Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Estudo de variacdes geneéticas naturais de Solanum galapagense

possivelmente relacionadas com alteragcdes no hormaonio giberelina

Clarissa dos Santos Goldenberg

Dissertacdo apresentada para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentracdo: Fisiologia
e Bioquimica de Plantas

Piracicaba
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Clarissa dos Santos Goldenberg
Engenheiro Agrénomo

Estudo de variagdes genéticas naturais de Solanum galapagense

possivelmente relacionadas com alteragcdes no horménio giberelina

Orientador:

Prof. Dr. LAZARO EUSTAQUIO PEREIRA PERES

Dissertacdo apresentada para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentracao: Fisiologia e
Bioquimica de Plantas

Piracicaba
2009



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Goldenberg, Clarissa dos Santos

Estudo de variagbes genéticas naturais de Solanum galapagense possivelmente
relacionadas com altera¢des no horménio giberelina / Clarissa dos Santos Goldenberg
. - - Piracicaba, 2009.

80 p. :il.

Dissertacéo (Mestrado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2009.
Bibliografia.

1. Cruzamento vegetal 2. Dorméncia em plantas 3. Hormonios vegetais 4. Nanismo vegeta
5 Tomate 6. Variagdo genética I. Titulo

CDD 635.642
G618e

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



Dedicatoria

Aos meus pais Nélia e Samuel, com amor.






AGRADECIMENTOS

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP) por contribuir de
forma tdo especial em minha formagdo profissional;

Ao Departamento de Ciéncias Biologicas, especialmente ao Programa de Pés-Graduacdo
em Fisiologia e Bioquimica de Plantas;

Ao meu orientador, Prof. Dr. Ldzaro Eustdquio Pereira Peres, pela orientacdo e pelo
valioso aprendizado ao longo de todo o Mestrado;

Aos professores com quem tive a honra de cursar as disciplinas do curso: Ricardo Ferraz
de Oliveira, Murilo de Melo, Beatriz Appezzato-da-Gloria, Ldzaro Eustdquio Pereira Peres,
Maria Liicia Carneiro Vieira, Ricardo Alfredo Kluge;

Aos colegas de laboratorio, em especial aos amigos Fernando Piotto e Rogério
Carvalho;

Ao pessoal da Horticultura Vitti e Miranda pelos auxilios na casa-de-vegetagdo;

A querida Maria Solizéte Granziol Silva pela eficiéncia e disposicdo constante em
auxiliar nos alunos do PPG Fisiologia e Bioquimica de Plantas;

A minha familia, primos, tios, avds, meu alicerce, que mesmo distantes fisicamente
sempre se fizeram presentes de maneira tdo integra;

Ao meu irmdo Theo, por compreender a distdncia e auséncia da “irmd mais velha”, pelo
amor e pela alegria;

Ao Marcelo, pela paciéncia, apoio, amizade e carinho e incentivo;

Aos colegas Luciana Carlini-Garcia e ao Augusto Garcia por serem pessoas brilhantes
em seus valores e em termos profissionais;

Aos colegas de Pos Graduacdo Helen Penha, Maria Marta Pastina, Gabriel Margarido,
pelos agraddveis momentos compartilhados;

Aos amigos de sempre Camila Reis, Gabriel Falcdo, Renata Ilha e Juliana Curi;

A minha mde, amiga de todas as horas e incentivadora incondicional, por acreditar em
meus sonhos; ao meu querido pai, meu idolo e exemplo profissional, e ao Sette, meu amigdo que
tanto admiro;

A Capes, pela concessdo da bolsa de estudos;

A Deus, meu anjo da guarda, por me proteger e iluminar meus caminhos;






SUMARIO
RESUMO ...ttt et e h e et e s bttt e s bt e e bt e sabe et e esabeenbeesaeeeaee 9
ABSTRACT ..t ettt et e sttt e s bttt e sab e e bt e sbaeebeesaneeabee e 11
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt st et 13
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt sttt ettt s e et 17
T INTRODUGCAO ...ttt n s 19
2 DESENVOLVIMENTO.....coouitiiiititeeeeee ettt ettt ettt et st saae e nae 21
2.1 ReviSA0 DIDHOZIATICA .....eevuviiiiiiiiiie ettt ettt et e et esaaeeenae 21
2.1.1 A importancia da variacdo genética natural para estudos fisiol0giCOS.......cccceevuervverieenenne 21
2.1.2 S0lanum gALAPAZGENSE ..............cccueeeueeeeiieeeieeeeieeeeeeesteeeteesieeesteeesseeessseesssseeensseessseeenns 22
2.1.3 GIDETRIINAS ...ttt et ettt e s e et e e bt et e e sabeeabeesbaeebeesaneebeeeae 27
2.1.4 Micro-Tom como MOAElO ZENELICO ........eeeriiiiiiiieiiieeeiie ettt et e e 32
2.2 ODBJELIVOS ...uttteeiitee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et e ettt e s bt e e e bt e e e bt e e e abt e e s ab e e e e a bt e e sabeeeeabee e bbeeenteeenaeeeane 34
2.3 Material € MELOAOS ......ooueiiuiiiiiiiie ettt ettt ettt et s bt e bt e s ba e e be e st e e b e e 34
2.3.1 INFTA-@SIIULULA ...ttt ettt ettt et e bttt e st e et esbaeebeesaneebeeas 34
2.3.1.1 Laboratério de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal (LCHDV) .................. 34
2.3.1.2 Casa de VEZELACAO . ..ccuuiiiiiieiiiieeitee ettt ettt e ettt e st e e st e e st e e it e e esabeesbbeessbeesnneesane 35
2.3.2 Semeadura € CULTIVO.......cocuiiiiiiiieieeeieeeeee ettt ettt st e saee s aeesaneene e 36
2.3.3 Cruzamentos € / OU TELTOCTUZAIMEIIEOS «....eeruviieriieerireeniteenteeenteeesteeesnreeesareessbeeessnreessneeenane 35
2.3.4 Colheita e processamento dOS fTULOS .....ueeeruiieeiiieiiiieeie ettt e e e e esareeeaneeenns 36
2.3.5 EStocagem das SEIMENLES........ccevuuteerutierriteeeiieeesiteeeiteeesiteestteasuteeesteeesaseeessseesssseesssseesnnseesnns 38
2.3.6 Teste de ZEIrMINACAO ...cccuueeirurieiriiieeiiee et ee et e e tte e ettt e e tteesbteesabeeesabeeesabeessaseesbbeesnseesnneenans 38
2.3.7 Avaliagao de QILUTA ......ccueeeeiieieiieeeiieeetee et et e et e e e e et e e st e e s beeessbeeessseeesseeensseeennneennns 39
2.3.8 Curva de dose-resposta hormonal.............cccuieeiiiieiiieeiiieeiceciee e 40
2.3.9 Avaliacdo do indice de recorte fOlIar..........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 40
2.3.10 RegiStros fOtOZIATICOS .. .eovuuiiiiieiiie ettt ettt et e e e eaneeeaae 42
2.3.11 ANALISE @STAISTICA ..eeruveeiieeitieeiie ettt ettt et sb e et e st et esbaesbeesaneebee e 42
2.4 RESUITAAOS ...ttt ettt e e et e e e st e e e s ettt e e s eaabeeeesaasaeeesensaeeeennssaeaanns 42

2.4.1 Obtencdo e caracterizacdo de hibridos entre S.galapagense e tomateiro

(S.lycopersicum CV. MACTO-TOIM) .....ccccuuiiiiiiiiieeeiiiiee e eitee e et e e et e e e e iaaeeeesaraeeeensbaeeeensaeeeennnns 42



2.4.2 Introgressao do nanismo de S.galapagense em MT .........ccccceeeviiiiniiiiniiiiniieieeeeeeeeeenn 50
2.4.3 Caracterizacao dO NANISITIO ......cevuueeeriieeniiieeniteeeitee ettt e ettt e et e e sbteesabeeesibeeesabeessabeesnneesneeens 60
2.5 DISCUSSAOD .uvvreeiiieeiiieeitieeeitee ettt esetteeeteeeeteeessseeessseeasseessseeensseeassseeasseeeassaesnsseesnsseesnssesensseenn 67
3 CONCLUSOES ...ttt i sttt ss st ettt ens 71

REFERENCTAS ..o oo et e e et e e eeseseses e sseseseses s s s eseseseesseseseseasesesesesessesesssesens 73



RESUMO

Estudo de variacoes genéticas naturais de Solanum galapagense possivelmente relacionadas
com alteracoes no hormonio giberelina

As espécies selvagens relacionadas ao tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill. Syn.
Solanum lycopersicum L) em latitudes do Sul do Equador ao norte do Chile. Estas condi¢des
ambientais contrastantes possibilitaram o aparecimento de grande diversidade genética dentre
estas espécies. Lycopersicon cheesmanii f .minor (Hook.f.) C. H. Hill. Syn. Solanum galapagense
S. Darwin & Peralta € endémica das Ilhas Galdpagos e possui caracteristicas peculiares, como
porte reduzido, dorméncia de sementes e folhas bastante recortadas. Estas caracteristicas também
estdo presentes em mutantes de tomateiro com deficiéncia no hormonio giberelina (GA).
Mutagdoes em GA como gibl, gib2, gib3 (deficientes) e procera (resposta constitutiva) sao
amplamente conhecidas em tomateiro. J4 os alelos Sp (Self Pruning) e Pts (Petroselinum),
presentes em S. galapagense, alteram altura e recorte foliar, respectivamente. Visando entender a
natureza destas variacdes genéticas naturais, foram feitos cruzamentos e retrocruzamentos
sucessivos de S. galapagense com a cultivar miniatura de tomateiro Micro-Tom (MT), onde
tentou se isolar plantas segregando para caracteristicas presentes no parental selvagem
(dorméncia, nanismo e maior recorte foliar). Na geracdo BC;F, foram selecionados individuos
com porte menor que MT e folhas com bordos muito recortados. Sementes BC;F; apresentaram
taxa de germinacdo de 47,6 %, contrastando com o valor 94,5 % apresentado por MT. Entretanto,
apo6s aplicacdo de 100 uM de GAj a taxa de germinacdo de BCF; foi elevada para 72 %. Em
andlise de curvas de dose-resposta a GA, as plantas BC;F; apresentaram menor porte que MT,
sendo que este nanismo nao foi completamente revertido aplicando-se GA. Em geragdes
avangadas de retrocruzamentos, constatou-se que a dorméncia de sementes foi perdida durante as
introgressoes. Tal constatacdo leva a crer que o principal componente da dorméncia de S.
galapagense nao estd ligado ou € efeito pleiotropico dos genes que respondem pelo seu nanismo
ou recorte foliar. A andlise de segregacdo de 278 plantas BC4F, mostrou que o principal
componente do nanismo de S. galapagense segrega na proporcao 3:1, sendo a mutacdo recessiva
presente em S. galapagense denominada galapagos dwarf (gdw). Plantas quase isogénicas a MT
(geracdo BC¢F,) foram obtidas carregando os alelos Pts, Sp e gdw. Experimentos comparando-as
com MT confirmaram que o alelo Pts aumenta pronunciadamente o recorte foliar de tomateiro e
diminui ligeiramente a germinacdo e o porte das plantas. Tal observacdo estd de acordo com a
descoberta recente de que PTS codifica para um gene da classe KNOX, que podem estar
envolvidos com GA. Em cominacdo com Pts, esse alelo parece ter efeito discreto no recorte
foliar, mas somente em combinacdo com Pts. Surpreendentemente, sementes Sp tiveram
germinagdo precoce, comparadas com MT (sp). Ja o alelo gdw ndo mostrou ter efeito na
germinacdo, mas confirmou afetar a altura e o recorte foliar. Esses resultados evidenciam que
porte reduzido e folhas bastante recortadas de S. galapagense podem ser atribuidos
principalmente a gdw e Pts. A dorméncia parece ser controlada por outro(s) gene(s) ainda
desconhecido(s). Como o novo gene descoberto, GDW, ndo afeta a germinacgdo, é pouco provavel
que esteja ligado a GA, podendo ser uma nova classe de genes controlando nanismo.
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ABSTRACT

Study of natural genetic variations of Solanum galapagense possibly related to changes in
the hormone gibberellin

The tomato (Lycopersicon esculentum Mill. Syn. Solanum lycopersicum L) related wild
species evolved into a wide range of latitudes, from the southern of Ecuador to the northern of
Chile. These contrasting environment conditions allowed the emergence of great genetic diversity
among these species. Lycopersicon cheesmanii f. minor (Hook.f.) C. H. Hill. Syn. Solanum
galapagense S. Darwin & Peralta is endemic in the Galapagos Islands and has characteristics
such as small plant size, dormant seeds and profusely divided leaves, being these characteristics
also common in tomato gibberellin (GA) mutants. GA mutants such as gibl, gib2, gib3
(deficient), and procera (constitutive) are widely known in tomato. In addition to the afore
mentioned mutations, the alleles Sp (Self Pruning) and Pts (Petroselinum), present S.
galapagense, lead to changes in plant height and leaf architecture, respectively. Aiming at the
understanding of such natural genetic variations, successive crosses and backcrosses of
S.galapagense with the miniature tomato cultivar Micro-Tom (MT) were made, attempting to
isolate plants segregating characteristics of the parental wild species (dormancy, dwarfism, and
increased leaf indentation). In the BC,F, generation were selected individuals shorter than MT,
and with more serrated leaf margins or with more leaflets when compared to MT. BC,F; seeds
showed germination rates of only 46.7 %, contrasting with the 94.5% of MT’s germination.
However, after the application of 100 uM GA, the rate of germination of BC,F; was increased to
72 %. Analysis GA dose-responses showed that the BCF; plants displayed smaller sizes than the
MT plants, and this dwarfism was not completely reversed by GA applications. In advanced
backcross generations, it was found that the dormancy of seeds was lost during the process of
introgression, since the selection was not for this trait, but only for plant with small size and/or
more divided leaves. This finding suggests that the main component of dormancy of
S.galapagense is not connected to or is not a pleiotropic effect of the genes for dwarfism and leaf
shape. The analyzes of the segregation of 278 BC4F; plants, already harboring the alleles sp and
pts from MT, showed that the main component of the dwarfism of S. galapagense segregates in
the proportion 3:1, and then, the recessive mutation present in this specie was named galapagos
dwarf (gdw). Plants nearly isogenic to MT (BCgF, generation) were obtained carrying the alleles
Pts, Sp and gdw. Experiments comparing these plants with MT confirmed that the allele Pts
produces more divided leaf and leaflets, and showed that this allele has a slight effect in reducing
seed germination and plant size. This observation is consistent with the recent discovery that Pts
codes for a gene from the KNOX class, which may be involved with the GA hormone. The Sp
allele had no direct effect on plant height, but only indirectly due to its indeterminate growth.
This allele seems to have a slight effect on leaf shape, but only in combination with Pts.
Surprisingly, Sp seeds had an early germination when compared to MT (sp). On the other hand,
the allele gdw did not show any effect on germination, but confirmed to affect plant height and
leaf architecture. Taken together, these results showed that the reduced plant size and the
profusely divided leaves of S. galapagense can be attributed mainly to the effect of Pts and gdw
alleles. Regarding seed dormancy, this trait appears to be controlled by other(s) gene(s), yet
unknown, although Pts also contributes to this characteristic. Since the new gene that we
discovered, GDW, does not affect the germination, it is unlikely that it can be linked the GA
hormone, but it may represent a new class of genes controlling an important agronomic trait, the
dwarfism.
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1 INTRODUCAO

Analogamente a espécie Arabidopsis thaliana, a cultivar miniatura de tomateiro Solanum
esculentum L. cv Micro-Tom (MT) tem sido cada vez mais utilizada como planta modelo para
estudos com abordagens relacionadas a genética e fisiologia do desenvolvimento. A vantagem
extra sobre o conhecido modelo Arabidopsis reside no fato da importincia agrondmica do
tomateiro. Assim, este pode, por exemplo, ser utilizado em pesquisas acerca de arquitetura foliar
(HAREVEN et al., 1996), dominancia apical (SCHUMACHER et al., 1999), abscisao de 6rgaos
(MAO et al., 2000), amadurecimento de frutos (VREBALOV et al., 2002), estudos de
metabolismo secundario (WILLIAMS et al., 1980; RONEM et al., 2000; ISAACSON et al.,
2002), transporte no floema (KIM et al., 2001), metabolismo hormonal em plantas e transducao
de sinais (IMBER; TAL., 1970; HICKS et al., 1989., WILKINSON et al., 1995). Além disso, MT
possui caracteristicas peculiares e fundamentais para seu uso em pesquisas. Possui porte reduzido
(aproximadamente 8 cm se cultivados em vasos ndo maiores que 100 ml) e ciclo rapido (70-90 de
semente a semente), j4 que foi inicialmente selecionado para fins ornamentais (SCOTT;
HARBAUGH, 1989). Assim como todas as outras cultivares de tomateiro, MT € considerado um
dipldide verdadeiro e possui genoma pequeno (950 Mb e cerca de 35.000 genes), o que facilita a
obtencdo de mutantes nesta espécie (PINO-NUNES et al., 2009).

Essas vantagens obtidas utilizando MT motivaram nossa equipe do Laboratério de
Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal (LCHDV), sediado na ESALQ/USP, em
Piracicaba, a adotar essa cultivar como modelo para uma abordagem genética de questdes
fisiolégicas. Em posse da cv MT e sua ampla gama de mutagdes dominantes e recessivas
afetando o desenvolvimento das plantas (PINO-NUNES et al., 2009), foi proposto um estudo
inédito, neste caso visando basicamente entender a natureza de caracteristicas pontuais
observadas em uma determinada espécie selvagem relacionada ao tomateiro denominada
Solanum galapagense S. Darwin & Peralta. Esta espécie, originaria das Ilhas Galdpagos, possui
trés caracteristicas marcantes e facilmente perceptiveis. A primeira delas é em relagdo ao curto
entrend. A segunda caracteristica observada € o recorte tipico de suas folhas. A natureza desta
caracteristica ja foi descrita, sendo seu principal componente a acdo do alelo Petroselinum (Pts)
(RICK, 1980). Finalmente, a terceira caracteristica ¢ a dorméncia das sementes. Hoje é sabido

que esta ocorre por questdes evolutivas, de modo que a planta agregou a caracteristica no sentido
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do fruto poder ser fonte de alimento para jabutis endémicos da Ilha, para entdo, apds a passagem
pelo trato intestinal dos animais a dorméncia ser quebrada e estas sementes serem dispersas por
estes répteis (RICK; BOWMAN, 1961). Coincidentemente, as trés caracteristicas descritas
também sdo notadas naqueles mutantes com deficiéncia ou com pouca sensibilidade ao hormdnio
giberelina (GA).

Até os dias atuais ndo sdo conhecidas variacOes genéticas naturais em tomateiro que
levem a alteragc@o, no nivel endégeno ou na sensibilidade a giberelinas. Assim, a meta principal
do trabalho era buscar a resposta para a ocorréncia simultanea das caracteristicas descritas em
S.galapagense. Inicialmente, imaginou-se que o comprimento do entrené pudesse ser uma
oportunidade de recrutar o gene que levasse ao nanismo de plantas. Desta forma, isto
representaria interesse agrondmico, ja que o nanismo provocado por mutagdes ndo muito severas
afetando GA, ja provou ser ttil para agricultura (SILVERSTONE; SUN, 2000).

A forma adotada para execucdo dos experimentos foi baseada na principal vantagem
oferecida pelo modelo MT, que € a facilidade de cruzamento com outros genétipos de tomateiro
ou mesmo de espécies selvagens, e posterior triagem das plantas contendo caracteres
morfolégicos de interesse (PINO-NUNES et al., 2009).

Ao fim dos trabalhos experimentais foi possivel alcancar a geracdo BCs, sendo as
geracOes anteriores amplamente caracterizadas em relacio a respostas como germinagao, porte e
recorte foliar. Este feito foi especialmente conclusivo a partir de BC;3F3, j4 que a partir desta
geracdo € possivel contar populacdes definidas em termos de segregacdo para os caracteres
morfolégicos em questdo, fundamentais para a realizacdo de todos os experimentos da

dissertacao.
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2 DESENVOVIMENTO

2.1 Revisao bibliografica

2.1.1 A importancia da variacao genética natural para estudos fisiologicos

Em abordagens de estudos genéticos e funcionais das plantas, a produ¢do de mutantes é
um foco constantemente trabalhado. Especificamente em tomateiro esta pratica é fortemente
requerida tanto em estudos visando abordagens genéticas, quanto fisioldgicas e morfoldgicas.
Para isso, o tomateiro pode ter a mutagénese induzida pelo uso de agentes fisicos (DAVID-
SCHWARTZ et al., 2001; LI et al., 2004), ou quimicos (MEISSNER et al., 1997), ou pela
insercdo de elementos de transposi¢io (MEISSNER et al., 2000). Entretanto, a mutagénese
possui um grande limitante quando se trata de genes cuja planta modelo j4 apresenta alelos nulos,
o que dificulta entender a funcdo desses genes (ALONSO-BLANCO; KOORNNEEF., 2000).
Para esses casos a alternativa mais apropriada é a variagdo genética natural. Esta abordagem se
concentra em buscar aquelas variacdes alélicas que foram selecionadas na natureza. Além disso,
quando a variagdo genética € natural, ao invés de mutantes e transgénicos, hd a vantagem
adicional de provavelmente possuir valor adaptativo. A associacdo de variacdo genética natural
com hormoOnios vegetais seria a maneira mais direta para se demonstrar que estas moléculas
foram recrutadas ao longo da evolugdo das espécies, como as do género Solanum secao
Lycopersicum.

O patrimdnio genético das vdrias espécies presentes na natureza contém variagoes alélicas
em muitos genes diferentes (efeito quantitativo), sendo esta fonte de mutacdes o oposto do que se
constata quando hd indug¢do de mutacdo. No caso de mutantes induzidos ndo sdo esperadas
variagdes quantitativas, desde que haja uma sele¢do prévia para buscar genétipos homogéneos. A
natureza quantitativa da heranca ¢ uma grande desvantagem, sendo um fator limitante em
pesquisas basicas de fisiologia, embora muitas vezes a variacdo natural seja freqiientemente
usada em melhoramento. Além disso, o processo de selecdo natural pode gerar genotipos
adaptados a ambientes especificos. Esta adaptacdo, provavelmente reflete variagdes em tragos
ecologicos e fisiologicos, embora a morfologia também possa diferir muitas vezes dentro da

propria espécie, o que € evidente em colecOes de plantas cultivadas (KOORNNEEEF et al., 1997).
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Estas fontes de variacdo, especialmente aquelas relatadas para caracteristicas fisiolégicas ndo t€ém
sido muito acessiveis para andlises genéticas e, muito menos, para andlises genéticas moleculares,
uma vez que tais propriedades comportam-se como caracteristicas quantitativas, determinadas
pelos QTLs (Quantitative Trait Loci), implicando em heranca poligénica e efeitos ambientais
sobre a expressdo da caracteristica. Uma série de avangos genéticos, como progressos no uso da
tecnologia dos marcadores (RAFALSKI; TINGEY, 1993) e melhorias nas abordagens estatisticas
permitiram que as caracteristicas em estudo ficassem cada vez mais acessiveis permitindo a

detec¢do de locus responsdveis por variagdes genéticas em diversos caracteres (JANSEN, 1996).

2.1.2 Solanum galapagense

As plantas pertencentes a familia Solanaceae sdao de extrema importancia, seja no ambito
da agricultura (producdo de horticolas como tomates, batatas, berinjelas, jil6 e pimentas), na
medicina (cultivo de medicinais como a mandrdgora, o tabaco, a beladona), ou como ornamentais
(algumas espécies de Solanum, tabaco e petinias). Os membros da familia Solanaceae ocorrem
em todo o mundo, porém as maiores diversidades sdo vistas nos Neotrépicos. O mais amplo
género da familia € Solanum, o qual conta com cerca de 1500 a 2000 espécies. Esta diversidade
de espécies coloca o género como um dos mais ricos em nimero de espécies de angiospermas. As
espécies de Solanum exibem uma ampla variedade morfoldgica, abrangendo desde minusculas
ervas até espécies florestais de porte maior, que sao encontradas em todos os habitats do mundo.

A classificagao de tomateiros como sendo do género Lycopersicum foi mantida por varios
botéanicos classicos (DUNAL, 1813, 1852; MULLER, 1940; LUCKWILL, 1943; CORRELL,
1962; SYMON, 1981; D’ARCY, 1991; NEE, 1999; HUNZIKER, 2001), sendo que até mesmo os
produtores adotaram esta nomenclatura (TAYLOR, 1986; RICK, 1979, 1988; RICK et al., 1990;

C.M.RICK. Tomato Genetics Resource Center. http://tgrc.ucdavis.edu). Esta denominacdo,

entretanto, nao foi universal. Linnaeus (1753), importante e renomado taxonomista, reconheceu e
incluiu o tomateiro no género Solanum, e ndo como Lycopersicon (WETTSTEIN, 1891;
MACBRIDE, 1962; SEITHE, 1962; FOSBERG, 1987; CHILD, 1990). Atualmente esta
nomenclatura tem sido cada vez mais utilizada dentro do meio cientifico, principalmente devido a
proximidade genética existente de Lycopersicum com o género Solanum (PERALTA;

SPOONER, 2000, 2001).
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Como dito anteriormente, existem vadrias espécies dentro do género Solanum, sendo nove
destas mais proximas do tomateiro doméstico (Solanum lycopersicum L. syn. Lycopersicon
esculentum. Mill). Para fins didéticos € listada a seguir a denominacdo primeiramente conhecida

como Lycopersicon e a adotada atualmente Solanum.
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Tabela 1 — Lista de espécies com a nomenclatura Lycopersicon e suas respectivas denominagdes
como Solanum, a mais freqiilentemente adotada e aceita atualmente (Adaptado de

SPOONER; PERALTA; KNAPP, 2005)

Nomenclatura antiga (Lycopersicon) Nomenclatura atual (Solanum)
L.esculentum Mill. S.lycopersicum. L.

L.cheesmaniae f. minor (Hook.t.) S. galapagense S.Darwin & Peralta
L.cheesmaniae L. Riley S. cheesmaniae (L.Riley) Fosberg
L.chilense Dunal S.chilense (Dunal) Reiche

L.pennellii (Correll) D’ Arcy S.pennellii Correll

L.peruvianum (L). Mill S.peruvianum L. s. 1

L.pimpinellifollium (L) Mill S.pimpinellifollium L.

L.hirsutum Dunal S. habrochaites S. Knapp & D. N Spooner

L.parviflorum C.M.Rick, Kesick, Fobbes & Holle S.neorickii D.M.Spooner, G.J.Andreson &
R.K.Jansen

L.chmielewskii C.M.Rick, Kesicki, Fobes & Holle  S.chmielewskii (C.M.Rick, Kesiki, Fobes &
Holle), D.M.Spooner, G.J.Anderson &
R.K.Jansen
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Por terem se desenvolvido numa ampla gama de latitudes e habitats, abrangendo desde
regides ao sul do Equador até o norte do Chile, estas condi¢des climéticas variadas contribuiram
ainda mais para o surgimento da diversidade no género. Um bom exemplo para fins comparativos
€ o contraste observado entre as condicdes de cultivo da espécie S.pennelli syn. L.pennelli D
’Arcy, capaz de sobreviver em dreas desprovidas de chuvas e contando com um sistema radicular
pobre, S. galapagense, a partir da qual se iniciou os primeiros estudos do presente trabalho, capaz
de crescer em dreas inundadas por 4gua do mar, das Ilhas Galdpagos (TAYLOR, 1986).

Esta espécie S.galapagense é originaria das Ilhas Galdpagos, regido vulcanica situada a
cerca de 1000 km da costa oeste da América do Sul, na Republica do Equador. As ilhas mais
antigas do arquipélago datam de 2 a 6,5 milhdes de anos (GEIST, 1996). As ilhas mais novas
ainda possuem atividade vulcanica, sendo registrado, apenas em Ferdinanda entre 1958 e 1998,
um total de sete erup¢des. Nas Ilhas Galdpagos existem 13 ilhas maiores, isto €, com mais de 10
km? e mais de 40 menores, comumente chamadas de ilhas menores, ilhotas ou rochas emergentes.

A superficie total das Ilhas € em torno de 8000 km? (DARWIN et al., 2003).
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Figura 1 — Mapa da distribuicdo de S.galapagense nas Ilhas Galdpagos (pontos coloridos em
destaque), sendo a cultura de tomateiro presente em 19 ilhas diferentes ao longo do

arquipélago (Adaptado de DARWIN et al., 2003).

Em relacdo ao fendtipo, S. galapagense apresenta caracteristicas peculiares (figura 2).
Uma dessas caracteristicas € o porte baixo, comparada as demais espécies selvagens conhecidas.
Esta caracteristica se deve principalmente pelo encurtamento de entrends presente nessas plantas.
A segunda caracteristica que merece ser mencionada € a ocorréncia da dorméncia de sementes.
Sugere-se que esta dorméncia esteja presente como parte de um mecanismo evolutivo no sentido
de que a dorméncia s6 seria quebrada apds passar pelo trato digestivo de jabutis endémicos destas
ilhas (RICK; BOWMAN, 1961). Isto favoreceria ambas as espécies, servindo como fonte de
alimento para estas espécies de jabutis, mas também como principal meio de propagacdao da
espécie de tomateiro. Finalmente a terceira caracteristica que merece destaque € a presenca de

folhas com bordos mais recortados. A explicacdo para este recorte foliar peculiar se deve a



27

presenca da mutagdo Pts ou Petroselinum (em alusdo ao nome cientifico da salsa que também
apresenta folhas recortadas), que foi descrita pela primeira vez por Rick, em 1980, e que hoje ja
se sabe que é uma variacio genética natural presente nesta espécie. E interessante destacar que as
trés caracteristicas fenotipicas acima descritas sdo observadas em mutantes de tomateiro

deficientes no hormonio giberelina (KOORNNEEEF et al., 1990; BENSEN; ZEEVAART, 1990).

Figura 2 — Fendétipo de Solanum galapagense. Em destaque entrend curto, folha com tipico
recorte acentuado e coloracdo dos frutos nas fases de pré - maturacdo e na maturacio

(Fonte: Arquivo Pessoal)

2.1.3 Giberelinas

As funcOes chave que as giberelinas (GAs) desempenham no desenvolvimento vegetal
sdo claramente observadas quando sdo estudados mutantes deficientes nesta classe hormonal, os
quais em geral sdo andes e de germinacdo comprometida. Trata-se de uma classe hormonal capaz
de modular o desenvolvimento da planta ao longo de todo seu ciclo de vida. Nos primeiros

estudos, que se iniciaram por volta dos anos 50, a altura de mutantes andes de plantas de ervilha e
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milho era recuperada apds a aplicagdo de acido giberélico (GA3), o qual era obtido a partir de
culturas do fungo Gibberella fujikuroi, que provocava crescimento anormal em plantas de arroz,
pesquisa esta iniciada em 1920 por um grupo de japoneses. Esta foi a primeira indicacdo de que
GAs eram reguladores endégenos do crescimento de plantas (PHINNEY, 1983). Esta suposicao
foi confirmada apds a constatacio de que extratos vegetais também poderiam estimular o
crescimento dos mutantes. Mais tarde esta informac¢do foi confirmada pela identificacdo quimica
de GAs em plantas superiores.

Na década de 50 foi elucidada a estrutura quimica das GAs, o que foi o principal
parametro para sua classificacdo. Um importante aspecto das GAs é o fato destas serem definidas
por sua estrutura quimica, sendo todas derivadas de uma estrutura inicial chamada ent-caureno
(figura 3 A) e classificadas quimicamente como diterpendides (C20) constituidos de quatro
unidades de isopreno (C5), sendo que a nomenclatura recebida segue a ordem de descoberta e
identificacdo, independendo de sua origem. Existem dezenas de GAs, porém poucas sao
biologicamente ativas. As mais comuns em vegetais sdo a 1, 4 e 7 (e 3 em microorganismos),

cuja estrutura quimica é mostrada nas figuras 3 B e 3 C.
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Figura 3 — Estrutura do anel ent-caureno (A). Estrutura de GA; e GA4 (B) e GA; e GA; (O),

exemplificando os tipos de GAs dependendo do radical ligado ao carbono

As principais vias de formagdo e catabolismo de GA;, GAz, GA4 e GA7 sdo mostradas na
figura 4. De maneira simplificada, o processo de biossintese de GA € constituido por trés etapas
basicas, que acontecem em diferentes compartimentos da célula. O primeiro passo ocorre nos
plastideos e caracteriza-se pela sintese de ent-caureno (Figura 4 A), mediada por enzimas
ciclases. Em seguida, no segundo compartimento que € o reticulo endoplasmatico, o enf-caureno
¢ oxidado, por monoxigenases dependentes de citocromo p450, formando GA,, precursora geral
das GAs (figura 4 B). Por fim, a terceira etapa acontece no citosol, de maneira que GA;; é
convertida em diferentes tipos de GA (figura 4 C). Essa ultima etapa ¢ mediada por dioxigenases,
sendo as mais importantes a GAjp oxidase (GAy 0x), a qual produz GA,o, e a GA3 oxidase (GA3

0x), a qual transforma GA,, em GA;, a principal GA ativa. Uma outra dioxigenase bastante
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importante ¢ GA, oxidase (GA; ox), a qual inativa diferentes tipos de GA pela adicdo de um
hidroxila (OH) na posicao 2 mostradas na figura 3 A.
Sementes, frutos em desenvolvimento e alguns tecidos vegetativos sdo os locais principais

de biossintese de GA em plantas superiores.
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Figura 4 — Estdgios da biossintese de GA. (A) Primeira etapa, nos plastideos, em que hd sintese
de ent-caureno. (B) No reticulo endoplasmadtico esta estrutura sofre oxidacao
formando o precursor das GAs. (C) Conversdo deste precursor (GAjz) em GAs.

(Modificado de TAIZ; ZEIGER (2004) In: Fisiologia Vegetal)
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2.1.4 Micro-Tom como modelo genético

Inicialmente, a cultivar Micro-Tom (MT) (Solanum lycopersicum L. cv. MT) foi
produzido para fins ornamentais, apresentando fendtipo ando e frutos vermelhos e pequenos
(SCOTT; HARBAUGH, 1989). Em 1997, Meissner et al., propds o uso da cultivar MT como
modelo para o estudo de genética em plantas, tal qual ja era feito em Arabidopsis thaliana. O
porte pequeno (cerca de 8 cm), ciclo curto (70 a 90 dias) e facilidade de transformacao levaram
esta cultivar a ser adotada como um modelo conveniente para pesquisas (MEISSNER et al.,
1997, EMMANUEL; LEVY, 2002). Tem sido sugerido, com base na sua genealogia, que o
fendtipo de MT € resultado do efeito maior de, ao menos duas mutacdes recessivas: dwarf (d) e
miniature (mnt) (MEISSNER et al., 1997). Em testes de alelismo ji foi confirmado que MT
carrega a mutagdo dwarf (LIMA et al.,, 2004). Atualmente ja se sabe que a mutagcdo dwarf
pertence a via de biossintese de brassinoesterdides (BISHOP et al., 1999), o que significa que MT
possui baixos niveis nesta classe hormonal, porém nao sendo considerada uma mutacdo dréstica
para deficiéncia ou insensibilidade a este horménio. E fundamental esclarecer que apesar de ndo
ser conhecida ao certo a natureza da mutagiao mnt, MT ndo € deficiente ou insensivel a GA. Este
dado é confirmado pelo fato de a cultivar ndo apresentar qualquer tipo de alteracdo em niveis
endégenos do hormonio (MARTf et al., 2006), o que o diferencia drasticamente dos mutantes de
tomateiro neste hormonio (KOORNNEEF et al., 1990).

O fendtipo de crescimento determinado de MT sugere que também tenha uma mutacdo
em SP (SELF PRUNING), cujo alelo recessivo leva a uma conversao de todo o meristema
vegetativo em floral, interrompendo o crescimento simpodial do tomateiro (PNUELI et al.,
1998). Trabalhos realizados em nosso laboratério permitiram isolar, no background da cultivar

MT, o alelo selvagem Sp, que causa o crescimento indeterminado em plantas (figura 5).
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Figura 5 — Fenétipo de MT (spsp), a direita, e MT Sp BCgF, (a esquerda)

O gene SP pertence a uma familia de genes regulatérios denominados CETS que
codificam proteinas modulatdrias capazes de determinar o potencial para crescimento continuo
do meristema apical caulinar (PNUELI et al., 2001). Desta forma, este gene controla o processo
pelo qual os meristemas vegetativos e reprodutivos alternam no meristema simpodial do
tomateiro.

Hoje MT € amplamente conhecido, consagrando-se como modelo cada vez mais
empregado para pesquisas em todo o mundo. No Brasil, a maior colecdo de germoplasma desta
cultivar e seus mutantes hormonais pertence a ESALQ/USP. Desta forma, do Laboratério de
Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal, no qual foi desenvolvido este trabalho,
diversos estudos ja foram realizados. Dentre estes, pode-se destacar estudos abrangendo obtencao
de mutantes hormonais através da inducdo de mutacdo (PINO-NUNES et al., 2009), uso de
mutantes fotomorfogenéticos (CARVALHO, 2007), esclarecimento e descricdo de variacdes
genéticas naturais (PIOTTO, 2008), emprego de mutantes no controle a herbivoria (CAMPOS,

2009), estudos de regeneracao in vitro (LIMA et al., 2004) e interacdes hormonais.
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Dentre os mutantes em GA de tomateiro, destacam-se gibl, gib2, gib3, série que contém
baixos niveis de GA e que por isso apresentam plantas com entrends curtos, além de folhas
encarquilhadas e baixas taxas de germina¢do (BENSEN; ZEEVAART, 1990). Esses mutantes
estdo mapeados nos cromossomos 6 (gibl), 1 (gib2) e 7 (gib3) (KOORNNEEF et al., 1990). Ja
procera (pro), mapeado no cromossomo 11 (VAN TUINEN et al., 1999), por ser um mutante de
resposta constitutiva a GA, apresenta maior altura e folhas com bordos praticamente sem recorte
foliar. Estas caracteristicas principais desde mutante sdo tipicas dos efeitos provocados pela
aplicacdo de GA. Além destes, hd mutantes em outras classes hormonais, como em auxinas (dgt,
HICKS et al., 1989), citocininas (brt, PINO-NUNES, 2005), etileno (Nr e epi, FUJINO et al.,
1988; WILKINSON et al., 1995), 4cido abscisico (sit, flc, e not, TAYLOR et al., 2000;
BURBIDGE et al., 1999), brassinoesteréides (cu3 e dpy, BISHOP et al., 1999; KOKA et al.,
2000; MONTOYA et al., 2002) e em acido jasmdnico (def1 e jail, HOWE et al., 1996, 1999; LI
et al., 2001).

2.2 Objetivos

Sucintamente, o presente trabalho teve como objetivo principal entender as bases
genéticas do nanismo, dorméncia de sementes e arquitetura foliar presentes em S.galapagense, e
verificar se essas caracteristicas estavam relacionadas com possiveis variagdes genéticas naturais

no hormonio giberelina.

2.3 Material e métodos

2.3.1 Infra-estrutura

2.3.1.1 Laboratorio de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal (LCHDYV)

Parte das atividades foi desenvolvida no Laboratério de Controle Hormonal do
Desenvolvimento Vegetal (LCHDV) pertencente ao Departamento de Ciéncias Biolégicas (LCB)
da ESALQ/USP e que estd sob a supervisdo do Professor Lizaro Eustdquio Pereira Peres. O
laboratério contava com recursos como sala de crescimento e a colecio do germoplasma de

diversos mutantes hormonais de tomateiro.
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2.3.1.2 Casa de Vegetacao

Trata- se de uma estrutura climatizada, cuja temperatura gira em torno dos 28 ° C e o
controle da mesma era realizado periodicamente. A irrigacdo dos vasos era automatizada, sendo
necessdria a irrigacdo manual somente quando relatado alguma falha em algum dos gotejadores.
Tanto o tempo de irrigagdo quanto o nimero de vezes a irrigar por dia ja eram pré-estabelecidos
de forma a suprir as necessidades de dgua das plantas. A casa contava ainda com um sistema de

ventilagdo (figura 6) pré-programado que era acionado por termostato.
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Figura 6 — Estrutura de cultivo das plantas em casa de vegetacdo. Em destaque detalhes do
sistema de irrigacdo e ventilagao
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2.3.2 Semeadura e cultivo

As sementes a serem testadas eram distribuidas regularmente em bandejas contendo uma
mistura comercial de Plantmax HT Eucatex e vermiculita, na proporcao de 1: 1, suplementado
com lg de NPK 10:10:10, e calcério dolomitico (Ca + Mg) na proporcdo de 4g por litro de
mistura. As mudas eram transplantadas no momento da forma¢do do primeiro par de folhas
verdadeiras, o que ocorria por volta de 15 a 20 dias apds a semeadura, e preferencialmente
realizados nas horas mais frescas do dia para que fosse evitada a dessecagcdo. Desta forma, as
plantulas eram transplantadas para vasos de 150 ml. Neste momento era realizada a adubagdo
com cerca de 0,2 g de NPK, sendo esta refeita periodicamente. Os vasos possuiam etiquetas em
que constavam informacgdes como genétipo e geracdo, data de semeadura e nome do responsavel

pelo material.

2.3.3 Cruzamentos e / ou retrocruzamentos

Para a realizacdo dos retrocruzamentos (RC's) ou backcrosses (BC's) previamente
definia-se quem seria o parental doador e o recorrente, de forma que o doador era semeado cerca
de uma semana antes. Assim, usualmente o momento da antese dos parentais doadores coincidia
com a formacdo dos primeiros botdes florais maduros prontos para serem emasculados, isto €,
com as sépalas abertas e pétalas fechadas (figura 7). Com o auxilio de uma pinca era feita a
emasculacdo, ou seja, a remocdo do cone de anteras de forma a deixar exposto o estilete da flor
com o estigma prontamente vidvel a receber o pdlen da planta doadora, procedimento este
realizado preferencialmente do dia seguinte e em hordrio mais fresco. Os botdes que recebiam o
polen tinham algumas das sépalas removidas, no sentido de identificar as flores cruzadas no
momento da colheita dos frutos. Por fim, para evitar o surgimento de pontos de dreno eram
removidos os botdes florais menores e mais recentes, o que de certa forma aperfeicoava a

formacdo dos demais frutos.
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Figura 7 — Detalhe dos botdes florais aptos & emasculacdo, botdes emasculados em que algumas
de suas sépalas sdo removidas no momento do procedimento de emasculacdo e botdes

mais recentes candidatos a serem removidos da planta

2.3.4 Colheita e processamento dos frutos

A metodologia empregada para colheita dos frutos, tanto aqueles provindos de
cruzamentos quanto os oriundos de autofecundacdo era a mesma. Cerca de 70 dias apds a
semeadura, em geral, era possivel obter frutos no momento propicio para a colheita, isto é,
maduros porém nao exageradamente. Este procedimento ndo sé evitava a possivel germinagdo de
sementes no interior dos frutos como também favorecia a ado¢do de um padrao, visto que muitas
das sementes coletadas, especialmente neste trabalho passavam por avaliacdes posteriores, como

de taxas de germinacdo. Apds a colheita, os frutos eram entdo processados, etapa simples e que
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consistia em repartir o fruto e remover as sementes. O contetido obtido era composto pela
semente mais a mucilagem tipica que envolve a semente, sendo estes colocados em copos de
pléstico contendo cerca da metade do copo com 4gua e uma pitada de fermento biolégico. Era
feita a devida identificagdo do gendtipo e geracdo no copo e por volta de 24 horas depois este
conteddo era despejado numa peneira onde se lavava com dgua corrente. A pratica do uso do
fermento favorecia ndo somente a retirada da camada de mucilagem que envolvia a semente, mas
auxiliava na prevencao fitopatolégica evitando a transmissdo de patégenos por sementes, cOmo o
TMV (Tomato Mosaico Virus). As sementes eram espalhadas em papel sulfite e deixadas em
bancadas na propria casa de vegetacdo para secarem naturalmente. Apds secas eram retiradas

com auxilio de uma régua e entdo armazenadas na geladeira.

2.3.5 Estocagem das sementes

A estocagem das sementes de uso comum ao grupo era feita em envelopes de papel
aluminio os quais posteriormente eram levados ao nosso banco de germoplasma e armazenados
na geladeira, devidamente identificados. Especialmente em casos especificos como o do presente
trabalho nos quais determinados genes ainda ndo estavam fixados as sementes eram
provisoriamente mantidas da mesma forma (em envelopes de papel aluminio), porém em
recipiente isolado. Apenas apds a confirmacgdo do(s) gen6tipo(s) este material era disponibilizado
ao banco de germoplasma do grupo, o qual era incluido na listagem controle de todos os

gendtipos e espécies por nés mantidas.

2.3.6 Teste de germinacao

Para testar a germinagdo das sementes adotou-se o protocolo utilizado em nosso grupo em
experimentos anteriores ndo somente por revelar resultados coerentes, mas também por permitir
que eventuais tipos de contaminacdes por fungos, por exemplo, ocorressem. Este teste permitia
entender a dorméncia caracteristica provinda de S. galapagense. Eram utilizados trés repeticoes
para cada gendtipo, sendo que cada uma das repeticdes (cada um dos gerboxes escuros)
continham 50 sementes. Os gerboxes eram forrados com papel filtro previamente esterilizados.

Cerca de cinco folhas do papel eram suficientes para comportar as sementes € manter a umidade
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adequada. Antes de serem colocadas para germinar as sementes eram desinfestadas em
hipoclorito de s6dio (HCIO) a 5 % acrescido de 2 gotas de detergente e mantidas sob agitacdao
durante 5 minutos. Apds este procedimento, com o auxilio de uma peneira escoava-se este
conteido lavando abundantemente com &4gua destilada. As sementes eram espalhadas
aleatoriamente com espacgo suficiente para seu desenvolvimento sob o papel filtro previamente
umedecido com dgua destilada. Nos casos em que a solucdo de embebicdo era hormodnio, este
substituia a 4gua destilada e entdo o hormonio era aplicado da mesma maneira que no tratamento
com a 4gua destilada. As avaliagdes eram feitas em tempos pré-determinados, geralmente feitos a
cada 24 horas, ou em certos casos com intervalos de 12 horas. A aplicacdo de dgua destilada era
feita baseada na umidade do papel filtro, de forma a manté-lo, porém ndo encharcado para
permitir a respiracdo das sementes. Os trabalhos eram dados como finalizados apds cerca de
cinco dias de avaliacdo. Era calculada a média de sementes germinadas e estes dados eram

organizados em graficos que explicavam a taxa média de germinac¢do ao longo do tempo.

2.3.7 Avaliacao de altura

As avaliagdes das alturas das plantas eram realizadas sempre no momento da antese com
o auxilio de uma régua. A medida considerada era aquela entre a inser¢do do primeiro par de
cotilédones até a primeira flor aberta. Nas triagens para plantas baixas eram utilizadas de 200 a
300 plantas e em testes de caracterizacdo de gendtipos utilizavam-se cerca de 15 a 20 plantas por
genotipo. As plantas ao serem etiquetadas recebiam numeracdo individual, o que permitia a
caracterizacdo de cada uma das plantas, ainda que pertencentes a0 mesmo genotipo e geragdo. As
alturas eram registradas em uma planilha e estes dados otimizavam as avaliagdes no sentido de
permitir a selecdo das plantas portadoras do fenétipo buscado no determinado experimento e
possibilitar o descarte daquelas plantas desnecessarias no prosseguir dos trabalhos. Plantas que
apresentavam caracteristicas atipicas, ou mesmo as que aparentemente apresentavam algum tipo

de deficiéncia nutricional eram eliminadas e nao considerada nos testes.



40

2.3.8 Curvas de dose-resposta hormonal

Foi elaborado um teste com os gendtipos pro, MT, gib3 e BCF4 cujo objetivo foi
verificar o comportamento da altura sob diferentes dosagens de GAj. Para isto as sementes foram
plantadas como de costume em bandejas em casa de vegetacdo e apds aproximadamente 15 dias
elas foram transplantadas para vasinhos individuais. O total de plantas para cada genétipo era de
16. As solugdes foram previamente preparadas no laboratério e conservadas em frascos de vidro
na geladeira mantida na casa de vegetacdo. As avaliagdes foram feitas a partir do momento do
transplante das mudas para os vasos, a cada 2 dias e a altura considerada era tomada a partir da
inser¢do do par de cotilédones até o meristema apical caulinar. A duracdo do teste estendeu-se
por aproximadamente 36 dias, sendo que a aplicacdo de acido giberélico era realizada a cada 7
dias sempre no periodo da manha. Vale destacar o cuidado tomado em relagdo a erros que
poderiam ser causados por deriva de hormdnio para outras plantas. Para tal, a dose 0 era sempre
colocada no inicio do fluxo da dgua da irrigacdo, seguindo a ordem crescente de concentracdes.

Para o preparo da solucdo de ImM de GAj; diluiu-se 3,46 g de ProGib 10 % em 1 L de
dgua destilada sendo este produto a solug¢do estoque. A partir da mesma eram feitas as dilui¢oes
para obtencdo das concentragdes: 10, 50, 100 e 500 uM de GAj;, além da solucdo controle
contendo apenas dgua destilada. As solu¢des eram guardadas em frascos de vidro devidamente

identificados armazenados em geladeira.

2.3.9 Avaliacao do indice de recorte foliar

O protocolo para avaliar o recorte foliar foi estabelecido pelo grupo a partir do presente
trabalho. Até entdo as avaliagdes eram feitas baseadas em visualizacdes feitas das imagens das
folhas obtidas através de um scanner. Devido a caréncia de varidveis que permitissem a
atribuicdo de valores foi elaborado o hoje fixado protocolo de indice de recorte foliar com base
na razdo entre drea e perimetro foliares. As imagens permaneceram como caractere a ser
considerado visto que em alguns casos sdo claramente notdveis diferencas morfoldgicas, porém
ndo acusadas em testes estatisticos. Desta forma, eram escolhidas folhas de plantas com o mesmo
padrdao de desenvolvimento fisiol6gico no momento da antese e destacando-se a quarta folha, a

contar a partir da insercao do primeiro par de cotilédones. Eram escaneadas trés folhas com seus
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respectivos foliolos logo apods elas serem destacadas da planta de origem. Destacava-se cada parte
componente das folhas, ou seja, seus foliolos (geralmente um total de 5) e o peciolo, optando pelo
tom branco e preto e resolucdo de 300 dpi. Era obtida uma imagem no formato TIF, como
mostrada na figura 8 (MT). Esta imagem era, por sua vez, aberta pelo software Quant V.1.0.1
(VALE et al, 2001), usado em andlise de imagens, e desenvolvido para quantificar severidade de
doencas de plantas. Foi por nds usado para obter dados de drea (cm?) e perimetro (cm) foliar.
Estabeleceu-se como sendo o indice de recorte foliar a razdo da média entre a drea e o perimetro
foliar. Para a interpretacao final avaliou-se o valor numérico entre a razao média final de tal sorte
que informagdes como homogeneidade dos dados, valor do numerador (drea) e do denominador
(perimetro) eram criteriosamente estudados. Estas consideragdes aprimoraram a acurdcia do
trabalho visto que o ambiente pode interferir fortemente em caracteres morfolégicos. Além disso,

foram tomadas plantas de mesma idade fisioldgica e na antese das mesmas.

Figura 8 — Modelo grafico obtido pelo scanner para a leitura de drea e perimetro no software

Quant. Neste exemplo trata-se da imagem de folha de MT
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2.3.10 Registros fotograficos

Sempre que necessdrio recorreu-se ao recurso de fotografar plantas em casa de vegetagao,

sementes em germinacao e outros atributos julgados importantes para o trabalho.

2.3.11 Analise estatistica

Ainda que a abordagem de caracteres morfologicos deste trabalho tenha sido baseada
principalmente em registros fotograficos ou imagens, foram feitos testes estatisticos. Estes testes
contribuiram de forma complementar as andlises de imagens, de forma a oferecer informacdes
que auxiliaram em conclusdes quando obtidos resultados dibios. Os experimentos foram
realizados de forma inteiramente casualizada cujo nimero de tratamentos e repeticdes variavam
conforme o tipo de experimento. Para as andlises dos dados utilizou-se o software Assistat, que
faz andlise de variincia e classificacdo de médias e que foi desenvolvido pelo professor Dr.
Francisco de Assis do Centro de Tecnologia e Recursos Naturais da Universidade Federal de

Campina Grande (UFCG).

2.4 Resultados

2.4.1 Obtencdo e -caracterizacdo de hibridos entre S.galapagense e tomateiro (S.

lycopersicum cv. Micro-Tom).

Os experimentos tiveram inicio a partir do cruzamento entre a espécie selvagem S.
galapagense 1.LA1401 (parental ndo recorrente ou doador) e MT (parental recorrente) (figura 9
A). Deste cruzamento foi obtida a gerac@o F; cujas plantas apresentaram de modo geral porte
normal, isto €, tal qual o porte de espécies selvagens, e, no entanto um pouco menor do que S.
galapagense. Assim, plantas desta geracdo F; foram preservadas para que ocorresse a
autofecundacdo dando origem a plantas da geracdo F,. Tais plantas foram cruzadas com MT, o
que resultou no BC}, geracao a partir da qual foi feita a sele¢ao de plantas de porte micro, ou seja,
com porte igual ou menor do que MT (figura 9 A). Estas plantas selecionadas foram deixadas

autofecundar por sucessivas geragdes até obter uma populacdo de aproximadamente 250 plantas
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em BC F;. A obtencdo deste material foi de grande importincia para a selecdo de individuos
portadores do até entdo suposto gene gdw, capaz de controlar altura e germinacdo e
possivelmente de cardter monogénico. Diz-se suposto gene porque inicialmente existiam questdes
ainda nao respondidas a respeito do curioso fenétipo descrito, como, por exemplo, a ocorréncia
deste fenétipo oriunda de algum componente de sinalizagdo de GA, tais quais mutagdes no
dominio DELLA (ALVEY; HARBERD, 2005). De modo geral, essa populagdo obtida em BC;F;
era composta por plantas com diferencas morfoldgicas relacionadas a altura e arquitetura foliar.
Entretanto, certas plantas destacaram-se das demais por apresentar caracteristicas bastante
semelhantes aquelas vistas em S. galapagense, porém em porte MT. Observou-se acentuada
reducdo do porte, folhas contendo foliolos cujos bordos eram bastante recortados, habito de
crescimento do tipo indeterminado e fruto na fase de pré-maturacdo com coloracido verde escuro.
Esta observacgao sugere uma possivel identidade desta planta observada com a espécie selvagem,
indicando que estas caracteristicas derivaram-se de S. galapagense (figura 9 B). Vale a ressalva
de que estas caracteristicas fenotipicas sdo divergentes em relacdo aquelas vistas em MT. Esta
cultivar apresenta folhas cujos foliolos ndo apresentam pronunciado recorte e os frutos na fase de
pré-maturacao possuem coloracdo verde claro. Além disso, ja se sabe que o porte reduzido de MT
deve-se 4 mutagdo dwarf (MARTI et al., 2006), nio sendo causada por quaisquer alteracdes
relacionadas a GA. Hoje, sugere-se que este fendtipo esteja relacionado a baixos niveis no

hormonio brassinoesteréide (MARTf et al., 2006).
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Figura 9 — Representacdo esquemadtica dos cruzamentos iniciais de Solanum galapagense
LA1401 com a cultivar miniatura de tomateiro Micro-Tom (MT), até a obtenc¢ao da
geracdo BC F;, para selecio de plantas de porte micro. Abaixo, fendtipo
apresentado por estas plantas em que se pode observar entrend curto, crescimento
indeterminado, recorte foliar pronunciado e frutos de coloragdo verde escuro

A fase seguinte teve como meta principal estudar e desvendar os fatores relacionados a

expressdo do fendtipo que despertou atencdo em BC,Fs. Desta maneira, este material foi semeado
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e deixado autofecundar até a obtencdo da geracdo BC,Fs;. Visando compreender o
comportamento destas plantas em relacdo a germinacdo de sementes foi realizado um
experimento para testar a taxa de germinacdo de BCF; quando tratadas com dgua destilada
(controle) e quando tratadas com 100 uM de GA3. Além destes dois tratamentos, foram utilizadas
sementes de MT tratadas com 4gua destilada. O experimento foi monitorado a cada 12 horas
permitindo a constru¢do de uma curva ao longo do tempo até que se atingisse o tempo de 180
horas. Encerrado o periodo de avaliagdes e pautando estes dados numa planilha foram obtidas
trés curvas relacionando a porcentagem das sementes germinadas no transcorrer do tempo (figura
10 A). Através deste teste foi possivel esclarecer a base genética da germinacdo do genétipo
BC,Fs. A principal informacao obtida foi de que as sementes deste gendtipo possuem germinagao
reduzida quando em contato com 4gua destilada e que, ainda que haja adi¢cdo de GAj, nao é
possivel recuperar os niveis de germinacao tal como aquele observado no controle MT.

Com base nestas informacdes um segundo teste foi realizado, desta vez para verificar a
altura destas plantas quando submetidas a diferentes concentragdes de GAj3 (figura 10 B). Além
dos gendtipos ja testados anteriormente no teste de germinagdo foram acrescentados dois
genotipos conhecidos, cuja base genética ja € conhecida em estudos com mutantes hormonais
ligados a GA. Trata-se dos mutantes procera (JONES, 1987; VAN TUINEN et al., 1999) e gib3
(KOORNNEEF et al., 1990), de resposta constitutiva e deficiente nesta classe hormonal,
respectivamente. Foram testadas as doses 0, 10, 50, 100 e 500 uM de GA3 em 16 plantas de cada
um dos quatro gendétipos, cujas alturas foram monitoradas a cada dois dias, estendendo-se por um
periodo de cerca de 36 dias. Este teste permitiu compreender que da mesma forma que acontece
para a taxa de germinacgdo, o gendtipo BC,F; responde sutilmente ao incremento na altura, ainda
que haja adi¢do de GA3; em diferentes concentracdes. Por sua vez, quanto ao comportamento da
altura de MT, esta se manteve discretamente aumentada, o que pode ser explicado em grande
parte por efeito do ambiente, o que ja era de se esperar quando avaliado este tipo de
caracteristica, especialmente no ambiente de casa de vegetacdo. Em contrapartida, os genotipos
procera e gib3 mostraram o comportamento conhecido, de forma que o primeiro, por ser
supersensivel ao hormdnio, apresentou incremento na altura com a menor dose de GAj; testada
(10 uM), e gib3, sendo um mutante deficiente recuperou a altura de tal forma a apresentar porte
semelhante ao de MT quando tratado com 500 uM de GAjs. Ao avaliar o porte sem o tratamento

com GA foi feito um teste adicional em que, além dos genétipos BC Fz, MT e pro, foi testado o
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duplo mutante BC;F;pro. Com auxilio estatistico utilizando o teste Tukey observou-se que BCF;
e MT nao diferem entre si, enquanto pro difere de ambos, além de diferir também do duplo
mutante. Este, porém, apesar de diferir estatisticamente de BC,F; e de pro, apresentou altura final
numericamente intermedidria ao valor observado para BC,F; e pro quando avaliados
individualmente (figura 10 C), supostamente provocado por efeito aditivo. Esta informacgdo, a
principio, indicou a possibilidade de BC;F; ndo estar ligado a GA e também de que € possivel
ndo sO passar caracteristicas de S. galapagense para MT, mas também respostas fisioldgicas
ligadas a GA. Seguindo esta idéia € possivel crer que tais caracteristicas presentes em S.

galapagense poderiam atuar tal como em situa¢des em que hé efeito pleiotrépico.
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Figura 10 — Teste de sensibilidade a giberelina. A) Teste de germinagdo dos gendtipos MT e
BC,F; (isolado de Solanum galapagense) em dgua destilada, e em solug¢do contendo
100 uM de acido giberélico (GA3). Foram feitas trés repeti¢des por gendtipo, sendo
cada uma composta por 50 sementes. B) Curva de dose-resposta a GAsz dos
genétipos pro, MT, gib3 e BCF; para estudo de altura. C) Alturas finais aos 41 dias
de BC,F;, MT, pro e do duplo mutante BCIF3pro. Avaliagdes seguidas por letras
iguais ndo diferem entre si (P > 0,05, Tukey). Para altura foram usadas dez

repeti¢des por genotipo
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Um teste semelhante foi feito, desta vez para avaliar a arquitetura foliar dos gendtipos de
interesse deste trabalho. O objetivo principal foi o mesmo buscado quando realizado o teste
descrito da figura 10 C. Com auxilio de um scanner foi possivel obter imagens das folhas com
seus respectivos foliolos, o que é de extrema importincia quando sdao estudados caracteres
morfoldgicos (figura 11). Neste ensaio foram testados MT, procera, gib3 e MT + GA3 e também
BC,F;, BC Fs + GAj e os duplos mutantes BC;Fspro e BC;F3gib3. Tanto a aplicacdo de GA3 nas
folhas de BC,Fs, quanto a obtencdo de duplos mutantes com alteragdes em GA, levou a um
fendtipo aditivo. Este dado sugere que o gendtipo vindo do cruzamento entre de S. galapagense e

MT ndo é um mutante em GA.
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Figura 11 — Efeito da aplicacao de 100 uM de giberelina (+ GA3) em MT e BC,Fs, e o impacto
nas alteracOes da arquitetura foliar em duplos mutantes de MT e BC,F; com os
mutantes em GA gib3 (deficiente) e pro (supersensivel). Barra =2 cm
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2.4.2 Introgressao do nanismo de S. galapagense em MT

O isolamento do gene putativo capaz de afetar caracteristicas oriundas de S. galapagense
€ a0 mesmo tempo comum a mutantes em tomateiro deficientes em GA foi estrategicamente
planejado no sentido de entender tanto a composi¢dao genética quanto a caracterizacdo fenotipica.
Foi elaborado um esquema dos cruzamentos realizados ao longo da execug¢do do trabalho e suas
respectivas composicdes alélicas, o que foi bastante vantajoso no sentido de otimizar o tempo,
fato este importante quando envolvem-se cruzamentos controlados e que necessitam de grande
rigor nas selecao dos caracteres a serem isolados. A figura 12 ilustra o esquema seguido durante a

etapa de introgressao do nanismo da espécie selvagem em MT.
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Figura 12 — Representacdo esquemadtica de cruzamentos e retrocruzamentos realizados no
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Ao observar este esquema vale destacar o box verde, relativo a BC,F,. Nesta fase foi feito
um teste de segregacdo em estrutura de casa de vegetacdo para testar a natureza do nanismo
caracteristico presente em algumas plantas. Desta forma, semeou-se este material BC,F, para
obten¢ao de aproximadamente de 250 plantas (média do nimero de plantas usadas neste tipo de
teste em protocolo por nos estabelecido). As plantas foram identificadas uma a uma de forma que
foram monitoradas individualmente. Foram observadas e registradas caracteristicas como: altura
na antese (figura 13 A), hédbito de crescimento (figura 13 B) e coloragdo de frutos na fase de pré-
maturacdo (figura 13 C). Para avaliar o comportamento destas plantas em relagdo a altura foi
feito um histograma na qual realizou-se a contagem do nimero de plantas pertencentes a classes
de altura. Computou-se a quantidade de plantas com altura na antese entre 3 € 3,9 cm, 4 a 5,9 cm,
6a79cm,8a99cm, 10a 11,9 cm, 12 a 13,9 cm e maiores do que 14 cm (figura 13 A). A
distribuicdo observada neste caso mostrou configuragdo proxima de uma normal, € nao bimodal
(esperada quando sdo avaliados caracteres monogénicos). Este dado era de certa forma esperado,
J4 que a caracteristica altura além de passivel de sofrer influéncia ambiental é conhecida por
apresentar um padrdo de distribui¢do normal na maioria das populagdes analisadas. Um tracejado
vermelho desenhado destacou a altura média de MT na antese (aproximadamente 8 cm), no
mesmo periodo em que foi realizado o experimento. Em relacdo ao habito de crescimento, na
antese de tais plantas, foi feita a contagem do nimero de plantas que apresentaram crescimento
indeterminado (Sp) e determinado (sp). Neste caso, para a avaliacdo da segregacdo foi feito o
teste Chi-quadrado, o qual mostrou que para este caractere ha segregacdo mendeliana do tipo 3:1
(figura 13 B), em concordancia com o caridter monogénico de héabito de crescimento. Mais tarde,
quando as plantas comegaram a produzir frutos, o0 mesmo teste foi feito, desta vez mostrando que
para a caracteristica coloracdo de fruto na fase de pré-maturacido (verde claro ou verde escuro)
ndo ocorre segregacao mendeliana 3:1 (figura 13 C). Este dado despertou a atengdo sugerindo
que esta caracteristica poderia ser monogénica caso o BCF4 usado nos cruzamentos iniciais fosse
heterozigoto (e ndo homozigoto), ou se houvesse a acdo de mais de um gene controlando este
caracter. Além disso, uma terceira hipétese suspeita € a de que o gene U- (causador do chamado
ombro verde) seria um alelo de efeito forte atuando. E vilido lembrar que no estigio de
maturagdo dos frutos ocorreu segregacao para o alelo B presente em S. galapagense (KIMURA et
al., 2008), de forma que esta populacio de plantas apresentava plantas cujos frutos eram

vermelhos (bb) ou laranja (B-) (dados ndo mostrados).
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Na mesma geracdo em que foi estudada a segregacdo descrita acima foi feita uma selecao
rigorosa para porte. Um total de oito plantas foram selecionadas como possiveis portadoras do
alelo que levasse as caracteristicas observadas, especialmente ao nanismo, parametro principal de
selecdo das plantas. Estas entdo foram denominadas elites e identificadas pela numeragao
ordenada presente na etiqueta no periodo do teste de segregacdo no qual foram avaliadas
individualmente. As plantas elites candidatas eram as de ndmero 7, 13, 24, 63, 99, 157, 194 e
198. As sementes BC,F; foram semeadas e, da mesma maneira como na geracao anterior tiveram
as medidas de suas alturas tomadas no momento da antese. Além das elites foram testados os
genétipos MT, BCFs, Pts Sp BC¢F, e Pts sp BCgF,. Ao término das medi¢des foi feito um
histograma no qual se constatou que as diferencas de alturas observadas na figura 13 A ndo se
devem unicamente a fatores ambientais. De modo geral, dentre as plantas elites, foram
encontradas plantas com altura proxima daquela de BC,Fs, e até mesmo mais baixas do que estas.
Este dado foi confirmado quando realizada andlise de varidncia (ANOVA) ou teste F. Os
gendtipos mencionados Pts Sp BCg¢F, e Pts sp BC¢F,, foram importantes para fornecer a
informacao de que, ainda que Pts seja introgredido, este nanismo nao € totalmente explicado por
Pts (figura 14 A). Visando a caracterizacao mais detalhada dos gendtipos testados foi elaborado
um estudo que mostrasse graficamente (e ndo somente visualmente) a arquitetura foliar das
plantas. Para isso foi utilizado o programa Quant, capaz de fornecer, através de imagens obtidas
com auxilio de um scanner, dados como area e perimetro foliar de cada foliolo constituinte da
folha. E importante destacar que somente a partir deste estdgio do trabalho foi introduzido tal
programa na andlise dos dados. Foram necessdrios testes preliminares para definicdo do
protocolo, o que ndo estava fixado, por exemplo, na etapa inicial em que foi feita a prancha da
figura 11. O indice de recorte foliar consistiu na razdo entre a drea € o perimetro médios dos
foliolos de cada folha. Foi destacada a quarta folha a contar a partir da inser¢cdo do par de
cotilédones, sendo feitas cinco repeticdes, no momento da antese de cada planta. Foi
surpreendente observar que algumas plantas elites, de maneira geral, apresentaram recorte foliar
mais acentuado do que o controle MT, o que significaria que o locus gdw estaria afetando a
arquitetura foliar. Conforme era de se esperar, BCFs e Pts apresentaram acentuado recorte foliar,

caracteristica presente de maneira expressiva nestas plantas (figura 14 B).
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Os testes realizados para estudo de altura foram repetidos em seguida, tanto na geragdo
oriunda do retrocruzamento (BCs) quanto na geracao vinda de autofecundacao (BC,F,). O intuito
principal ao executar estas medi¢des era saber se 0 nanismo era recessivo ou dominante. Ao
observar as plantas da geracdo BC; em casa de vegetagcdo era claramente notdvel visualizar que
estas plantas possuiam porte semelhante ao de MT. Paralelamente, quando o mesmo era feito
entre as plantas elites BC,F; e MT notava-se o porte reduzido em relacdo a MT. Feitas as andlises
fenotipicas das plantas das duas geracdes sempre as comparando com MT foi esbogado o gréfico
da altura média de cada planta no momento da antese (figura 15). A ANOVA ou teste F
confirmou o que foi visto na casa de vegetacdo, ou seja, plantas BC3; com porte igual a MT
(figura 15 A) e BC,Fs menores que MT (figura 15 B). Curiosamente, na geracdo BCj as elites
157 e 13 também apresentaram porte baixo, estatisticamente diferentes de MT. Em BC,F, quatro
elites testadas mostraram altura estatisticamente igual a de BCFs (figura 15 A). Vale ressaltar
que o motivo pelo qual foram testados apenas quatro genétipos elites na geracdo de
autofecundacdo foi a selecao de plantas mais parecidas com MT. No caso, o critério adotado foi a
coloragdo do fruto na fase de pré-maturacdo. Portanto, as elites 13, 24, 63 e 99 possuiam fruto
verde escuro, mostrando ainda segregarem para esta caracteristica. J4 as outras quatro elites (7,
157, 194 e 198) eram portadoras de frutos verde-claro, de forma a possuirem esta caracteristica ja
fixada e, portanto, ndo mais segregante. A média de altura das plantas elites vindas da geracdo de
autofecundac¢do foi menor que aquelas medidas tomadas nas mesmas plantas elites da geracao
BC3;, sendo somente duas dessas BC3; menores do que MT (no caso as elites 13 e 157). A anélise
conjunta destes resultados, tanto quando feita anélise de plantas elites com MT, e também quando
observadas plantas elites das duas diferentes geracdes permitiu entender que o principal
componente deste nanismo € recessivo (figura 15). Com base nestas informagdes e visando a
cada geragdo selecionar plantas candidatas possivelmente portadoras dos alelos de interesse foi
decidido trabalhar com as introgressdes tendo como referencial a elite 157, pelo fato de ela ser a
mais parecida com MT. Finalmente, um dado importante obtido das observacdes fenotipicas
aliadas ao teste estatistico foi que a altura média de plantas Pts tanto as portadoras do alelo Sp
quanto as portadoras do alelo sp foram iguais (figura 15 B), outro dado que nos leva a crer que
Pts e Sp ndo estariam afetando diretamente na composi¢ao de altura na antese das plantas. O fato
de MT Sp ser mais alto que MT (sp) indica que provavelmente houve efeito indireto da extensao

do crescimento devido a Sp.
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Figura 15 — Caracterizacdo do porte de plantas elites nas geragdes BC,F4 e BC3 no momento da
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diferem entre si (P > 0,05, t de Student)
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De maneira complementar aos resultados obtidos até o momento partiu-se para o
experimento de germinagdo. Numa primeira fase foram testados, além da elite 157 BC,F;, MT,
BC,Fs, Pts Sp BCeF, e Pts sp BCgF, (figura 16 A). As avaliagdes eram feitas a cada 12 horas, até
que se alcangasse estabilidade dos indices de germinagdo. Finalizado o teste foi surpreendente
notar a baixa germinacdo de Pts sp BCgF, e da elite 157 BC,F3, ao contrdrio dos demais
genodtipos testados que germinaram normalmente. Este resultado da planta elite nos levou a
acreditar que o nanismo estaria ligado a uma reduc¢do na germinacgdo. Estes resultados ndo se
mostraram convincentes na medida em que apontou um baixo indice de germinagdo para Pts sp
BC¢F,, dado este ndo esperado até entdo. Desta forma, visando confirmar este resultado e repetir
o teste de germinacdo em uma geracao mais avangada de autofecundacdo foi feito um segundo
experimento (figura 16 B). Desta vez foi interessante testar duas elites, sendo que a elite 157
BC,F, foi mantida para efeito de comparacdo com os dados obtidos no teste anterior. A segunda
elite testada, neste caso, foi a 194, pelo fato de, dentre as outras elites, ter mostrado
numericamente a menor altura na antese quando feitas as medidas em BC,F;. Além deste
gendtipo, incluiu-se no experimento o MT Sp BCgF,, cuja finalidade foi testar a acao do alelo Sp
quando isolado no background da cultivar MT. Neste teste ficou claro que a dorméncia observada
em Pts sp BC¢F, permanecia, porém a baixa germinacdo observada na elite 157 em BC,F3, apesar
de numericamente menor comparada aos gendtipos que germinam normalmente, ndo foi mais
observada. Logo, hipotetizou-se que Pts sp BC¢F, poderia estar carregando um gene diferente de
Pts capaz de afetar a germinacdo. Pode ser inclusive que o recorte foliar observado nesse

gendtipo ndo seja efeito de Pts, e sim deste novo gene hipotético.
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Figura 16 — Avalia¢do da germinacdo de sementes. A) Germinacdo monitorada a cada 12 horas
testando MT, Pts Sp BC¢F,, BCFs, Elite 157 BC,F; e Pts sp BCgF,. B) Germinacgao
de MT, MT Sp BC¢F,, Pts sp BC¢F,, Pts Sp BCgF, e duas elites na geracdo BC,F,
(neste caso, 157 e 194). As avaliagOes foram feitas a cada 24 horas. Para ambos os
graficos foram feitas 3 repeticoes, cada uma contendo 50 sementes
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2.4.3 Caracterizacao do nanismo

Apdés uma série de testes para verificar altura, germinacdo e arquitetura foliar, foi
necessario determinar a melhor estratégia que pudesse facilitar e garantir o isolamento do suposto
gene responsdvel por provocar respostas simultaneamente tipicas em mutantes de tomateiro
deficientes em GA e comum a caracteristicas fenotipicas observadas em plantas de .
galapagense. Seguindo o esquema ilustrado na figura 4 pode-se visualizar a formac¢do de uma
populacdo de plantas da geracdo BC;F,, vinda da autofecundacdo de plantas BCs, aquela
composta de plantas possivelmente heterozigotas. Curiosamente, as plantas vindas da geracdo de
autofecundagdo apresentaram encurtamento de entrends bastante acentuado, fato interessante
para a tomada de decisdes a respeito da conducio dos testes a partir de entdo. E vélido lembrar
que o aparecimento destas plantas ndo descartou as outras estratégias de retrocruzamentos das
demais geracdes da elite 157 com MT. Desta forma, o objetivo principal deste topico foi o de,
uma vez obtidas plantas BCsF; oriundas de S. galapagense, caracterizar o nanismo, bem como
entender como ele estaria afetando as caracteristicas germinacdo e recorte foliar. Para isso, foi
feito um experimento em que pudesse facilitar o entendimento da contribui¢do de cada gene em
cada uma das trés caracteristicas acima descritas. Logo, alguns genétipos foram previamente
escolhidos para serem semeados e em seguida terem altura, germinacdo e arquitetura foliar
monitorados. O teste foi importante ndo s6 por fornecer maiores informagdes sobre a propria elite
157 BCsF; (uma vez que esta era a populacdo com maior chance de possuir gdw), mas por
permitir comparagdes entre gendtipos que sao contrastantes pelo fato de diferirem em um alelo.
Neste caso, os genétipos contrastantes pré-determinados eram MT Sp BC¢F, versus MT, MT Sp
BC¢F, versus Pts Sp BCgF, e Elite 157 BCsFs versus MT. Esta estratégia facilitaria ver a
contribuicdo de Sp, Pts e do suposto gdw, respectivamente. Para testar a arquitetura foliar,
seguiu-se a metodologia descrita anteriormente, de forma a obter trés graficos referentes aos

genodtipos contrastantes (figuras 17 A, B, C).
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Figura 17 — Estudo de recorte foliar em gendtipos contrastantes (representado pela razdo entre
area e perimetro), e os valores individuais de area e perimetro. A) MT versus MT Sp
BC¢F,. B) MT Sp BC¢F, versus Pts Sp BCg¢F,. C) MT versus Elite 157 BCsFs.
Médias seguidas por letras iguais com indices iguais nao diferem entre si (P > 0,01, t
de Student). O teste foi realizado utilizando-se 5 folhas por genétipo
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Na determinagdo do indice de recorte foliar foi levada em consideracdo especialmente a
razdo entre a area e o perimetro foliar. De acordo com o grafico 17 A, referente a acdo do alelo
Sp, observa-se que a razao entre a drea e o perimetro foliar é maior quando comparado a MT,
homozigoto recessivo para este alelo. Este resultado indica que o alelo Sp interfere no recorte
foliar, embora estatisticamente, pelo teste t, estes resultados mostrem que esta diferenca nio é
significativa. J4 quando avaliada a acdo do alelo Prs (figura 17 B), € possivel visualizar no
grafico que este alelo tende a provocar diminuicao da razdo entre a drea e o perimetro foliar, o
que ja era de esperar, visto que este alelo produz folhas com bordos que apresentam acentuado
recorte, o que ja é conhecido na literatura (RICK., 1980). Entretanto, a andlise estatistica usando
o teste t mostra que esta diferenca ndo € significativa. Finalmente, a mesma andlise feita para
testar o efeito do alelo gdw sobre o recorte foliar mostra que este afeta a arquitetura, ainda que
novamente o teste t nio mostre diferenca significativa. E importante destacar que, por se tratar de
caracteres morfoldgicos é levada em consideracdo a andlise conjunta dos resultados obtidos
graficamente, além das imagens obtidas seja, por foto, um com auxilio de um scanner. Assim, na
antese dessas plantas foram feitas imagens de folhas representativas (figura 18), a exemplo do
que foi feito no inicio dos experimentos e ja mostrado na figura 3. Seguindo este esquema foi
feito o mesmo para a andlise de altura na antese. E evidente notar que no caso do contraste em
que € testada a acdo de gdw hd uma diferenca facilmente perceptivel nas alturas, o que nao foi tao
evidente quando testado o segundo contraste. Na figura 18A ¢é possivel perceber que
estatisticamente houve diferenca de altura entre Pts Sp BCgF, e MT Sp BC¢F,, segundo teste t, o
que mostra que o alelo Pts contribuia, embora de maneira nao tado pronunciada no incremento da
altura, dado este consistente visto que ele € um KNOX, isto €, genes expressos em padroes
especificos nos meristemas e que possuem importante fun¢do na manutencdo meristemética.
(JACKSON et al ., 1994, LONG et al., 1996; NISHIMURA et al., 1999; SENTOKU et al., 1999;
ORI et al., 2000). E importante lembrar que o experimento foi feito com um ndmero considerdvel
de plantas (cerca de 40). No grafico 18 B € confirmada a diferenca entre as alturas de MT e da
Elite 157 BC;Fs. Para efeito de comparacdo adicionou-se o valor numérico da altura media na
antese das mesmas plantas, porém ja na geracdo BCy, oriunda do retrocruzamento de BCs. Por
sua vez, foi interessante perceber que estas plantas apresentavam porte de MT, o que mais uma

vez reforca a idéia de que o nanismo seria mesmo recessivo. No terceiro genotipo de contraste,
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representado graficamente em 18 C, € possivel concluir que o alelo Sp ndo altera a altura de

maneira significativa.
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Figura 18 — Altura média na antese. A) Pts Sp BC¢F, versus MT Sp BCgF,. B) MT versus Elite
157 BCsF; (gdw gdw) e Elite BC4 (Gdw gdw). C) MT Sp BCgF,, versus MT. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (P > 0,01, t de Student). No teste
foram feitas 30 repeti¢des por gendtipo
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Finalizados estes testes, foi montado o experimento de caracterizacao final dos gendtipos
contrastantes para avaliacio de germinacdo. O protocolo adotado foi aquele descrito
anteriormente. As avaliacdes foram feitas a cada 24 horas. Ao comparar MT com MT Sp BC¢F,
foi observada uma sutil diferenca em relacdo a rapidez da germinacdo do genétipo portador do
alelo Sp, fato constatado somente nos primeiros intervalos de tempo do teste (figura 19 A). Este
resultado foi interessante visto que este gene SP, conhecido como um fator de transcricdo
(PNUELLI et al., 1998), nao tinha sido entdo ligado a germinacdo, mas somente componente do
florescimento (PNUELLI et al., 1998). Logo em seguida, é possivel visualizar o contraste entre
MT Sp BC¢F, e Pts Sp BC¢F, em que, como no caso anterior, apresentou um atraso na
germinagdo, o que possivelmente seria explicado por acdo endégena (como baixos niveis de GA)
em Pts Sp BCgF, ja que trata-se de um KNOX (figura 19 B). Finalmente, no teste do efeito de
gdw, o resultado obtido foi de que o novo locus produz plantas com germinacdo nao alterada, ou

seja, idéntica a de MT (figura 19 C).
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Figura 19 — Germinacdo de sementes de gendtipos contrastantes, avaliados a cada 24 horas.
Foram feitas 3 repeti¢des para cada gendtipo sendo cada repeticdo composta por 50
sementes. A) MT versus MT Sp BC¢F,. B) MT Sp BCgF, versus Pts Sp BCgF,. C)
Elite 157 BCsF; (gdw) versus MT mostrando taxas de germinagdo nao alteradas na
presenca de gdw. Os asteriscos indicam que as médias diferem entre si pelo teste ¢
com (**: P <0,01; *: P <0,05)



66

Os experimentos finais destinaram-se a avaliar o padrdo de segregacio de plantas BC4F,,
provenientes de retrocruzamento das elites 157 BCsF, com MT. Para isso, foi destinada uma
bancada em casa de vegetacdo, capaz de comportar uma quantidade suficiente de plantas para
minimizar possiveis interferéncias ambientais, ou erros experimentais corriqueiros. Foram
semeadas cerca de 300 sementes e apds 15 dias os transplantes foram feitos, considerando um
total de quase 280 plantas. As caracteristicas fenotipicas avaliadas foram altura na antese e o
padrdo da arquitetura da folha, designados R para folhas com bordos recortados € NR para folhas
com bordos lisos.

No experimento em que se avaliou a altura na antese computou-se um total de 82 plantas
cuja altura era menor que 8 cm (altura média de MT de mesma idade) e 196 com altura maior ou
igual a 8 cm. Ja na avaliagdo do recorte foram observadas 86 plantas com bordos foliares
recortados e as 191 restantes que possuiam folhas com bordos lisos. Com esses pares de dados foi
possivel calcular o valor do Chi-quadrado, de maneira que ambas as caracteristicas avaliadas,

altura e recorte foliar, apresentaram o padrdo de segregacdo mendeliana do tipo 3:1 (figura 20).

250 1 X=29976™ A
200 1

150

100 A

<8cm >8cm
Altura (cm)

2
X=54019" B

Nuamero de Plantas

R NR
Classificagao de Recorte Foliar

Figura 20 — Segregacdo de altura e recorte foliar em 277 plantas BC4F,. A) Distribui¢do de
plantas com alturas menores e plantas com altura maiores ou iguais a 8 cm. B)
Distribui¢ao de plantas com folhas recortadas (R) e ndo recortadas (NR). Valores
? ndo significativos indicam segregacdo 3:1
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N

Finalmente, como complemento da caracterizacdo final quanto a arquitetura foliar,
utilizou-se um scanner para obter imagens de folhas representativas de gdw da geracdo BCsFs,
introgredido em MT, além de imagens de folhas de MT, MT Sp BC¢F, e Pts Sp BCgF,, para fins
de comparagao.

A andlise da imagem permite esclarecer que amostras foliares de plantas contendo o locus
gdw possuem recorte pronunciado, semelhante ao observado em plantas portadoras do locus Pts.
Este dado constatado € interessante no sentido de permitir que seja levantada a hipétese de que
existe a possibilidade de que o recorte foliar de S.galapagense seja devido a ac¢do dos dois locus

gdw e Pts.

A

Figura 21 —. Fendtipo das folhas representativas para recorte foliar. Da esquerda para a direita:
gdwgdw BCsF;, MT, MT Sp BC¢F, e Pts Sp BCgF,

2.5 Discussao

No presente trabalho, foram estudadas as bases genéticas de trés caracteristicas
fisioldgicas: nanismo, dorméncia e arquitetura foliar. O nanismo e a arquitetura foliar, como ja
descrito ao longo do trabalho, podem ser facilmente empregados como marcadores morfolégicos
em estudos de genética e fisiologia de plantas. Além disso, sabe-se que esses dois caracteres sdo,

em geral, controlados por GA (DAVIES, 1995; GRAY, 1957; ROSIN et al., 2003). A ligacao
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entre GA e arquitetura foliar reside na acdo dos genes KNOX, os quais estdo intimamente
relacionados com a formacgdao de folhas compostas (HAREVEN et al.; 1996). Esses fatores de
transcricdo agem no meristema apical caulinar impedindo que todo o tecido meristematico se
diferencie em 6rgdos laterais (folhas). Desse modo, uma menor expressao dos genes KNOX pode
levar a ocorréncia de folhas mais simples (com menos foliolos ou menos recortes nestes), ja que o
meristema caulinar se diferenciard precocemente, reduzindo a elaboracdo necessdria para
formacao de uma folha mais recortada ou composta (SINHA et al., 1993). Por sua vez, sabe-se
que grande parte do efeito dos genes KNOX se deve a regulacdo negativa da enzima GAjg
oxidase (TANAKA-UEGUCHI et al., 1998; SAKAMOTO et al., 2001; HAY et al., 2004), a
principal enzima envolvida na biossintese de GA (HEDDEN; PHILLIPS; 2000).

Recentemente, o gene PTS, o principal responsavel pelo recorte caracteristico de S.
galapagense (RICK, 1980), foi clonado. Este trabalho trouxe uma informacao enriquecedora, no
sentido de, pela primeira vez revelar que este gene ¢ um KNOX, sem o homeobox (KIMURA et
al., 2008). Este resultado, especialmente aplicado ao enfoque do presente trabalho nos fez crer
que, de certa forma, Pts poderia influenciar outras caracteristicas afetadas por GA, como altura e
germinacdo, as quais também sao caracteristicas de S. galapagense.

Assim, € possivel afirmar que, neste trabalho pela primeira vez foi demonstrado de fato
que o alelo Pts é capaz de levar a redugcdo de altura e germinagdo (figuras 18 A e 19 B,
respectivamente). Apesar deste dado inédito, € improvavel afirmar que o pequeno efeito de Pts
(embora significativo em algumas fragdes de tempo apuradas ao longo do teste) seja suficiente
para explicar sozinhas a germinacdo, e¢ também a altura na antese. Desta maneira, foi
demonstrado que existe a0 menos um outro gene controlando a altura, por nés chamado GDW
(Galapagos Dwarf). O efeito do alelo gdw, presente em S. galapagense, é bastante acentuado, e
pode ser que ele, juntamente com Pts, sejam os principais responsdveis pelo nanismo
caracteristico dessa espécie selvagem. Inicialmente, quando a nomenclatura utilizada era
Lycopersicon, a denominacao do atual S. galapagense como L. cheesmanii. forma. minor, mostra
claramente a grande importancia dessa caracteristica para a classificacdo dessa espécie
(SPOONER et al., 2005).

No que diz respeito a baixa germinacdo de S. galapagense, o alelo Pts ndo é capaz de
explica-la totalmente, e nem tdo pouco gdw, o qual de fato ndo afeta a germinacdo. Contudo, é

possivel inferir que existam outros genes presentes em S. galapagense afetando germinacdo, os
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quais ainda ndo foram triados para introgressoes futuras. Entretanto, existe uma explicagdo para
esta questdo. Na realidade € fundamental destacar que ao longo do processo de introgressao do
caractere nanismo, eram sempre selecionadas aquelas plantas que germinavam mais. Isto
significa que um dos critérios utilizados para a selecdo daquelas plantulas semeadas em bandejas
e candidatas a transplante para vasos individuais, ndo era somente o vigor da plantula e/ou a
idade fisioldgica, mas também a prépria selecdo direta negativa feita por n6s mesmos no ato do
transplante. Desta forma, ha a perspectiva da existéncia de algum outro gene, além de PTS que
possa afetar a germinagdo. Experimentos futuros estdo sendo planejados por nosso grupo do
LCHDV no sentido de introgredir este fator chave que leve 2 baixa germinagio. E vilido destacar
que processos como os de extensa domesticacdo e de melhoramento genético t€ém ostensivamente
removido a dorméncia, no sentido de selecionar aquelas plantas que acabam por germinar mais e
melhor, apesar de ser natural que em condi¢cdes ambientais adversas a dorméncia possa
reaparecer (BEWLEY, 1997).

Quanto a arquitetura foliar, o novo gene GDW mostrou afetar este caractere. Levanta-se a
possibilidade de que a jungdo deste gene com PTS seja suficiente para explicar o recorte foliar
tipico de S. galapagense. Assim, para confirmar esta suspeita estd em andamento a producdo de
duplos mutantes de gdw com Pts. Em relacdo a acdo de Sp sobre a arquitetura foliar, ainda nao
foi possivel mostrar que este gene atue sobre este caractere, porém ndo € descartada a
possibilidade de o recorte foliar caracteristico de S.galapagense, e claramente identificado em
BC,F; (figura 9 B), seja a juncdo dos trés alelos Pts, gdw e Sp.

Por fim, foi descoberto e provado que o novo locus gdw é o principal responsavel pelo
nanismo caracteristico de S. galapagense. De certo modo, além desta informacdo ajudar no
esclarecimento da base genética das caracteristicas tipicas e peculiares de S. galapagense, hd a
questdo da aplicagdo desses caracteres para utilidade agrondmica. Isto significa explorar a
vantagem oferecida por uma planta de comprimento de entrend curto, que nao € uma mutagcao
ligada a GA, e que é de grande importancia para a agricultura e economia mundiais. E importante
deixar claro que o novo gene, por nds descoberto, ndo se refere a algum tipo de mutacdo em GA.
Existem mutag¢des conhecidas, como a série gibl, gib2, gib3, deficitiria em GA (KOORNNEEF
et al., 1990). A deficiéncia de GA nos mutantes gib implica baixas taxas de germinacdo de
sementes, o que € bastante deletério para a agricultura. Tampouco os mutantes gib possuem um

bom desenvolvimento de frutos, j4 que GA € necessdrio para a expansao das células do ovario
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que dard origem ao fruto de tomateiro (SERRANI et al., 2007). Pelo fato de gdw nao estar ligado
a GA, apresentando germinac¢do normal, ou seja, tal como o controle MT, ele ndo possui os
aspectos deletérios dos mutantes gib. Desse modo, gdw tem potencial para ser utilizado no
melhoramento de tomateiro. E interessante lembrar que, tal qual o impacto da Revolugio Verde
em variedades de trigo e arroz (SILVERSTONE; SUN, 2000), um menor crescimento vegetativo
do tomateiro pode deslocar o dreno para formacdo de frutos maiores, como foi por nds
demonstrado recentemente com aplicacdes de paclobutrazol, um inibidor da biossintese de GA,
em periodos especificos do desenvolvimento da cultivar MT (FARINHA, 2008). Além disso, no
caso da produc¢do de tomate de mesa sob cultivo protegido, vem se buscando justamente plantas

com entrends mais curtos, para otimizar o uso do espago nas onerosas casas de vegetacao.
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3 CONCLUSOES

Neste trabalho foi mostrado que a germinagdo, o nanismo e a arquitetura foliar
caracteristicos de S. galapagense podem ser controlados por trés alelos, sendo os dois ja
conhecidos Pts e Sp, e o terceiro por nds descoberto e chamado gdw. Foi possivel concluir que
Pts ndo apenas afeta a arquitetura foliar, mas pela primeira vez, demonstrou-se que o alelo de Pts
vindo de S. galapagense é capaz de afetar germinacdo e altura da planta. Desse modo, Pts
mostrou afetar as trés caracteristicas que sdo controladas por GA. Este dado € coerente com a
recente descoberta de que Pts € um KNOX, os quais sdo reguladores da enzima de biossintese de
GA, GA,, oxidase.

Por outro lado, o alelo Sp ndo contribui para incremento na altura de maneira significativa
e nem para alteracdes em caracteristicas de recorte foliar, porém afeta positivamente as taxas de
germinacao.

Por fim, foi esclarecido que, de fato, existe outro (s) gene (s) em S. galapagense
controlando algumas dessas caracteristicas. Neste caso, gdw, reduz a altura em S. galapagense e
contribui para acentuar o recorte foliar, porém sem afetar a germinacdo das sementes. Desta
forma, revelou-se que, quando isolado em MT, o alelo gdw ndo afeta GA, j4 que ndo afeta
germinacdo. E possivel que S. galapagense tenha outros genes diferentes de Pts que afetem a
germinacao.

Entende-se que o recorte foliar tipico observado em S. galapagense nao pode ser
atribuido somente a Pts, mas sim a juncdo da acdo de Pts e gdw, indicando que o recorte foliar
observado em S. galapagense seja atribuido a acdo de pelo menos dois loci.

O esquema mostrado na figura 22 sintetiza de maneira objetiva as principais conclusdes

obtidas relacionando cada um dos trés locus estudados aos fenétipos passiveis de alteracdes.
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Altura
Pts — Germinacao
———————p Recorte foliar

Altura
Sp — P Germinacgao
Recorte foliar

gdW — Altura

e Germinagao

& Recorte foliar

Figura 22 — Esquema representativo dos genes avaliados e as respostas fisioldgicas por eles
afetadas. Setas indicam promocdo da resposta e simbolo “T” indicam inibi¢do. Os
efeitos representados aqui sdo relativos aos alelos presentes em S. galapagense
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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