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ORTIZ, Thiago Alberto. Identificacdo e mapeamento refinado de QTLs para
caracteristicas de qualidade de semente de tomate (Solanum lycopersicum x
S. pimpinellifolium). 2017. 132 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Dado a complexidade das caracteristicas de qualidade de semente, a sua base
genética ainda ndo é totalmente compreendida. Por esta razdo, o trabalho teve
como objetivo identificar e realizar o mapeamento refinado de loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) para qualidade de semente de tomate. As Linhagens
Endogémicas Recombinantes (RILs) foram obtidas do cruzamento entre Solanum
lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S. pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’) em
diferentes ambientes maternos. A fenotipagem das caracteristicas relacionadas a
germinagao de semente da populagédo de RILs e seus progenitores foi obtida a partir
do teste de germinacdo sob quatro condigdes: Agua (controle), -0.5 MPa de NaCl
(estresse salino), -0.5 MPa de Manitol (estresse osmotico) e 35°C — Alta
Temperatura (estresse térmico) e as variaveis analisadas foram: Germinagéo
maxima (Gmax), Taxa de germinagao (tso '), Area sob a curva de germinagéo (AUC) e
Uniformidade (U8416‘1). A fenotipagem da massa de semente foi obtida por pesagem
das amostras em balancga analitica, e a do tamanho de semente a partir da analise
de imagem pelo software Imaged. Com base na populagdo de RILs, a genotipagem
foi obtida por mapa de ligagdo génica, a partir de marcadores de polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs). Com o auxilio do software MapQTL®6.0 foram
identificados QTLs para as variadveis analisadas. Considerou-se significativo QTLs
com escore LOD igual ou superior a 2,00. No total 124 QTLs foram identificados
para caracteristicas relacionadas a germinagao (Gmax, tso', AUC e Ugs1s') € 23 QTLs
para tamanho e massa de semente. Observou-se que ha interagdes gendtipo x
ambiente na detecgdo de QTLs, tanto dos ambientes maternos como de
germinagao, e que as condigdes foram eficientes para detectar QTLs significativos.
Para as caracteristicas de germinacdo identificou-se QTLs significativos nos 12
cromossomos do tomateiro, no entanto observou-se que os intervalos de confianga
entre 0-104,3 cM no cromossomo 6 e entre 0-36,1 cM no cromossomo 11 s&o
regides gendmicas que mostram influéncia sobre QTLs para a qualidade de semente
(caracteristicas de germinacgao); constatando sobreposi¢cao de QTLs. Essas regides
identificadas em diferentes ambientes de germinagdo poderédo ser utilizadas na
selecdo assistida por marcadores (SAM) ou na clonagem génica. A investigagcédo de
QTLs para tamanho e massa de semente em tomateiro revelou que as RILs s&o
suficientes para o desenvolvimento de Familias Heterogéneas Endogamicas (HIFs).
A partir desta analise foi possivel confirmar e estreitar o QTL para tamanho e massa
de semente no cromossomo 11 (intervalo de confianga entre 0,0 e 13,4 cM). Com o
inicio do mapeamento refinado do QTL no cromossomo 11, a HIF 211 podera ser
utilizada como ponto de partida para aprimorar o mapeamento do QTL e na
identificacdo e clonagem do gene(s) causal dos processos interligados ao tamanho e
massa de semente. A variagao fenotipica nos progenitores e na populagdo de RIL e
a resolucédo e o tamanho dessa populacao foi suficiente para encontrar QTLs para
qualidade de semente, mostrando ser uma ferramenta para o estudo das
caracteristicas quantitativas. O mapeamento de QTLs associados a caracteristicas



de qualidade de semente em tomateiro possiblilitara a eficiéncia de melhoramento e
selecdo de plantas para linhagens com maior vigor de semente. Os marcadores
moleculares ligados aos QTLs podem ser utilizados na SAM, proporcionando um
método rapido para selecionar genadtipos especificos sem a necessidade de avaliar
extensivamente fenétipos em todas as fases do programa de melhoramento.

Palavras-chave: Genética Molecular. Linhagens Endogamicas Recombinantes. Loci
de Caracteristicas Quantitativas. Qualidade de Sementes. RIL.
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characteristics of tomato (Solanum lycopersicum x S. pimpinellifolium). 2017.
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ABSTRACT

Due the complexity of seed quality traits, its genetic basis is still not fully understood.
For this reason, the aim of this study was to identify and fine-mapping of quantitative
trait loci (QTLs) to tomato seed quality. Recombinant inbred lines (RILs) were
obtained from the crossing between Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker,
‘Money’) x S. pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’) under different maternal
environments. The phenotype of the traits related to seed germination of the RILs
population and their parents was obtained from the germination assay under four
conditions: Water (control), -0.5 MPa of NaCl (salt stress), -0.5 MPa of Mannitol
(osmotic stress) and 35°C - High Temperature (thermal stress) and the analyzed
variables were: Maximum Germination (Gmax), Germination Rate (tso '), Area Under
the Germination Curve (AUC) and Uniformity (Uss16 '). Phenotyping of the seed mass
was obtained by weighing the samples on analytical balance and of the seed size
from the image analysis by the ImageJ software. Based on the RILs population,
genotyping was obtained by binding map of gene from single nucleotide
polymorphisms markers (SNPs). With the aid of MapQTL®6.0 software, QTLs were
identified for the analyzed variables. QTLs with a LOD score equal to or greater than
2.00 were considered significant. In total 124 QTLs were identified for germination
traits (Gmax, ts0”', AUC and Ugs1s™') and 23 QTLs for seed size and seed weight. We
observed genotype x environment interactions in the detection of QTLs, both from
the maternal and germination environments, and that the conditions were efficient to
detect significant QTLs. Significant QTLs were identified on the 12 tomato
chromosomes, however, it was observed that the confidence intervals between O-
104.3 cM on chromosome 6 and between 0-36.1 cM on chromosome 11 are genomic
regions which show influence on QTLs for seed quality (germination traits); showing
overlapping of QTLs. These identified regions in different germination environments
may be used in marker assisted selection (MAS) or gene cloning. The investigation of
QTLs for seed size and seed weight of tomato revealed that RILs were sufficient for
the development of Heterogeneous Inbred Families (HIFs). From this analysis it was
possible to confirm and narrow the QTL for seed size and seed weight on
chromosome 11 (confidence interval between 0.0 and 13.4 cM). Since making a start
with fine-mapping of the QTL on chromosome 11, HIF 211 can be used as a starting
point to improve this mapping of QTL and in the identification and cloning of the
causal gene(s) of the processes linked to the seed size and seed weight. The
phenotypic variation in both parents and in the RIL population and the size and
resolution of this population was enough to find QTLs for seed quality, showing to be
a tool for the study of the quantitative traits. Fine-mapping of the QTLs associated
with tomato seed quality traits will enable the efficiency of plant breeding and
selection for lines with higher seed vigor. Molecular markers linked to QTLs can be
used in MAS, providing a rapid method for selecting specific genotypes without the
need to extensively evaluate phenotypes at all stages of the breeding program.

Key words: Molecular Genetics. Recombinant Inbred Lines. Quantitative Trait Loci.
Seed Quality. RIL.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma das plantas de
importancia econémica mundial, com aumento gradativo da producdo per capita.
Esta espécie tem grande adaptabilidade climatica, e pode ser cultivada em climas
tropicais, subtropicais e temperados, 0 que permite o seu cultivo em varias regides.

O tomate pode ser consumido in natura ou processado. Devido a
sua relevancia como alimento, o tomateiro tem sido material de pesquisa,
principalmente na area da genética e da tecnologia e producdo de sementes; sendo
que as espécies selvagens e afins ttm se mostrado essenciais para o0 melhoramento
vegetal, como fontes de caracteristicas desejaveis e para estudos evolutivos.

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de tomate. Na safra
2016, 54,7 mil ha foram destinados para o0 seu cultivo no pais, com producdo de
3.544,6 mil t e produtividade de 64.814 kg ha'; sendo Goias, Sdo Paulo e Minas
Gerais 0s principais estados produtores. Outro pais onde a producao de tomate se
destaca € a Holanda, que € um dos paises com maior rendimento de fruto e com alta
qualidade do produto final, tendo este como um dos seus principais produtos de
exportacao.

A Holanda também destaca-se no mercado de sementes, sendo
lider mundial na producéo e exportacdo de sementes de alta qualidade, a exemplo
do tomate. Portanto, a manutencéo e a melhoria da sua qualidade é de importancia
para o0 pais, 0 que proporciona investimentos consideraveis em pesquisa e
desenvolvimento relacionado ao tema.

Dado ao aumento da populacdo mundial, se faz necessério dar-se a
devida importancia para a qualidade de sementes, tendo em vista que a maior parte
dos recursos alimentares provém destas. O desempenho das sementes é
determinado por trés componentes: genética, qualidade fisiolégica e ambiente.
Portanto, pesquisas sdo direcionadas para avaliar caracteristicas relacionadas a
qualidade de semente e a influéncia das condi¢des ambientais que interferem nos
estadios fenoldgicos das culturas.

Desta forma, elucidar os elementos genéticos responsaveis pelo
controle de caracteristicas da qualidade de semente beneficiara a pesquisa basica e
aplicada. Assim, uma abordagem para este objetivo é a analise de Loci de

Caracteristicas Quantitativas (QTLs) com base na comparacéo de dados fenotipicos
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e genotipicos, a partir de combinacdes diferentes e conhecidas de dois tipos de DNA
parental distintos.

A compreensdo da base genética da variagdo em caracteres
guantitativos € uma tarefa desafiadora, jA que sdo, muitas vezes, o resultado da
variacdo de muitos genes que, além disso, séo influenciados pelas interacdes
gendtipo x ambiente. A dissec¢do genética-molecular dessas caracteristicas e a sua
relacdo com os fenotipos permitem a identificacdo dos genes reguladores e vias de
sinalizacdo envolvidas e, assim, proporcionar os meios para prever e melhorar a
qualidade de semente.

As Linhagens Endogéamicas Recombinantes (RILs) tem sido
utilizadas na andlise de QTL por desempenharem um papel fundamental na
obtencéo de valores de caracteristicas sob diferentes condices ambientais. Para o
mapeamento de alta precisdo que leva ao mapeamento refinado e clonagem de
gene(s) responsaveis pela variacdo de caracteristicas complexas, geralmente,
requer a confirmacéo e validacdo de QTLs em diferentes populacdes; podendo ser
obtido pelo desenvolvimento de Familias Endogamicas Heterogéneas (HIFs) através
de RILs.

Por meio de selecédo dentro de HIFs, Linhagens Quase Isogénicas
(Near Isogenic Lines ou NILs) contrastando nos QTLs de interesse sao
desenvolvidas. Assim, as NILs que diferem apenas para marcadores flanqueando
um QTL especifico € uma das solucdes para reduzir a posicdo do mapa de um QTL,
facilitar a confirmacéo de QTLs e, finalmente, a identificagcdo de genes subjacentes
as caracteristicas complexas.

Estudos de analise de caracteristicas quantitativas em diferentes
espécies de importancia agricola, como em soja, milho, feijdo e girassol, ja foram
conduzidos: regides gendmicas que regem uma gama de caracteristicas fenotipicas
sdo conhecidas e alguns destes QTLs foram clonados, como em Arabidopsis e
arroz. Porém, ainda ha caréncia de estudos em muitas espécies, a exemplo do
tomateiro.

A gualidade de semente é uma caracteristica complexa e a genética
dos fendtipos ndo é totalmente compreendida. Por uma razéo, este estudo teve

como objetivos:
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(1) Identificar QTLs para caracteristicas de qualidade de semente de
tomate, em populagdo de RILs sob influéncia do ambiente materno e diferentes
condicOes de estresse na germinacgao;

(2) Confirmar e realizar o mapeamento refinado de QTLs para o
tamanho e a massa de semente de tomate no cromossomo 11 a partir de Familias
Endogamicas Heterogéneas (HIFs) obtidas do cruzamento entre S. lycopersicum x

S. pimpinellifolium.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TOMATE

2.1.1 Taxonomia

O tomateiro € uma planta dicotiledbnea e pertence a ordem
Tubiflorae, familia Solanaceae, género Lycopersicon e sub-género Eulycopersicum.
A familia Solanaceae inclui aproximadamente 1.500 espécies tropicais e subtropicais
(TAYLOR, 1986; LAZAR, 1994; MONTEIRO, 2008). Como o nome original do
tomate, Solanum lycopersicum, foi reintroduzido (HEISER; ANDERSON, 1999), em
vez de Lycopersicon esculentum, nome comumente aceito e ainda valido, desta
forma, o primeiro seréa usado neste estudo.

O género Lycopersicon inclui 13 espécies, que podem ser
agrupadas em dois complexos, denominados Esculentum e Peruvianum (PERALTA,
SPOONER, 2006). Esta divisdo é devida a incompatibilidade sexual unilateral entre
as espécies S. peruvianum e S. lycopersicum (HOGENBOOM, 1972, GOULD, 1992).
O complexo Esculentum consiste em oito espécies: Solanum lycopersicum L.
(Lycopersicon esculentum Miller), S. pimpinellifolium L. [L. pimpinellifolium (L.)
Miller], S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg (L. cheesmaniae L. Riley), S. neorickii D.
M. Spooner et al. (L. parviflorum C. M. Rick et al.), S. habrochaites S. Knapp & D. M.
Spooner (L. hirsutum Dunal), S. pennellii Correll [L. pennellii (Correll) D'Arcy], S.
chmielewskii (C. M. Rick et al.) D.M. Spooner et al. (L. chmeilewskii C. M. Rick et al.)
e S. galapagense S.C. Darwin e Peralta [L. cheesmaniae f. minor (Hook. f.)]. O
complexo Peruvianum € constituido por cinco espécies: Solanum peruvianum L. [L.
peruvianum (L.) Miller], S. chilense (Dunal) Reiche (L. chilense Dunal), S.
huaylasense Peralta, S. corneliomulleri J. F. Macbr. (também conhecida como L.
glandulosum C. F. Mull) e S. arcanum Peralta; sendo que estas trés ultimas sao
também consideradas parcialmente como L. peruvianum (L.) Miller (PERALTA;
SPOONER; KNAPP, 2008; EBERT, 2013).

A maioria das espécies pertencentes ao complexo Esculentum séo
selvagens e inexploradas em razdo dos seus frutos serem pequenos e as vezes
pubescentes. No entanto, a utilizacdo dessas espécies € notavel em programas de

melhoramento de tomate, visando a introducdo de genes que podem conferir
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caracteristicas desejadas, como resisténcia a pragas e doencas e melhora da
qualidade do fruto e da qualidade nutricional (STEVENS, 1986). Vale ressaltar que o

tomate cultivado, Solanum lycopersicum, também pertence a este complexo.

2.1.2 Origem

O tomateiro (S. lycopersicum) € uma planta nativa do oeste da
Ameérica do Sul, especificamente na regido entre o Equador e o norte do Chile.
Porém, muitas espécies podem ser encontradas da costa do Pacifico até uma
altitude de 2.000 metros na regido dos Andes (COSTA; HEUVELINK, 2005;
SPOONER; PERALTA; KNAPP, 2005).

A cultura se expandiu para a América Central por tribos indigenas e
para outras partes do mundo por viajantes europeus, no século XV. No periodo
anterior a colonizacdo espanhola, foi levado para o México onde foi cultivado e
geneticamente melhorado (ROCHA, 2007).

Sua domesticacdo ocorreu no México, de onde foi introduzida na
Europa em meados do século XVI. Na Europa, a nova cultura foi rapidamente
adotada pelos paises do Sul, especialmente na Italia e na Espanha. No entanto, nos
paises do Norte e Central foi temida como venenosa, sendo inicialmente usado
principalmente na ornamentacéo, devido a beleza do fruto. A maior expanséao global
do cultivo de tomate ocorreu nas primeiras décadas do século XX como resultado do
desenvolvimento da industria de processamento de concentrado (COSTA,;
HEUVELINK, 2005, ALMEIDA, 2006). Sua crescente popularidade levou a
introducdo de centenas de variedades e um enorme aumento na sua producao
(GOULD, 1992).

2.1.3 Espécies de Tomate

Sabe-se que ha substancial variagdo natural para a tolerancia ao
estresse abidtico no tomateiro cultivado (S. lycopersicum), bem como nas espécies
selvagens afins. O germoplasma de tomate de tipo selvagem é uma rica fonte de
variabilidade genética desejavel, uma vez que muitas espécies selvagens foram
identificadas com alta tolerancia a estresses bioticos e abidticos (KIMURA; SINHA,
2008; BOLGER et al., 2014).


http://www.nature.com/ng/journal/v46/n9/abs/ng.3046.html#auth-1
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A estreita base genética do tomateiro cultivado necessita de
introgressdo de novas variacdes de espécies afins. Assim, como as espécies de
tomateiro silvestre representam uma rica fonte de genes e caracteristicas Uteis
(ASHRAFI; KINKADE; FOOLAD, 2009), estas podem ser uma op¢ao a ser usada
para este proposito e por isso, estudos devem ser desenvolvidos. Segundo Ashrafi,
Kinkade e Foolad (2009), a exploracdo da variacdo genética dentro das espécies
selvagens pode ser facilitada pelo uso de marcadores moleculares e mapas
geneticos.

Além disso, alteracfes nos teores de metabdlitos foram identificadas
nas espécies selvagens que sdo potencialmente importantes no que diz respeito as
respostas ao estresse, bem como em metabdlitos de importancia nutricional. A
importancia destas mudancas € discutido quanto ao uso das varias espécies
selvagens para a engenharia metabdlica dentro de estratégias amplas de
melhoramento (SCHAUER; ZAMIR; FERNIE, 2005).

Em comparacdo com outras espécies de tomateiro silvestre, S.
pimpinellifolium possui menos caracteristicas horticolas indesejaveis e oferece varios
beneficios para o estudo da variacdo genética natural e caracteres morfolégicos.
Assim, tem sido frequentemente utilizada como um recurso genético em programas
de melhoramento de tomateiro (KAZMI et al., 2012). Além disso, esta espécie é
relativamente bem conhecida geneticamente, acessivel a experimentacdo, de
crescimento rapido, altamente reprodutiva e com caracteristicas excepcionalmente
desejaveis, incluindo resisténcia a doenca, tolerancia ao estresse abiotico, frutos de
alta qualidade nutricional e com alto teor de licopeno (ASHRAFI; KINKADE;
FOOLAD, 2009). Filogeneticamente, € a espécie selvagem mais relacionada a S.
lycopersicum e, portanto, prontamente hibridizada (EBERT, 2013), que facilita o
desenvolvimento de geragcOes avancadas. Além disso, a natureza interespecifica do
cruzamento fornece amplo polimorfismo de DNA para o mapeamento (DOGANLAR
et al., 2002).

Uma vez que S. lycopersicum pode ser facilmente cruzado com
espécies selvagens afins, este germoplasma exoético pode fornecer uma fonte
valiosa para a melhoria de caracteristicas de importancia agricola (SCHAUER;
ZAMIR; FERNIE, 2005). No entanto, apesar da estreita relacdo entre S.
lycopersicum e S. pimpinellifolium, as duas espécies apresentam grande variacao

natural em muitas caracteristicas morfolégicas e economicamente interessantes, nao
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apenas no tamanho de fruto, qualidade de plantula e caracteristicas de crescimento,
mas também no tamanho de semente (DOGANLAR et al., 2002).

No tomateiro, grande variacédo fenotipica tem sido observada entre
as sementes de diferentes espécies. Apesar disso, as sementes de tomateiro
cultivado tém sido desenvolvidas para ser véarias vezes maior do que suas
contrapartes selvagens como resultado da domesticagcdo e reproducéo
(DOGANLAR; FRARY; TANKSLEY, 2000).

2.1.4 Propagacéo e Caracteristicas Edafoclimaticas

A propagacdo do tomate pode ser de forma assexuada, através de
mudas, ou sexualmente, por meio de sementes. O uso de sementes se destaca em
programas de melhoramento para selecionar materiais com informagdo genética
desejavel, apresentando caracteristicas utilizadas na selecdo de genotipos. Pois,
sabe-se que a semente € portadora de informacdes genéticas de uma variedade
vegetal (como produtividade, tipo de fruto, resisténcia a patdgenos, entre outros),
devido a sua variabilidade.

A semeadura direta no sulco é o método mais simples de
propagacéo, utilizado predominantemente em lavouras para a producéo de tomate
para a industria, mas o plantio de tomate para consumo fresco € feito por transplante
de mudas provenientes de sementes (MACHADO NETO, 2014).

O tomateiro € classificado como uma cultura cosmopolita, devido a
tolerancia as variacdes climaticas, conduzido em regides tropicais, subtropicais e
temperadas (FILGUEIRA, 2013). Esta cultura ndo responde significativamente ao
fotoperiodo, desenvolvendo-se bem tanto em condi¢des de dias curtos como de dias
longos, entre 9 e 15 horas de luz por dia (ALVARENGA, 2013).

As plantas de tomate normalmente ndo toleram temperaturas
extremas, mas isso depende da cultivar. Em cada estadio do ciclo do tomateiro, ha
uma temperatura 6tima, sendo que para a germinacao situa-se entre 16 e 29°C
(SILVA et al., 2006). Por sua vez, a floracao e a frutificacdo sdo beneficiadas por
temperaturas diurnas de 18 a 25°C e temperaturas noturnas entre 13 e 24°C (SILVA,;
GIORDANO, 2000).

Para o cultivo do tomate, recomenda-se temperatura média de 21°C,

mas a planta pode tolerar uma amplitude de 10 a 34°C. Em temperaturas inferiores a
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12°C, o tomateiro tem seu crescimento reduzido e em temperaturas meédias
superiores a 28°C, a firmeza e a cor dos frutos sédo afetados, 0os quais tornam-se
amarelados em razdo da reducao/inibicdo da sintese de licopeno (pigmento
responsavel pela coloracdo vermelha tipica dos frutos) e aumento da concentracao
de caroteno (pigmento que confere coloracdo amarelada a polpa). Além disso,
temperaturas noturnas proximas a 32°C causam abortamento de flores, mau
desenvolvimento dos frutos e formacédo de frutos ocos. A producdo de pdlen é
afetada tanto por temperaturas altas (> 40°C) quanto por temperaturas baixas (<
10°C) (LUZ; SABOYA,; PEREIRA, 2002; SILVA et al., 2006).

Outro fator essencial para o desenvolvimento do tomateiro é a
umidade relativa (UR). O ambiente de cultivo deve ter uma percentagem de umidade
qgue varia de 50 a 70%. UR abaixo de 50% associada a alta temperatura pode
prejudicar a absorcdo de agua e nutrientes pela planta, devido ao fechamento
estomatico e consequente reducdo da taxa de transpiracdo; sendo medidas de
protecdo fisiolégica sob condicbes adversas. Em contraste, a alta umidade pode
promover a incidéncia de patdégenos, especialmente fungos, como Phytophtora sp.
(ALVARENGA, 2013).

2.1.5 Morfologia

O tomateiro cultivado € uma planta anual, herbacea, de haste
redonda, pilosa, flexivel, e com abundancia de brotos laterais. As folhas sao
pecioladas, compostas e de numero impar de foliolos (MINAMI; HAAG, 1989; NAIKA
et al., 2006; FILGUEIRA, 2013).

A planta, sobre o habito de crescimento, é dividido em dois tipos, o
indeterminado e o determinado. O habito indeterminado ocorre na maioria das
espécies destinadas a producdo de tomate fresco e € adequado para a cultura
tutorada. No entanto, aqueles cujo habito de crescimento € o tipo determinado sao,
em sua maioria, mais adequados a industrializagdo, mas ha algumas espécies cuja
producdo é destinada ao consumo in natura. Como o tipo determinado tem altura
entre 0,70 a 1,20 m, tem sido favorecido seu crescimento em casa-de-vegetacéo
(FILGUEIRA, 2013).

As flores sdo hermafroditas, pequenas, amarelas, se reilnem na

forma de aglomerado e, geralmente, ocorrem entre 3 e 12 flores por cacho



24

(FONTES; SILVA, 2002). Botanicamente, o fruto é classificado como baga, carnoso
e suculento e é dividido em pericarpo, locus ou cavidades loculares [variando de 2
(bilocular) a 12 (plurilocular)] e contetudo locular (MADHAVI, SALUNKHE, 1998;
FONTES; SILVA, 2002; ALMEIDA, 2006). A parede do ovario € chamada de
pericarpo, a qual tem trés camadas: um epicarpo membranoso revestido com uma
cuticula rica em ceras e 4cidos cuticulares, um mesocarpo carnoso e suculento, e
uma membrana ténue (HUI; EVRANUZ, 2015). Todos sdo tecidos epidérmicos,
exceto 0 mesocarpo que circunda o tecido placentario onde estdo as sementes, que
€ o ovulo fertilizado (FONTES; SILVA, 2002).

A semente de tomate € composta de um embrido completamente
rodeado por um revestimento relativamente duro, um endosperma fragil, e uma fina
testa (casca da semente). A extremidade da radicula do embrido é circundada por
um tecido endospermético especializado, denominado capa do endosperma, e o
restante do endosperma é chamado de endosperma lateral (HARDING et al., 2004).
Cada uma destas trés estruturas é geneticamente distinta e poderia potencialmente
contribuir para a variagdo da massa de semente. O embrido desenvolve-se a partir
do o6vulo fecundado e contém uma representacdo igual dos genomas materno e
paterno, enquanto o endosperma € normalmente formado pela fusdo de dois
ndcleos polares e um nucleo do gameta masculino e, portanto, contém duas doses
dos genes materno e uma dos genes paterno (KHAN, 2013).

As sementes encontram-se imersas em tecido locular ou placentario.
Durante a maturacéo, este tecido forma uma mucilagem que preenche as cavidades
loculares. Apds a maturacao, o tomate geralmente tem uma cor vermelha, embora
algumas variedades sdo amarelo, rosa, laranja ou até verde (espécies selvagens)
(MADHAVI; SALUNKHE, 1998; ALMEIDA, 2006).

2.1.6 Importancia Econémica e Demanda

O tomateiro € uma das culturas mais importantes, entre os vegetais,
nao s6 em termos de producdo, mas também em valor econdmico e é considerada
uma das horticolas mais cultivadas e consumidas em todo o mundo, além de ser
uma importante commodity global (BROWN; DEMMENT; LUMPKIN, 2005; KIMURA,;
SINHA, 2008; FENG et al., 2011).
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A producdo de tomate tem uma demanda cada vez maior,
mostrando que sua expansao ainda nao atingiu seu pico, tendo em vista 0 aumento
da producéo, incluindo em ambiente protegido; com uma producdo mundial de 163,4
milhdes de toneladas e rendimento de 348,6 mil de kg ha?, na safra 2013-2014
(FAOSTAT, 20186).

O tomate ocupa um lugar proeminente na mesa do consumidor, o
que leva a perspectiva promissora para a evolucao da cultura. O setor de tomate e
seus produtos processados faz parte de um mercado mundial competitivo. Nos
altimos anos, registrou-se uma expansao da cultura como resultado do crescimento
do seu consumo, quer como produto fresco, tal como produto processado
(concentrado, suco, desidratado, ketchup, etc) (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007). Por
esta razéo, existem diferentes variedades dentro da espécie para complementar as
demandas do mercado, tanto para o tomade de mesa quanto para a transformacéo
industrial (FERREIRA, 2004). No entanto, a maior parte de sua producdo é
destinada ao consumo in natura (AGUIAR, 2011).

Na safra 2013-2014, os principais paises produtores foram: China,
india, Estados Unidos, Turquia e Egito e 0s que apresentaram o0s maiores
rendimentos foram: Bélgica (499,6 M Kg ha), Holanda (483,6 M Kg ha%), Irlanda
(470,0 M Kg ha'), Reino Unido (417,8 M Kg ha') e Islandia (390,0 M Kg ha?)
(FAOSTAT, 2016).

A mudanca nos habitos alimentares, devido a necessidade de
preparar os alimentos mais rapidamente, vem causando um aumento na demanda
de produtos processados ou semi-processados, bem como o aumento do consumo
devido a consolidacdo de fast-food e self-service. Paralelamente, a procura por uma
dieta mais saudavel por parte da populacdo mundial também tem favorecido o
crescimento das vendas de produtos para consumo in natura (CARVALHO;
PAGLIUCA, 2007).

Como todos os produtos destinados ao processamento em larga
escala, os precos dos derivados do tomate sao fortemente influenciados pelo
mercado mundial. Portanto, a tecnologia de producéo deve buscar competitividade,
reduzindo os custos de producdo e aumentando os indices de produtividade e

gualidade.
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2.1.7 Importancia Nutricional: Composi¢do Quimica e Propriedades Nutracéuticas

A importancia dos vegetais na dieta humana é devido ao fato de que
eles ndo sdo apenas fonte substancial de carboidratos e proteinas, mas também
fornecem vitaminas e minerais. Entre os atributos mais importantes relacionados a
qualidade e preferéncia de consumo de tomate, entre as horticulas, esta a
aparéncia, sabor, aroma, textura, valor nutricional e facilidade de preparo
(ALVARENGA, 2013).

A composicdo do tomate depende da variedade, maturagéo e
condicbes de producado (temperatura, nutricdo, irrigacéo, etc). No entanto, de um
modo geral, tomate maduro € composto principalmente de agua, o que representa
cerca de 94% da sua constituicdo total. Os restantes 6% correspondem a matéria
seca, composta por 50% de acucares sollveis (principalmente glicose e frutose),
25% de é&cidos organicos (citrico e malico), aminoacidos dicarboxilicos, lipidios e
minerais e 25% de solidos insolliveis em alcool, incluindo proteinas, substancias
pécticas, celulose e hemicelulose (HUI, EVRANUZ, 2015; USDA, 2015). Na tabela

2.1 é possivel verificar o valor nutricional de tomate maduro.

Tabela 2.1 — Valor nutricional de tomate maduro” (quantidades por 100 g de fruto).

Nutriente Unidade Concentracao
Composicdo Agua g 94,52
Energia kcal 18,0
Proteina g 0,88
Lipidio total (gordura) g 0,20
Carboidrato, por diferenca g 3,89
Fibra, total dietético g 1,2
Acucares, total g 2,63
Minerais Célcio, Ca mg 10,0
Ferro, Fe mg 0,27
Magnésio, Mg mg 11,0
Fosforo, P mg 24,0
Potassio, K mg 237,0
Sadio, Na mg 5,0
Zinco, Zn mg 0,17
Vitaminas Vitamina C, 4cido ascorbio total mg 13,7
Tiamina mg 0,037
Riboflavina mg 0,019
Niacina mg 0,594
Vitamina B6 mg 0,080

Continua
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Tabela 2.1 — Continuacéao...

Nutriente Unidade Concentracao
Vitaminas Folato, EFD*? ug 15,0
Vitamina A, EAR?2 ug 42.0
Vitamina A, UI® ug 833,0
Vitamina E (alfa-tocoferol) mg 0,54
Vitamina K (filoquinose) Mg 7,9
Lipidios Acidos graxos, saturado total g 0,028
Acidos graxos, monoinsaturado total g 0,031
Acidos graxos, poliinsaturado total g 0,083

" Tomates, vermelho, maduro, cru, média anual.

! Equivalente de folato dietético, 2 Equivalente da atividade de retinol e ® Unidade
internacional.

Fonte: USDA (2015).

O consumo de tomate € recomendado por nutricionistas porque
constitui um alimento rico em licopeno (média de 3,31 mg 100 g1), vitaminas A e B,
e minerais importantes, como fésforo e potassio, além de &cido fdlico, célcio e
frutose. A cor avermelhada € devida ao acumulo de licopeno, que é uma das
substéancias fotoquimicas com propriedades anticancerigenas (ALVARENGA, 2013).
O licopeno é um carotendide sem atividade de pré-vitamina A, lipossollvel,
predominantemente no tegumento do tomate; tem propriedades antioxidantes e
pode prevenir doencas cardiovasculares (SHAMI; MOREIRA, 2004; LUCIA et. al.,
2008; SILVA; SA, 2012).

O corpo humano é incapaz de sintetizar carotendides, assim eles
devem ser obtidos apenas pela dieta. Este nutriente € encontrado em um namero
limitado de alimentos (MORITZ; TRAMONTE, 2006), e o tomate e seus derivados
sao fontes desse composto.

Além da importancia econémica e nutricional, a producédo de tomate
exerce uma notavel influéncia social, gerando um grande numero de empregos
diretamente no campo e nas diversas etapas da cadeia produtiva (FONTES; SILVA,
2002; HORA et al., 2004).

2.2 SEMENTES
A semente é 0 meio pelo qual o novo individuo sera disperso. Assim,

a semente ocupa uma posi¢cao critica na historia de vida das plantas superiores. A

semente é o principal meio de regeneracdo de plantas, bem como fonte de alimento,
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fibra, biocombustiveis e bioativos, e seu valor reside principalmente nas reservas de
armazenamento de proteina, amido e O6leo, que sdo sintetizados durante o
desenvolvimento e maturacdo das sementes (BEWLEY et al., 2013).

A semente € um produto vivo e deve ser propagada, cultivada,
colhida, processada e armazenada corretamente e com cuidado, a fim de manter e
maximizar o seu vigor e a viabilidade para a produtividade subsequente. O sucesso
com que o novo individuo é estabelecido (o tempo, o lugar e o vigor da plantula
jovem) é em grande parte determinado pelas caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas da semente. Tanto as respostas de uma semente ao seu ambiente,
como a reserva de alimentos que essa contém sédo de importancia fundamental para
esse sucesso, pois a reserva estara disponivel para sustentar a planta jovem nos
estadios iniciais de crescimento antes de se tornar um organismo autotrofico
independente, capaz de usar a energia solar (BEWLEY et al., 2013).

Mudancas revolucionarias na agricultura no dltimo século
transformaram o status de sementes de grandes culturas e variedades vegetais de
uma mercadoria para uma propriedade intelectual. A premissa da agricultura que
deseja colheitas abundantes muitas vezes nao tem acesso as sementes de alta
qgualidade. Assim, estas tornaram-se um sistema de entrega e um ativo valioso na
agricultura moderna, mecanizada e comercializada (KAZMI, 2013).

O desempenho das sementes é determinado por trés componentes
vinculados e interativos que constituem um tridngulo entre genética, qualidade
fisiologica e ambiente. Nessa conjuntura, até agora, tem havido pouca ou nenhuma
discussdo sobre a analise genética de sementes e caracteristicas de plantulas em

tomate em um nivel de sistemas (KAZMI, 2013).

2.2.1 Cenario Mundial: Importancia e Perspectivas das Sementes

Dado o rapido aumento da populacdo mundial, o préximo século
pode testemunhar sérios problemas de escassez mundial de alimentos (SONG et al.,
2007). Assim, o aumento das safras € um grande desafio para o século XXI. Uma
vez que a maior parte dos recursos alimentares do mundo para os seres humanos
provém de sementes, uma forma de enfrentar este desafio € criar culturas que
produzam mais sementes (HERRIDGE et al., 2011).
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Portanto, pesquisas tém sido direcionadas para entender a
dispersédo e o estabelecimento da préxima geracdo, como unidades de rendimento
agricola e melhorar sua qualidade (MOORE et al., 2013). Nas culturas, as sementes
sao os principais produtos para o consumo, e o tamanho e a massa de semente séo
caracteristicas importantes do rendimento. Ademais, a sobrevivéncia pos-
germinacdo e o subsequente desenvolvimento da proxima geracdo dependem de
parametros de semente, como o tamanho (MANNING; HOUSTON; EVANS, 2009).
Por estas e outras razdes, desde o inicio da agricultura, durante a domesticacao, as
plantas foram submetidas a selecédo para maior tamanho de sementes (SONG et al.,
2007; SHOMURA et al., 2008; FAN et al., 2009; VAN DAELE et al., 2012).

Desta forma, elucidar os elementos genéticos responsaveis pelo
controle do tamanho e massa de sementes beneficiara a pesquisa basica e aplicada
em biologia vegetal (MOORE et al., 2013). A andlise de Loci de Caracteristicas
Quantitativas (QTL) com base em dados fenotipicos de muitas plantas que abrigam
combinac¢des diferentes e conhecidas de dois tipos de DNA parental distintos é uma
abordagem comprovada para este objetivo (ALONSO-BLANCO et al., 2009).

Apesar de estudos, principalmente na planta modelo Arabidopsis
thaliana (L.), relatarem transgenes e mutantes com efeitos no tamanho e massa de
sementes, o0 conhecimento sobre os parametros de producdo de sementes
permanece fragmentado (VAN DAELE et al., 2012).

2.2.2 Desenvolvimento da Semente

As sementes sdo O0rgados complexos, e a melhoria por meio de um
design racional requer um entendimento da contribuicdo de tecidos especificos
durante estadios do desenvolvimento das sementes (DAY et al, 2008). O
desenvolvimento da semente é importante para a produtividade agricola e envolve
um conjunto essencial, mas complexo, de processos iniciados pelas interagdes das
células gametofiticas masculinas e femininas, incluindo a expanséo e o crescimento
dos tegumentos maternos do 6vulo e o desenvolvimento do zigoto dipldide
(SCHRUFF et al., 2006; JIANG et al., 2013).

Em Angiospermas, o desenvolvimento das sementes € um processo
crucial no ciclo de vida da planta (LI; LI, 2015). Ela comeca com a dupla fertilizacao,

0 que leva a formacdo de um embrido dipléide e um endosperma triploide. O 6vulo
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contém os dois gametas femininos, a oosfera (hapléide) e a célula central - dois
nucleos polares (dipléides), inclusos ao saco embrionario e o tubo polinico fornece
dois gametas masculinos (hapléides). Um gameta masculino fertiliza a oosfera e
produz o embrido. O zigoto sofre alongamento e uma transicdo progressiva para
estabelecer o padrdo embrionario basico. O embrido possui um meristema apical
caulinar, cotilédone(s), hipocoétilo, raiz e meristema apical radicular (CHAUDHURY et
al., 2001; BERGER, 2003; SUNDARESAN, 2005).

A fertilizacdo da célula central pelo outro gameta masculino produz o
endosperma (triploide), responséavel pelo papel nutritivo para o desenvolvimento do
embrido e das plantulas (BERGER, 2003, OHTO et al.,, 2005, DRESSELHAUS,
2006). Esses gametas maternos que estdo dentro do saco embrionario se
desenvolvem na regido nucelar do 6vulo (COLOMBO; BATTAGLIA; KATER, 2008).

A camada mais externa da semente € o revestimento ou testa, que
se diferencia ap6s a fertilizacdo de tecidos derivados da mae, incluindo os
tegumentos, que circunda o saco embrionario (SCHRUFF et al., 2006; DU et al.,
2014; FANG et al. 2012). Portanto, o embrido € rodeado pelo endosperma, que, por
sua vez, é cercado dentro do revestimento materno da semente (FANG et al., 2012).

Durante os estadios iniciais do desenvolvimento das sementes, 0s
recursos maternos sao utilizados principalmente para a rapida divisdo celular e o
desenvolvimento de novos tecidos. Uma vez que a divisdo celular diminui, a
semente entra numa fase de maturacdo, durante a qual os recursos séo realocados
para a sintese de compostos de armazenamento, tal como amido, seguido pelo
acumulo de 6leos e proteinas. A atividade biossintética entdo diminui @ medida que
a semente se move através de uma fase de maturacdo tardia e prepara-se para
dessecar (DAY et al., 2008).

O endosperma em desenvolvimento desempenha varios papéis
durante o desenvolvimento da semente (BERGER, 2003; OLSEN, 2004). Em muitas
espécies, o desenvolvimento do endosperma evolui através de quatro fases:
sincicial, celularizagéo, diferenciagdo e morte (BERGER, 1999). Apos a fertilizacao
em eudicotiledbneas, os nucleos triploides do endosperma se dividem repetidamente
sem a formacéo de parede celular, resultando na formacédo de uma grande célula
multinucleada, o sincicio (OLSEN, 2004). ApGs a oitava rodada de mitoses sinciciais,
o sincicio é dividido por um tipo especifico de citocinese chamada celularizacéo,

inicialmente na regido que envolve o embrido, avancando para a regido calazal
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(SYRENSEN et al., 2002). A divisdo nuclear continua através da terceira fase de
desenvolvimento do endosperma, que é marcada por uma migracdo de nucleos para
a regido calazal, levando a formacdo de ndédulos calazais e cistos. No final desta
fase, o0 endosperma consiste em aproximadamente 200 dominios
nucleocitoplasméticos e o embrido atinge o estagio globular de desenvolvimento. J&
na quarta fase, ha o inicio da celularizacdo do endosperma e reducdo das taxas de
mitose (MANSFIELD; BRIARTY, 1990a, 1990b; BOISNARD-LORIG et al., 2001).

O posicionamento do endosperma calazal e o fato de que as
sementes com endosperma severamente defeituoso nao poder completar o
desenvolvimento, sugerem o papel do endosperma no apoio a formacdo e ao
crescimento do embrido durante os estagios iniciais de desenvolvimento (SCOTT et
al., 1998). Durante os estadios de maturacdo, sdo produzidos celularizacbes do
endosperma e reservas de armazenamento que se acumulam nas células do
endosperma (SYRENSEN et al., 2002).

A proliferacdo precoce do endosperma, portanto, esta associada ao
crescimento e ao tamanho final das sementes (SCOTT et al., 1998). A alteracdo da
taxa e da duracao da divisdo celular no endosperma tem sido proposta como uma
estratégia biotecnoldgica para a alteracdo do tamanho de semente (TIWARI et al.,
2006).

O tamanho e a massa final de semente sdo obtidos através de um
crescimento coordenado de trés elementos que se desenvolvem simultaneamente
nas sementes: embrido, endosperma e tecido materno (LUO et al., 2005; BERGER,;
GRINI; SCHNITTGER, 2006; KONDOU et al., 2008; ZHOU et al., 2009). Assim, a
interacdo entre os 6rgédos influencia o tamanho de semente, uma vez que o reduzido
tamanho do tegumento materno diminui o tamanho final das sementes (GARCIA,;
FITZ GERALD; BERGER, 2005) e a reducéo da proliferacdo do endosperma reprime
o alongamento celular no tegumento (GARCIA et al. 2003).

Vale ressaltar que a proporcdo embrido/endosperma é variavel de
acordo com a espécie. No entanto, é relativamente uniforme dentro da mesma
espécie. Isso sugere a presenca de regulacdes genéticas para manter o equilibrio de
tamanho entre embrido e endosperma dentro do espaco das sementes delimitados
pelos tecidos maternos (NAGASAWA et al., 2013). De acordo com Luo et al. (2005),

0s principais controles de sementes sdo fornecidos por genes que definem o
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desenvolvimento do tegumento materno e da nova geracdo de embridao e
endosperma.

As contribuicbes parentais ao tamanho de semente de Arabidopsis
foram identificadas em cruzamentos envolvendo plantas diploides e tetraploides. As
maes tetraploides produziram sementes mais leves quando cruzadas com pais
dipléides, porém, os pais tetraploides cruzados para maes dipléides produziram
sementes mais pesadas (SCOTT et al., 1998). Assim, o tamanho de semente é
aumentado por um excesso de genoma paterno e restringido por um excesso de
genoma materno (FITZGERALD et al., 2008).

De acordo com Li et al. (2008) e Kesavan, Song e Seo (2013), o
crescimento de sementes até o tamanho especifico de sua espécie é
predominantemente determinado pelos sinais internos de desenvolvimento dos
tecidos esporofiticos e zigéticos maternos, embora o crescimento das sementes seja
afetado por sinais ambientais.

Embora as sementes tenham sido estudadas extensivamente,
muitos aspectos do desenvolvimento de sementes, ainda, ndo sdo bem
compreendidos, apesar da importancia das sementes, incluindo 0os mecanismos
genéticos que determinam seu tamanho e massa final (OHTO et al.,, 2005;
SCHRUFF et al., 2006; SONG et al., 2007).

2.2.3 Qualidade de Sementes

A qualidade de semente € um importante atributo agronémico e uma
caracteristica quantitativamente herdada. Além disso, € um dos fatores mais
importantes para afetar o sucesso de uma cultura e esta associado com
caracteristicas fisiologicas e genéticas interligadas (HILHORST; KOORNNEEF,
2007; HILHORST et al., 2010).

Por ser uma caracteristica complexa, pouco se entende, a nivel
molecular/genético, sobre o estado fisioldgico final e o estabalecimento da qualidade
de semente (KAZMI, 2013). Além disso, a regulacdo genética da qualidade de
semente dificilmente tem sido investigada para ser usada em programas de
melhoramento (KHAN, 2013).

A qualidade e o vigor de semente sao caracteristicas estreitamente

relacionadas e interligadas. A qualidade de semente € definida como "o atributo de
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viabilidade e vigor de uma semente que permite a emergéncia e o estabelecimento
de plantulas normais sob uma vasta gama de ambientes" (KHAN et al., 2012).

O vigor denota a capacidade de um lote de sementes germinar
uniformemente até sua porcentagem maxima em uma ampla gama de condicdes
ambientais (indicando o grau de tolerancia ao estresse) e estabelecer plantulas
saudaveis; sendo determinado pela interacdo de componentes genéticos e
ambientais (BRADFORD, NONOGAKI, 2007). Assim, o vigor de semente revela-se
de suma importancia para avaliar a qualidade da mesma, pois 0 sucesso da
germinacao, crescimento e rendimento final de cada cultura depende da qualidade
das sementes utilizadas para o cultivo (KHAN, 2013).

A qualidade de semente é determinada por uma série de processos
fisioloégicos relacionados a eventos de desenvolvimento da planta, tais como
embriogénese, crescimento, resisténcia ao estresse e a transicdo de uma semente
para uma plantula autotrofica. Ademais, a condicao fisiologica das sementes durante
o desenvolvimento e maturacao tem efeito sobre a qualidade final (OUYANG et al.,
2002; SPANO et al., 2007).

O termo qualidade de semente tem um significado amplo que inclui
essencialmente os atributos genéticos, fisioloégicos e fisicos. Além disso, alguns
aspectos ou atributos de semente na producdo agricola ultrapassam os limites de
qualidade e sdo melhor descritos e compreendidos em termos de desempenho.
Entre estes estdo a pureza fisica, o vigor, a viabilidade, as caracteristicas da
germinacao (percentagem, taxa e uniformidade), a dorméncia, o vigor de sementes e
de plantulas (germinagéo/crescimento em condi¢cOes de estresse), a uniformidade no
tamanho de semente, a massa seca de plantulas, a morfologia normal dos embrides
e das plantulas, a capacidade de estocagem, a auséncia de danos mecanicos e a
capacidade de se tornar uma planta vigorosa normal (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006; BRADFORD; NONOGAKTI, 2007).

Os produtores de sementes redefiniram o termo "qualidade de
semente" para incluir atributos importantes como ‘"plantas utilizaveis" e
"estabelecimento das plantulas e das culturas”. O atributo "plantas utilizaveis" é uma
das principais caracteristicas da qualidade das sementes utilizadas pelos produtores
de sementes e pelos melhoristas de plantas (LIGTERINK; JOOSEN; HILHORST,
2012). A alta qualidade das sementes representa lucro para agricultores e
produtores (MOREJON, 2013).
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A qualidade de semente € adquirida principalmente durante o seu
desenvolvimento e maturacédo e é afetada drasticamente pelas interacbes entre o
genoma e as condicbes ambientais prevalecentes. Este processo € parte da
adaptacdo normal das plantas para a variacdo de ambiente e € destinada a
maximizar a possibilidade de sucesso da prole (HUANG et al., 2010). No entanto, o
componente genético da interagdo entre o genoma e o ambiente podem ser
investigadas e esta variacdo na adaptacdo genética pode oferecer oportunidades
para os melhoristas de plantas e empresas de sementes para produzir melhor
qualidade (KHAN, 2013).

Fatores ambientais, como temperatura, umidade, luz e nutrientes
durante o enchimento e a maturacdo das sementes, bem como 0s processos de
colheita, secagem e beneficiamento contribuem para o "dano acumulado” que
influencia a qualidade (SPANO et al. 2007, WANG; FREI, 2011). Assim, a qualidade
de semente € uma complexa caracteristica governada pelas interacfes entre o
genoma e o ambiente nas varias etapas e, portanto, pode ser influenciada em toda a
sua cadeia de producdo (KOORNNEEF; BENTSINK; HILHORST, 2002).

No tomateiro, a qualidade de semente est4d associada a
caracteristicas fisiolégicas e genéticas interconectadas e a utilizacdo de sementes
diretamente de espécies silvestres ou hibridas de cruzamentos oriundos de espécies
silvestres pode afetar negativamente esta caracteristica. No entanto, ha caréncia de
informacBes disponiveis sobre os componentes genéticos de caracteristicas de
qualidade de sementes e plantulas e suas interagbes mutuas (KHAN, 2013;
MOREJON, 2013).

Essa abordagem sistematica, que estuda populacfes genéticas que
diferem nos parametros de qualidade de semente e de plantula, pode fornecer uma
visdo do envolvimento dos genes e dos processos que eles controlam na aquisicéo
da qualidade de semente (LIGTERINK; JOOSEN; HILHORST, 2012). Além disso, o
tamanho e a massa de semente sdo também caracteristicas que determinam a
qualidade (PANTHEE et al., 2005), que por sua vez sdo as caracteristicas mais
variaveis no reino vegetal (ORSI; TANKSLEY, 2009).

Embora alguns estudos tenham documentado QTLs associados as
caracteristicas de sementes em tomateiro (DOGANLAR; FRARY; TANKSLEY, 2000;
FOOLAD; ZHANG; SUBBIAH, 2003; KAZMI et al., 2012; KHAN et al., 2012), porém

ainda ha a caréncia de estudos sistematicos da genética na qualidade de semente, a
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fim de desvendar abordagens integrativas que possam facilitar a compreensao das
causas subjacentes as caracteristicas da qualidade de semente de tomate. Assim,
tornaria possivel a obtencdo de métodos para dissecar os componentes genéticos
da qualidade de semente integrando a fisiologia, genética, gendmica e
metabolémica de sementes com o propadsito de identificar loci, e subsequentemente
genes que controlam essas caracteristicas em tomate. Para isso, diversos fatores
que tém influéncia nessas caracteristicas devem ser testados, a exemplo de
diferentes ambientes como materno e de germinacdo, tendo em vista haver
diferentes fontes de variacdo capazem de intervir nas varidveis avaliadas em

estudos de qualidade de sementes.

2.2.3.1 Ambiente materno

O fenbmeno biolégico comumente referido como efeito materno
ocorre sempre que o ambiente exerce uma influéncia sobre a planta mée que é
posteriormente expressa em caracteristicas de seus descendentes. Plantas
superiores apresentam estratégias para se adaptarem ao ambiente e maximizar o
éxito dos descendentes. Estas estratégias podem resultar na dispersdo de sementes
com resposta variavel ao ambiente, o que depende da histdria da semente durante o
desenvolvimento e a maturacéo, ja que as condicbes ambientais experimentadas por
uma planta mée durante a floracdo e a frutificacdo podem modificar a qualidade de
semente de seus descendentes, e até mesmo interromper seu desenvolvimento.
Estudos tém avaliado o efeito do ambiente materno em diferentes aspectos da
qualidade de semente, incluindo dorméncia, tamanho, massa e germinacao,
constatando que a qualidade de semente é dependente do ambiente durante a sua
formacéao (VALENCIA-DI’AZ; MONTANA, 2005; CONTRERAS et al., 2008; ZAS;
CENDAN; SAMPEDRO, 2013; HE et al., 2014).

No entando, apesar da importancia da producdo de sementes de
alta qualidade na agricultura em geral e na horticultura, os mecanismos durante o
seu desenvolvimento que controlam a germinabilidade das sementes maduras ainda
séo pouco compreendidos (CONTRERAS et al., 2008). De acordo com Herman e
Sultan (2011), as plantas respondem as condi¢des ambientais ndo apenas por
mudancas em seu préprio desenvolvimento e fisiologia, mas também pela alteragéo

dos fendtipos expressos por seus descendentes, tendo em vista que em alguns
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casos, esses efeitos ambientais herdados podem incluir ajustes especificos do
crescimento que sao funcionalmente adaptiveis as condicbes parentais que 0S
induzem.

Os efeitos dos ambientes maternos tém sido reconhecidos como
uma fonte relevante de variacdo fenotipica que pode ter um papel essencial nas
adaptacdes locais (HERMAN; SULTAN, 2011; HOLESKI et al., 2012); aumentando
as evidéncias desses efeitos serem adaptativos, devido as plantas apresentam
respostas adaptativas a alguns fatores, a exemplo da luz (GALLOWAY; ETTERSON,
2007). O abastecimento de sementes é frequentemente reduzido quando as plantas
maternas sdo privadas de recursos como luz ou minerais, resultando em diminuigéo
das taxas iniciais de crescimento, tamanho de plantula e capacidade competitiva.
Estudos avaliando o efeito do ambiente materno também tém sido realizados
considerando a temperatura (YAKOVLEV et al., 2010), a seca (HERMAN et al.,
2012), a salinidade (BOYKO et al., 2010) e a deficiéncia de nitrogénio (KOU et al.,
2011).

As condicbes ambientais podem determinar a quantidade de
recursos que as plantas mée alocam as sementes em desenvolvimento, o que, por
sua vez, pode afetar a massa de semente, moldando assim caracteristicas no
estabelecimento de plantulas e crescimento precoce, especialmente sob condigbes
competitivas e de estresse (CASTRO et al., 2006, METZ et al., 2010). Assim, a
massa de semente pode ser simplesmente determinada passivamente pelos
recursos disponiveis no ambiente materno, onde as condi¢cdes de déficit levam a
reducdo da variavel e, portanto, reduzem o desempenho das plantulas. No entanto,
as plantas mde também podem responder ativamente ao estresse ambiental,
mantendo ou mesmo aumentando a massa de semente, a fim de aumentar a taxa de
sucesso do numero de descendentes inevitavelmente reduzido (VIOLLE et al,
2009). As respostas das plantas mée as condicbes ambientais podem afetar nao
apenas a média, mas também a variacdo da massa de semente dentro de plantas
individuais (HALPERN, 2005; VIOLLE et al., 2009).

Quanto ao tamanho de semente, € comum a variacdo dentro de
espécies e individuos e essa variacdo pode ser adaptativa em ambientes
heterogéneos, podendo também surgir de restricbes que limitam o controle desta
caracteristica (HALPERN, 2005). Produzir sementes de diferentes tamanhos pode

ser vantajoso, especialmente em ambientes heterogéneos (HALPERN, 2005;
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CHARPENTIER et al.,, 2012), justificando a importancia do efeito do ambiente
materno como métodos de sobrevivéncia, adaptabilidade e dominio de novos
territorios.

Embora os efeitos do ambiente materno sejam cada vez mais
reconhecidos como uma fonte importante de variacdo fenotipica com impactos
relevantes em processos evolutivos, estudos ainda se fazem necessarios, a exemplo
dos que objetivam avaliar o efeito dos ambientes maternos na idenfificacdo de QTLSs,
ja que sabe que o ambiente materno influencia importantes caracteristicas das

plantas e das sementes.

2.2.3.2 Germinacao de sementes

2.2.3.2.1 Atributos do processo de germinacao

A germinacdo da semente é a primeira decisdo adaptativa no
desenvolvimento de muitas plantas terrestres (PENFIELD; KING, 2009). A concluséo
da germinacao é definida como a protrusao da radicula através do endosperma e do
revestimento da semente, e 0 sucesso da germinacéo € determinada pelo equilibrio
entre duas forcas opostas. Durante a embebicdo o eixo embrionario alonga-se e
rompe através da testa e do endosperma (BEWLEY et al., 2013).

A capacidade germinativa das sementes € um atributo qualitativo do
processo de germinacdo, geralmente convertido em um atributo quantitativo
(comumente percentual). Isso retrata o potencial de germinacdo geral das espécies
com base numa resposta binaria: germinada ou ndo germinada. Independentemente
da germinabilidade no tempo ou no final das observacoes, deve ser claro que a sua
importancia, significado e método de calculo sdo um consenso entre o0s
pesquisadores (RANAL; SANTANA, 2006).

Embora a germinacao final (Gmax) seja um fator importante para
estimar o rendimento esperado de plantulas de um lote de sementes, esta pode ser
parcialmente independente de outras caracteristicas importantes de germinacao,
como: Inicio da germinacéao [tio™"; Tempo reciproco para a germinacdo de 10% das
sementes viaveis (h™')], Taxa de germinacdo [tso™'; Tempo reciproco para a
germinacdo de 50% das sementes viaveis (h™")], Area sob a curva de germinagéo

[AUC; Integracdo da curva ajustada entre t = 0 e um ponto final definido pelo usuario
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(X)] e Uniformidade [Us4167"; Intervalo reciproco de tempo entre a germinacdo de 16
e 84% das sementes viaveis (h™)].

A quantificacdo das respostas de germinacdo foi simplificada, pois
tanto a taxa quanto a porcentagem poderiam ser incorporadas na AUC. A analise da
germinacao foi enriquecida pela interacdo dos valores de inicio/taxa de germinacéo
e AUC além da germinacao final, medindo, assim, diferentes aspectos do processo
de germinacdo (EL-KASSABY, 1991). Portanto, analisar diferentes aspectos da
curva de germinacdo cumulativa € um importante atributo fenotipico de um lote de
sementes e é importante em relacao as consequéncias da diversidade genética para
a qualidade da semente (KAZMI, 2013).

2.2.3.2.2 Condic¢Oes de germinacao

As plantas necessariamente estardo no ambiente em que a semente
foi dispersa. Por esta razdo, elas evoluiram para viver onde sdo frequentemente
expostas a diferentes fatores de estresse em combinacdo. Assim, para sobreviver
em ambientes diversos e capacitar a producdo, as plantas desenvolveram
mecanismos especificos que Ihes permitem detectar mudancas ambientais e
responder as diferentes condicdes de estresse, minimizando os danos e
conservando recursos valiosos para o crescimento e a reproducao; o que resulta em
consideravel variacdo genética, que é um formidavel recurso para explorar os
mecanismos de adaptacao (ATKINSON; URWIN, 2012; KHAN, 2013).

No passado, o melhoramento de plantas centrou-se principalmente
na producdo e na resisténcia de doencas. Atualmente tornou-se essencial produzir
sementes que germinem rapido e uniformemente, além de estabelecer plantulas
vigorosas sob varios ambientes (KHAN, 2013).

O estresse abidtico, como temperaturas extremas, baixa
disponibilidade de 4gua, altos niveis de sal e deficiéncia e toxicidade de mineral, sdo
frequentemente encontrados por plantas tanto em sistemas naturais quanto
agricolas. Esses estresses estdo se tornando cada vez mais importantes devido a
diminuicdo da disponibilidade de agua de qualidade, degradacéo da terra e presséao
das comunidades para afastar-se da intervencdo quimica na agricultura
(LANGRIDGE; PALTRIDGE; FINCHER, 2006).
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A qualidade de semente € afetada por varias condicbes ambientais
durante o desenvolvimento das sementes, bem como pelos subsequentes métodos
de colheita, manuseio e armazenamento. Todos esses fatores interagem com a
composicao genética da semente (KOORNNEEF; BENTSINK; HILHORST, 2002).

As respostas das plantas a diferentes estresses sao altamente
complexas e envolvem mudancas nos niveis transcriptdmico, celular e fisiolégico.
Evidéncias recentes mostram que as plantas respondem a varios estresses de forma
diferente aos estresses individuais, ativando um programa especifico de expressao
génica relacionado as exatas condicbes ambientais encontradas. Em vez de ser
aditivo, a presenca de um estresse abidtico pode ter o efeito de reduzir ou aumentar
a susceptibilidade a um estresse bidtico, como uma praga ou patdgeno e vice-versa
(ATKINSON; URWIN, 2012).

Correlagbes genéticas significativas entre as respostas de
germinacao sob diferentes condicbes de estresse indicam que genes semelhantes
ou idénticos podem contribuir para a resposta de germinacdo (FOOLAD et al., 2003;
FOOLAD; SUBBIAH; ZHANG, 2007). Assim, a selecéo para a germinacao rapida em
uma condicdo de estresse resultaria em progénie com germinacdo de sementes
melhorada em uma ampla gama de condicbes ambientais (FOOLAD, 2003).

O crescimento produtivo e sustentavel da safra necessita de cultivo
de plantas em ambientes subo6timos, com menor contribuicio de recursos
essenciais. Assim, explorar a variacdo fenotipica entre individuos, de espécies iguais
ou diferentes, pode melhorar a compreensdo de como as espécies se adaptam ao
seu ambiente e quao extensas sdo as diferencas individuais devidas aos efeitos
ambientais, aos efeitos genéticos ou a ambos (SLATE, 2005).

A variacdo natural entre espécies de culturas pode ser usada para
cruzar caracteristicas desejadas de parentes silvestres e, para o tomateiro, a
toler&ncia extensiva ao estresse abiotico foi identificada em cultivares tradicionais e
espécies selvagens relacionadas. No entanto, ha relativamente pouco conhecimento
sobre as bases moleculares da tolerancia ao estresse abiético em espécies de
tomateiro e ainda ha amplo espaco para melhorias (KHAN, 2013).

Embora o tomateiro cultivado seja amplamente adaptado a diversos
climas, seu crescimento e desenvolvimento € bastante sensivel a diferentes
estresses ambientais como salinidade, seca, umidade excessiva, temperaturas

extremas, toxicidade e deficiéncia mineral e poluicdo ambiental (FOOLAD, 2007).
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Estes estresses podem atrasar o inicio, taxa e uniformidade de germinagdo. Assim,
se faz necessério incluir os véarios aspectos cumulativos da germinagdo para
quantificar as diferentes caracteristicas de qualidade de semente sob véarias
condi¢cbes (SAEEDIPOUR, 2013).

No entanto, o impacto do ambiente depende em grande medida da
interacdo entre a composicdo genética da planta e do ambiente e acredita-se que a
resposta da planta ao estresse ambiental € controlada por muitos genes. Existe
variacdo genética substancial para estresse abidtico no tomateiro cultivado (S.
lycopersicum), bem como nas espécies selvagens relacionadas, como em S.
habrochaitis, S. pimpinellifolium e S. pennelli. Em um estudo de avaliacdo de
germoplasma, espécies de tomate selvagem foram identificadas com a habilidade de
germinar rapidamente sob estresse abiotico, oferecendo recursos genéticos para
tolerancia ao frio, salinidade e ao estresse hidrico em relacdo a qualidade das
sementes; jA& a maioria das cultivares comerciais sdo sensiveis ao estresse
ambiental durante a germinagcédo das sementes e crescimento precoce das plantulas
(FOOLAD et al., 2003).

De acordo com Foolad, Subbiah e Zhang (2007), a semente da
espécie selvagem germinou significativamente mais rapidamente do que a semente
da linhagem melhorada em condi¢cbes de ndo-estresse, bem como em condi¢cdes de
frio, salinidade e seca. Isto pode ser justificado pelo fato do germoplasma de espécie
selvagem ser uma fonte rica de variabilidade genética desejavel e muitas delas tém
sido identificadas com maior toleréncia ao estresse abiotico.

Como a investigacdo da base genética da variabilidade da
germinacdo de sementes ainda permanece aberta, devido a falta de estudos
integrativos em uma escala populacional; existe a necessidade de determina-la sob
diferentes condi¢cbes ambientais. Em particular, € fundamental saber se 0s mesmos
ou diferentes loci estdo contribuindo para a germinacdo de semente sob estresse
ambiental; dado que o desempenho da cultura é o resultado final da acdo de
milhares de genes e sua interacdo com o ambiente (KHAN, 2013).

Este mesmo autor ja conduziu estudo com sementes de tomate
germinadas sob condi¢cdes de estresse controlado e variavel e detectou QTLs para
qgualidade de semente. Porém, como se sabe que o ambiente tem influéncia na
qualidade de sementes, e ndo s6 o ambiente no momento da germinagdo, novos

estudos se fazem necessarios com o intuito de avaliar outras fontes de variacao
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ambiental, a exemplo do ambiente materno onde as plantas sdo conduzidas, ou até
mesmo ambas fontes de variacdo ambiental, objetivando avaliar o efeito deste(s) na

identificacdo de QTL(s) relacionado a caracteristicas de qualidade de semente.

2.2.3.3 Tamanho e massa de semente

O tamanho de semente é determinante da aptiddo evolutiva nas
plantas e é também uma importante caracteristica agrondémica na domesticacao das
culturas com respeito a ecologia e a agricultura; sendo um componente fundamental
da qualidade de semente (GEGAS et al., 2010; LI, LI, 2015). Embora, o tamanho
e/ou massa de semente seja benéfico para o estabelecimento de plantulas e
caracteristicas relacionadas ao vigor, parece nao haver associacao consistente entre
a massa de semente e o0 seu desempenho na germinagédo (KHAN et al., 2012).

O controle do tamanho de semente envolve interagbes complexas
entre 0 embrido zigético e o0 endosperma, o revestimento da semente de
procedéncia maternal e a planta mae. Entre as Angiospermas, ha um alto grau de
variacdo no tamanho de embrido/endosperma em sementes maduras (SCHRUFF et
al., 2006; FANG et al., 2012; XIA et al., 2013). Conforme relatado por Nagasawa et
al. (2013), h4d duas questdes fundamentais, na biologia vegetal, que ainda
permanecem sem resposta: (1) Existe uma interacdo nao-celular autbnoma nas
plantas para determinar o tamanho do embrido e do endosperma? e, (2) Quais séo
0s genes que controlam o equilibrio desses tecidos no desenvolvimento de
sementes?

A maioria das culturas domesticadas muitas vezes produzem
sementes significativamente maiores do que seus antepassados selvagens. Esta
alteracdo no tamanho/massa de semente foi provavelmente em resposta a pressao
de selecédo para o rendimento, uniformidade de germinagéo e vigor das plantulas
que foi exercido pelos seres humanos durante a domesticagdo (DOGANLAR;
FRARY; TANKSLEY, 2000).

No tomateiro, 0 aumento no tamanho de semente pode ser devido a
selecéo indireta do tamanho do fruto, ja que ha correlacdo positiva entre ambas
caracteristicas (GOLDMAN, PARAN, ZAMIR, 1995; GRANDILLO; TANKSLEY,
1996). Como relatado por Orsi e Tanksley (2009), o tamanho ou massa de semente
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pode ser afetado pelo gendétipo de trés tecidos de sementes de tomate: a testa
materna, o endosperma tripléide e o embrido diploide.

A variacdo interespecifica do tamanho de semente tem sido
associada a diferentes caracteristicas de habitat como uma importancia na
adaptacdo (GERITZ; MEIJDEN; METZ, 1999). Entretanto, como apontado por
Silvertown (1989), a adaptabilidade do tamanho de semente € um exemplo das
dificuldades gerais a interpretacdo evolutiva de um carater considerado
isoladamente do resto.

O tamanho de semente é frequentemente herdado quantitativamente
e a grande variacdo desta caracteristica pode ser observada ndo apenas entre
taxons, mas também dentro do taxon. (WESTOBY; JURADO; LEISHMAN, 1992,
ORSI; TANKSLEY, 2009). Essa variacdo € explicada por trade-offs entre
fecundidade e qualidade, para os quais uma solucdo € a dependéncia ambiental.
Entender a base genética do tamanho e do numero de sementes, bem como
quaisquer restricbes genéticas que impedem a maximizacdo de ambos, € crucial
tanto a partir de uma perspectiva evolutiva como aplicada (GNAN; PRIEST; KOVER,
2014).

O g¢género Solanum contém um conjunto de nove espécies
compativeis, relacionadas com o tomateiro. Apesar de suas estreitas afinidades
taxondémicas, ha uma variacdo de 10 vezes no tamanho de semente, sugerindo uma
rapida taxa de mudanca evolutiva. Ha tipicamente pelo menos uma variacdo de 105
vezes da massa de semente entre as espécies dentro de uma Unica area. Estudos
enfatizaram que o tamanho de semente varia significativamente dentro da mesma
espécie, e entre diferentes populacbes e diferentes plantas mde e mesmo entre
diferentes sementes da mesma planta (WESTOBY; JURADO; LEISHMAN, 1992;
WESTOBY et al., 1996; DOGANLAR; FRARY; TANKSLEY, 2000; ORSI;
TANKSLEY, 2009).

O porqué do tamanho de semente ter aumentado durante a
domesticacdo em culturas ndo consumidas pelas suas sementes é desconhecida.
Varios estudos sugerem que as sementes grandes acumulam substancias nutritivas
suficientes, de modo que normalmente tém melhor adaptabilidade durante a
germinacdo, devido a uma maior oferta de nutrientes, e suas plantulas serem
capazes de tolerar condicbes ambientais adversas durante o estabelecimento,

mostrando taxas de sobrevivéncia competitivas, crescimento e biomassa. No
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entanto, considera-se que as plantas de semente pequena séo consideradas como
tendo eficiencia na dispersdao, superior capacidade de colonizacdo e maior
probabilidade de escapar da predacdo, porque produzem um grande numero de
sementes (WESTOBY et al., 2002; GOMEZ, 2004; MOLES; WESTOBY, 2004;
MOLES et al., 2005).

De acordo com Li, Thomson e McCouch (2004), a semente pequena
normalmente é favorecida pela selecdo natural, porque € comumente associada a
um grande numero de sementes por planta, maturidade mais rapida e distribuicao
geografica mais ampla. Frequentemente, as correlacfes negativas sdo encontradas
entre tamanho e numero de semente. Em consequéncia, as teorias ecoldgicas e
fisiolégicas assumiram que isso se deve aos recursos limitados da planta mae
(VENABLE, 1992). Quanto a agricultura, o aumento do tamanho de semente é um
contribuinte crucial para o aumento do rendimento das plantas cultivadas durante a
domesticacdo (SHOMURA et al., 2008).

Nos ultimos anos, 0s mecanismos genéticos e moleculares do
desenvolvimento e do tamanho de semente comecaram a ser elucidados.
Progressos tem ocorrido no dominio do controle do tamanho de semente, sendo que
vias genéticas ja foram identificadas para regular esta caracteristica em plantas. No
entanto, essas vias genéticas estdo cheias de lacunas e pouco se sabe sobre as
relacbes entre elas. Ainda ndo esta claro como os tecidos maternos e os tecidos
zigoticos controlam de forma coordenada o tamanho de semente em plantas (LI; LI,
2015).

Assim, a pesquisa esta enfrentando desafios para entender
completamente os mecanismos reguladores do tamanho de semente. Um dos
maiores desafios no futuro é construir estruturas genéticas para o controle desta
caracteristica e definir os mecanismos moleculares dos fatores conhecidos no seu
controle (LI; LI, 2015).

2.2.3.3.1 Hipoteses e fatores genéticos para o tamanho de semente

Na agricultura, o tamanho de semente € um dos componentes mais
importantes do rendimento e propuseram hipéteses adaptativas e ndo adaptativas
para explicar essa variacao. Isto pode ser o resultado de uma evolugcédo adaptativa

admitindo que ela fornece beneficios diretos de aptiddo para o pai, de modo que a
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selecéo favorece os que produzem tamanhos mdltiplos. Produzir descendentes de
diferentes tamanhos pode ser vantajoso se a prole variar em qualidade genética e
obter provisdes diferenciadas; assumindo que os efeitos do tamanho de semente
sobre a distancia de dispersdo, dorméncia ou tempo de germinacdo reduzem a
competicao entre irm&os ou se o tamanho ideal da semente varia ao longo do tempo
ou do espaco (GOMEZ, 2004; HALPERN, 2005; XIA et al., 2013).

A evolucdo do tamanho de sementes envolve muitos fatores
seletivos, incluindo a histéria de vida, os predadores de sementes e as estratégias
de dispersdo e de estabelecimento de plantulas (por exemplo, dorméncia x
germinacado imediata) (FLEMING; KRESS, 2013). Sabe-se que o ambiente materno
também pode influenciar o tamanho, mas poucos estudos examinaram a correlacéo
entre ambientes maternos e descendentes, ou o valor adaptativo de produzir
diferentes tamanhos de sementes em ambientes contrastantes (HALPERN, 2005).

Por outro lado, a variagcdo no tamanho de semente pode ser nao-
adaptativa (HALPERN, 2005). Alguns autores consideram que a variacao se deve a
fatores genéticos com efeitos diretos ou indiretos no tamanho, como a captacéo de
recursos, os determinantes do historico de vida e/ou a variacdo ndo genética. Uma
compreensao da variagdo natural no tamanho de semente requer, portanto, a
consideracdo simultdnea das estratégias de variacdo genética e estratégias de
histéria de vida. E importante determinar a existéncia e o mecanismo por tras dos
trade-offs, ja que os ambientalmente causados podem ser modificados por selecéo
ou manipulacéo genética (GNAN; PRIEST; KOVER, 2014).

Apesar do significado evolutivo e agrondmico do tamanho e/ou
massa de semente, sabe-se relativamente pouco sobre 0s processos genéticos e
moleculares subjacentes a variacdo natural e se o tamanho reflete a atividade do
gene local ou as alteracdes fisioldgicas globais (ADAMSKI et al., 2009).

Estudos identificaram fatores que agem materna ou zigéticamente
para regular o tamanho de semente (LI; LI, 2015). No entanto, nenhum dos genes
nesta via foram isolados de qualquer espécie vegetal, embora Orsi e Tanksley
(2009) clonaram o QTL Sw4.1 para a massa de semente, mas ainda nao
identificaram o gene causal. Esses mesmos autores, em estudo com tomateiro
utilizando analise genética, associaram a causa de um QTL de massa de semente

com um gene transportador ABC.
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No tomateiro, o mapeamento de QTL para tamanho e massa de
semente tem sido conduzido, e esses estudos, envolvendo cruzamentos entre
cultivares de tomate e seus antepassados selvagens, identificaram alguns QTLs
relacionados a essas caracteristicas (ORSI; TANKSLEY, 2009; KHAN, 2013). No
entanto, € necessério desenvolver pesquisas para identificar e clonar o gene causal
para o tamanho e a massa de semente. Por tanto, estudos voltados a area da
tecnologia gendmica tem se intensificado e ferramentas genémicas tém sido cada
vez mais utilizadas quando o assunto € identificar QTL(s)/gene(s) reponsaveis por
caracteristicas ligadas a qualidade de semente, tendo em vista diferentes fatores

serem capaz de influenciar os resultados.

2.3 TECNOLOGIA GENOMICA

A qualidade de semente é um caracteristica complexa, sendo o
resultado de uma variedade de processos de desenvolvimento. A disseccao
genética-molecular destes processos e a sua relacdo com os fenétipos permitem a
identificacdo dos genes reguladores e vias de sinalizagdo envolvidas e, assim,
proporcionar os meios para prever e melhorar a qualidade de semente (LIGTERINK;
JOOSEN; HILHORST, 2012).

Nas ultimas décadas, a tecnologia gendmica avangou nha criacdo de
técnicas e estratégias para entender o nivel molecular da funcéo da planta e, claro, o
tamanho de semente (HAMILTON; BUELL, 2012). As avaliacbes mutagéneses tém
sido bem sucedidas para identificar os reguladores desta caracteristica. O uso de
novas tecnologias de edicdo de genoma ira facilitar a analise funcional de genes
redundantes envolvidos no controle do tamanho de semente (GAJ; GERSBACH,;
BARBAS, 2013; LI; LI, 2015).

O mapeamento de QTL e os estudos de associacdo pangendmico
(GWAS) sao abordagens promissoras para identificar novos reguladores do tamanho
de semente. Como conjuntos de dados estdo sendo gerados pela biotecnologia
moderna, abordagens de biologia de sistemas, como a analise de transcriptomas,
proteomas e metabolomas devem ajudar a acelerar a compreensado das funcodes
moleculares dos reguladores de tamanho de semente. Assim, a compreensao da

base genética e molecular dos trade-off do tamanho/nimero de semente ajudara os
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melhoristas a utilizar alelos benéficos de genes para melhorar o rendimento da
cultura (LI; LI, 2015).

2.3.1 Andlise de Loci de Caracteristicas Quantitativas (QTLS)

Com o advento de marcadores moleculares e o desenvolvimento de
procedimentos de mapeamento de QTL, as analises genéticas e correlativas de
caracteristicas quantitativas tornaram-se viaveis. QTL é uma regido do genoma que
contém uma diferenca alélica que causa uma alteracdo no fendtipo (LORENZ;
COHEN, 2012); em outras palavras, os QTLs representam as regides gendmicas
contendo um locus ou varios loci intimamente ligados, e eles contribuem para a
variancia total da caracteristica (KHAN, 2013).

A variagdo genética de muitas caracteristicas ja foram atribuidas a
acao conjunta de muitos genes (QTLs), os quais podem ser mapeados no genoma
através de marcadores genéticos (CAUSSE et al., 2002). Um dos desafios na
biologia € entender a base genética da variacdo para as caracteristicas
quantitativas. Assim, houve um aumento consideravel em tecnologias de
marcadores moleculares e métodos estatisticos especificos, que tem estabelecido a
posicdo do mapa e os efeitos de QTL (MACKAY; STONE; AYROLES, 2009).

A revolucdo gendmica permite incorporar a variagdo genética na
abundéancia de transcritos e outros fenétipos moleculares intermediarios em uma
estrutura de mapeamento de QTL. Esta abordagem genética de sistemas permite
entender a biologia que esta entre o gendtipo e o fendtipo de redes causais de
genes interagentes (MACKAY; STONE; AYROLES, 2009).

Para identificar os genes subjacentes de QTLs em plantas, a analise
de ligacdo e o mapeamento de associacao sao abordagens utilizadas. A analise de
ligacdo € um método tradicional baseado em populacdes de progénies derivadas de
cruzamentos biparentais. O objetivo é detectar intervalos contendo os loci pelo teste
de progénie de plantas recombinantes selecionadas a partir de populacbes de
progénies. A vantagem da analise de ligacdo esta em utilizar um menor nimero de
marcadores para o mapeamento de QTL, porém tem menor poder de resolucéo, o
comprimento do intervalo detectado contendo o locus é muitas vezes grande demais
em pequenas populacbes segregantes, porque apenas um numero limitado de

eventos de recombinacdo ocorre devido ao limitado numero de geracoes
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(MAURICIO, 2001; DOERGE, 2002; MACKAY; STONE; AYROLES, 2009). As
andlises de QTL nem sempre sdo reproduziveis em diferentes estudos na
populacdo. Além disso, a andlise € baseada na variacdo genotipica e fenotipica
entre apenas dois parentais e, portanto, outros alelos funcionais em uma espécie
podem néo ser detectados por esta abordagem (HOLLAND, 2007).

Coerente com a proposicdo de que as caracteristicas de vigor de
sementes e de plantulas tém uma base genética complexa, que provavelmente sao
controladas por varios genes e sao, portanto, adequadas para a analise de QTL; os
estudos de QTL sobre a qualidade de semente geralmente revelaram a influéncia de
numerosos QTLs de pequeno a grande efeito fenotipico. O mapeamento de
caracteristicas quantitativas de qualidade de semente em Helianthus annuus L., A.
thaliana, Phaseolus vulgaris L., S. lycopersicum, Glycine soja (L.) Merrill, Brassica
napus L. e Zea mays L. revelou numerosos QTLs (EBRAHIMI et al., 2008;
BENTSINK et al., 2010; PEREZ-VEGA et al., 2010; JOOSEN et al., 2012; KHAN et
al., 2012; WANG et al., 2014; BASNET et al., 2015; WANG et al., 2016; ZHAO et al.,
2016).

Para assumir os desafios manifestados na descoberta dos
polimorfismos causais para QTLs, ferramentas gendmicas também estéo disponiveis
para S. lycopersicum e estes oferecem oportunidades promissoras para desvendar
0s mecanismos de rede subjacentes as caracteristicas quantitativas complexas. A
partir da literatura é sabido que os genes que regulam o tamanho de semente
podem ser descobertos pela andlise de QTL para identificar os genes implicitos a
variacdo natural nesta caracteristica entre diferentes acessos (HERRIDGE et al.,
2011). Desta forma, estudos de mapeamento gendmico tém identificado QTLs para
tamanho/massa de sementes em espécies de culturas e 0s genes que regem essas
caracteristicas foram clonados em plantas como Arabidopsis e arroz através da
analise de mutante e clonagem baseado em mapa (TENG et al., 2009; FAN et al.,
2010; RAMYA et al., 2010; TSILO et al., 2010; SUN; SHANTHARAJ; KANG, 2010;
XING; ZHANG, 2010; LI et al., 2011; ZHANG et al., 2011; JOOSEN et al., 2012).

Estudos de QTL realizados em populacbes de cruzamentos
interespecificos entre tomateiro cultivado e seus parentes silvestres permitiram a
identificacdo de loci controlando a qualidade de semente, incluindo entre outras
caracteristicas, o tamanho e a massa de semente (ORSI; TANKSLEY, 2009; KAZMI
et al.,, 2012; KHAN et al.,, 2012; KHAN, 2013). Logo, os genes que regulam o
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tamanho de semente podem ser identificados pela analise de QTL para identificar os
subjacentes a variacdo natural nesta caracteristica entre diferentes acessos
(HERRIDGE et al., 2011). Ha um crescente interesse no estudo da variacdo entre os
acessos de tomateiro, tendo em vista que esses estudos tém explorado a variacéo
natural para responder a uma série de questdes relacionadas com a base molecular
de caracteristicas quantitativas nesta espécie (FOOLAD; SUBBIAH; ZHANG, 2007,
SALINAS et al., 2013).

O mapeamento de QTL com mapas de ligacdo baseados em
polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP) fornece uma avaliacdo da arquitetura
genética do genoma do tomateiro: dos efeitos de QTL, interacdes QTL x ambiente e
pleiotropia putativa. Esta abordagem ajuda na melhoria simultanea das
caracteristicas de sementes e no progresso da identificacdo dos genes que

controlam a qualidade e o desempenho de sementes (KHAN, 2013).

2.3.2 Andlises e Métodos p6s-QTL

A genética quantitativa teve um renascimento na Ultima década e
ganhou aceitagdo geral como uma ferramenta para descrever a variagdo genética de
caracteres fenotipicos em populacdes naturais e para prever sua resposta a selecao.
Foram realizados estudos de andlise de caracteristicas quantitativas em diferentes
espécies, como Arabidopsis, arroz, tomate, entre outras, que produziram uma lista
de regibes gendbmicas que regem uma série de caracteristicas fenotipicas. Muitos
destes QTLs foram clonados e alguns dos genes causais foram identificados. As
adicdes recentes a identificacdo de varios QTLs de qualidade de semente e de
plantula em tomateiro e Arabidopsis aumentaram a procura para a dissecgao
genética-molecular destas caracteristicas (SWEENEY; MCCOUCH, 2007; JOOSEN
et al., 2012; KAZMI et al., 2012; KHAN et al., 2012; RAJJOU et al., 2012).

Com o reconhecimento de que a expressdo da maioria dos
caracteres seja influenciada por multiplos genes e fatores ambientais, a genética
guantitativa tornou-se o paradigma para a analise da variacdo fenotipica e da
evolucdo. Assim, a andlise de caracteristicas quantitativas € uma abordagem comum
para a quantificacdo de caracteristicas complexas em uma populacdo derivada de

um cruzamento entre gendtipos distintos. Em tal analise, os marcadores genéticos
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estdo associados com a variacao fenotipica e sdo definidos como QTLs (LIU, 1997,
LYNCH; WALSH, 1998).

Varios recursos e ferramentas gendémicas, como o0s marcadores
moleculares, tornaram-se disponiveis, 0 que permite 0 mapeamento de QTL e
clonagem dos genes correspondentes que governam o fenotipo em diferentes
genadtipos (BOREVITZ; CHORY, 2004); revelando os hotspots no mapa genético
contendo um locus, ou varios loci estreitamente ligados, e sua contribuicdo para a
variancia total da caracteristica (KHAN, 2013).

Marcadores moleculares, sequéncias genbmicas, microarrays e
colecBes de desativacao génica (knock-out) estdo sendo usados para mapeamento
de QTL, faciltando o uso da variacdo natural para a descoberta de genes
(BOREVITZ; CHORY, 2004). O mapeamento refinado (Fine-mapping) é geralmente
uma etapa de acompanhamento detalhado e caracterizacdo abrangente de loci
individuais. No entanto, antes do mapeamento refinado, a confirmacéo e validacao
dos QTLs identificados é essencial, sendo aplicada num programa de melhoramento
(KHAN, 2013).

Embora tenha ocorrido avanco consideravel no mapeamento
refinado e na clonagem de genes subjacentes a QTLs e na reducdo de alguns deles
para Nucleotideos de Caracteristica Quantitativo (QTNs), decifrar a base genética da
variacdo natural em caracteristicas quantitativas ainda € uma tarefa desafiadora
porque a variagcdo é muitas vezes continua. Além disso, ha extensas interacfes
gendtipo x ambiente (G x A), o que também tem contribuido para esta variacao.
Devido aos grandes intervalos genéticos produzidos, bem como QTLs com grandes
efeitos, estes podem ser fragmentados em QTLs multiplos, explicando apenas uma
pequena proporcdo da variancia total. Isso torna uma tarefa formidavel para
determinar os genes causais (CAUSSE et al., 2002; WU; LIN, 2006, RON; WELLER,
2007, BALASUBRAMANIAN et al., 2009). Ademais, os efeitos fenotipicos de QTLs
individuais sdo complexos pela variabilidade resultante da segregacao de outros loci
gue influenciam a mesma caracteristica (LOUDET et al., 2005).

A identificacdo de variantes de sequéncia causal exige a
confirmacéo de QTL e sua caracterizagcdo molecular (BALASUBRAMANIAN et al.,
2009), ja a caracterizacdo molecular da variagdo alélica requer que o0s respectivos
genes sejam clonados. A fim de delinear os intervalos de QTL para a identificacéo

de genes causais, € necessario incorporar analise pangendémica adicional, que esta
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cada vez mais acessivel. Para identificar a posicdo exata e caracterizar QTL,
métodos e experimentos adicionais sdo essenciais (GLAZIER; NADEAU; AITMAN,
2002).

O uso das denominadas "populacbes de mapeamento imortal”,
consistindo de Linhagens Endogamicas Recombinantes (RILs) homozigoéticas, €
também uma ferramenta para uso na analise de QTL e desempenha um papel
fundamental na obtencdo de valores de caracteristicas sob diferentes condicdes
ambientais. Este tipo de populacdo é obtida pelo método SSD (Single Seed Descent
ou Descendente de uma Unica Semente) de plantas F2 até Fs ou mais geragdes, até
as RILs se tornarem predominantemente homozigoticas. Estas sdo importantes, uma
vez que permitem a realizacdo de repeticbes e mudltiplas analises da mesma
populacao e, portanto, um grande numero de caracteristicas podem ser mapeadas
(KOORNNEEF; ALONSO-BLANCO; VREUGDENHIL, 2004).

Além disso, uma populacdo de RIL é mais eficiente do que a
populagcdo F2, por exemplo, dos mesmos parentais, ja que menos individuos sao
necessarios para detectar ligacdo de mesma magnitude entre marcadores e QTL
(BURR; BURR, 1991). Segundo estudo conduzido por Capel et al. (2015), foi
relatado que as analises genéticas enfatizam a importancia do desenvolvimento e
caracterizacdo de populacbes de RIL geradas a partir de espécies silvestres como
uma fonte genética e de variabilidade fenotipica.

Assim, os resultados de estudos quantitativos levam a descoberta de
que alguns loci controlam mais de uma caracteristica e a co-localizacdo de QTLs
fornecem uma pista para os caminhos envolvidos em caracteristicas complexas. A
variacdo natural suficiente e a natureza complexa das caracteristicas de qualidade
de semente e de plantula tornam-as caracteristicas adequadas para decifrar com
uma abordagem de QTL (KAZMI, 2013).

O mapeamento de alta precisdo que leva ao mapeamento refinado e
clonagem de gene(s) responsaveis pela variagdo de caracteristicas complexas,
geralmente, requer a confirmacao e validacao de QTLs em diferentes populagoes;
podendo ser obtido pelo desenvolvimento de Linhagens Quase Isogénicas (NILS).
As NILs que diferem apenas para marcadores flanqueando um QTL especifico é
uma das solugbes para reduzir a posicdo do mapa de um QTL, facilitar a

confirmacdo de QTLs e, finalmente, a identificagdo de genes subjacentes as
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caracteristicas complexas (KAEPPLER; PHILLIPS; KIM, 1993;
BALASUBRAMANIAN et al., 2009; KOOKE; WIINKER; KEURENTJES, 2012).

Com a ajuda desta abordagem, pode-se identificar uma pequena
regido do genoma que € associada a uma caracteristica quantitativa e definir
precisamente a posi¢cao do mapa para o QTL. As NILs entdo serdo usadas para
adquirir uma compreensao das magnitudes das interacdes QTL x Ambiente, QTL x
Genética e QTL x QTL, bem como o mapeamento refinado de QTLs, eliminar os
efeitos indesejaveis causados pelo arrasto de ligacdo e, eventualmente, realizar a
clonagem posicional dos genes causais para os QTLs. Assim, as NILs servem para
muitas fung¢bes, que vado do auxilio em fins de melhoramento até a disseccao
genética de caracteristicas quantitativas complexas (KHAN, 2013).

A andlise de NIL permite a identificacdo de QTLs em intervalos
gendmicos menores, uma vez que diferem em relacdo as regides sobrepostas do
genoma indicadas por andlises de QTL (TUINSTRA; EJETA; GOLDSBROUGH,
1997). A vista disso, fornecerd um recurso para 0 mapeamento de QTL de alta
precisdo, servindo como material de partida para mapeamento refinado e clonagem
de gene(s) responsaveis pela variacdo de caracteristicas complexas (FRIDMAN;
PLEBAN; ZAMIR, 2000).

As NILs apresentam um recurso genético comum no qual a
comparacao direta de duas linhagens pode ser usada para avaliar o fendtipo
condicionado por um QTL (TOUZET; WINKLER; HELENTJARIS, 1995; TANKSLEY;
NELSON, 1996). Apesar do sucesso das NILs em estreitar os intervalos de QTL,
esta area da pesquisa tem sido limitada pelo custo, pelo tempo e pelo esforco
substancial requerido para desenvolver o0s materiais genéticos apropriados
(TUINSTRA; EJETA; GOLDSBROUGH, 1997).

Esforcos consideraveis foram feitos para resolver os problemas
associados ao desenvolvimento de NILs que diferem em QTLs individuais. A selecao
assistida por marcadores sobre uma ou duas geracdes adicionais em populacdes de
retrocruzamento avancado (AB-QTL) para QTLs identificados, pode levar as NILs
contrastantes nos QTLs especificos (TANKSLEY; NELSON, 1996). Assim, uma
combinacédo de um experimento de mapeamento de QTL com estudos subsequentes
para confirmar e avaliar QTLs especificos em NILs pode resultar em intervalos
menores de QTL (TANKSLEY et al., 1996).
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As NILs podem ser construidas, dependendo dos recursos
disponiveis, por: Retrocruzamentos Avancados (BCs), RILs, Duplo Haploides (DHs),
Familias Endogamicas Heterogéneas (HIFs) ou outras populacbes mapeadas. No
entanto, o ponto de partida € um cruzamento entre dois genoétipos que segregam em
geracdes subsequentes, sendo necessario de um a varios ciclos de retrocruzamento
e/ou autofecundagdo para recuperar a composicdo gendmica desejada. Embora
desenvolvido a partir de progénies heterogéneas de cruzamentos selecionados, as
NILs s&o preferencialmente homozigoticas (KOOKE; WIINKER; KEURENTJES,
2012).

As NILs contrastando nos QTLs de interesse podem ser
desenvolvidas por selecdo dentro de HIFs, um tipo de NIL. As HIFs sdo linhagens
derivadas de RILs que s&do geneticamente semelhantes, mas nao atingiram
homozigose e tém heterozigosidade residual abrangendo o locus de interesse,
segregando na regido do QTL de interesse. Como as HIFs sdo misturas de duas
linhagens parentais distintas, isto proporciona a selecao de mais de uma HIF com a
opcao de validar o mesmo locus em progenitores genéticos distintos (TUINSTRA;
EJETA; GOLDSBROUGH, 1997).

Cada RIL é entdo autopolinizada e genotipada de modo que cada
gendtipo homozigoto no local de interesse pode ser identificado e estudado. As HIFs
nao devem ser comparados com o gendtipo parental de referéncia, mas com outra
dentro dos descendentes da RIL escolhida. Uma vez que as HIFs sao originarias de
uma populacéo de RIL, a base genética das HIFs é uma mistura dos dois parentais
da populacdo de RIL, ao contrario das NILs "convencionais". Os marcadores
moleculares podem ser utilizados para rastrear uma populacao de HIFs derivados de
diferentes endogamias para identificar familias que segregam para uma regiao
gendmica especifica, na qual um QTL foi detectado (TUINSTRA; EJETA,;
GOLDSBROUGH, 1997).

As familias que segregam para uma regido genémica especifica que
abrigam o QTL séo identificadas e uma série de NILs que contrastam para esta
regido gendmica especifica pode ser desenvolvida. Este conceito de HIF é viavel,
eficaz e menos demorado quando comparado com uma estratégia de NIL
“convencional”’, porque ndo h& necessidade de desenvolver primeiro as NILs, o que
normalmente € laborioso e requer varias geracdes de retrocruzamento e selecao
assistida por marcador (SAM) (KHAN, 2013).
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O uso de NILs e/ou HIFs permite a validacao/confirmacédo da
presenca e o efeito de um QTL. Uma vantagem adicional de HIFs é a sua
composi¢cado gendmica que, embora homozigoética, € uma mistura das duas linhagens
parentais distintas em comparacao com NILs que tém uma base genética constituido
por apenas um gendtipo (LOUDET et al., 2005). Para localizar a posicdo gendmica
de um QTL, as linhagens com eventos recombinantes na regido do QTL podem ser
fenotipadas. As linhagens que revelam a influéncia esperada de acordo com a
deteccaol/validacdo do QTL devem carregar o gene responsavel pelo efeito do QTL
(KHAN, 2013).

Um subconjunto de RILs com heterozigosidade residual pode ser
usado para desenvolver familias de HIFs para delinear o intervalo de QTLs e permitir
a validacdo e, portanto, o mapeamento refinado. Esta estratégia € utilizada com
sucesso para 0 mapeamento refinado, em que linhagens com eventos de
recombinacdo sobrepostos na regido do QTL séo fenotipadas e a correlagéo entre o
fendtipo e o gendtipo assim, estreita a regido de interesse para 0 gene subjacente
(KHAN, 2013). A analise de transcriptoma pode ser utilizada em paralelo com uma
abordagem de mapeamento refinado para identificar genes expressos
diferencialmente na regido de interesse como possiveis genes candidatos para um
QTL (KAZMI, 2013).

Os estudos de acompanhamento possibilitam o mapeamento
integrativo das vias; desta forma séo identificadas classes particulares de genes que
contribuem para a compreensao da natureza complexa da qualidade de semente. A
integracdo de multiplas camadas de informacao bioldgica do DNA ao fenétipo para o
ambiente criard modelos ao nivel do sistema de qualidade de semente (KAZMI,
2013).

2.3.3 Genes Relacionados ao Tamanho de Semente

Genes de tamanho de semente foram isolados de espécies vegetais,
como Arabidopsis e arroz (LUO et al.,, 2005; GARCIA; FITZ GERALD; BERGER,
2005; SCHRUFF et al., 2006; FAN et al., 2006; LI et al., 2008), proporcionando a
compreensao dos mecanismos genéticos e moleculares que regulam estas
caracteristicas (MAO et al., 2010). Os mecanismos moleculares do desenvolvimento

da semente tém sido estudados, e alguns genes ja foram identificados. Estes
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incluem SHORT HYPOCOTYL UNDER BLUE1l (SHB1), HAIKU1 (IKU1), HAIKU2
(IKU2) e MINISEED3 (MINI3), que promovem o desenvolvimento do endosperma e
do embrido e regulam positivamente o tamanho de semente em Arabidopsis
(GARCIA et al., 2003; LUO et al., 2005; ZHOU et al., 2009; WANG et al., 2010).

IKU1, IKU2 e MINI3 atuam sucessivamente na mesma via que €
requerida para expandir a cavidade da semente e para induzir o crescimento do
endosperma na fase inicial do desenvolvimento da semente; em que codifica uma
proteina - VQ motif (FXhVQChTG), um receptor quinase - proteinas ricas em leucina
(LRR) e uma proteina da familia WRKY - um fator de transcri¢cdo putativo que regula
0 crescimento do endosperma, respectivamente. A baixa regulacdo desses genes
leva a celularizacdo precoce do endosperma, reduzindo o crescimento do
endosperma, a proliferacdo do embrido apdés o estagio inicial de torpedo e
subsequentemente diminui o tamanho da semente na maturidade (GARCIA et al.,
2003; LUO et al., 2005; ZHOU et al., 2009; WANG et al., 2010).

Em Arabidopsis, 0 pequeno tamanho de sementes dos mutantes
haiku esta correlacionado com o impedimento prematuro da celularizagcdo do
endosperma sincicial; resultando da reducdo coordenada do tamanho do
endosperma, da proliferagcdo de embrides e do alongamento celular do tegumento
derivado da mae (GARCIA et al., 2003). Estes dados dao suporte a proposi¢ao de
gue o desenvolvimento do endosperma € determinante do tamanho da semente
(WANG et al., 2010).

Tanto MINI3 como IKU2 mostram diminuicdo da expressao no
mutante ikul. A expressao de IKU2 é reduzida em presenca de mini3, enquanto a
expressdo de MINI3 foi inalterada em mutantes iku2 (LUO et al.,, 2005). IKU2 e
MINI3 sdo ambos regulados pelo SHB1, que se liga aos seus promotores para
promover uma grande cavidade de semente e crescimento do endosperma na fase
inicial do desenvolvimento da semente. Além disso, SHB1 é um regulador positivo
do desenvolvimento da semente e melhora a proliferacdo e expansao das células
embrionarias através de uma via desconhecida, independente de IKU2 (ZHOU et al.,
2009).

A perda de funcdo dos mutantes nesses genes formaram sementes
pequenas. O tamanho pequeno dessas sementes nesses mutantes é determinado
pelo genodtipo de tecidos zigbticos em vez do gendtipo de tecidos maternos,

indicando que esses genes atuam zigoticamente para regular o crescimento da
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semente (LI; LI, 2015). O controle genético do tamanho de semente por esses genes
tem sido discutido em algumas revisbes (SUNDARESAN, 2005; SUN;
SHANTHARAJ; KANG, 2010; KESAVAN; SONG; SEO, 2013).

Em contraste, fatores que agem maternalmente para regular o
tamanho de semente também foram descritos (JOFUKU et al., 2005; OHTO et al.,
2005; LI et al.,, 2008; ADAMSKI et al., 2009; XIA et al., 2013). Nestes casos, 0
tamanho da semente € determinado pelo gendtipo dos tecidos maternos. Os
tegumentos maternos que rodeiam o 6vulo formam o revestimento da semente apos
a fertilizagdo, que proporciona a cavidade para o crescimento do embrido e do
endosperma. O revestimento da semente foi proposto para estabelecer um limite ao
seu tamanho final (ADAMSKI et al., 2009; FANG et al., 2012; XIA et al., 2013; DU et
al., 2014).

Além disso, o mutante TRANSPARENT TESTA GLABRAZ2 (ttg2)
mostra uma reducédo no alongamento das células do tegumento e é deficiente para a
sintese de proantocianidina e deposi¢cdo de mucilagem no revestimento da semente.
Cruzamentos de ttg2 com iku2 resultam em maior redu¢do no tamanho de semente
do que em cada mutacdo individualmente, aumentando o abortamento (GARCIA;
FITZ GERALD; BERGER, 2005). Com o avanco da tecnologia gendémica, uma
estrutura para juntar uma via genética para o controle do tamanho de semente foi
proposta por Luo et al. (2005).

Apesar do progresso nha area de tecnologia genbmica, muitas
interrogagfes ainda permeiam sobre o tema. Sabe-se que h& diversos fatores
isolados ou interligados e que ndo se conhece como agem ou interferem. Por
conseguinte, perante a complexidade do assunto, estudos se fazem necessarios

para preencher as lacunas existentes.
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3 ARTIGO A: IDENTIFICACAO DE QTLS PARA CARACTERISTICAS DE
QUALIDADE DE SEMENTE DE TOMATE SOB INFLUENCIA DO AMBIENTE
MATERNO E DIFERENTES CONDICOES DE ESTRESSE NA GERMINACAO

3.1 RESuMO

O sucesso da germinacgao, crescimento e rendimento de cada cultura depende da
qualidade das sementes utilizadas para o cultivo, com influéncia das condi¢cdes
ambientais. Portanto, esse estudo teve como objetivo identificar QTLs para
caracteristicas de qualidade de semente de tomate, em Linhagens Endogamicas
Recombinantes (RILs) sob influéncia do ambiente materno e diferentes condi¢des de
estresse na germinacdo. As RILs foram obtidas do cruzamento entre S.
lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S. pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’) em
diferentes condi¢cdes materna. A fenotipagem das caracteristicas de qualidade de
semente da populacdo de RILs foi obtida a partir do teste de germinacdo de
sementes sob quatro condicbes ambientais: Agua (controle), -0.5 MPa de NaCl
(estresse salino), -0.5 MPa de Manitol (estresse osmotico) e 35°C — Alta
Temperatura (estresse térmico). As variaveis analisadas foram: Germinacdo maxima
(Gmax), Taxa de germinacdo (tso™'), Area sob a curva de germinagio (AUC) e
Uniformidade (Uss16™'). Com base na populacédo de RILs, a genotipagem foi obtida
por mapa de ligacdo génica, a partir de marcadores SNPs, 0s quais abrangem todo
o genoma do tomate. Com o auxilio do software MapQTL®6.0 foram identificados
QTLs para as variaveis analisadas. Considerou-se significativo QTLsS com escore
LOD igual ou superior a 2,00. Além disso, foi feito o heatmap de acordo com o0s
escores LOD para visualizar o intervalo de confiangca de cada QTL nos 12
cromossomos do tomate. No total 124 QTLs foram identificados, sendo 25 para
Gmax, 49 para tso, 42 para AUC e oito para Usai6t; com escores LOD variando de
2,01 a 4,71. Observou-se influéncia das condicbes materna e de germinacdo na
identificacdo de QTLs. As RILs cultivadas em ambiente materno com menor teor de
nitrato (NO) favoreceram a identificacdo de mais QTLs. Quanto ao efeito do
ambiente de germinac&o, foram identificados 39 QTLs em Agua, 23 em NaCl, 27 em
Manitol e 35 em Alta Temperatura. Além disso, o efeito aditivo dos alelos Money e
Pimp também apresentou influéncia das condicbes ambientais de germinacéo, ja

gue sob Manitol e Alta Temperatura, 40,7% e 65,7% dos QTLs apresentaram efeito
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aditivo do alelo Pimp, respectivamente. Porém, ao considerar conjuntamente todas
as condi¢cOes ambientais avaliadas, houve um equilibrio do efeito aditivo entre o alelo
de Money e de Pimp. A maioria dos QTLs foram identificados nos cromossomos 6 e
11, sendo 36 e 27 QTLs, respectivamente. Nos intervalos de confianca entre 0-104.3
cM no cromossomo 6 e entre 0-36.1 cM no cromosomo 11 foram encontradas
sobreposicoes de QTLs. Este estudo ilustra a complexidade subjacente a base
genética para a germinacdo das sementes, mas de extrema importancia, ja que a
identificacdo de QTLs associados aos diferentes parametros de germinacdo em
diferentes condigbes ambientais facilita a elucidagdo dos mecanismos moleculares
que controlam esse processo em sementes. Além disso, os marcadores moleculares
ligados aos QTLs podem ser utilizados na selecdo assistida por marcadores,
proporcionando um meétodo rapido para selecionar gendtipos especificos sem a
necessidade de avaliar extensivamente fenotipos em todas as fases do programa de
melhoramento. Assim, a variacdo fenotipica nos dois progenitores e na populacao
de RIL e a resolucdo e o tamanho dessa populacao foi suficiente para encontrar
QTLs para o qualidade de semente, sendo a populacdo de RIL uma ferramenta para

o estudo das caracteristicas quantitativas.

PALAVRAS-CHAVE: Cromossomo. Linhagens Endogamicas Recombinantes. Loci
de Caracteristicas Quantitativas. RIL. Solanum lycopersicum. S. pimpinellifolium.

3.2 ABSTRACT

The success of germination, growth and yield of each crop depends on the quality of
the seeds used for growing, influenced by environmental conditions. Therefore, the
aim of this study was to identify QTLs for tomato seed quality traits in Recombinant
Inbred Lineages (RILs) under the influence of maternal environment and different
stress conditions on germination. RILs were obtained from the cross between S.
lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S. pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’)
under different maternal conditions. Phenotyping of the seed quality traits of the RILs
population was obtained from the germination assay under four environmental
conditions: Water (control), -0.5 MPa NaCl (salt stress), -0.5 MPa Mannitol (osmotic
stress) And 35°C — High Temperature (thermal stress). The variables analyzed were:

Maximum germination (Gmax), Germination rate (tso”'), Area under the germination
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curve (AUC) and Uniformity (Uss167'). Based on the RIL population, genotyping was
obtained by binding map of gene, from SNPs markers, which cover the entire tomato
genome. With the aid of MapQTL®6.0 software, QTLs were identified for the analyzed
variables. With the aid of MapQTL®6.0 software, QTLs were identified for the
analyzed variables. QTLs with a LOD score equal to or greater than 2.00 were
considered significant. In addition, the heatmap was made according to the LOD
scores to visualize the confidence interval of each QTL on the 12 tomato
chromosomes. A total of 124 QTLs were identified, 25 for Gmax, 49 for tso, 42 for
AUC, and eight for Usa1s6!; with LOD scores ranging from 2.01 to 4.71. We observed
influence of maternal and germination conditions on the QTLs identification. RILs
grown in maternal environment with lower nitrate content (NO=S) favored the
identification of more QTLs. Regarding the effect of the germination environment, we
identified 39 QTLs in Water, 23 in NaCl, 27 in Mannitol and 35 in High Temperature.
Furthermore, the additive effect of the Money and Pimp alleles also showed influence
by germination environmental conditions, since under Mannitol and High
Temperature, 40.7% and 65.7% of the QTLs showed additive effect of allele Pimp
respectively. However, when considering all environmental conditions evaluated
together, there was an balanced of the additive effect between the Money and Pimp
alleles. Most QTLs were identified on chromosomes 6 and 11, being 36 and 27
QTLs, respectively. In the confidence intervals between 0-104.3 cM on chromosome
6 and between 0-36.1 cM on chromosome 11 were found overlaps of QTLs. This
study illustrates the complexity underlying the genetic basis for seed germination, but
it is extremely important, since the identification of QTLs associated with different
germination parameters under different environmental conditions facilitates the
elucidation of the molecular mechanisms that control this process in seeds. In
addition, molecular markers linked to QTLs can be used in marker assisted selection,
providing a fast method for selecting specific genotypes without the need to
extensively evaluate phenotypes at all stages of the breeding program. So, the
phenotypic variation in both parents and in the RIL population and the size and
resolution of this population was sufficient to find QTLs for seed quality, being the RIL
population a tool for the study of quantitative traits.

KEYWORDS: Chromosome. Recombinant Inbred Lines. Quantitative Trait Loci. RIL.

Solanum lycopersicum. S. pimpinellifolium.
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3.3 INTRODUGAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) € considerado uma das
horticolas mais cultivadas e consumidas no mundo, sendo uma importante
commodity global (KIMURA; SINHA, 2008). A producdo de tomate tem uma
demanda crescente do mercado, sendo que na safra 2013-2014 a produ¢do mundial
alcancou 163,4 milhdes de toneladas e rendimento de 348,6 mil Kg ha! (FAOSTAT,
2016).

No tomateiro cultivado e nas suas espécies selvagens ha variacdo
natural substancial para a tolerancia ao estresse abiético. O germoplasma de tomate
do tipo selvagem é uma fonte rica de variabilidade genética desejavel, jA que muitas
dessas espécies foram identificadas com alta tolerancia a estresses bibticos e
abioticos (KIMURA; SINHA, 2008; BOLGER et al., 2014).

Em comparacdo com outras espécies de tomateiro silvestre, S.
pimpinellifolium é a mais relacionada ao S. lycopersicum e, portanto, prontamente
hibridizada (EBERT, 2013). Além disso, possui menos caracteristicas horticolas
indesejaveis e oferece varios beneficios para o estudo da variagdo genética natural
e caracteres morfolégicos. Logo, tem sido utilizada como um recurso genético em
programas de melhoramento (KAZMI et al., 2012).

Sabe-se que a semente € portadora de informacdes genéticas como
produtividade, tipo de fruto, resisténcia a patdgenos, entre outras, devido a sua
variabilidade (MACHADO NETO, 2014) e que o desempenho é determinado por trés
componentes interligados e interativos que constituem um tridngulo entre genética,
qualidade fisiolégica e ambiente. A qualidade de semente é um atributo agronémico,
guantitativamente herdado, além de ser um dos fatores que afeta o sucesso de uma
cultura (HILHORST; KOORNNEEF, 2007; HILHORST et al., 2010; BEWLEY et al.,
2013).

A qualidade de semente é definida como "o atributo de viabilidade e
vigor que permite o surgimento e o estabelecimento de plantulas normais em uma
ampla gama de ambientes" (KHAN et al.,, 2012). Este termo tem um significado
amplo que inclui essencialmente todos os atributos genéticos, fisiologicos e fisicos
das sementes, como: pureza fisica, viabilidade, caracteristicas de germinagao
(porcentagem, taxa e uniformidade), dorméncia, vigor (germinacgéo/crescimento em

condicbes de estresse), uniformidade no tamanho, massa seca de plantula,



76

morfologia do embrido e da plantula, armazenabilidade, auséncia de danos
mecanicos e capacidade de se desenvolver em uma planta vigorosa normal (FINCH-
SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006; BRADFORD; NONOGAKI, 2007).

O melhoramento de plantas centra-se principalmente no rendimento
de colheita e na resisténcia a doenga. No entanto, é igualmente essencial produzir
sementes que germinem rapida e uniformemente, além de estabelecer plantulas
vigorosas sob varios ambientes (KHAN, 2013). Estresses abidticos, tais como
temperaturas extremas, baixa disponibilidade de agua, altos niveis de sal e
deficiéncia e toxicidade mineral sdo frequentemente encontrados por plantas em
sistemas naturais e agricolas. Esses estresses estdo se tornando cada vez mais
importantes devido a diminuicdo da disponibilidade de agua de qualidade,
degradacdo do solo e pressdo das comunidades para a reducdo da intervencéo
quimica na agricultura (LANGRIDGE; PALTRIDGE; FINCHER, 2006).

Em estudo de avaliacdo de germoplasma, varios materiais genéticos
de tomateiro selvagem foram identificados como possuindo a habilidade de germinar
rapidamente sob estresse abidtico e a maioria das cultivares comerciais sao
sensiveis ao estresse ambiental durante a germinacdo de sementes e crescimento
inicial de plantulas (FOOLAD; ZHANG; SUBBIAH, 2003). De acordo com Foolad et
al. (2003), a semente da espécie selvagem germinou significativamente mais rapido
do que a das linhagens melhoradas em condi¢cdes de ndo-estresse, bem como em
condicBes de frio, salinidade e seca.

Com o reconhecimento de que a expressao da maioria das
caracteristicas é influenciada por multiplos genes e fatores ambientais, a genética
guantitativa tornou-se o paradigma para a analise da variacdo fenotipica e da
evolucdo. Assim, a analise de caracteres quantitativos € uma abordagem para a
quantificacdo de caracteristicas complexas em um mapeamento de populacéo
derivada de um cruzamento entre genotipos distintos. A associacédo do fendtipo com
0 gendtipo analisado por marcadores moleculares é efetiva para a analise de Loci de
Caracteristicas Quantitativas (QTLs) (LIU, 1997; LYNCH; WALSH, 1998). QTL é
uma regiao do genoma contendo uma diferenca alélica que causa uma alteracao no
fendtipo (LORENZ; COHEN, 2012), ou seja, representam as regides gendmicas
contendo um locus ou varios loci intimamente ligados, que contribuem para a

variancia total da caracteristica (KHAN, 2013).
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As caracteristicas de vigor de sementes e de plantulas tém uma
base genética complexa, controladas por muitos genes e portanto, sdo adequadas
para analise de QTL; os estudos de QTL sobre a qualidade de semente revelaram,
geralmente, a influéncia de QTLs de pequeno a grande efeito fenotipico. Estudos de
QTL realizados em populacdes de cruzamentos interespecificos entre tomateiro
cultivado e silvestre permitiram a identificacdo de loci controlando a qualidade de
semente (KAZMI et al., 2012; KHAN et al., 2012). Segundo estudo conduzido por
Capel et al. (2015), as andlises genéticas enfatizam a importancia do
desenvolvimento e caracterizacdo de populagcdes de Linhagens Endogamicas
Recombinantes (RILs) geradas a partir de espécies silvestres como uma fonte
genética e de variabilidade fenotipica.

O uso das denominadas "populacdes de mapeamento imortal”
consistindo de RILs homozigoéticas é uma ferramenta para uso na analise de QTL e
com papel fundamental na obtencdo de valores de caracteristicas sob diferentes
condicbes ambientais. Este tipo de populacdes € obtido pelo método SSD
(Descendente de uma Unica Semente) de plantas F2 até Fs ou mais geracées até as
RILs se tornarem predominantemente homozigéticas. Estas sao importantes, porque
permitem a realizacdo de repeticdes e multiplas analises da mesma populacéo e,
portanto, um grande numero de caracteristicas podem ser mapeadas em uma
populacdo (KOORNNEEF; ALONSO-BLANCO; VREUGDENHIL, 2004). Além disso,
uma populacdo de RIL é mais eficiente do que a populacdo F2, por exemplo, dos
mesmos parentais, ja que menos individuos sdo necessarios para detectar ligacdo
de mesma magnitude entre marcadores e QTL (BURR; BURR, 1991).

A abordagem de QTL ja foi usada para localizar regides genémicas
controlando caracteristicas de tomate na qualidade de fruto (CAUSSE et al., 2002;
CAPEL et al., 2015), resisténcia a praga (SALINAS et al.,, 2013), caracteristicas
morfolégicas (PARAN; GOLDMAN; ZAMIR, 1997) e caracteristicas de semente
(DOGANLAR; FRARY; TANKSLEY, 2000; FOOLAD; ZHANG; SUBBIAH, 2003;
KAZMI et al., 2012; KHAN et al., 2012). No entanto, ainda ndo h& informacéo
suficiente disponivel sobre os componentes genéticos das caracteristicas de
qualidade de semente e de plantula e suas interacdes entre espécies de tomateiro
cultivada e selvagem (KHAN, 2013; MOREJON, 2013).

Essa abordagem sistematica, estudando populacdes genéticas que

diferem nos parametros de qualidade de semente e de plantula fornecera
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informagdes sobre o envolvimento de genes e dos processos que eles controlam
(LIGTERINK; JOOSEN; HILHORST, 2012). Um fator pouco explorado, mas que
também atua na qualidade de semente € o ambiente materno (HE et al., 2014).
Estudos tém avaliado o seu efeito em diferentes aspectos da qualidade de semente,
incluindo dorméncia, tamanho, massa e germinagéo, constatando que a qualidade
de semente é dependente do ambiente durante a sua formacdo, (VALENCIA-DIAZ;
MONTANA, 2005; CONTRERAS et al., 2008; ZAS; CENDAN; SAMPEDRO, 2013).

Isso ocorre em razdo das condi¢cdes ambientais e a disponibilidade
de recursos poderem determinar a quantidade que as plantas mé&e alocam as
sementes em desenvolvimento, e, por sua vez, afetar caracteristicas que
determinam a qualidade de semente e consequentemente, o estabelecimento de
plantulas, especialmente sob condicbes competitivas e de estresse (CASTRO et al.,
2006, METZ et al., 2010).

Desta forma, dado a interacdo entre o gendtipo de semente e o
ambiente materno (POSTMA; AGREN, 2015), estudos ainda se fazem necessarios,
a exemplo dos que objetivam avaliar o efeito dos ambientes maternos na
idenfificacdo de QTLs, ja que € sabido que ha efeito do ambiente materno sob
importantes caracteristicas das sementes (HALPERN, 2005; VIOLLE et al., 2009).

Além disso, como a investigacdo da base genética da variabilidade
da germinacdo de sementes permanece aberta, devido a caréncia de estudos
integrativos em uma escala de populacdo, ha a necessidade de determinar a base
genética de caracteristicas de germinacdo de tomate sob diferentes condi¢cbes de
estresse, 0s quais podem atrasar ndo apenas a germinacao, mas também o inicio, a
taxa e a uniformidade de germinacéo. Assim, € importante incluir os varios aspectos
da germinacdo cumulativa para quantificar as diferentes caracteristicas de qualidade
de semente sob varias condi¢gdes de ambiente (SAEEDIPOUR, 2013).

Portanto, para elucidar os mecanismos moleculares subjacentes as
caracteristicas quantitativas, esse estudo teve como objetivo identificar QTLs para
caracteristicas de qualidade de semente de tomate, em Linhagens Endogamicas
Recombinantes sob influéncia do ambiente materno e diferentes condicbes de

estresse na germinagao.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Material Vegetal e Condi¢cdes de Crescimento

A populacéo foi obtida por cruzamento entre Solanum lycopersicum
(cv. Moneymaker, 'Money'), uma linhagem avancada de tomateiro horticulturalmente
superior e S. pimpinellifolium (G1.1554, 'Pimp’'), um acesso endogamico auto-
compativel de uma espécie selvagem para produzir Linhagens Endogamicas
Recombinantes (RILs) (VOORRIPS et al., 2000). As RILs foram cultivadas em cinco
ambientes maternos, denominados RIL 1, RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL 5, sob condi¢tes
controladas em casas-de-vegetacdo da Universidade de Wageningen [Wageningen
University (WUR) - Unifarm WUR, Holanda] e de trés empresas holandesas de
melhoramento vegetal (Tabela 3.1). Foram cultivadas no minimo duas plantas por

ambiente materno.

Tabela 3.1 — Populacéo de RILs de S. lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S.
pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’) cultivadas em cinco ambientes maternos em casa-
de-vegetacao.

Ambiente 3 pe Fotoperiodo  Temperatura Local de

Materno (MM)  (MM) Substrato Luz/Escuro Diurna/Noturna producio
(RILS) (hrs) (°C)
RIL 1 14,0 10,0 Lade Rocha 16/8 ~25/15 WUR
RIL 2 1,4 1,0 La de Rocha 16/8 =~25/15 WUR
RIL 3 =80 =10 Solo 16/8 ~25/15 Empresa 1
RIL 4 14,0 2,0 Fibrade Coco 16/8 ~25/15 Empresa 2
RIL 5 140 1,0 La de Rocha 16/8 =~25/15 Empresa 3

Fonte: o préprio autor

3.4.2 Colecdo de Sementes

As flores foram polinizadas manualmente duas vezes por semana. A
colheita dos frutos foi realizada em duas ou trés ocasifes por planta para obter a
guantidade suficiente de sementes, sendo que os frutos da primeira colheita foram
descartados. As sementes foram coletadas de frutos maduros e extraidas com ajuda
de acido cloridrico a 1% (HCI) por 1,5 h para remover a mucilagem aderente as
sementes. As sementes foram enxaguadas em agua com auxilio de uma peneira de
malha fina para remover os residuos e o acido cloridrico, e imersas numa solucao de

fosfato trissddico (NasPO4.12H20) para desinfecc¢éo.
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Finalmente, as sementes foram secas em papel de filtro durante trés
dias a 20°C, limpas com a ajuda de um escovador de sementes (Seed Processing
Holland BV, Enkhuizen, Holanda, http://www.seedprocessing.nl) para remover as

impurezas e armazenadas em sacos de papel em condigcdo ambiente.

3.4.3 Fenotipagem de Caracteristicas de Qualidade de Semente de Populacdo de
RILs

3.4.3.1 Teste de germinacao

As sementes foram submetidas ao teste de germinacdo em quatro
condi¢cdes ambientais: Agua (condicdo ndo-estressante = controle) e trés condicdes
de estresse - NaCl (estresse salino), Manitol (estresse osmatico) e Alta Temperatura
(estresse térmico). Para isso, utilizou-se duas repeticdes de 50 sementes cada; com
sementes dos progenitores Money e Pimp e da populacdo de Linhagens
Endogamicas Recombinantes (RILs) (Tabela 3.1).

As sementes foram semeadas em condicdes assépticas em
bandejas de germinagédo (21 x 15 cm DBP Plastics, http://www.dbp.be), contendo
uma folha de papel de filtro branco (20.2 x 14.3 cm; Allpaper, http://www.allpaper.nl).
Para umedecer o substrato, utilizou-se 15 mL de agua Milli-Q para os tratamentos
sob Agua e Alta Temperatura e 15 mL de solu¢cbes de NaCl e Manitol para o0s
tratamentos sob estresse salino e osmdético, respectivamente.

As condicbes de estresse salino e osmotico foram obtidos por
solu¢cbes aquosas com concentracdo de -0,5 MPa de NaCl e -0,5 MPa de manitol,
respectivamente. As concentracfes especificas de NaCl e Manitol foram
determinadas de acordo com Michel e Radcliffe (1995).

As bandejas de germinacdo foram arranjadas em delineamento
inteiramente casualizado. Um méaximo de 17 bandejas foram empilhadas, sendo
duas bandejas vazias colocadas na extremidade superior e inferior da pilha,
contendo duas camadas de papel de filtro branco e 15 mL de agua cada, para evitar
a evaporacao desigual. Cada pilha de bandejas foi coberta com tampa ajustada e
envolta com saco de plastico transparente, fechada e incubada a 4°C durante trés
dias para estratificacdo. Porteriormente, acondicionou-as aleatoriamente em

germinador (tipo 5042; Seed Processing Holland, http://www. seedprocessing.nl), a



81

25°C para as condigdes de Agua, NaCl e Manitol e a 35°C para a condicéo de Alta
Temperatura.

O experimento foi conduzido no escuro, exceto nos intervalos de
contagem da germinacdo, a qual foi conduzida sob lampada fluorescente. A
germinacao foi avaliada visualmente, considerando germinada a semente com
protrusdo da radicula. As avaliacbes sucederam em intervalos de 12 horas até
atingir a estabilizacdo da germinacdo, ou seja, até ndo se observar germinacéo

adicional durante 24 h.

3.4.3.2 Célculo de Gmax, tsol, AUC e Usais?

Neste estudo, para analisar diferentes parametros das curvas de
germinacdo cumulativas, utilizou-se o médulo de ajuste do software Germinator
(JOOSEN et al., 2010). As linhagens dos progenitores e da populacdo de RILs foram
submetidas as diferentes condicbes de germinacdo e avaliou-se as seguintes
variaveis: Germinacdo Maxima (Gmax, %), Taxa de Germinacdo [tso! - Tempo
reciproco para alcancar 50% de germinacdo de sementes viaveis (h'1)], Area sob a
Curva de Germinacgao [AUC - Integracdo da curva ajustada entre t = 0 e um ponto
final definido pelo usuéario (x)] e a Uniformidade [Ussis! - Intervalo de tempo
reciproco para germinar entre 84 e 16% de sementes viaveis (h1)]. Foram
calculados tso! e Usa16™! apenas para os tratamentos em gque as sementes da maioria
das linhagens dos progenitores e da populacédo de RILs completaram uma fracéo
correspondente a pelo menos 50 e 84% de germinacgao, respectivamente. Para os
parametros de germinacdo, calculou-se a média das duas repeticdes e estas foram

utilizadas para a analise de QTL.

3.4.4 Genotipagem

Os dados genotipicos foram obtidos com base no mapa de ligacdo
génica do tomate, o qual consiste em 12 grupos de ligacdo. Marcadores SNPs foram
utilizados para estudar a segregacao dos alelos parentais nas RILs provenientes do
cruzamento entre S. lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S. pimpinellifolium
(G1.1554, ‘Pimp’) conforme metodologia proposta por Viquez-Zamora et al. (2013;
2014).
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3.4.5 ldentificacdo de QTLs

Baseado na genotipagem, para a identificacdo de QTLs para
qualidade de semente (Gmax, tso!, AUC e Usael), utilizou-se o software de
mapeamento MapQTL®6.0 (VAN OOIJEN; MALIEPAARD, 2003). As andlises de
QTL foram realizadas com base no mapa de ligagdo em marcadores estabelecidos
das linhagens parentais e populacdo de RILs, que contém 865 marcadores SNP
(KAZMI et al.,, 2012). Um modelo de mapeamento de QTL multiplo (MQM) foi
utilizado para identificar QTLs potenciais (JANSEN et al., 1995) como implementado
em MapQTL®6.0. Neste método, os marcadores dos progenitores foram
selecionados para assumir o papel do QTL putativo como co-fatores para reduzir a
variancia residual.

Realizou-se uma analise de MQM em duas etapas. Na primeira, 0
mapeamento de intervalo convencional foi realizado a cada 2 cM; os perfis LOD do
mapeamento de intervalos foram inspecionados e o marcador mais proximo de cada
pico de LOD selecionado como cofator para realizar a analise de mapeamento de
MQM. Vérios ciclos foram realizados para se obter o nimero maximo de cofatores
para a analise de MQM. Estes marcadores de cofatores foram entdo sujeitos a
eliminacdo por retrogradacédo, tal como implementado em MapQTL®6.0, de modo a
selecionar o melhor modelo para a segunda etapa da andlise de MQM. O
procedimento de eliminacdo por retrogradacdo retira um cofator de cada vez, de
modo a criar um subconjunto de cofatores. A verossimilhnanca destes modelos de
subconjuntos € comparada com a do modelo completo com todos os cofatores e o
modelo de subconjunto que causa a menor alteracdo na verossimilhanca € escolhido
como o0 conjunto inicial para uma subsequente rodada de eliminacdo. Este processo
continua até que a alteracdo na verossimilhanca seja significativa de acordo com o
p-valor = 0,05 para o teste. O conjunto de cofatores retidos foi utilizado na segunda
fase da analise de MQM.

No perfil LOD final, os QTLs foram confirmados de acordo com o
limiar de LOD variando de 2,0 a 7,0 (taxa de falso-positivo de todo o genoma, a 5%),
dependendo do comprimento do mapa cromossémico e do numero de pares
cromossdmicos (VAN OOIJEN, 1999). Para determinar se QTLs entre diferentes
caracteristicas foram significativamente co-localizados, primeiramente, foi

determinado o numero de QTLs de diferentes caracteristicas com intervalos de
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confianga sobrepostos. Em seguida, os intervalos de confianca de QTL foram
randomizados 1000 vezes através do genoma, e a distribuicdo do niumero de QTLs
sobrepostos de diferentes tracos determinada. Se este numero de QTLs
aleatorizados fosse menor do que a sobreposicdo do QTL original em 95% das
vezes, a co-localizacéo foi considerada significativa.

Por fim, o Heatmap foi obtido com o auxilio do software R (R Core
Team 2016).

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Variacéo Fenotipica em Caracteristicas Relacionados a Qualidade de Semente

- Mapeamento de QTLs para Diferentes Caracteristicas

A anadlise de mapeamento de QTL mudltiplo (MQM) revelou um total
de 124 QTLs significativos, sendo: 39 sob condicdes de Agua, 23 sob NaCl, 27 sob
Manitol e 35 sob Alta Temperatura (Tabelas 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5).

Na Tabela 3.2 é possivel observar que a maioria dos QTLs
significativos relacionados as caracteristicas de qualidade de semente sob néo-
estresse esta presente nos cromossomos 6 e 11, em que foi identificado 11 QTLs
em cada um destes cromossomos. No cromossomo 6 muitos QTLs foram
identificados em torno da regido 104,3 cM e no cromossomo 11 em torno de 36,1
cM.

Assim, torna-se possivel identificar a regido do(s) cromossomo(s)
capaz de expressar as variaveis analisadas, a fim de estreitar as regibes genéticas,
conduzindo ao mapeamento refinado dos cromossomos, com o intuito de fazer a
identificacdo de genes responsaveis pelas caracteristicas ligadas a qualidade de
semente, e posterior clonagem. Esses resultados séo de extrema importancia para a
tecnologia genbmica, servido de ferramenta para diversas areas da biotecnologia e

da genética.
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Tabela 3.2 — QTLs significativos associados as caracteristicas de qualidade de
semente de tomate (Gmax, tso™!, AUC e Usss™') em populagcdo de RILs (S.
lycopersicum x S. pimpinellifolium) cultivada em cinco ambientes maternos (RIL 1,
RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL 5) sob condi¢éo de germinacido em Agua.

Intervalo de . A A .
Cromossomo!  confianga  Marcador? Efgo[;e 'Zf.e.'tos Varloanua variancia
(cM) aditivo (%) total
RIL 1 — Agua — tso!
6 0,0-62,6 33676754 2,28 0,004551 10,0 22 2
11 8,8-36,1 48283991 2,8  -0,00417 12,2 ’
RIL 1 — Agua — AUC
6 0-61,6 33676754 2,43 11,0744 10,7
6 74,0-104,3 43761285 2,03 8,8081 9,0 43.9
7 15,8-45,5 28076245 2,41  -9,1943 10,6 ’
11 13,4-36,1 48586795 3,15 -10,4661 13,6
RIL 2 — Agua — tso!
4 23,7-57,4 2773272 3,13  0,004064 13,4
6 90,7-104,3 43580814 3,69 0,004299 15,6
8 59,6-91,5 58825288 3,34 -0,00438 14,3 70,7
11 19,2-35,1 48283991 3,97 -0,00458 16,7
12 0,0-17,5 542585 2,46  0,003515 10,7
RIL 2 — Agua — AUC
4 24,2-47,2 2773272 2,91 11,5146 12,5
6 90,1-104,3 43580814 3,88 12,8939 16,4
7 7,8-43,4 28076245 2,43 -11,0131 10,6 84.3
8 62,6-92,1 58825288 3,91 -13,6274 16,5 ’
11 17,6-31,8 48283991 4,2  -13,8881 17,6
12 0,0-22,4 542585 2,46 10,2908 10,7
RIL 2 — Agua — Usa16t
7 7,8-46,1 28076245 2,13  -0,02496 9,3
8 53,6-95,8 58825288 2,94 -0,03124 12,7 32,9
11 15,5-36,1 48586795 2,5 -0,027 10,9
RIL 3 — Agua — Gmax
2 0,0-24,9 32325113 2,3  -0,08635 10,1 10,1
RIL 3 — Agua — tso!
1 26,4-119,9 72402911 2,04 -0,00383 9,0
1 119,9-152,4 86636577 2,28 -0,00322 10,0
4 4,2-48,5 3143736 2,14  0,00314 9,5 49,5
6 0,0-104,3 43580814 2,06 0,003073 9,1
11 6,4-36,1 48283991 2,73 -0,00361 11,9
RIL 3 — Agua — AUC
4 23,7-46,7 3143736 2,35 8,0157 10,3
6 0,0-58,7 33676754 2,34 9,4769 10,2 29,3
11 0,0-43,5 5279605 2,01  -7,4862 8,8
RIL 3 — Agua — Usa16t
7 0,0-74,7 55492731 2,03  -0,02105 9,0 9,0

Continua
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Tabela 3.2 — Continuacao...

Intervalo de fei Variancia  Varanci
Cromossomo! confianga  Marcador? Efgc:)re El.e.'tOS arloanma ariancia
(cM) aditivo (%) total
RIL 4 — Agua — tso!
5 27,2-48,6 3036208 3,08 0,003842 13,9 26.6
11 7,4-32,8 7159216 2,81 -0,00371 12,7 ’
RIL 4 — Agua — AUC
6 0,0-68,4 33676754 2,23 10,2835 10,2 223
11 4,7-35,1 7159216 2,66 -9,518 12,1 ’
RIL 4 — Agua — Usa16!
6 0,0-48,0 31371391 2,53 0,028772 11,6 11,6
RIL 5 — Agua — tso!
6 87,3-104,3 43580814 3,16 0,004651 13,5 311
11 12,3-35,1 48283991 4,19 -0,00528 17,6 ’
RIL 5 — Agua — AUC
6 87,0-104,3 43580814 2,7 9,2726 11,7 206
11 12,3-35,1 48586795 4,29 -11,4196 17,9 ’

1Cromossomo em que os QTLs foram detectados.

2Marcador mais préximo da posicdo dos QTLs identificados.

30 sinal positivo e negativo significa que o alelo de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium
contribuiu para o aumento da caracteristica no locus, respectivamente.

Fonte: o préprio autor

Em relacéo ao efeito aditivo, observou-se que a contribuicédo do alelo
de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium é semelhante para as caracteristicas
avaliadas quando as sementes germinaram sob condi¢des de Agua. O alelo de S.
lycopersicum (sinal positivo) em QTLs no cromossomo 6 e o alelo de S.
pimpinellifolium (sinal negativo) em QTLs no cromossomo 11 contribuiram para
melhora das caracteristicas (Tabela 3.2).

Quando as sementes foram submetidas a condicdo de NaCl, quatro
QTLs foram identificados tanto no cromossomo 6 quanto no cromossomo 8. Todos
0os QTLs identificados no cromossomo 6 apresentam intervalo de confianga
terminando em 104,3 cM, regido que tem atraido a atencéo devido aos muitos QTLs
identificados para caracteristicas da qualidade de semente. Além disso, foram
identificados QTLs comuns tanto para condi¢cbes de Agua como de NaCl (Tabela
3.3).
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Tabela 3.3 — QTLs significativos associados as caracteristicas de qualidade de
semente de tomate (Gmax, tso™!, AUC e Usss™') em populagcdo de RILs (S.
lycopersicum x S. pimpinellifolium) cultivada em cinco ambientes maternos (RIL 1,
RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL 5) sob condi¢cdo de germinacdo em NacCl.

Intervalo de foi Variancia  \Varianci
Cromossomo!  confianca  Marcador? Efgo[;e 'Z.e.'tos arloanma anancia
(cM) aditivo (%) total
RIL 1 — NaCl —tso!
6 81,0-104,3 43580814 2,76 0,001664 12,3 238
9 59,9-88,3 61256180 2,56 -0,00161 11,5 '
RIL 1 — NaCl — AUC
6 77,2-104,3 44673006 2,1  4,07356 9,5 196
11 1,0-41,1 48283991 2,25 -4,00443 10,1 '
RIL 2 — NaCl — Gmax
4 57,9-88,7 55015520 2,9 0,193516 12,6 12,6
RIL 2 — NaCl — tso!
2 0,0-28,7 32325113 2,72 0,002361 12,2
4 0,0-91,8 55204967 2,09 0,001928 9,5
6 86,5-104,3 44673006 2,89 0,002305 12,9 62,8
7 6,8-40,6 28076245 2,54 -0,00238 11,5
8 64,6-106,7 57382614 3,82 -0,00253 16,7
RIL 2 — NaCl — AUC
2 0,0-42,3 32325113 2,25 6,93581 10,2
4 2,7-84,6 54809312 2,27 6,19559 10,3 36,1
8 62,6-91,5 57382614 3,54 -7,60832 15,6
RIL 3 — NaCl — Gmax
1 62,8-105,2 72402911 2,58 -0,24656 11,5
2 81,1-94,8 49269256 2,84 -0,21013 12,6 34,1
8 36,0-60,6 15684236 2,23 0,187325 10,0
RIL 3 — NaCl — Usa16?t
3 12,1-116,3 58231771 2,08 -0,00407 9,5 9,5
RIL 4 — NaCl — Gmax
8 42,9-62,6 15684236 2,36 0,171901 10,8 10,8
RIL 4 — NaCl — tsot
9 15,2-35,0 3440493 3,15 -0,00191 14,4 14,4
RIL 4 — NaCl — AUC
9 6,5-35,9 3440493 2,23  -4,90186 10,5 10,5
RIL 5 - NaCl —tso!
6 79,2-104,3 44673006 2,64 0,001817 11,7 226
11 12,3-36,1 48283991 2,46 -0,00167 10,9 ’
RIL 5 — NaCl — AUC
11 12,3-37,3 48283991 2,35 -5,7102 10,3 10,3

1Cromossomo em que os QTLs foram detectados.
2Marcador mais préximo da posicdo dos QTLs identificados.
30 sinal positivo e negativo significa que o alelo de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium
contribuiu para o aumento da caracteristica no locus, respectivamente.

Fonte: o préprio autor
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Os alelos de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium contribuem de

forma semelhante para a identificacio de QTLs sob condicbes de Agua e NaCl, uma

vez que o efeito aditivo de Pimp é de 53,8% e 52,2%, respectivamente (Tabelas 3.2

e 3.3).

Com relacdo aos QTLs de qualidade de semente sob condicdo de

Manitol, observou-se que a maioria dos QTLs significativos foram identificados

novamente no cromossomo 6, sendo nove dos 27 QTLs identificados nessa

condicéo (Tabela 3.4). Comparando os QTLs identificados nas condi¢ées de Agua,

NaCl e Manitol, observa-se que estas condi¢6es foram favoraveis na identificacédo de
QTLs relacionados a tso! e AUC (Tabelas 3.2, 3.3 € 3.4).

Tabela 3.4 — QTLs significativos associados as caracteristicas de qualidade de
semente de tomate (Gmax, tso™!, AUC e Usai6') em populacdo de RILs (S.
lycopersicum x S. pimpinellifolium) cultivada em cinco ambientes maternos (RIL 1,
RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL 5) sob condi¢cdo de germinacdo em Manitol.

Intervalo de o Variancia  Varanci
Cromossomo!  confianca  Marcador? Efgcge Ijelltos arloanma arlan|C|a
(cM) aditivo (%) tota
RIL 1 — Manitol — Gmax
4 58,4-93,0 54809312 2,29 0,145644 10,2 198
6 0,0-104,3 33676754 2,15 0,169311 9,6 '
RIL 1 — Manitol — tsot
6 79,2-104,3 43761285 2,81 0,001773 12,5 250
11 12,9-37,3 48283991 2,81 -0,00171 12,5 ’
RIL 1 — Manitol — AUC
6 78,2-104,3 43761285 2,26  4,89176 10,2 20.2
11 7,4-41,1 48283991 2,23  -4,67597 10,0 '
RIL 2 — Manitol — tso
2 12,3-24,9 33753248 3,68 0,002885 15,6
4 27,2-61,2 4936160 3,28 0,00238 14,0 547
6 78,2-104,3 43761285 3,1  0,002389 13,3 ’
11 12,3-37,3 48283991 2,71 -0,00225 11,8
RIL 2 — Manitol — AUC
2 1,6-48,7 33753248 2,57 41,815 11,2
4 21,0-109,3 55015520 2,28 34,972 10,0 45.4
6 80,2-104,3 44673006 3,02 41,453 13,0 ’
11 12,3-33,8 47411518 2,57 -36,732 11,2
RIL 2 — Manitol — Uga16!
6 77,2-104,1 41853344 3,15 0,009511 13,5 13,5
RIL 3 — Manitol — Gmax
1 42,5-119,9 72402911 2,07 -0,2227 9,1 219
2 87,7-94,8 49269256 2,98 -0,2149 12,8 '

Continua
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Tabela 3.4 — Continuacao...

Intervalo de fei Variancia  Vananci
Cromossomo! confianca  Marcador? Efch)Dre %.e.'tos arloanC|a ariancia
(cM) aditivo (%) total

RIL 3 — Manitol — tso?

11 0,0-37,9 46409027 2,37 -0,00158 10,6 10,6
RIL 4 — Manitol — Gmax

6 0,0-60,0 2043158 2,68 0,203046 13,0 13,0
RIL 4 — Manitol — tsp?

9 8,0-44,6 3440493 2,67 -0,00209 13,3 244

10 0,0-78,7 20239670 2,2 -0,00225 11,1 ’
RIL 5 — Manitol — tso!

2 0,0-28,0 33753248 2,57 0,002147 11,4

6 77,2-104,3 44673006 2,15 0,001761 9,6 30,5

9 21,8-117,9 61256180 2,12 -0,00168 9,5
RIL 5 — Manitol — AUC

2 0,0-28,0 33753248 2,552 7,19656 11,2

6 77,2-104,3 44903420 2,27 5,82372 10,1 31,7

9 48,3-72,6 58088185 2,34 -5,92005 10,4

1Cromossomo em que os QTLs foram detectados.

2Marcador mais préximo da posi¢cdo dos QTLs identificados.

30 sinal positivo e negativo significa que o alelo de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium
contribuiu para o aumento da caracteristica no locus, respectivamente.

Fonte: o préprio autor

Nos dados da qualidade de semente estudada sob condi¢cdes de
germinacdo em Alta Temperatura observa-se que a maior parte dos QTLs
identificados esta no cromossomo 6 e 11, ja que dos 35 QTLs identificados nesta
condicdo, 12 e oito QTLs de caracteristicas de qualidade de semente foram
identificados nestes cromossomos, respectivamente (Tabela 3.5).

Na analise dos dados da Tabela 3.5 € possivel verificar que o alelo
de S. pimpinellifolium tem grande contribuicdo em Gmax Sob condicionamento em
Alta Temperatura na maioria das RILs avaliadas. Além disso, a identificacdo de
QTLs para Gmax foi favoravel sob Alta Temperatura, com 56% dos QTLs para esta
caracteristica. Isso mostra a importancia da identificacdo de QTLs em diferentes
condicbes ambientais, uma vez que ha diferenciacdo na identificacdo de QTL de

acordo com as condi¢cdes em que as sementes sdo submetidas a germinacao.
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Tabela 3.5 — QTLs significativos associados as caracteristicas de qualidade de
semente de tomate (Gmax, tso™!, AUC e Usss™') em populagcdo de RILs (S.
lycopersicum x S. pimpinellifolium) cultivada em cinco ambientes maternos (RIL 1,
RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL 5) sob condi¢cdo de germinacdo em Alta Temperatura.

Intervalo de foi Variancia  Varianci
Cromossomo! confianca  Marcador? Ef(cjcge 'Z.e.'tos arloanma anancia
(cM) aditivo (%) total
RIL 1 — Alta Temperatura — Gmax
6 0,0-68,4 33676754 2,18 0,091607 9,7 0.0
11 0,0-30,8 5174517 2,32 -0,08771 10,3 '
RIL 1 — Alta Temperatura — tso!
6 85,3-104,3 44673006 2,91 0,004616 13,1 13,1
RIL 1 — Alta Temperatura — AUC
6 76,7-104,3 44673006 2,52 13,387 115 11,5
RIL 1 — Alta Temperatura — Uga16™!
6 0,0-48,0 29163698 2,42 0,011426 11,1 11,1
RIL 2 — Alta Temperatura — Gmax
11 17,6-30,1 47009022 4,05 -0,11921 17,0 17,0
RIL 2 — Alta Temperatura — tso!
3 0,0-123,9  seq-rs6541 2,03 -0,00553 9,1
6 90,7-104,3 43761285 3,22 0,005404 14,0 34,8
11 7,4-35,1 48283991 2,66 -0,00499 11,7
RIL 2 — Alta Temperatura — AUC
11 17,6-29,1 47009022 4,08 -60,448 17,5 17,5
RIL 3 — Alta Temperatura — Gmax
1 119,9-128,6 83852566 3,09 -0,11203 13,5
2 68,0-94,8 49087421 2,65 -0,10623 11,7
6 0,0-85,3 35229841 2,06 0,094336 9,2 57,9
9 0,0-33,3 3440493 2,56 -0,11297 11,3
11 0,0-27,8 46409027 2,76 -0,10793 12,2
RIL 3 — Alta Temperatura — tso!
6 76,7-104,3 44673006 2,1 0,003741 9,5 235
9 5,5-33,3 3440493 3,17 -0,00488 14,0 ’
RIL 3 — Alta Temperatura — AUC
1 119,9-152,4 83444565 2,36 -13,1303 10,6
9 12,7-31,3 3440493 3,58 -17,8161 15,6 37,1
11 0,0-34,1 46409027 2,42 -13,4063 10,9
RIL 4 — Alta Temperatura — Gmax
1 119,9-152,4 83852566 2,15 -0,07877 10,1 o5 1
11 0,0-134 5148492 3,27 -0,09746 15,0 ’
RIL 4 — Alta Temperatura — tso!
6 90,7-104,3 44903420 3,21 0,004587 14,8 35.2
9 14,2-32,3 3440493 4,56 -0,00609 20,4 '
RIL 4 — Alta Temperatura — AUC
6 90,7-104,3 44903420 2,95 14,4103 13,7 347
9 14,2-31,3 3440493 4,71  -19,9565 21,0 ’

Continua
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Tabela 3.5 — Continuacao...

Intervalo de , A A
1 : , [Escore Efeito Variancia Variancia
Cromossomo* confianca  Marcador B
(cM) LOD aditivo (%) total

RIL 5 — Alta Temperatura — Gmax

1 119,9-152,4 83852566 2,13 -0,09007 9,5
2 41,3-94,8 47296020 2,09 -0,08988 9,4 420
6 0,0-104,3 34172904 2,03 0,089517 9,1 ’
11 0,0-30,1 46409027 3,21 -0,11075 14,0

RIL 5 — Alta Temperatura — tso!
3 17,6-123,9 seqg-rs6541 2,07 -0,00376 9,5
6 90,7-104,3 44673006 3,4 0,004974 15,0 34,0
10 0,0-20,7 274856 2,09 -0,00383 9,5

RIL 5 — Alta Temperatura — AUC
3 22,3-123,9 seq-rs6541 2,13 -12,4127 9,7 29 4
6 89,1-104,3 44673006 2,83 14,8653 12,7 ’

1Cromossomo em que os QTLs foram detectados.

2Marcador mais préximo da posi¢cdo dos QTLs identificados.

30 sinal positivo e negativo significa que o alelo de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium
contribuiu para o aumento da caracteristica no locus, respectivamente.

Fonte: o préprio autor

3.5.2 Influéncia do Ambiente Materno na Identificacdo de QTLs

Assim como o0 ambiente de germinacéao influenciou na identificacdo
de QTLs, também ocorreu o efeito do ambiente materno, pois quanto menor o teor
de nitrato no cultivo das RILs, maior a contribuicdo para a identificacdo de QTLs. As
RILs 2 e 3, as quais foram conduzidas em 1,4 mM e =8,0 mM de NO3, foram as que
permitiram maior identificacdo de QTLs, num total de 36 e 27 QTLs significativos,
respectivamente (Tabelas 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5). Nas demais RILs, que foram
conduzidos em ambiente materno com maior teor de nitrato (14,0 mM), foi possivel
identificar menos QTLs: 22 naRIL 5,21 naRIL1e 17 naRIL 4.

3.5.3 Efeito Aditivo dos Progenitores

Em relacdo ao efeito aditivo dos progenitores, o alelo de Pimp sob
Alta Temperatura contribuiu em 65,7% dos QTLs identificados (Tabela 3.5), o que
difere da tendéncia observada nas demais condi¢cdes de germinacdo. Vale ressaltar
que a condicdo ambiental de germinacao influencia o efeito aditivo, considerando

que sob condicdes de Agua e NaCl o efeito aditivo foi equilibrado (53,8% e 52,2%,
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respectivamente) e sob condi¢do de Manitol, apenas 40,7% dos QTLs apresentaram
efeito aditivo de Pimp.

Mas, em geral, ocorreu uma contribuicdo equivalente quanto ao
efeito aditivo dos alelos de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium ao considerar
conjuntamente todas as condicbes de germinacédo, uma vez que dos 124 QTLs
identificados, 57 apresentaram efeito aditivo do alelo de Money, sendo que o de
Pimp aumentou as caracteristicas em 67 QTLs, ou seja, cerca de 54,0% dos alelos
favoraveis foram derivados do parental S. pimpinellifolium (efeitos aditivo negativos
nas Tabelas 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5). Embora S. pimpinellifolium seja uma espécie
selvagem, esta apresenta caracteristicas favoraveis para utilizacdo em programas
de melhoramento, confirmando que € de extrema importancia em estudos e na
producao de tomate.

Além disso, observou-se que os alelos dos progenitores favoreceram
a otimizacdo das caracteristicas em cromossomos especificos. Pois, apenas o alelo
de Money favoreceu o efeito aditivo nos cromossomos 4, 5, 6 e 12, ja o alelo Pimp
contribuiu nos cromossomos 1, 3, 7, 9, 10 e 11, de acordo com os QTLs
significativos obtidos. No entanto, o efeito aditivo de ambos os parentais ocorreu
apenas nos cromossomos 2 e 8. Assim, cada parental tem maior influéncia na

expressao do fen6tipo em determinado cromossomo.

3.5.4 Localizagéo e Sobreposicao de QTLs

Na Figura 3.1 encontra-se um heatmap com perfis LOD, onde é
possivel visualizar os QTLs, as hotspots e as regibes vazias ao longo dos 12
cromossomos do tomate. A co-localizagdo de QTLs foi encontrada para diferentes
caracteristicas de qualidade de semente.

Detectou-se um resultado interessante apos a analise das Tabelas
3.2, 3.3, 3.4 e 3.5 e do heatmap, uma vez que existem 3 QTLs presentes no mesmo
cromossomo, dentro do mesmo intervalo de confianga para as mesmas
caracteristicas e na mesma RIL independente da condicdo de germinacdo em que
as sementes foram submetidas: (1) QTL no cromossomo 6 no intervalo de confianca
entre 74,0-104,3 cM para AUC na RIL 1, (2) QTL no cromossomo 6 no intervalo de
confianca entre 78,2-104,3 cM para tso* na RIL 2 e (3) QTL no cromossomo 6 no

intervalo de confianga entre 77,2-104,3 cM para tso! na RIL 5.
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Figura 3.1 — Heatmap de QTLs identificados para caracteristicas de qualidade de
semente. Os cromossomos de tomate sdo identificados por niumeros (1-12), em
centimorgans (cM) ascendendo da esquerda para a direita; 0S cromossomos Sao
separados por linhas brancas. Gmax = Germinagcdo maxima, tso' = Taxa de
germinacdo, AUC = Area sob a curva de germinacéo e Usais™! = Uniformidade. As
cores indicam QTLs significativos (p-valor = 0,05) em modelos de mapeamento de
QTL multiplos (intervalos 1-LOD). As cores azul e azul claro indicam um efeito maior
da caracteristica em S. pimpinellifolium e as cores amarelo e vermelho em S.
lycopersicum.

CROMOSSOMO

RIL1 —Agua— Grax
RIL 1 - Agua - te”
RIL 1 - Agua - AUC
RIL 1 - Agua — Ugise™
RIL2 - Agua — Grex
RIL 2 - Agua - tsc”
RIL 2 - Agua - AUC
RIL 2 - Agua — Ugiss™
RIL 3 - Agua - Gaex
RIL 3 — Agua — ts"
RIL 3 - Agua - AUC
RIL 3 - Agua — Usise”
RIL 4 - AQua = Gmax
RIL 4 —Agua — tso"
RIL 4 - Agua - AUC _
RIL 4 - Agua — Uzs«e”
RIL 5 - Agua — Gmax
RIL5 - Agua - tes”
RIL5 - Agua - AUC
RIL 5 - Agua - Uziee™
RIL 1 - NaCl - Grex
RIL 1 = NaCl - tsc”
RIL 1 —NaCl - AUC
RIL 1 = N&aCl = Usars™
RIL2 — NaCl - Grex
RIL 2 - NaCl - ts”
RIL 2 - NaCl - AUC
RIL 2 = NaCl = Usass™
RIL 3 - NaCl - Grec
RIL 3 - NaCl - ts5”
RIL 3 - NaCl - AUC
RIL 3 — NaCl - Usure”

c
RIL 4 — NaCl - Usaré”
RIL5 — NaCl - Grax
RIL 5 - NaCl - tss™
RIL 5 - NaCl - AUC
RIL 5 — NaCl - Usare”
RIL 1 — Manitol - Grs
RIL 1 - Manitol -t
RIL 1 — Manitol -AUC
RIL 1 = Manitol - Uzise”
RIL 2 — Manitol - Gre
RIL 2 - Manitol -t
RIL 2 - Manitol - AUC
RIL 2 - Manitol - Ussss™
RIL 3 - Manitol - G
RIL 3 - Manitol - ts”
RIL 3 - Manitol - AUC
RIL 3 — Manitol - Usss™
RIL 4 - Manitol - Gmec
RIL 4 — Manitol —ts;"
RIL 4 - Manitol -AUC
RIL 4 — Manitol - Ussse”
RIL 5 - Manitol - Gre«
RIL 5 — Manitol -t
RIL 5 ~ Manitol -AUC _
RIL 5 - Manitol = Ussse”
RIL 1 - Alta Temp. — Grax
RIL 1 - Alta Temp.—te™
RIL 1 - Alta Temp.— AUC
RIL 1 - Alta Temp.— Usase™
RIL 2 —Alta Temp.— Grax
RIL 2 - Alta Temp.- tso”
RIL 2 - Alta Temp.— AUC
RIL 2 - Alta Temp.— Usars™
RIL 3 - Alta Temp.— Grax
RIL 3 - Alta Temp.— tse”
RIL 3 - Alta Temp.— AUC
RIL 3 — Alta Temp.— Uzer”
RIL 4 - Alta Temp.- Grac
RIL 4 - Alta Temp.—ts”
RIL 4 - Alta Temp.- AUC
RIL 4 — Alta Temp.— Uzese™
RIL 5 ~ Alta Temp. = Gmac
RIL 5 — Alta Temp.—tso”
RIL 5 - Alta Temp.— AUC
RIL5 - Alta Temp.— Uzure™

Pimp Money

Fonte: o préprio autor
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3.5.5 Explorando a Analise de QTLs

No total 124 QTLs significativos foram identificados para todas as
caracteristicas avaliadas, sendo 25 para Gmax, 49 para tso!, 42 para AUC e apenas
oito para Usai6 com escores LOD na faixa de 2,01 a 4,71. As variancias para QTL
Unico variaram de 8,8% para 0 QTL no cromossomo 11 para AUC (RIL 3 - Condicao
da Agua) a 21,0% para o QTL no cromossomo 9 para AUC (RIL 4 - Condicéo de Alta
Temperatura). A variancia total para diferentes caracteristicas causadas por estes
QTLs foi de 9,0% para Usai6 (RIL 3 - Condicdo de Agua) a 84,3% para AUC (RIL 2 -
Condicédo de Agua).

O maior nimero de QTLs identificados foi nos cromossomos 6 e 11,
com 36 e 27 QTLs, respectivamente. O intervalo de confianga entre 0,0-104,3 cM no
cromossomo 6 entre 0,0-36,1 cM no cromossomo 11 se destacaram, uma vez que
muitos QTLs foram identificados em todas as condi¢des avaliadas. Portanto, tanto o
cromossomo 6 como o cromossomo 11 se sobressairam para as caracteristicas de

qualidade de semente e merecem atencao para estudos futuros.

3.6 DiscussAo

3.6.1 Controle Genético - Efeito Aditivo dos Parentais

A complexidade do controle genético das caracteristicas de
qualidade de semente e a influéncia dos ambientes maternos e de germinacdo na
deteccdo de QTLs foram observadas durante o estudo. As contribuicbes para a
qualidade de semente de ambos 0s genétipos dos parentais produziram segregacao
transgressiva para algumas caracteristicas. Os progenitores contribuiram de maneira
balanceada, considerando todas as condigbes ambientais de germinagdo em
conjunto, uma vez que 46,0% e 54,0% dos alelos favoraveis foram derivados de
parentais S. lycopersicum e S. pimpinellifolium, respectivamente.

No entanto, Khan et al. (2012), estudando caracteristicas de
semente e plantula na mesma populacdo de RIL (S. lycopersicum x S.
pimpinellifolium), identificaram que 62,5% dos QTLs significativos foram aumentados
pelo alelo de S. lycopersicum. Assim, cada parental contribui mais para uma

determinada caracteristica do que para outra. No presente estudo, em condicfes de
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Alta Temperatura o efeito aditivo de S. lycopersicum foi ainda menor, uma vez que
apenas 34,3% dos QTLs significativos apresentam efeito aditivo deste, confirmando
gue o ambiente influencia a expressdo de QTLs. Estes resultados sdo importantes
em programas de melhoramento para obtencdo do gendétipo desejado, confirmando
as interagcfes gendtipo x ambiente.

Além disso, observou-se que o efeito aditivo estd mais
interconectado ao cromossomo no qual a caracteristica esta ligada do que
propriamente a caracteristica de qualidade de semente, tendo em vista que nos
cromossomos 4, 5, 6 e 12, todos os QTLs identificados tiveram um efeito aditivo do
alelo de Money e para os cromossomas 1, 3, 7, 9, 10 e 11 apenas o alelo Pimp
contribuiu.

Neste estudo, foram detectados 124 QTLs com efeitos fenotipicos
que influenciam quatro atributos de qualidade de semente de tomate de forma
consistente sob diferentes condicbes de estresse. Assim, observou-se que esta
populacdo forneceu uma fonte valiosa para explorar os genes que influenciam
complexos fenotipos para a qualidade de semente, tendo em vista ter permitido o
isolamento do efeito de um QTL especifico daqueles do genoma inteiro e,
consequentemente, aumentado o poder estatistico para desvendar fendtipos
guantitativos de qualidade de semente, controlando mecanismos complexos
subjacentes.

Vale ressaltar que foi encontrado a maioria dos QTLs significativos
para as caracteristicas de qualidade de semente nos cromossomos 6 e 11. Estes
resultados estdo de acordo com os relatados por Khan et al. (2012), que avaliaram
QTLs para caracteristicas de semente e plantula e também encontraram QTLs

significativos localizados nos cromossomos 1, 6, 9 e 11.

3.6.2 Influéncia do Ambiente Materno na Identificacdo de QTL

De acordo com He et al. (2014), o ambiente materno, como a
intensidade de luz, o fotoperiodo, a temperatura e o teor de nitrato e de fosfato,
especialmente durante o desenvolvimento da semente, influencia a sua qualidade,
como a massa, o rendimento, a capacidade de germinar e a longevidade. Da mesma
forma, Postma e Agren (2015) observaram interacdes entre o genétipo de semente
de Arabidopsis thaliana e o ambiente materno.
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No presente estudo observou-se que o ambiente materno tem
influéncia na identificagdo de QTLs significativos. As RILs cultivadas em ambiente
materno com menor teor de nitrato (NO-3) favoreceram a identificacdo de mais QTLsS,
ja que na RIL 2 e na RIL 3 foram identificados 36 e 27 QTLS, respectivamente
(Tabelas 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5). Nas demais RILs, que foram conduzidos em ambientes
maternos com maior teor de nitrato (14 mM), foi possivel identificar menos QTLS,
como 22 na RIL 5, 21 na RIL 1 e 17 na RIL 4. Estas constatacdes corroboram com
Postma e Agren (2015), os quais observaram interacdo ambiente materno x QTL
significativo, demonstrando a importancia de se estudar a base genética de
caracteristicas supostamente adaptativas sob condi¢cfes relevantes.

As fontes de variacdo dos ambientes maternos, basicamente, foram
0s niveis de nitrato e fosfato e, quando analisado os QTLs identificados, o teor de
nitrato no cultivo das plantas influenciou mais do que o teor de fosfato, visto que foi
identificado mais QTLs em RILs cultivadas em ambiente com menor teor de nitrato.
He at al. (2014), relataram que o nitrato afetou mais caracteristicas de planta e de
semente comparado ao fosfato, que teve menor influéncia nesses caracteres. Assim,
esses autores identificaram interacdo entre gendtipo e ambiente materno e
mostraram o fato de que gendtipos individuais responderam diferencialmente as
condicbes ambientais.

Neste sentido, ha QTLs que foram identificados em todos os
ambientes maternos (RIL 1, RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL5) como é o caso do QTL para
tso! no cromossomo 6 e para tsot no cromossomo 11. No entanto, outros QTLs sédo
fortemente afetados pelo ambiente materno, como é o caso dos QTLs a seguir, 0s
quais foram identificados especificamente em apenas um ambiente materno: (1) no
ambiente materno 2 (RIL 2) para tso* e AUC nos cromossomos 8 e 12 e para Usais™
nos cromossomos 8 e 11; (2) no ambiente materno 3 (RIL 3) para tso! no
cromossomo 1 e para Ussis no cromossomo 3; (3) no ambiente materno 4 (RIL 4)
para tsol no cromossomo 5 e (4) no ambiente materno 5 (RIL 5) para AUC no
cromossomo 3. O Unico ambiente materno que nao foi possivel identificar QTL

especifico foi o ambiente materno 1 (RIL 1).
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3.6.3 Interpretagcéo das Caracteristicas de Germinagédo de Semente

Uma das discussbes em sementes diz respeito a medicdo de
caracteristicas de germinacao, pois o tempo, a taxa, a homogeneidade e a sincronia
de germinacdo fornecem informacbes sobre a dindmica do processo. Estas
caracteristicas sdo importantes para os fisiologistas e tecnélogos de sementes, uma
vez que esta no cerne da compreensao do potencial de germinacdo dos lotes de
sementes (KAZMI et al., 2012).

Estudos descrevendo a caracterizacdo genética da qualidade de
semente e a exploracdo da variacdo natural utilizando diferentes populacdes de
mapeamento para fendtipos de germinacdo tém sido publicados, como em
Arabidopsis, tomate, trigo e cevada (QUESADA et al. 2002; FOOLAD et al. 2003;
FOOLAD; ZHANG; SUBBIAH, 2003; CLERKX etal. 2004; LANGRIDGE;
PALTRIDGE; FINCHER, 2006; FOOLAD; SUBBIAH; ZHANG, 2007; LANDJEVA;
LOHWASSER; BORNER, 2010). Porém, devido a importancia deste assunto,
estudos nessa area considerando o efeito do ambiente materno e de germinacgéo
conjuntamente, é inovador e de extrema importancia, devido saber da influéncia de
ambos fatores na identificagdo de QTLs como relatado ao longo deste trabalho.

Portanto, esse trabalho é um esforco de indexacdo de diferentes
aspectos da germinacdo cumulativa para identificar em quais cromossomos de
tomate e em quais regides destes os genes podem ter acdo que influenciam a
expressdo de caracteristicas de qualidade de semente, em lotes desenvolvidos sob
diferentes ambientes maternos e submetidos a germinacdo em condi¢cdes de nao-
estresse e estresse.

A germinacdo maxima (Gmax) de sementes € um dos atributos
qualitativos do processo de germinagcdo. Embora a Gmax seja um fator importante
para estimar o rendimento esperado de plantulas, a analise de germinacao pode ser
enriquecida se os valores de tio™' (Tempo reciproco para alcancar 10% de
germinacdo de sementes viaveis), tso™!, TMG (Taxa média de germinacéo), U7s2s™"
(Intervalo de tempo reciproco para germinar entre 75 e 25% de sementes viaveis) e
AUC forem acrescentados, por medirem diferentes aspectos do processo de
germinacdo (KAZMI et al., 2012). Segundo El-Kassaby (1991) os parametros de
germinacdo estdo, muitas vezes, sob forte controle genético e, portanto, analisar

diferentes aspectos das curvas de germinacdo cumulativas € de extrema importancia
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com relacdo as consequéncias da diversidade genética presente em populacdo de
RIL de S. lycopersicum x S. pimpinellifolium.

QTLs para caracteristicas de qualidade de semente (Gmax, tso™!, AUC
e Usse™') foram identificados nas mesmas regides genémicas ou localizacéo
aproximada, como no cromossomo 6 no intervalo de confianga entre 0-104,3 cM e
no cromossomo 11 entre 0-36,1 cM, e que estas regidbes gendmicas mostram forte
influéncia sobre QTLs para a qualidade de semente. Kazmi et al. (2012) realizaram
andlise de QTL com os parametros de germinacdo Gmax, ti0™!, tso™!, MGR, U7s2s™" €
AUC, e encontraram comportamento semelhante ao observado no presente estudo;
onde QTLs para diferentes caracteristicas foram mapeados aproximadamente no
mesmo local, indicando que fatores comuns estdo associados a caracteristicas de

qualidade de semente mesmo em diferentes condi¢cdes de germinacao.

3.6.4 Influéncia do Ambiente de Germinacdo - Sobreposicdo de QTL entre os

Fendtipos de Qualidade de Semente

O reconhecimento e a avaliacédo das fontes de variagcdo da qualidade
de semente é essencial para o desenvolvimento da compreensdo de como 0S
fenotipos de sementes de tomate interagem em diferentes condi¢Bes (KHAN, 2013).

As interacfes gendtipo x ambiente sdo importantes para a
expressao de QTLs (KHAN et al., 2012). A deteccéo de QTLs para caracteristicas de
germinacao sob condi¢cdes controle e de estresse sugerem a presenca de relacdes
genéticas entre a capacidade de germinar rapidamente sob diferentes meios e a
previsdo de que a selecdo e otimizacdo da germinacdo de sementes sob um
ambiente conduziria & progénie com maior germinagdo sob outros (KAZMI et al.,
2012).

No estudo, a identificacdo de diferentes QTLs em todos os
ambientes indica que as condicdbes que as sementes foram submetidas a
germinacao foram eficientes para detectar QTLs significativos. Além disso, QTLs séo
sensiveis as condicdes de germinacdo, uma vez que a quantidade variou de acordo
com o ambiente. A maior quantidade foi obtida em condic&o de ndo-estresse (Agua),
39 QTLs, quando comparado a condi¢gdes de estresse salino (23 em NaCl), osmético
(27 em Manitol) e térmico (35 em Alta Temperatura) (Tabelas 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5).

Assim, o estudo corrobora com Kazmi et al. (2012) e Khan et al. (2012), que também
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identificaram QTLs para qualidade de semente em condigbes de n&o-estresse e
estresse, sendo que uma proporgédo substancial foi encontrada em mais de uma
condicdo. Portanto, com conclusdo semelhante a Tanksley (1993), que uma
proporcao substancial de QTLs que afetam uma caracteristica pode ser identificada
em diferentes ambientes (Figura 3.1).

Como a qualidade de semente é atribuida a varios estresses, tais
como seca, salinidade e altas temperaturas, confirma-se a hipotese de co-
localizacdo de QTLs para condicGes de ndo-estresse e estresse, tendo em vista as
sobreposicoes de QTLs (Figura 3.1). Resultados semelhantes foram obtidos por
Kazmi et al. (2012), que observaram nos cromossomos 4, 6 e 11 que o intervalo de
confianca de QTLs para Gmax € AUC sobrepuseram aos detectados para tio™, tso™! e
TMG em diferentes condicdes de estresse.

As co-localizagbes de QTLs identificadas no presente estudo
indicaram um numero variavel de agrupamentos de sobreposicdo de QTL. QTLs
sobrepostos foram encontrados no cromossomo 6 em todas as condicfes de
germinacao em intervalo de confianca entre 74,0-104,3 cM para AUC na RIL 1, entre
78,2-104,3 cM para tso* na RIL 2 e entre 77,2-104,3 cM para tso! na RIL 5 (Tabelas
3.2, 3.3, 3.4 e 3.5). Os presentes resultados corroboram com Foolad, Subbiah e
Zhang (2007) os quais observaram, em estudos de mapeamento de QTL de
germinacao sob salinidade, seca e estresse de frio em tomate, que 71% dos QTLs
detectados afetaram a germinacéo sob mais de uma condicdo de estresse.

De acordo com Bray (2002), a magnitude dos diferentes estresses
ambientais € variavel no solo e a toleréncia a este depende do seu estagio, duracdo
e severidade. Estes resultados indicam que as sementes respondem a um ou mais
estresses através de mecanismos fisioloégicos dependendo da natureza e magnitude
(CAPIATI; PAIS; TELLEZ-INON, 2006).

Além disso, a inspecdo dos QTLs afetando parametros individuais
em diferentes cromossomos também revelou hotspots significativos para um
parametro, mas nao para outros. Exemplo disto ocorreu no cromossomo 5 apenas
um QTL para AUC sob condicdo de éagua, enquanto que no cromossomo 3
identificou um QTL para AUC sob Alta Temperatura e dois para tso! sob Alta
Temperatura. Quanto ao cromossomo 10, foi identificado apenas um QTL para tsot

sob Manitol e um para tso* sob Alta Temperatura.
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A identificacdo de QTLs para condicbes ndo-estressantes indica as
relacdes genéticas entre os fenotipos de germinacdo sob condi¢cdes de estresse e
nao-estresse, e uma vez que a germinacao de tomate € geneticamente controlada,
esta pode ser aumentada por selecdo (FOOLAD; LIN; CHEN, 1999). Para Vallejo,
Yanovsky e Botto (2010), a regulagédo da germinacéo sob estresse salino e osmético
envolve a acdo de loci comuns e independentes, revelando a existéncia de loci
especificamente associados ao componente toxico do sal e ndo apenas seu efeito
osmatico.

A sobreposicdo de QTLs entre respostas de germinacdo sob
diferentes condi¢cdes de estresse indica que genes semelhantes ou idénticos
contribuiram para isto. Assim, a selecdo para germinacao rapida em um nivel de
estresse resultaria em progénie com maior germinacao em diversos ambientes. No
entanto, a co-localizacdo de QTLs para diferentes caracteristicas de germinacao
suporta a disseccdo genética da qualidade de semente, a fim de facilitar uma
abordagem mais estratégica para a producdo de semente em tomate com melhor
qualidade. Essas regifes identificadas em diferentes ambientes de germinacéo
poderédo ser utilizadas na selecdo assistida por marcadores (SAM) ou na clonagem
génica (DUDLEY, 1993; TANKSLEY, 1993). No entanto, o isolamento, a
caracterizacdo e a comparacdo de genes funcionais que facilitam a rapida
germinacao de sementes sob as varias condicdes, sdo necessarios para determinar

as relacdes genéticas (KAZMI et al., 2012).

3.6.5 Consideracgdes

O estudo ilustra a complexidade implicita a base genética para a
germinacdo de sementes, porém de importancia devido a identificacdo de QTLsS
associados aos diferentes parametros de germinacdo em condicbes ambientais
ajudar a elucidacdo dos mecanismos moleculares que controlam este processo.
Como sugerido por distribuices de caracteristicas transgressivas dentro de RILs
cultivadas em diferentes ambientes maternos, ambos os genoétipos dos parentais S.
lycopersicum cv. Moneymaker e S. pimpinellifolium contribuiram para o aumento das
médias de caracteristicas para diferentes parametros de germinacdo sob diferentes

condigoes.
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No estudo observou-se influéncia do ambiente de germinagédo no
efeito aditivo do alelo Money e Pimp. Por esta razdo, é necessario avaliar as
caracteristicas de sementes em diferentes ambientes, uma vez que todos esses
fatores influenciam as caracteristicas de qualidade das sementes e a identificacdo
de QTLs.

A variacao fenotipica nos dois parentais, assim como na populagéo
de RILs e a resolucdo e o tamanho desta populacdo foi suficiente para encontrar
QTLs para qualidade de semente, mostrando que esta populacdo de RIL € uma
ferramenta para o estudo de caracteres quantitativos. Foram utilizados condi¢des de
crescimento de plantas homogéneas, indicando que as caracteristicas mensuradas
possuem uma forte regulacdo genética. De acordo com Hayashi, Aoyama e Still
(2008), dado o resultado que os alelos presentes em ambas as espécies servem
para aumentar a capacidade de completar a germinacao sob estresse ambiental, a
melhoria das caracteristicas de germinacéo deve ser conduzida a um nivel individual
de QTL.

O mapeamento de QTLs associados a caracteristicas-chave de
semente e vigor de plantula em tomateiro abrira oportunidades para melhorar a
eficiéncia de melhoramento e selecdo de plantas para linhagens com maior vigor de
semente e, consequentemente, estabelecimento de plantula e da cultura como um
todo. Os marcadores moleculares ligados aos QTLs para qualidade de semente
podem ser utilizados na SAM, proporcionando um método rapido para selecionar
gendtipos especificos sem a necessidade de avaliar extensivamente fendtipos em
todas as fases do programa de melhoramento. Além disso, estudos futuros devem
acompanhar os QTLs definidos por mapeamento refinado, otimizar a selecdo de
genes candidatos pelo uso de um conjunto de ferramentas genémicas e, assim,
elucidar os mecanismos moleculares que controlam o vigor de semente e de plantula
(JOOSEN et al., 2009; LIGTERINK; JOOSEN; HILHORST, 2012).
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4 ARTIGO B: CONFIRMACAO E MAPEAMENTO REFINADO DE QTLS PARA
TAMANHO E MASSA DE SEMENTE DE TOMATE NO CROMOSSOMO 11 A
PARTIR DE FAMILIAS ENDOGAMICAS HETEROGENEAS (HIFS)

4.1 RESuMO

Dado a complexidade das caracteristicas de tamanho e massa de semente, a sua
base genética ainda ndo é totalmente compreendida. Por esta razao, o trabalho teve
como objetivo confirmar e realizar o mapeamento refinado de QTLs para o tamanho
e a massa de semente de tomate no cromossomo 11 a partir de Familias
Endogamicas Heterogéneas (HIFs). A populacdo de plantas foi obtida a partir do
cruzamento entre Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S.
pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’) e nomeadas de RIL 1, RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL 5,
de acordo com as condigcbes do ambiente materno em que foram conduzidas. A
fenotipagem da massa de semente foi obtida por pesagem das amostras em balanca
analitica, e a do tamanho de semente a partir da andlise de imagem pelo software
ImageJ, utilizando-se de duas repeticbes de 100 sementes por unidade
experimental. Com base na populacdo de RILs, a genotipagem foi obtida a partir de
marcadores SNPs, 0s quais abrangem todo o genoma do tomate. Com o auxilio do
software MapQTL®6.0 foram identificados QTLs para as variaveis analisadas.
Considerou-se significativo QTLs com escore LOD igual ou superior a 2,00. Assim,
23 QTLs para tamanho e massa de semente foram identificados em cinco
cromossomos de tomateiro (1, 3, 4, 9 e 11). Com a observagao que no cromossomo
11 apenas em algumas populacdes foram identificados QTLs significativos
(interagdo gendtipo x ambiente), foi decidido confirmar QTLs neste cromossomo.
Para isso foram obtidas cinco Familias Endogémicas Heterogéneas (HIF 211, HIF
286, HIF 277, HIF 268 e HIF 298) com distintas regides heterozigotas.
Posteriormente, o tamanho e a massa de semente de cada HIF foi mensurado. A
andalise estatistica foi realizada com o auxilio do software Genstat. Inicialmente
realizou-se a analise de variancia, a fim de verificar diferenga entre as HIFs. Como a
interacdo entre linhagem e parental foi signicativa (P < 0,001), o teste de Fisher (p-
valor = 0,05) foi realizado e a diferenca significativa foi obtida pela HIF 211 tanto
para o tamanho como para a massa de sementes (p-valor = 0.000) e HIF com

parental Money contribuiu para sementes maiores e mais pesadas que Pimp. A partir
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deste estudo concluiu-se que h&d QTL(s) para tamanho e massa de semente no
cromossomo 11 de tomate e que o0 gene causal para ambas caracteristicas esta
localizado entre o intervalo de confianca de 0,0 e 13,4 cM. Com a abordagem de HIF
constatou-se que a regido contendo o QTL para tamanho e massa de semente de
tomate € menor do que a regido obtida inicialmente apenas com a analise de QTL
(0,0-72,2 cM), confirmando que a andlise de HIFs & importante para estreitar as
regides genéticas nas quais o fendtipo de um QTL é expresso. Isto pode facilitar o
mapeamento refinado e a clonagem destes QTLs e, assim, conduzir a identificacao

de genes potencialmente envolvidos no controle de processos interligados.

PALAVRAS-CHAVE: Genética Molecular. Linhagens Endogamicas Recombinantes.
Qualidade de Sementes. RIL. Solanum lycopersicum. S. pimpinellifolium.

4.2 ABSTRACT

Due the complexity of seed size and seed weight traits, its genetic basis is still not
fully understood. For this reason, the aim of this study was confirm and fine-mapping
of the QTLs for tomato seed size and seed weight on chromosome 11 from
Heterogeneous Inbred Families (HIFs). Plant population was obtained from the cross
between Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S. pimpinellifolium
(G1.1554, ‘Pimp’) and named as RIL 1, RIL 2, RIL 3, RIL 4 And RIL 5, according to
the maternal environment conditions under which they were conducted. Phenotyping
of the seed mass was obtained by weighing the samples in analytical balance and of
the seed size from the image analysis by ImageJ software, using two replicates of
100 seeds per experimental unit. Based on the RILs population, genotyping was
obtained from SNPs markers, which cover the entire tomato genome. With the aid of
MapQTL®6.0 software, QTLs were identified for the analyzed variables. QTLs with a
LOD score equal to or greater than 2.00 were considered significant. Thus, 23 QTLs
for seed size and seed weight were identified on five tomato chromosomes (1, 3, 4, 9
and 11). With the observation that on chromosome 11 only in some populations were
identified significant QTLs (genotype x environment interaction), we decided to
confirm QTLs on this chromosome. So, five Heterogeneous Inbred Families (HIF
211, HIF 286, HIF 277, HIF 268 and HIF 298) were obtained with different

heterozygous regions. Subsequently, the size and weight of each HIF was measured.
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Statistical analysis was performed with the aid of Genstat software. Initially the
analysis of variance was performed in order to verify difference between HIFs. As the
interaction between line and background was significant (p-value < 0.001), Fisher's
test (p-value = 0.05) was performed and the significant difference was obtained by
HIF 211 for both seed size and seed weight (p-value = 0.000) and HIF with Parental
Money contributes to larger and heavier seeds than Pimp. From this study we
concluded that there is QTL(s) for seed size and seed weight on chromosome 11 of
tomato and that the causal gene for both traits are located between the confidence
interval of 0.0 and 13.4 cM. With the HIF approach we verified that the region
containing the QTL for tomato seed size and seed weight is smaller than the region
initially obtained only with QTL analysis (0.0-72.2 cM), confirming that the HIF
approach is important to narrow the genetic regions in which the phenotype of a QTL
is expressed. This may facilitate the fine-mapping and cloning of these QTLs and
thus lead to the identification of genes potentially involved in the control of linked

processes.

KEYWORDS: Molecular Genetics. Recombinant Inbred Lines. Seed Quality. RIL.

Solanum lycopersicum. S. pimpinellifolium.

4.3 INTRODUCAO

Em razdo do crescimento populacional mundial, a escassez de
alimentos pode se tornar um dos maiores problemas do planeta (SONG et al., 2007).
Assim, um dos desafios, do século XXI, é aumentar a produtividade das culturas
agricolas. Para superar esse desafio, uma solucdo é obter cultivares com maior
producdo de sementes, tendo em vista que a maioria dos recursos alimentares do
mundo para os seres humanos provém destas (HERRIDGE et al., 2011); sendo o
tamanho e a massa de sementes uma das caracteristicas do seu rendimento. O
tamanho de semente € um determinante da aptiddo evolutiva em plantas e é
também uma caracteristica agronémica na domesticacdo de culturas no tocante a
ecologia e agricultura; sendo um componente fundamental da qualidade de semente
(GEGAS et al., 2010; LI; LI, 2015).

De acordo com He et al. (2014), o ambiente materno, como a

intensidade de luz, o fotoperiodo, a temperatura e o teor de nitrato e de fosfato,
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especialmente durante o desenvolvimento da semente, influencia a sua qualidade,
COmo a massa, o rendimento, a capacidade de germinar e a longevidade, e Postma
e Agren (2015) constataram interacées entre o genétipo de semente e o ambiente
materno.

Segundo Violle et al. (2009), a massa de semente pode ser
determinado passivamente pelos recursos disponiveis no ambiente materno, onde
as condicfes de excassez levam a reducdo da variavel e, portanto, interfere no
desempenho das plantulas. No entanto, as plantas mée também podem responder
ativamente ao estresse ambiental, mantendo ou mesmo aumentando a massa de
semente, a fim de aumentar a taxa de sucesso do numero de descendentes
inevitavelmente reduzido.

Em conformidade com Halpern (2005), a variagdo do tamanho de
semente pode ser adaptativa em ambientes heterogéneos, podendo também surgir
de restricdes que limitam o controle desta variavel. Produzir sementes de diferentes
tamanhos pode ser vantajoso, especialmente em ambientes heterogéneos
(HALPERN, 2005; CHARPENTIER et al., 2012), justificando a importancia do efeito
do ambiente materno como métodos de sobrevivéncia, adaptabilidade e dominio de
novos territorios.

O controle do tamanho de semente envolve interagbes complexas
entre o embrido zigoético, o endosperma, o revestimento de sementes de origem
materna e a planta mae (SCHRUFF et al., 2006; FANG et al., 2012; XIA et al., 2013).
Entre as Angiospermas ha uma elevada variagdo no tamanho do
embrido/endosperma em sementes maduras. Contudo, pouco se sabe sobre o
mecanismo molecular subjacente ao controle do tamanho entre estes tecidos
vizinhos.

Conforme Westoby, Jurado e Leishman (1992); Orsi e Tanksley
(2009), o tamanho de semente € frequentemente herdado quantitativamente e a
variacdo desta caracteristica pode ser observada ndo apenas entre taxons, mas
também dentro dos taxons. De acordo com Gnan, Priest e Kover (2014), essa
variacdo é explicada por trade-offs entre fecundidade e qualidade, com dependéncia
ambiental.

O g¢género Solanum contém um conjunto de nove espécies
compativeis, estreitamente relacionadas com o tomateiro. Apesar de suas afinidades

taxondémicas, estas espécies mostram uma faixa de 10 vezes no tamanho das
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sementes, sugerindo uma rapida taxa de mudanca evolutiva, apresentando, pelo
menos, uma variacdo de 105 vezes da massa de sementes entre as espécies dentro
de uma unica area. Além da variacdo no tamanho entre as diferentes espécies,
estudos enfatizaram que esta caracteristica varia significativamente entre as
mesmas espécies, entre diferentes populacdes e diferentes plantas mae e mesmo
entre diferentes sementes da mesma planta (WESTOBY; JURADO; LEISHMAN,
1992, WESTOBY et al.,, 1996, DOGANLAR; FRARY; TANKSLEY, 2000, ORSI;
TANKSLEY, 2009). Como relatado por Orsi e Tanksley (2009), no tomateiro, 0
tamanho ou a massa de semente pode ser afetado pelo gendtipo de trés tecidos das
sementes: a testa proveniente de tecido materno, o endosperma tripléide e o
embrido dipléide.

Apesar da importancia evolutiva e agronémica do tamanho e da
massa de semente, sabe-se relativamente pouco sobre 0s processos genéticos e
moleculares subjacentes a variacao natural nestas caracteristicas e ndo se sabe se
o tamanho alterado das sementes reflete a atividade do gene local ou as alteracdes
fisioloégicas globais (ADAMSKI et al., 2009). Desta forma, elucidar os elementos
genéticos responsaveis pelo controle do tamanho e da massa beneficiara a pesquisa
basica e aplicada (MOORE et al., 2013).

Com o advento de marcadores moleculares e o desenvolvimento de
procedimentos de mapeamento de loci de caracteristicas quantitativas (QTL), as
analises genéticas e correlativas de caracteristicas quantitativas tornaram-se viaveis,
uma vez que um QTL é uma regido do genoma contendo uma diferenca alélica que
causa uma alteracdo no fenétipo (LORENZ; COHEN, 2012; KHAN, 2013).

A analise de QTL baseada em dados fenotipicos de plantas que
apresentam combinactes diferentes e conhecidas de dois tipos de DNA parental é
uma abordagem promissora sobre o controle de tamanho de semente (ALONSO-
BLANCO et al.,, 2009). Assim, a compreensdo da base genética e molecular de
trade-off do tamanho de semente ajudara os melhoristas a utilizar alelos benéficos
para melhorar o rendimento da cultura (LI; LI, 2015).

Para a analise de QTL, uma ferramenta € o uso de Linhagens
Endogamicas Recombinantes (RIL), também denominadas de "populacbes de
mapeamento imortal", porque permitem a realizacdo de repeticbes e mdultiplas

analises da mesma populacdo. Cada RIL deve ser autopolinizada e genotipada de
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modo que cada gendtipo homozigoto no local de interesse pode ser identificado e
estudado (KOORNNEEF; ALONSO-BLANCO; VREUGDENHIL, 2004; KAZMI, 2013).

Além disso, um subconjunto de RILs com heterozigosidade residual
pode ser usado para desenvolver Familias Endogamicas Heterogéneas (HIFs) que
sdo geneticamente semelhantes, mas ainda ndo atingiram homozigose completa e
tém heterozigosidade residual abrangendo o locus de interesse. Portanto, ha a
segregacao para os loci que sdo heterozigotos, na regido do QTL de interesse
(TUINSTRA; EJETA; GOLDSBROUGH, 1997), permitindo delinear os intervalos de
QTL, a validacdo e o mapeamento refinado (fine-mapping) (KHAN, 2013). Alguns
estudos ja se utilizaram da metodologia de desenvolver HIFs/NILs (Linhagens Quase
Isogénicas) para confirmar/validar QTLs, como em Arapdopsis para dorméncia
(LASERNA; SANCHEZ; BOTTO, 2008) e para flavonoides (ROUTABOUL et al.,
2012), em arroz para tamanho (WANG et al., 2012) e para forma de grao (BAI et al.,
2010) e em trigo para resisténcia a Fusarium graminearum (PUMPHREY;
BERNARDO; ANDERSON, 2006).

A genética guantitativa tem se fortalecido a partir de técnicas e
estratégias, para compreender o nivel molecular da funcéo da planta e do tamanho
de semente (HAMILTON; BUELL, 2012). Por conseguinte, se obteve aceitacdo para
descrever a variacdo genética de caracteres fenotipicos em popula¢cdes naturais. A
identificacdo de varios QTLs de qualidade de semente, assim como de tamanho e
massa de semente em tomateiro tem contribuido para a disseccdo genética
molecular destes caracteres (KHAN et al., 2012).

Progressos tem ocorrido no dominio do controle do tamanho de
semente, sendo que varias vias genéticas foram identificadas. No entanto,
apresentam lacunas e pouco se sabe sobre as relagbes entre elas. Ainda ndo esta
claro como os tecidos maternos e zigoticos controlam de forma coordenada o
tamanho/massa de sementes nas plantas. Assim, a pesquisa esta enfrentando
desafios para entender os mecanismos reguladores destas caracteristicas. Um dos
desafios € construir estruturas genéticas para o controle destas e definir os
mecanismos moleculares (LI; LI, 2015). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
confirmar e realizar o mapeamento refinado de QTLs para o tamanho e a massa de
semente de tomate no cromossomo 11 a partir de Familias Endogamicas
Heterogéneas (HIFs) obtidas do cruzamento entre S. lycopersicum  x S,

pimpinellifolium.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Material Vegetal: Condi¢cfes de Crescimento e Coleta de Sementes

A populagdo de Linhagens Endogamicas Recombinantes (RILs) de
S. lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S. pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’)
foi cultivada em cinco ambientes maternos, denominados RIL 1, RIL 2, RIL 3, RIL 4 e
RIL 5, sob condicBes controladas em casas-de-vegetacdo da Universidade de
Wageningen [Wageningen University (WUR) - Unifarm WUR, Holanda] e de trés
empresas holandesas de melhoramento vegetal (Tabela 4.1). Foram cultivadas no

minimo duas plantas por ambiente materno.

Tabela 4.1 — Populagéo de RILs de S. lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S.
pimpinellifolium (G1.1554, ‘Pimp’) cultivadas em cinco ambientes maternos em casa-
de-vegetacao.

Ambiente 3 pr Fotoperiodo  Temperatura Local de

Materno (MM)  (MM) Substrato Luz/Escuro Diurna/Noturna producio
(RILS) (hrs) (°C)
RIL 1 14,0 10,0 Lade Rocha 16/8 ~25/15 WUR
RIL 2 1,4 1,0 La de Rocha 16/8 =~25/15 WUR
RIL 3 =80 =10 Solo 16/8 ~25/15 Empresa 1
RIL 4 14,0 2,0 Fibrade Coco 16/8 ~25/15 Empresa 2
RIL 5 140 10 La de Rocha 16/8 =25/15 Empresa 3

Fonte: o préprio autor

As flores foram polinizadas manualmente duas vezes por semana. A
colheita dos frutos realizada em duas ou trés ocasifes por planta para obter a
guantia suficiente de sementes, sendo que os frutos da primeira colheita foram
descartados. As sementes foram coletadas de frutos maduros e extraidas com ajuda
de acido cloridrico a 1% (HCI) por 1,5 h para remover a mucilagem aderente as
sementes; subsequentemente, foram enxaguadas em agua com auxilio de uma
peneira de malha fina para remover os residuos e o acido cloridrico e imersas numa
solucéo de fosfato trissodico (NasP0O4.12H20) para desinfecgéo.

Finalmente, as sementes foram secas em papel de filtro durante trés
dias a 20°C, limpas com a ajuda de um escovador de sementes (Seed Processing
Holland BV, Enkhuizen, Holanda, http://www.seedprocessing.nl) para remover as

impurezas e armazenadas em sacos de papel em condicdo ambiente.
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4.4.2 Fenotipagem: Andlise de Massa e Tamanho de Semente

Para mensurar a massa de semente, duas repeticbes de 100
sementes foram retiradas aleatoriamente do lote de cada linhagem e avaliado em
balancga analitica (Mettler® AE 163), calculando-se a massa média de uma semente
(mg/Semente).

Em seguida, as amostras foram transferidas para bandejas de
germinacao forradas com um papel de filtro branco e fotografadas utilizando uma
camara Nikon® D80, fixada num suporte a 60 cm e conectada ao computador
utilizando o software de controle de camera Nikon versdo 2.0 (JOOSEN et al., 2010).
ApoOs a captura das imagens foi determinado o niumero e o tamanho de semente,
usando a fonte de andlise ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) pelo limiar de cor
combinados com a andlise de particulas. Para cada momento de colheita, as

variaveis foram mensuradas separadamente.

4.4.3 Genotipagem

Os dados genotipicos foram obtidos com base no mapa de ligacéo
génica do tomate, o qual consiste em 12 grupos de ligacdo. Marcadores SNPs foram
utilizados para estudar a segregacéo dos alelos parentais nas RILs provenientes do
cruzamento entre S. lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) x S. pimpinellifolium
(G1.1554, ‘Pimp’) conforme metodologia proposta por Viquez-Zamora et al. (2013;
2014).

4.4.4 Identificagao de QTLs

Na identificacdo de QTLs para tamanho e massa de semente,
utilizou-se o software de mapeamento MapQTL®6.0 (VAN OOIJEN; MALIEPAARD,
2003) para identificar posicbes no genoma. Um modelo de mapeamento de QTL
multiplo (MQM) foi utilizado para identificar os QTLs potenciais (JANSEN et al.,
1995).
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4.4.5 Desenvolvimento de Familias Heterogéneas Endogamicas (HIFs)

Um grupo de HIFs foi derivado da heterozigosidade residual
especifica remanescente da populacdo de RIL em Fs nos loci de interesse, pelo
método SSD (Descendente de uma Unica Semente), a fim de validar o QTL
previamente identificado para o tamanho e a massa de semente pelo mapeamento
refinado no cromossomo 11. Assim, cinco HIFs com regides sobrepostas foram
identificadas: HIF 211, HIF 268, HIF 277, HIF 286 e HIF 298. Cada linhagem foi
cultivada durante projetos anteriores (KAZMI et al., 2012; KHAN et al., 2012) e 30-40
sementes de cada planta foram semeadas em blocos de & de rocha (Grodan B.V.,
http://www.grodan.com). Cada plantula sobrevivente foi genotipada com marcadores
dCAPS (Derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequences ou Derivado de
Clivagem de Sequéncias Polimérficas Amplificadas), fazendo-se uso de um (HIF
277) ou dois marcadores (HIF 211, 268, 286 e 298) para detectar as plantas
homozigoticas para cada um dos alelos parentais (Tabelas 4.2 e 4.3) (NEFF et al.,
2002).

Tabela 4.2 — Marcadores dCAPS utilizados na genotipagem de cada HIF.

HIF Marcador 1 Marcador 2
211 SI11m3576 Sl111m3584
286 SI11m3576 SI11m3618
277 S111m3590 -

268 SI111m3598 SI11m3604
298 SI11m3576 Sl111m3584

Fonte: o préprio autor
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Tabela 4.3 — Sequéncia inicial e final dos marcadores dCAPS e suas enzimas.

Nome Posicéo SL2.50 Sequéncia Enzima

Inicial AATGGCAAGCTCTGTTTC
SI11m3576 4782555..4783048 Ddel
Final CATAAAAGCAACACACCCAA

Inicial GTGGAGTGCAGATAATTTGT
SI11m3584 5941256..5941567 Bsml
Final ATCCTCCATGCCATTCTA

Inicial ATCTGAAAACCTCACCAAC
SI11m3590 53200312..53200650 Xbal
Final AATGGGGCAACTGTAGTA

Inicial GTTTGAGCAATTAGACTACACAG
SI11m3598 53981704..53981906 Rsal
Final CAGCAGTAAACAACAAGGATC

Inicial TGGGAAATGTAGCAAGGG
SI11m3604 54256480..54256925 Bsml
Final AAAGTAAATGACTGGGAGG

Inicial TAGTCCAGATGAGAGCATTGTGG
SI11m3618 52137637..52137864 Cac8l
Final AGGTACACAACAGGCAACAAATCCGCAGG

Fonte: o préprio autor

Além disso, a andlise de HIF foi utilizada para gerar as Linhagens
Quase Isogénicas (NILs) a partir dos progenitores recombinantes. Pois, como a
progénie resultante segrega para a regiao heterozigoética, a caracterizacdo molecular
de QTLs individuais necessitou do isolamento dos loci segregantes. Foram obtidas
duas NILs, uma para cada parental, as quais diferem em uma regido no QTL de
interesse ou em varios loci estreitamente ligados que afetam as caracteristicas
(GLAZIER; NADEAU; AITMAN, 2002). Assim, as NILs puderam ser comparadas
dentro de cada familia para determinar se a regido inclui um QTL associado ao
tamanho e/ou a massa de semente, além de possibilitar a identificacdo do progenitor
no qual o fenétipo do QTL € expresso (TUINSTRA; EJETA; GOLDSBROUGH, 1997,
BERGELSON; ROUX, 2010; WEIGEL, 2012).

As plantulas foram transferidas para blocos de 1a de rocha de 10 x
10 cm e desenvolvidas em casa-de-vegetacdo da WUR sob condicdes de dia longo
(16 horas de luz e 8 horas de escuro) com temperaturas de 25°C durante o dia e
15°C a noite.

4.4.5.1 Genotipagem de HIFs - teste para marcador dCAPS

O DNA foi extraido de acordo com o método CTAB (CHEUNG;
HUBERT; LANDRY, 1993). A PCR foi realizada em termociclador (Bio-Rad®
S1000TM) com o uso de 2 ul do DNA extraido. As reacbes de PCR foram

conduzidas durante 4 minutos a 95°C, seguidos por 35 ciclos de desnaturacdo por
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20 segundos a 95°C, anelamento do primer durante 30 seg a 55°C e extensao por 1
minuto a 72°C, com subsequente fase de extenséo por 10 min a 72°C. Os produtos
de PCR foram utilizados para analise de restricdo com a enzima desejada. Foram
utilizados 15 pl do volume da PCR, 1 unidade de enzima, 3 pl de tampao CutSmart®
e suplementado com agua desmineralizada até 30 pl. As digestdes foram realizadas
durante a noite a temperatura Otima para cada enzima (entre 30 e 37°C). Os
produtos de restricdo foram aplicados em gel de agarose a 1,5%, colorido com

GelRed™ e o genétipo das plantas foi avaliado (Figure 4.1).

Figura 4.1 — Geles de agarose com os resultados da andlise especifica para os
marcadores dCAPS: SI11m3576, SI11m3584, SI111m3590, SI11m3598, SI11m3604 e
SI11m3618 e a bandagem dos parentais por marcador para os alelos Money (M),
Pimp (P) e Heterozigoto (H).

== SI11m3576 = SI11m3584 __ SI11m3590 __ SI11m3598 __ SI11m3604 SI11m3618

=M P H-=M P H - M P H - M P H - M P H - M P H -
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Fonte: o préprio autor

4.4.5.2 Anélise do tamanho e massa de semente das HIFs

A caracterizacdo fenotipica das HIFs foi realizada pelo tamanho e
massa de semente, conforme descrito na secdo “Andlise de Tamanho e Massa de

Semente”.

4.4.6 Analise Estatistica

Para andlise estatistica, utilizou-se o software Genstat (versao
18.1.0.17005). Realizou-se a analise de variancia (ANOVA desbalanceada, devido a
diferenca de numero de plantas por genitor) com os termos de bloqueio “Colheita x
Momento de Colheita” e os tratamentos “Progenitor x Linhagem”. As diferencas
entre Progenitor x Linhagem foram determinadas usando o LSD protegido de Fisher
a 5% de probabilidade.

Além disso, para verificar diferencas entre as NILs para o0s

progenitores Money e Pimp para cada HIF, a média, o desvio padrédo e o p-valor a
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partir do teste de Fisher (LSD) foram analisados para o tamanho e a massa de
semente das cinco HIFs.

4.5 RESULTADOS

4.5.1 Identificagdo de QTLs para Tamanho e Massa de Semente

Foram identificados 23 QTLs usando o intervalo de mapeamento. O
escore LOD de 2,0 foi calculada como um nivel limiar com um teste de permutacao

para detectar QTLs estatisticamente significativos (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — QTLs significativos associados as caracteristicas de tamanho e massa
de semente de tomate em populacéo de RILs (S. lycopersicum x S. pimpinellifolium)
cultivada em cinco ambientes maternos (RIL 1, RIL 2, RIL 3, RIL 4 e RIL 5).

Intervalo de Escore Variancia Variancia
Crt  confianca Marcador? Efeito aditivo? o I
(cM) LOD (%) tota
Tamanho de Semente — RIL 1
1 71,3-119,2 74314733 3,3 0,19348 14,4 041
11 0,0-66,3 47009022 2,2 0,14266 9,7 ’
Tamanho de Semente — RIL 2
9 54,9-86,2 60676124 2,6 0,189375 11,4 20.2
11 0,0-72,2 4775241 2,0 0,16767 8,8 ’
Tamanho de Semente — RIL 3
9 58,9-82,3 62098389 4,3 0,31327 17,8 26.7
11 0,0-72,2 4775241 2,0 0,22336 8,9 '
Tamanho de Semente — RIL 4
4 56,9-96,0 62161978 3,0 0,250445 13,9 275
9 55,9-96,3 64960323 3,0 0,256005 13,6 ’
Tamanho de Semente — RIL 5
1 68,3-119,9 74314733 2,8 0,21919 12,2
9 56,9-94,2 62098389 3,8 0,22905 15,9 44,3
11 0,0-28,8 4775241 3,8 0,23286 16,2
Massa de Semente — RIL 1
1 68,1-118,2 74314733 3,5 0,00012167 15,2
3 20,6-73,5 seq-rs6541 2,3 0,000094135 10,2 38,4
9 58,9-83,4 62098389 2,9 0,00010099 13,0
Massa de Semente — RIL 2
4 47,7-66,3 50180826 2,9 0,00012848 12,3 25 g
9 57,9-86,2 60487661 3,2 0,000135975 13,6 '
Massa de Semente — RIL 3
9 66,6-77,9 62098389 6,0 0,00018901 24,1 24,1

Continua
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Tabela 4.4 — Continuacao...

Intervalo de Escore Variancia Variancia
Crt  confianca Marcador? LOD Efeito aditivo® o total
(cM) (%) ota
Massa de Semente — RIL 4
3 14,1-116,3  seQ-rs6541 2,0 0,00014049 9,5
4 8,2-73,7 50180826 2,2 0,000105085 10,5 39,8
9 60,9-84,6 62098389 4,5 0,000145955 19,8
Massa de Semente — RIL 5
1 63,8-119,9 74314733 2,9 0,00014944 12,0
9 65,0-82,3 62098389 51 0,000176165 21,0 46,3
11 0,0-28,8 4775241 3,1 0,000141455 13,3

1Cromossomo em que os QTLs foram detectados.

2Marcador mais préximo da posicdo dos QTLs identificados.

%0 sinal positivo e negativo significa que o alelo de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium
contribuiu para o aumento da caracteristica no locus, respectivamente.

Fonte: o préprio autor

4.5.2 Desenvolvimento de Familias Heterogéneas Endogamicas (HIFs)

Diferencas nos QTLs foram encontrados para o0s ambientes
maternos (respostas genética x ambiente) (Tabela 4.4). Uma vez observado que
tanto para tamanho como para massa de sementes, em apenas um ambiente
materno ndo foi identificado QTL no cromossomo 11 para ambas caracteristicas
avaliadas, o estudo teve como objetivo realizar a confirmagdo e o mapeamento
refinado de QTLs apenas nesse cromossomo. Para confirmar este(s) QTL(S),
utilizou-se a abordagem de HIF. Cinco HIFs com regibes sobrepostas foram
selecionados para permitir o estreitamento do(s) QTL(S) para uma regido particular
do cromossomo 11.

Apés a triagem, encontrou-se cinco RILs candidatas (RILs em Fg)
para o desenvolvimento das HIFs para os QTLs no cromossomo 11: HIF 211, HIF
286, HIF 277, HIF 268 e HIF 298. Estas HIFs foram rastreadas com os marcadores
dCAPS: SI11m3576, SI11m3584, SI11m3618, SI11m3590, SI11m3598 e
S111m3604, os quais segregam para os alelos parentais (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Genétipos de HIFs segregando para os marcadores SI11m3576,
S111m3584, SI11m3618, SI11m3590, SI11m3598 e SI11m3604. Os gendtipos dos
marcadores flanqueando cada QTL s&o indicados para cada HIF. Os alelos
derivados de S. lycopersicum (cv. Moneymaker, ‘Money’) estdo indicados em regides
vermelhas no grupo de ligacdo, os alelos derivados de S. pimpinellifolium (G1.1554,
'Pimp') em regibes amarelas e as regides heterozigigbticas em laranja. As regides
brancas correspondem aos dados nao identificados.

Marcadores

S111m3576
——r5111m3584
S111m3c18
S5111m3590
~S111m3598
S111m3E04

Cromossomeo 11 |

I | I | | I I
oM 0 10 20 30 40 50 60 70 80

HIF 211

HIF 286

HIF 268 I

HIF 298

Fonte: o préprio autor

A partir das cinco HIFs, com diferentes regides heterozigotas que
segregam, confirma-se que o QTL estd localizado na regidao de 0,0 a 53,3 cM,

possibilitando iniciar o mapeamento refinado de QTL.

4.5.3 Confirmacéao do(s) QTL(s) para Tamanho e Massa de Semente em HIFs para o

Cromossomo 11

Foi realizada uma ANOVA com design desbalanceado para o
tamanho (Tabela 4.5) e a massa de semente (Tabela 4.6) para confirmar o(s) QTL(S)
e verificar se em alguma linhagem estas caracteristicas diferem devido a presenca

do alelo Money ou Pimp para a regido heterozigaotica.
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Com as diferentes colheitas, foram analisados os fatores colheita e
momento de colheita para o teste F para correcdo dos efeitos, seja de
desenvolvimento ou ambientais. A partir do teste F, a interacdo desses fatores nao
foi significativa para o tamanho de semente. No entanto, foi significativa para a

massa de semente.

Tabela 4.5 — ANOVA para tamanho de semente: Causa de variagao (CV), graus de
liberdade (gl), soma de quadrados (SQ), soma média de quadrados (SMQ), valor-F e
p-valor.

ANOVA — Tamanho de Semente

CV gl SQ SMQ Fcal p-valor
Colheita (C) 2 0,3616 0,1808 2,66 0,074
Momento de Colheita (MC) 3 3,0171 1,0057 14,82 <0,001
CxMC 2 0,2085 0,1042 1,54 0,22
Genitor (G) 1 0,0230 0,0230 0,34 0,561
Linhagem (L) 4 15,4099 3,8525 56,77 <0,001"
GxL 4 1,4116 0,3529 5,2 <0,001"
Erro 117 7,9401 0,0679
Total 133 28,3718 0,2133

"Significativo (p-valor<0,01)
Fonte: o préprio autor

Tabela 4.6 — ANOVA para massa de semente: Causa de variacdo (CV), graus de
liberdade (gl), soma de quadrados (SQ), soma média de quadrados (SMQ), valor-F e
p-valor.

ANOVA — Massa de Semente

CV gl SQ SMQ FcaL p-valor
Colheita (C) 2 0,3474 0,1737 7,27 0,001"
Momento de Colheita (MC) 3 3,8201 1,2734 53,27 <0,001"
CxMC 2 0,8699 0,4350 18,19 <0,001"
Genitor (G) 1 0,0685 0,0685 2,86 0,093
Linhagem (L) 4 10,9914 2,7479 11494 <0,001"
GxL 4 0,5770 0,1443 6,03 <0,001"
Residuo 117 2,7970 0,0239
Total 133 19,4713 0,1464

“Significativo (p-valor<0,01)
Fonte: o préprio autor

Para confirmar QTLs no cromossomo 11, foi analisado a interacao
genitor x linhagem, a qual é significativa para ambas as caracteristicas. Assim, ha
influéncia conjunta dos dois fatores no tamanho e na massa de semente (Tabelas
4.5 e 4.6).

Para verificar diferencas entre as NILs para os genitores Money e

Pimp para cada HIF, uma vez que a interacdo dos fatores foi significativa (genitor x
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linhagem), a média e o desvio padrdo para o tamanho e a massa de semente foram
analisados. A partir do teste de Fisher (LSD) foi confirmada a diferenga presente
apenas no HIF 211 (p-valor = 0,000) (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 — Numero de plantas por genitor (NPG), média (x) e desvio padréo (s)
para Money e Pimp e p-valor para as cinco HIFs para tamanho e massa de semente.

Tamanho de Semente

NPG Money Pimp

#
HIF Money Pimp X s X s p-valor
211 6 8 4,171 0,274 3,766 0,179 0,000
286 2 5 3,883 0,322 4,172 0,386 0,136
277 10 10 3,562 0,212 3,457 0,159 0,218
268 11 9 3,059 0,117 2,940 0,109 0,201
298 5 5 3,521 0,048 3,740 0,576 0,066
Massa de Semente
NPG Money Pimp p-valor #
HIF  Money Pimp X S X S
211 6 8 1,998 0,162 1,697 0,078 0,000°
286 2 5 1,793 0,320 2,010 0,203 0,060
277 10 10 1,238 0,110 1,187 0,067 0,279
268 11 9 1,195 0,052 1,140 0,107 0,213
298 5 5 1,903 0,067 1,973 0,330 0,327

“Teste de Fisher (LSD)
“Significativo (p-valor<0,01)
Fonte: o préprio autor

Como a HIF 211 foi significativa, ha diferenca entre os genitores
Money e Pimp para o tamanho e a massa de semente (Tabela 4.6). O tamanho
médio de semente da HIF 211 com o genitor Money (4,171 mm?) foi
significativamente superior ao de Pimp (3,766 mm?); o alelo Money aumenta o
tamanho de semente neste locus. Observou-se comportamento semelhante para a
massa de semente, uma vez que a média desta caracteristica foi de 1,998 mg para a
HIF 211 com o genitor Money e 1,697 mg com o Pimp (Figura 4.3). Com isso,
confirma-se o efeito aditivo apresentado na Tabela 4.3, com sinal positivo para todos
0os QTLs identificados, e que o alelo de S. lycopersicum contribuiu para o0 aumento

do tamanho e da massa de semente nesse locus.
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Figura 4.3 — (A) Tamanho de semente e (B) Massa de semente para NILs com
genitor Money (vermelho) e genitor Pimp (amarelo) para cada HIF (211, 286, 277,
268 e 298).
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Fonte: o préprio autor

4.5.4 Resumo dos Resultados

A partir da analise de QTL (Tabela 4.4), objetivou-se identificar QTLs
para tamanho e massa de semente nos 12 cromossomos do tomate, a partir de
populacdo de RILs entre S. lycopersicum (cv. Moneymaker, 'Money') x S.
pimpinellifolium (G1.155, 'Pimp"), cultivada em cinco ambientes maternos. A partir
disso, identificou-se QTLs significativos para essas caracteristicas em cinco
cromossomos (1, 3, 4, 9 e 11). Para confirmar QTL(S) para essas caracteristicas no
cromossomo 11, tornou-se necessario desenvolver HIFs.

Com cinco HIFs com regides heterozigéticas distintas (Figura 4.2), a
partir da ANOVA detectou-se a interacdo entre genitor x linhagem (Tabelas 4.5 e
4.6). Assim, pelo teste de Fisher confirmou-se diferenca significativa apenas na HIF
211 (Tabela 4.7). Esta diferenca foi plotada em um gréafico, onde observou-se que as
sementes com genitor Money tém tamanho e massa de semente superior as de
Pimp (Figure 4.3).

Na Figura 4.2, onde a HIF 211 foi agrupada em regides Money, Pimp
e heterozigota de acordo com os marcadores de segregacdo (SI11m3576,
SI11m3584, SI11m3618, SI11m3590, SI11m3598 e SI11m3604) no locus de
interesse, observou-se que o0 QTL esta na regido entre 0,0 e 13,4 cM, uma vez que a
HIF 211 mostrou uma diferenca entre os alelos Money e Pimp na regido que
circunda os marcadores SI11m3576 e SI11m3584.

Assim, foi possivel reduzir a regido do QTL para tamanho e massa

de semente no cromossomo 11, considerando que somente com a analise de QTL,
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QTLs para as caracteristicas avaliadas haviam sido identificamos em intervalo de
confianca de 0 a 28,8 até 72,2 cM. Além disso, mesmo ndo tendo encontrado
diferenca significativa entre os progenitores nas outras HIFs, também pode haver
uma hipétese de que o QTL para tamanho e massa de semente esteja localizado em
regibes a montante do marcador SI11m3576, tendo em vista que se testar mais
linhagens para HIF 286 (e HIF 298) pode-se revelar também diferencas significativas
para estas HIFs entre os diferentes genitores. Portanto, esses resultados ainda
precisam ser confirmados em estudos futuros, utilizando-se um maior nimero de
plantas por genitor.

Em conclusdo, QTLs para tamanho e massa de semente foram
confirmados no cromossomo 11, uma vez que a HIF 211 apresenta diferenca
significativa em ambas caracteristicas, comparando os dois genitores (Money e
Pimp). Assim, conclui-se que um gene causal para ambas as caracteristicas esta
localizado entre 0,0 e 13,4 cM, j& que identificou-se que o QTL esta neste intervalo,
uma vez que é o tamanho da regido heterozigética na HIF 211 (Figura 4.2). Com a
abordagem de HIF, a regido contendo o gene para tamanho/massa de semente é
menor do que ao observado na analise de QTL. Assim, através das HIFs iniciou-se o
mapeamento refinado de QTL e para pesquisas futuras o foco sera direcionado a

uma regido menor do cromossomo 11.

4.6 DISCUSSAO

A andlise de Loci de Caracteristicas Quantitativas (QTLs) pode ser
uma ferramenta para elucidar as diferencas genéticas para caracteristicas
complexas que estdo presentes em uma espécie, mas isso depende da
disponibilidade de populacbes de mapeamento bem-genotipadas, tais como
populacdes de RIL (KOORNNEEF; ALONSO-BLANCO; VREUGDENHIL, 2004). As
populacées de RIL fornecem um recurso genético ‘imortal’ e identificar as bases
moleculares dos QTLs obtidos nesse caminho, continuam a ser uma tarefa
formidavel. Tendo em vista produzir grandes intervalos genéticos, se faz necessario
realizar a caracterizagcdo molecular da variacéo alélica para a clonagem dos genes
causais. A fim de delinear os intervalos de QTL e compreender a variagdo genética
natural para a identificacdo de genes causais, precisa-se incorporar informacgoes

adicionais do genoma completo, que esta se tornando mais acessivel.
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No presente estudo, 23 QTLs em cinco cromossomos diferentes (1,
3, 4, 9 e 11) foram identificados para o tamanho e o massa de semente em
populacao de RIL de tomateiro cultivada em cinco ambientes maternos (Tabela 4.3).

De acordo com Postma e Agren (2015), a interac&o entre o gendtipo
da semente e o ambiente materno foi observada. No atual estudo, néo se constatou
a influéncia do ambiente materno na quantidade de QTL significativo para o tamanho
de semente, que variou de 2 a 3 de acordo com o0 ambiente em que as RILs foram
cultivadas. No entanto, para a massa, RILs cultivadas sob maior teor de nitrato (14
mM) favoreceu a identificagdo de maior nimero de QTLs significativos, sendo trés
em RIL 1, RIL 4 e RIL 5; para RIL 2 e RIL 3 identificou-se dois e um,
respectivamente. Isto corrobora com He at al. (2014), que relataram que o nitrato
afetou mais caracteristicas de sementes em comparacao ao fosfato, mostrando que
h& interacdo entre gendtipo e ambiente materno.

Observou-se que o ambiente materno € capaz de influenciar na
identificacdo de QTL, haja vista que ha QTL que foi identificado na maioria dos
ambientes maternos avaliados, como para o tamanho de semente, onde identificou
QTL no cromossomo 11 em RIL 1, RIL 2, RIL 3 e RIL 5. Porém, observa-se que ha
QTL que é fortemente afetado pelo ambiente materno, a exemplo do QTL para a
massa de semente no cromossomo 11, o qual foi detectado apenas em RIL 5;
constatando a importancia de identificar QTL em diferentes ambientes.

De acordo com Khan et al. (2012), QTLs tem sido identificados para
a massa de semente, no entanto, oS mesmo autores citam que estudos prévios néo
tem dado atencdo a identificacdo de QTLs para caracteristicas de dimensdo como
tamanho e comprimento de semente. Outros estudos em tomateiro também foram
realizados para identificar QTLs para a massa de semente com diferentes
populacdes envolvendo cruzamentos interespecificos entre espécie cultivada e
silvestre (TANKSLEY; MEDINA-FILHO; RICK, 1982; GOLDMAN; PARAN; ZAMIR,
1995; GRANDILLO; TANKSLEY, 1996; DOGANLAR; FRARY; TANKSLEY, 2000;
KHAN et al., 2012), porém vale ressaltar que estes estudos ndo tém considerado o
efeito do ambiente materno.

Embora tamanho, comprimento e massa de semente sejam
caracteristicas intimamente relacionadas e interdependentes entre si, Khan et al.
(2012) identificaram diferentes numeros de QTLs para massa (seis), tamanho

(quatro) e comprimento de semente (trés). No presente estudo, identificou-se
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também um namero diferente de QTLs para essas caracteristicas: 11 para tamanho
e 12 para massa de sementes.

Como o objetivo do estudo foi o cromossomo 11, devido a fatores ja
citados aneriormente, apos o desenvolvimento das HIFs, os QTLs que afetam o
tamanho e a massa de semente neste cromossomo foram confirmados apenas na
HIF 211. As NILs com alelos Money aumentaram significativamente as
caracteristicas em comparacdao com as NILs com os alelos Pimp (Tabela 4.6). Isto
estad de acordo com o efeito aditivo da Tabela 4.3, onde o alelo Money contribuiu
para o tamanho e a massa de semente em todos os QTLs no cromossomo 11
identificados em diferentes RILs. Khan (2013) também confirmou QTLs para o
massa de semente, porém, no cromossomo 9.

Khan (2013), estudando a caracteristica tamanho de semente em
populacdo de RIL de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium, encontrou duas HIFs
carregando o alelo Money que revelou maior tamanho de semente em comparacéo
com as sementes contendo o alelo Pimp. Assim, estreitaram o intervalo de QTL para
o tamanho de semente no cromossomo 9 para uma regido de 18 cM entre 94,0 e
112,0 cM.

No presente estudo, tendo em vista que apenas uma HIF confirmou
o0 QTL, foi obtido o mapeamento refinado do QTL no cromossomo 11 para uma
pequena regido de 0,0 a 13,4 cM (Figura 4.2). Além disso, a HIF 211 pode ser usada
para aprimorar o mapeamento do QTL e identificar o gene causal para o tamanho e
a massa de semente. Além da identificacdo do(s) gene(s) causal, os resultados
apresentados podem ser utilizados na selecéao assistida por marcadores (SAM) para
otimizar ambas caracteristicas.

A combinacdo de resultados fornece suporte para a premissa
conceitual ao favorecimento do mapeamento refinado e a clonagem do(s) gene(s)
responsavel pela variacado de caracteristicas complexas, que normalmente requer a
construcdo de NILs para determinar as relagdes genéticas. Assim, o isolamento, a
caracterizagdo e a comparacdo de analises de genes funcionais destes loci podem
ser combinados com uma abordagem de gene candidato observando todos os
genes no intervalo de confianca. A investigacao de QTLs para tamanho e massa de
semente em tomateiro revelou que a analise de HIFs identificou NILs que permitem
a confirmacao de ligacdo entre marcadores e QTLs, o mapeamento refinado de

QTLs e a elucidacao do fendtipo associado a um QTL especifico.
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A andlise de HIFs expds uma abordagem eficiente para desenvolver
NILs para dissecar a base genética implicita ao tamanho e a massa de semente,
fornecendo evidéncias adicionais para a presenca de regidées genéticas previamente
identificadas que controlam a qualidade de sementes. As HIFs ajudam na geracao
de NILs numa gama de progenitores genéticos recombinantes, além de serem uteis
para estreitar as regides genéticas nas quais o fenétipo de um QTL € expresso. Isto
facilita o mapeamento refinado e a clonagem dos genes causais para estes QTLs e
a identificacdo de genes potencialmente envolvidos no controle de processos
relacionados. Assim, estudar diferentes caracteristicas de sementes é importante

para melhorar o desenvolvimento e o rendimento das culturas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No estudo observou-se que a variagcdo fenotipica nos parentais,
assim como na populacdo de Linhagens Endogamicas Recombinantes (RILS) e a
resolucdo e o tamanho desta populacéo foi suficiente para encontrar QTLs para
qualidade de semente. Assim, esta populacdo de RILs mostrou-se uma ferramenta
no estudo de caracteres quantitativos, tendo em vista permitir a identificacdo de 124
QTLs para caracteristicas relacionadas a germinagdo (Gmax, tsot, AUC e Usa16t) e 23
QTLs para tamanho e massa de semente.

Foi observado a complexidade do controle genético das
caracteristicas de qualidade de semente e interagcdes genétipo x ambiente na
deteccdo de QTLs. A identificacdo de diferentes QTLs em todos os ambientes
maternos e de germinacdo indica que as condi¢cdes foram eficientes para detecta-
los. Devido a influéncia do ambiente na identificacdo de QTLs, mostra-se a
necessidade de utilizar materiais genéticos sob diferentes ambientes nesse tipo de
analise.

Identificou-se QTLs para caracteristicas de germinagcdo nos 12
cromossomos do tomateiro, no entanto observou-se que 0s intervalos de confianga
entre 0,0-104,3 cM no cromossomo 6 e entre 0,0-36,1 cM no cromossomo 11 s&o
regides gendmicas que mostram influéncia sobre QTLs para a qualidade de semente
(caracteristicas de germinacgao). Assim, confirma-se a hipétese de co-localizacdo de
QTLs para condicbes nao-estressante e de estresse e que 0s parametros de
germinacao estdo sob controle genético.

A sobreposicdo de QTLs entre respostas de germinacdo sob
diferentes condicdes de estresse indica contribuicdo de genes semelhantes ou
idénticos. Assim, a selecédo para germinacéao rapida sob uma condicdo resultaria em
progénie com maior germinacdo sob outras condicbes de germinacdo. A co-
localizacdo de QTLs para caracteristicas de germinagdo suporta a dissec¢ao
genética da qualidade de semente, a fim de elucidar os mecanismos moleculares
controladores. Essas regifes identificadas em diferentes ambientes de germinacao
poderdo ser utilizadas na selegdo assistida por marcadores (SAM) ou na clonagem
génica.

A investigacdo de QTLs para tamanho e massa de semente em

tomateiro revelou que as RILs mostraram-se suficientes para o desenvolvimento de
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Familias Heterogéneas Endogamicas (HIFs). A analise de HIFs confirmou ser uma
abordagem eficiente, onde Linhagens Quase Isogénicas (NILs) foram obtidas a partir
da heterozigosidade residual deixada na geracdo Fs da populacédo de RILs, tendo
em vista a obtencdo de linhagens segregantes apenas na regido do QTL de
interesse.

A partir das HIFs obtidas, com diferentes regides heterozigotas que
segregam para o QTL, foi possivel confirmar e estreitar o QTL para tamanho e
massa de semente no cromossomo 11 (intervalo de confianca entre 0,0 e 13,4 cM),
onde o fendtipo do QTL € expresso para ambas caracteristicas. Com o inicio do
mapeamento refinado do QTL no cromossomo 11, a HIF 211 podera ser utilizada
como ponto de partida no aprimoramento do mapeamento do QTL e, finalmente, na
identificacdo e clonagem do gene(s) causal dos processos interligados ao tamanho e
a massa de semente. Além disso, os resultados poderdo ser utilizados na SAM para
otimizar ambas caracteristicas.

Por fim, o mapeamento de QTLs associados a caracteristicas de
gualidade de semente em tomateiro abrira oportunidades para melhorar a eficiéncia
de melhoramento e selecdo de plantas para linhagens com maior vigor de semente.
Os marcadores moleculares ligados aos QTLs podem ser utilizados na SAM,
proporcionando um método rapido para selecionar genétipos especificos sem a
necessidade de avaliar extensivamente fendtipos em todas as fases do programa de

melhoramento.
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