lycopersicon esculentum foram estimadas por meio de leitura
espectrofotométrica a 260 nm e variaram entre 58,40 e 569 ng/nL (Tabela 9) .
A razdo A260/A280, que indica o grau de pureza da amostra, variou entre 1,19
e 1,84, indicando que nem todas as amostras apresentavam um elevado grau
de pureza (Sambrook et al., 1989). A integridade do DNA foi avaliada
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visualmente por andlise eletroforética em gel de agarose 0,8%. Como pode ser

observado na Figura 2, as amostras apresentaram baixo nivel de degradacao.

L.o-13-4i506 17,819 10211048

"iiiii'lf"'i"l"'

415 1617 181920

Figura 2. Analise da integridade do DNA extraido a partir de 20 acessos de

Lycopersicon esculentum.

Tabela 9. Leituras espectrofotométricas e concentragdo de DNA dos 41

acessos de tomateiro.

Acessos A260nm A280nm Razéo Concentracéo

A260/A280 (ng/nL)
1 0,85 0,56 1,52 426,90
2 0,38 0,28 1,37 194,95
3 0,21 0,14 1,50 109,90
4 0,17 0,09 1,79 86,15
5 0,31 0,20 1,55 157,85
6 0,75 0,47 1,59 377,70
7 0,59 0,38 1,57 298,30
8 1,13 0,83 1,36 569,00
9 0,47 0,31 1,51 237,20
10 0,49 0,36 1,36 248,75
11 0,14 0,07 1,84 73,05
12 0,47 0,36 1,32 237,70
13 0,58 0,41 1,39 290,95
14 0,53 0,37 1,43 267,35
15 0,31 0,20 1,54 158,55
16 0,23 0,17 1,34 119,80
17 0,57 0,40 1,44 289,65
18 0,65 0,42 1,53 325,75

Continua.....



Continuagéo

Acessos A260nm A280nm Razéo Concentracéo

A260/A280 (ng/ni)
19 0,82 0,56 1,48 414,95
20 0,75 0,57 1,32 376,70
21 0,97 0,71 1,36 487,30
22 0,48 0,33 1,44 240,80
23 0,88 0,64 1,38 444,80
24 1,12 0,74 1,52 562,00
25 0,33 0,22 1,50 169,90
26 0,65 0,45 1,44 325,75
27 0,29 0,20 1,48 149,85
28 0,23 0,16 1,41 119,70
29 0,50 0,32 1,55 254,80
30 0,61 0,35 1,72 309,45
31 0,69 0,42 1,64 346,75
32 0,90 0,58 1,55 454,30
33 0,64 0,38 1,65 321,20
34 1,42 1,20 1,19 714,80
35 1,06 0,71 1,48 532,15
36 0,56 0,35 1,61 283,25
37 0,45 0,27 1,64 225,25
38 1,06 0,73 1,45 534,15
39 0,11 0,06 1,76 58,40
40 0,21 0,14 1,52 109,05
41 0,54 0,34 1,59 273,95

4.2.2. Analise por marcadores RAPD

Nesta etapa do trabalho, apds a quantificacdo do DNA dos acessos, foi
realizado um teste com dois dos 41 acessos, tomados ao acaso, utilizando 456
primers RAPD. Este teste permitiu a selecdo de 30 primers que apresentaram
bandas polimérficas e somente estes foram testados nos 41 acessos. Os 30
primers (Tabela 10) geraram 244 bandas e destas 64 (35%) foram polimorficas.
O numero de bandas por primer variou entre um (OPAC-6, OPAD-10, OPAG-
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07, OPAG-15, OPAH-02, OPAM-02, OPF-16, OPL-13, OPP-17, OPR-19 e
OPX-17) e cinco (OPK-04), sendo este o primer que mais evidenciou
polimorfismos.

Com relacdo ao numero adequado de marcadores para o estudo de
diversidade genética, Santos (1994) salientou que o ideal é a utilizacdo de
quantidade suficiente de primers que permita cobrir a quase totalidade do
genoma. Segundo Colombo et al. (1998) citado por Lima et al. (2003), 10 a 30
primers, gerando 50 a 100 bandas polimorficas, seriam suficientes para estimar

relacdes genéticas dentro e entre espécies.

Tabela 10. Relacéo dos 30 primers e o numero de bandas polimérficas a eles

associados.
Primer Bandas Primer Bandas Primer Bandas
polimérficas polimérficas polimérficas
Al 4 AH2 1 P17 1
AC6 1 AJ13 4 R15 3
AD10 1 AM2 1 R19 1
AD12 4 AM9 3 w2 3
AE3 2 AN7 2 W6 3
AE10 3 C19 2 W9 2
AE15 2 F16 1 W13 2
AF20 3 K4 5 W15 2
AG7 1 L13 1 W16 2
AG15 1 P16 2 X17 1

4.2.3. Dissimilaridade genética por meio de analises multivariadas

Apés ter estudado a diversidade genética de 40 acessos de tomateiro a
partir de caracteristicas morfolégicas da flor, por meio de analises
multivariadas, foi realizado também o estudo molecular com 41 acessos, por
meio de analises multivariadas.

Os padroes de bandas RAPD de maior intensidade e cuja amplificacédo
pode ser reproduzida, foram transformados em planilhas do programa

computacional Excel, considerando-se 1 para presenca e 0 para auséncia de
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banda. Esses dados permitiram a determinacéo das distancias genéticas entre
0S acessos, as quais variaram entre 7% e 69% (Tabela 11). A maior distancia
genética observada (69%), foi entre 0os acessos 16 e 22 provenientes de
Petrolandia (PE) e Goias (GO), respectivamente. A menor distancia genética
observada (7%), foi entre os acessos 3 e 4, provenientes de Tedfilo Otoni (MG)
e Vitéria da Conquista (BA), cidades localizadas a cerca de 200 km uma da
outra. A distancia de 7% foi também obtida entre os acessos 5 e 13, ambos
provenientes da Bahia, das cidades de Feira de Santana e Alagoinhas,

respectivamente.
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Tabela 11. Matriz de distancias genéticas entre os acessos de Lycopersicon esculentum Mill. analisados dois a dois. Os acessos

estdo identificados pelos numeros dispostos de 1 a 41, de acordo com a Tabela 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
0

0,110

0,190,130

0,170,16 0,070

0,180,190,170,100

0,110,140,17 0,150,090

0,090,140,170,170,130,090

0,170,200,24 0,24 0,150,130,100

0,210,170,250,200,17 0,14 0,16 0,21 0

100,370,330,290,290,320,290,340,350,180

110,140,150,140,140,190,16 0,12 0,19 0,18 0,26 0

12 0,250,26 0,25 0,22 0,23 0,23 0,180,230,200,310,20 O

130,170,18 0,14 0,07 0,08 0,10 0,12 0,19 0,16 0,290,16 0,20 O

140,31 0,29 0,23 0,23 0,24 0,21 0,26 0,26 0,23 0,29 0,25 0,320,21 O

150,16 0,21 0,200,17 0,18 0,13 0,11 0,200,190,350,17 0,21 0,150,24 O

16 0,51 0,54 0,48 0,48 0,49 0,48 0,42 0,53 0,47 0,46 0,50 0,420,480,550,37 O

17 0,230,24 0,28 0,200,190,190,190,190,200,32 0,18 0,220,160,250,21 0,49 O

180,190,180,190,16 0,15 0,15 0,15 0,21 0,14 0,26 0,16 0,200,120,230,170,450,18 O

190,270,28 0,24 0,22 0,18 0,22 0,22 0,23 0,21 0,22 0,24 0,26 0,200,270,280,420,190,17 O
200,210,170,200,180,12 0,16 0,14 0,16 0,18 0,29 0,18 0,22 0,13 0,250,190,460,200,16 0,16 O

210,26 0,29 0,33 0,330,34 0,31 0,23 0,26 0,350,44 0,30 0,32 0,31 0,34 0,34 0,66 0,330,330,320,28 O

220,230,34 0,36 0,33 0,32 0,28 0,26 0,26 0,38 0,47 0,30 0,38 0,31 0,40 0,34 0,690,330,360,320,330,11 O
230,230,26 0,25 0,25 0,23 0,18 0,16 0,21 0,24 0,40 0,22 0,27 0,25 0,39 0,23 0,47 0,27 0,30 0,320,250,280,25 O
240,18 0,19 0,24 0,22 0,20 0,16 0,13 0,20 0,19 0,32 0,15 0,21 0,20 0,34 0,16 0,40 0,17 0,20 0,250,190,290,270,16 O
250,290,28 0,24 0,27 0,23 0,25 0,20 0,18 0,26 0,33 0,24 0,23 0,22 0,30 0,28 0,48 0,19 0,24 0,23 0,22 0,27 0,240,21 0,23 0
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Tabela 11 — Continuagao

260,21 0,22 0,23 0,200,190,19 0,16 0,21 0,20 0,29 0,15 0,22 0,18 0,31 0,19 0,49 0,20 0,18 0,24 0,18 0,25 0,200,170,140,14 O

270,280,27 0,21 0,21 0,20 0,24 0,21 0,26 0,20 0,24 0,20 0,18 0,21 0,28 0,22 0,33 0,23 0,16 0,12 0,18 0,31 0,31 0,25 0,170,200,16 O

280,300,290,230,250,21 0,23 0,21 0,23 0,22 0,32 0,20 0,29 0,23 0,23 0,21 0,52 0,30 0,23 0,29 0,20 0,28 0,28 0,22 0,21 0,22 0,150,16 O

290,250,26 0,25 0,25 0,19 0,20 0,20 0,18 0,29 0,37 0,24 0,29 0,23 0,33 0,26 0,50 0,27 0,20 0,26 0,19 0,31 0,28 0,22 0,23 0,21 0,14 0,200,17 O

300,190,24 0,23 0,230,21 0,16 0,12 0,14 0,25 0,37 0,22 0,24 0,20 0,28 0,21 0,46 0,23 0,20 0,27 0,23 0,28 0,25 0,19 0,19 0,19 0,18 0,200,180,12 0

310,190,250,21 0,21 0,24 0,21 0,19 0,19 0,28 0,38 0,23 0,33 0,23 0,32 0,27 0,51 0,26 0,28 0,27 0,28 0,32 0,29 0,23 0,24 0,27 0,23 0,26 0,26 0,23 0,15 O

320,270,28 0,27 0,27 0,35 0,32 0,27 0,27 0,31 0,39 0,26 0,31 0,27 0,35 0,35 0,56 0,32 0,32 0,28 0,34 0,27 0,27 0,32 0,25 0,33 0,32 0,27 0,34 0,37 0,290,24 0

330,24 0,230,310,290,25 0,22 0,20 0,20 0,21 0,32 0,26 0,28 0,24 0,34 0,25 0,59 0,26 0,24 0,25 0,21 0,32 0,32 0,28 0,20 0,30 0,23 0,24 0,26 0,26 0,23 0,220,27 O

340,28 0,26 0,25 0,25 0,23 0,20 0,23 0,28 0,22 0,26 0,27 0,24 0,23 0,28 0,23 0,43 0,30 0,20 0,18 0,22 0,36 0,36 0,30 0,21 0,32 0,22 0,15 0,25 0,27 0,25 0,36 0,320,26 O

350,210,180,190,190,17 0,17 0,15 0,14 0,16 0,32 0,20 0,22 0,16 0,23 0,20 0,48 0,18 0,14 0,20 0,16 0,26 0,28 0,23 0,17 0,20 0,16 0,14 0,16 0,18 0,13 0,16 0,24 0,140,18 O

36 0,19 0,22 0,20 0,200,19 0,16 0,14 0,14 0,22 0,34 0,22 0,29 0,18 0,28 0,17 0,43 0,20 0,20 0,22 0,20 0,31 0,28 0,19 0,19 0,22 0,18 0,20 0,20 0,17 0,13 0,15 0,32 0,21 0,220,11 O

37 0,200,26 0,25 0,22 0,21 0,18 0,18 0,23 0,17 0,28 0,24 0,24 0,20 0,25 0,19 0,42 0,24 0,20 0,23 0,24 0,32 0,30 0,22 0,19 0,23 0,15 0,15 0,17 0,19 0,15 0,20 0,33 0,23 0,16 0,150,10 O
380,210,220,210,190,200,190,17 0,21 0,18 0,26 0,23 0,25 0,16 0,23 0,20 0,45 0,23 0,19 0,17 0,18 0,28 0,28 0,25 0,17 0,24 0,18 0,14 0,16 0,20 0,13 0,21 0,24 0,14 0,130,090,110,11 O
390,280,290,230,280,24 0,23 0,21 0,21 0,32 0,42 0,29 0,32 0,23 0,31 0,21 0,46 0,28 0,30 0,29 0,25 0,31 0,25 0,22 0,26 0,19 0,25 0,23 0,25 0,25 0,23 0,26 0,34 0,31 0,27 0,20 0,13 0,220,20 O
400,23 0,29 0,31 0,26 0,27 0,23 0,21 0,21 0,33 0,50 0,30 0,38 0,23 0,37 0,29 0,55 0,28 0,31 0,32 0,31 0,34 0,37 0,31 0,37 0,35 0,39 0,38 0,39 0,39 0,28 0,23 0,32 0,32 0,44 0,26 0,23 0,320,31 0,28 O
41 0,300,28 0,30 0,32 0,33 0,28 0,23 0,25 0,34 0,49 0,34 0,39 0,27 0,36 0,28 0,54 0,35 0,30 0,37 0,27 0,33 0,42 0,35 0,31 0,37 0,41 0,38 0,38 0,44 0,30 0,36 0,31 0,31 0,32 0,27 0,30 0,39 0,27 0,27 0,25 O
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4.2.3.1. Andlise de agrupamento pelo método do vizinho mais préximo

A Figura 3 apresenta o dendrograma obtido pela andlise de
agrupamento pelo método hierarquico do vizinho mais préximo, com base na
distancia Euclidiana média. A Tabela 12 apresenta a formacéo de 26 grupos a
partir dos 41 acessos analisados, considerando um corte no eixo horizontal do
dendrograma, realizado a 35% de distancia genética relativa. Ao realizar o
corte a 70% de distancia, nota-se a presenca de trés diferentes grupos (Tabela
13), e a 90% de distancia tem-se a presenca de dois grupos (Tabela 14).

Pelas Tabelas 12, 13 e 14 pode-se observar que o acesso 16 formou um
grupo isolado dos outros acessos. Mesmo a 100% de distancia relativa (Figura
3), 0 acesso 16 permaneceu isolado, indicando que dentre 0s acessos ele € 0
mais divergente pelas analises moleculares. Assim como observado na analise
morfoldgica, ficou claro na analise molecular que ndo ha uma correlacédo entre
diversidade genética e origem geogréfica, pois 0 acesso 16, que foi coletado no
mesmo estado (Pernambuco) dos acessos 8, 9, 10, 11 e 12, apresentou
grande divergéncia com relacédo a estes. Por outro lado, os acessos 21 e 22
provenientes de Goias, formaram um grupo isolado (Tabela 12), com corte
realizado em 35% de distancia genética. De acordo a matriz de distancias
genéticas (Tabela 11), a distancia entre esses acessos é de 11% , mostrando

gue eles sao geneticamente muito préximos entre si.
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Figura 3. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre os
acessos de tomateiro, obtida pelo método hierarquico do vizinho

mais proximo. * Numeragéo dos acessos de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 12. Agrupamento dos acessos de tomateiro, pelo método do
vizinho mais proximo, com base no dendrograma da Figura 3,

considerando um corte a 35% de distancia genética relativa.

Grupos Acessos
1 4,13,3,5,6,7,1, 8, 15, 30, 18, e 29
2 2
3 20
4 11
5 37,36,38e35
6 39
7 34
8 24
9 9
10 19
11 27
12 33
13 25
14 26
15 28
16 31
17 23
18 17
19 12
20 10
21 21e 22
22 14
23 40
24 41
25 32
26 16




Tabela 13. Agrupamento dos acessos de tomateiro, pelo método do
vizinho mais proximo, com base no dendrograma da Figura 3,

considerando um corte a 70% de distancia genética relativa.

Grupos Acessos

1 4,13,3,5,6,7,1, 8, 15, 30, 18, 29, 2, 20,
11, 35, 38, 36, 37, 39, 34, 24, 9, 19, 27,
33, 25, 26, 28, 31, 23, 17, 12, 10, 21, 22,
14,40, e 41

2 32

3 16

Tabela 14. Agrupamento dos acessos de tomateiro, pelo método do
vizinho mais proximo, com base no dendrograma da Figura 3,

considerando um corte a 90% de distancia genética relativa.

Grupos Acessos
4,13,3,5,6,7,1,8, 15, 30, 18, 29, 2, 20,
1 11, 35, 38, 36, 37, 39, 34, 24, 9, 19, 27,
33, 25, 26, 28, 31, 23, 17, 12, 10, 21, 22,
14,40,41 e 32
2 16

4.2.3.2. Andlise de agrupamento pelo método de Tocher

Observa-se (Tabela 15) que houve a formacéo de apenas dois grupos;
no grupo 1 foram agrupados todos os acessos, com excecgdo do acesso 16,
gue foi agrupado no grupo 2. Este resultado esta de acordo com aquele obtido
pelo método de agrupamento do vizinho mais préximo, no qual o acesso 16
mostrou-se bastante divergente dos demais (Figura 3).

A estimativa de distancias de elevada magnitude entre pares de
individuos do grupo 1, como entre acessos 10 e 40 (50%), indica a presenca de

variabilidade dentro deste grupo, justificando-se, entdo o subagrupamento. A
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formacdo dos grupos e subgrupos de acessos pelo Método de Tocher,
utilizando-se como medida de dissimilaridade a matriz de distancia genética
gerada pelos coeficientes de dissimilaridade com base no complemento do
coeficiente de similaridade de Nei e Li (1979), esta apresentada na Tabela 16.
Foram formados oito subgrupos, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7 e 1.8, comprovando
a existéncia de variacdo entre a maior parte dos acessos.

Todos os acessos provenientes de Minas Gerais, a maioria dos acessos
da Bahia, Mato Grosso e S&ao Paulo foram agrupados no subgrupo 1.1 (Tabela
16), reforcando, mais uma vez, que ndo existe relacdo entre diversidade

genética e origem geografica dos acessos analisados.

Tabela 15. Agrupamento pelo Método de otimizacdo de Tocher, com base na
matriz de distancia genética avaliada entre os 41 acessos de

tomateiro.

Grupos Acessos
1 3413 56 18 7 11 1 2 15 20 35 8 36 38 24
9 26 30 37 27 17 34 29 28 19 25 23 12 31 33
39 14 32 22 21 40 41 10
2 16

Tabela 16. Agrupamento pelo Método de otimizacdo de Tocher, com base na
matriz de distancia genética avaliada entre os 41 acessos de

tomateiro.
Grupos Subgrupos Acessos
1 341356 17 7 11 1 2 15 19
1.1 34 8 35 37 23 9 25 29 36 26
16 33 28 27 18 24 22 12 30 32
1.2 20 21
1.3 31
1.4 38
15 39
1.6 14
1.7 40
1.8 10
2 16
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Quando comparado ao método hierarquico do vizinho mais préximo
(Figura 3), o de Tocher mostrou resultados semelhantes. Pelo método do
vizinho mais préximo, foram estabelecidos dois grupos, quando o corte foi
realizado a 90% de distancia. O dois métodos demonstraram que o0 acesso 16

foi o mais divergente.

4.2.4. Analise por marcadores AFLP

O AFLP representa uma das tecnologias mais recentes para obtencao
de um grande namero de marcadores moleculares distribuidos em genomas de
eucariotos e procariotos. O ensaio de AFLP combina a especificidade,
resolucao e poder de amostragem da digestdo com enzimas de restricdo com a
velocidade e praticidade de detec¢ao dos polimorfismo via PCR. Além disso, é
um marcador muito utilizado em estudos moleculares de espécies de plantas
cultivadas que apresentam uma baixa taxa de polimorfismo de DNA (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Apesar destas vantagens, neste trabalho com 41 acessos de tomateiro
nao foi evidenciada bandas polimoérficas, utilizando 24 combinacdes de primers

AFLP, por esta razéo nao foi realizada nenhuma analise estatistica dos dados.

4.2.5 Analise morfoldgica versus analise molecular

A partir da observacdo dos resultados da analise morfolégica e
molecular, podemos concluir que eles ndo foram concordantes; na analise
morfologica o acesso 17 foi o mais divergente e na analise molecular foi o
acesso 16. Com relacdo ao método do vizinho mais proximo, realizando um
corte a 35% de distancia genética relativa, foi observado a formacdo de 13
grupos pela analise morfolégica e 26 grupos pela analise molecular. A partir da
analise das matrizes de distancia genética, observamos que os pares de
acessos mais divergentes e 0s menos divergentes, pela andlise morfolégica
foram 17-38 e 24-35, respectivamente, e pela analise molecular foram os
pares 16-22 os mais divergentes e 3-4 e 5-13 0s menos divergentes.

Resultados semelhantes foram obtidos por Roldan-Ruiz et al. (2001), em

estudo comparativo entre as andlises morfolégica e molecular na descricdo do
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parentesco entre variedades de centeio, no qual a correlagdo de Pearson foi
negativa entre as dissimilaridades morfologicas e as moleculares. E em alguns
trabalhos (Wayne e O’Brien, 1986; Moser e Lee, 1994; Schmitt et al., 1995 e
Burstin e Charcosset, 1997), ndo houve correlacdo significativa entre as

distancias morfoldgicas e as moleculares.
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5. CONCLUSOES

Com o objetivo de realizar a caracterizacdo morfolégica e molecular de
acessos de Lycopersicon esculentum do Banco de Germoplasma de Hortalicas
da UFV, foram feitas analise da sua morfologia floral e a do seu genoma por
marcadores moleculares RAPD e AFLP.

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

1- Os acessos possuem consideravel variabilidade em relagdo as
caracteristicas morfoldgicas.

2- Nao houve relacdo entre a origem geografica dos acessos e a sua
diversidade genética, considerando a caracterizacdo morfolégica e
molecular.

3- A técnica RAPD mostrou-se confiavel e de facil execucédo, credenciando
esse tipo de marcador como uma ferramenta na avaliacdo da diversidade
genética de tomate.

4- Os resultados indicam que ndo existe material duplicado entre 0s acessos
caracterizados.

5- Os agrupamentos obtidos, com base nos dados morfolégicos e moleculares
nao foram coincidentes entre si, provavelmente pelo fato das marcas
moleculares obtidas ndo estarem relacionadas com os genes ligados a

determinacéo da morfologia floral.
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7. APENDICE
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Apéndice 1 - Matriz binaria de dados RAPD

A Al Al Al Al AC6 AD10 AD12 AD12 AD12 AD12 AE3 AE3 AE10 AE10 AE10 AE15 AE15 AF20 AF20 AF20 AG7 AG15 AH2 AJ13 AJ13 AJ13 AJ13 AM2 AM9 AM9

10
11

12
13

14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25

26

27

28
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Continuacao

Apnéndice 1 - Matriz binaria de dados RAPD

K4 K4 K4 K4 L13 P16 P16 P17 R15 R15 R15 R19 W2 W2 W2 W6 W6 W6 W9 W9 W13 W13 W15 W15 W16 W16 X17

A

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

0 0 0 O

32

33
34
35
36
37

38
39
40

0 0 0 O

41
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Apéndice 2- Matriz de dados Morfolbgicos

Acesso CS CP CA CF CE DE NL DO
1 15 1.5 1.0 0.3 0.9 0.3 2.0 2.2
2 1.6 15 1.0 0.2 0.7 0.6 2.6 2.0
3 1.6 1.4 1.0 0.1 0.8 0.7 4.2 1.7
4 1.4 1.4 1.0 0.1 0.9 0.4 3.0 1.9
5 1.3 1.4 0.9 0.2 0.9 0.3 2.0 1.6
6 1.4 1.3 0.9 0.2 0.9 0.3 2.0 1.6
7 0.7 1.1 0.8 0.1 0.8 0.8 5.6 1.9
8 1.1 1.2 0.8 0.1 0.8 0.4 4.4 1.9
9 2.0 15 1.0 0.1 1.0 0.4 2.0 3.1
10 1.2 1.2 0.8 0.3 0.8 0.2 2.0 1.2
11 1.8 1.6 0.9 0.1 0.8 1.0 5.6 2.6
12 1.8 1.4 0.9 0.2 0.9 0.4 2.0 15
13 1.0 1.4 0.8 0.2 0.8 0.3 2.0 1.0
14 1.3 1.5 1.0 0.3 0.8 0.7 6.0 2.8
15 1.1 1.3 0.9 0.1 0.8 0.7 4.0 1.9
16 15 1.4 0.9 0.2 0.8 0.6 2.0 1.7
17 1.3 1.3 0.9 0.1 0.7 1.9 14.6 4.8
18 0.8 1.1 0.6 0.2 0.7 0.2 2.0 1.0
19 1.3 1.1 0.8 0.2 0.8 0.4 2.8 1.6
20 1.6 15 0.9 0.2 0.9 0.2 2.0 1.6
21 1.2 1.3 0.8 0.2 0.8 0.4 3.0 15
22 1.7 1.4 1.0 0.2 1.0 0.5 24 2.0
23 1.1 1.3 0.9 0.2 0.9 0.3 2.8 1.8
24 2.0 1.4 1.0 0.2 0.9 0.3 2.0 1.6
25 1.4 1.2 0.8 0.2 0.8 0.3 24 1.2
26 1.9 15 0.9 0.2 0.9 0.4 2.0 2.0
27 1.1 1.2 0.8 0.1 0.7 0.2 2.2 1.0
28 1.7 1.5 1.0 0.2 1.0 0.2 2.0 1.2
29 1.9 1.4 0.9 0.2 0.6 1.0 7.6 2.4
30 15 1.4 0.9 0.1 0.8 0.4 2.2 1.8
31 0.9 1.1 0.8 0.2 0.7 0.3 2.2 15
32 2.0 1.8 1.0 0.2 0.9 1.0 6.2 2.8
33 1.4 1.3 0.8 0.2 0.8 0.6 4.0 2.4
34 1.4 1.4 0.9 0.2 1.0 0.3 2.0 15
35 2.0 1.5 1.0 0.2 0.9 0.3 2.0 15
36 1.4 1.7 1.0 0.2 0.9 1.2 7.8 3.2
37 1.8 15 0.9 0.2 0.9 0.2 2.0 15
38 2.1 1.2 0.9 0.3 0.9 0.2 2.0 1.6
39 15 1.4 1.0 0.2 0.9 1.2 10.8 3.2
40 1.1 1.2 0.8 0.2 0.7 0.4 3.6 1.3

Comprimento de Pétalas (CP); Comprimento de Sépalas (CS) ; Comprimento de Antera (CA ); Comprimento de Filete
(CF); Comprimento de Estilete (CE); Diametro de Estigma (DE); Namero de Léculos (NL) e Diametro de Ovario (DO)
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