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RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L), pertencente a familia Solanaceae, assume um papel
de consideravel importancia socioecondmica em escala global. O aumento na presenga de
insetos-praga tem causado prejuizos consideraveis aos produtores. A investigagdo de cultivares
mais resistentes a esses insetos tem sido objeto de estudo em programas de melhoramento
genético, envolvendo a introgressao de genes de resisténcia provenientes de linhagens
selvagens de tomateiro. Existem lacunas quanto a utiliza¢do de germoplasma de porte ando para
conferir resisténcia a pragas, destacando-se, em particular, o potencial da linhagem UFU MC
TOM 1. O objetivo do trabalho foi selecionar populagdes de retrocruzamentos provenientes de
tomateiro de porte ando para resisténcia a Tuta absoluta (Meyrick, 1917) e a Liriomyza
huidobrensis (Blanchard, 1926), a partir da selecdo direta (injurias nas folhas e foliolos) e
indireta (teores de acilagtcares), visando um background genético de interesse. O experimento
foi conduzido em vasos de 5L mantidos em casa de vegetacdo, em delineamento de blocos
casualizados (DBC), composto por 20 tratamentos distribuidos em quatro blocos, totalizando
80 parcelas. Foram avaliadas 17 populagdes oriundas do primeiro, segundo e terceiro
retrocruzamentos (RCi, RC> e RC3), o genitor doador UFU MC TOM 1, o genitor recorrente
UFU TOM 5 e o hibrido comercial cv. Vivacy. Foram conduzidas analises para quantificar os
teores de acilagucares, avaliar injarias na plantae nos foliolos e analisar a herbivoria por meio
de imagem. Apds a selecdo de interesse foi realizada analise cromatografica e determinado o
perfil metaboldmico nos foliolos do genitor doador UFU MC TOM 1. A populacdo de plantas
de porte ando UFU 13 1 revela-se promissora para impulsionar programas de melhoramento
genético, especialmente no que diz respeito a resisténcia a pragas. O progresso alcangado nas
geracdes de retrocruzamentos resultou em variagdes significativas nos niveis de resisténcia,
possivelmente influenciados pela heranga genética e pela acdo dos acilagucares. A linhagem
UFU MC TOM 1, caracterizada por elevados teores de acilagticares, demonstrou resisténcia
consistente a traga- do-tomateiro e a minadora em todas as avaliagdes conduzidas. Além disso,
nos foliolos dessa linhagem foram identificadas expressdes elevadas de metabodlitos como
glicose, lisina, mio- inositol e &cido aspartico. Essas descobertas abrem perspectivas
promissoras para futuras pesquisas direcionadas a resisténcia contra diversos tipos de estresses,

tanto bidticos quanto abidticos.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L.; produgdo sustentdvel; metabolomica;

melhoramento genético; antixenose; insecta.



ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L), belonging to the Solanaceae family, plays a role of
considerable socioeconomic importance on a global scale. The increase in the presence of insect
pests has caused considerable losses to producers. The investigation of cultivars that aremore
resistant to these insects has been the subject of study in genetic improvement programs,
involving the introgression of resistance genes from wild tomato lines. There are gaps regarding
the use of dwarf germplasm to confer resistance to pests, highlighting, in particular, the
potential of the UFU MC TOM 1 lineage. The objective of the study was to select backcross
populations from dwarf tomato plants for resistance to Tuta absolute (Meyrick, 1917) and
Liriomyza huidobrensis (Blanchard, 1926), based on direct selection (injuries on leaves and
leaflets) and indirect selection (acylsugar levels), aiming at a genetic backgroundof interest.
The experiment was conducted in 5L pots kept in a greenhouse, in a randomized block design
(DBC), consisting of 20 treatments distributed in four blocks, totaling 80 plots. Seventeen
populations were evaluated from the first, second and third backcrosses (BC1, BC2and BC3),
the donor parent UFU MC TOM 1, the recurrent parent UFU TOM 5 and the commercial hybrid
cv. Vivacy. Analyzes were carried out to quantify the acylsugar levels, evaluate injuries to the
plant and leaves and analyze herbivory using images. After the selection of interest,
chromatographic analysis was carried out and the metabolomic profile was determined in the
leaves of the donor parent UFU MC TOM 1. The population of dwarf plants UFU 13 1 shows
promise for boosting genetic improvement programs, especially with regard to pest resistance.
The progress achieved in generations of backcrossing resulted in significant variations in
resistance levels, possibly influenced by genetic inheritance and the action of acylsugars. The
UFU MC TOM 1 line, characterized by high levels of acylsugars, demonstrated consistent
resistance to tomato moth and leaf miner in all evaluations conducted. Furthermore, in the
leaves of this lineage, high expressions of metabolites such as glucose, lysine, myo-inositol and
aspartic acid were identified. These findings open promisingperspectives for future research

aimed at resistance against various types of stresses, both biotic and abiotic.

Keywords: Solanum Ilycopersicum L.; sustainable production; metabolomics; genetic

improvement; antixenosis; insecta.
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1 INTRODUCAO

Entre as diversas espécies cultivadas, o tomateiro Solanum lycopersicum L.
(Solanaceae) ¢ o segundo vegetal ndo amildceo mais consumido e cultivado no mundo
(Caballero; Finglas; Toldra, 2016). No setor agricola global, esta espécie ¢ considerada
de alta importancia econdomica (Ronga et al., 2021). O Brasil é o nono maior produtor
com producao de 3,6 milhdes de toneladas sendo cultivados em 51,9 mil hectares
(FAOSTAT, 2023). Apesar de todo potencial econdmico, o tomateiro esta continuamente
exposto a diversos tipos de estresse bidtico (Li et al., 2023), especialmente em relagdo ao
ataque de insetos- pragas (Oliveira et al., 2022; Gomes et al., 2023; Mutschler; Kennedy;
Ullman, 2023). Entre os principais insetos fitofagos que ocorrem durante o cultivo tem se
destacado a traga-do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), que
pode causar diversas injurias as plantascomo minagem nas folhas. Suas larvas podem
penetrar nos frutos em desenvolvimento, causando perfuragdes e galerias dentro da polpa.
Esse tipo de broqueamento prejudica a qualidade dos frutos, tornando-os inadequados
para o consumo humano. Outro destaque ¢ para a mosca-minadora Liriomyza
huidobrensis (Blanchard) (Diptera: Agromyzidae), que mina as folhas, interferindo
diretamente na atividade fotossintética. Além do Brasil, estas pragas afetam cultivos
em  diversas  regides do  mundo (Biondi ef al., 2018; Verheggen e Fontus,
2019).

Ainda no século XXI, a principal forma de controle desses insetos-praga ¢ a
utilizagdo de defensivos agricolas (Pratissoli et al., 2015). Porém, para buscar o rapido
efeito inseticida, esses produtos sdo frequentemente utilizados em larga escala, o que tem
causado danos irreversiveis ao ser humano e ao meio ambiente (Fornazier; Pratissoli;
Martins, 2010; Jafiret al., 2023).

Nesse contexto, ¢ evidente que a sociedade busque por métodos sustentaveis de
cultivo, refletindo em um crescente interesse em escolhas alimentares mais saudaveis,
incentivada pela Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) a partir dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (ONU, 2023). Assim, as cultivares resistentes, que
devido a sua constituicdo genotipica sdo menos danificadas do que outras em igualdade
de condigdes (Rosseto, 1973), podem se constituir em alternativa vidvel no intuito de

reduzir a utilizacdo de inseticidas sintéticos, bem como a degradacdo ambiental.


https://researcherslinks.com/current-issues/Varietal-Preferences-of-Leafminer-Tuta-absoluta/24/1/6794/html#_idTextAnchor032
https://researcherslinks.com/current-issues/Varietal-Preferences-of-Leafminer-Tuta-absoluta/24/1/6794/html#_idTextAnchor032
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Assim, os pesquisadores tém dedicado esfor¢os a busca por variedades de
tomateiro resistentes. Dentre os tipos de resisténcia, destaca-se a antixenose, que se refere
aum tipo de resisténcia em plantas que se manifesta como a ndo-preferéncia de herbivoros
por determinados gendtipos, sendo suscetivel a influéncias por fatores fisicos, como a
cor do substrato; morfologicos, como a presenca abundante de tricomas; e quimicos,
como a presenca de acilacticar. A resisténcia a pragas ¢ abordada principalmente pela
quantificagdo de aleloquimicos, que sd3o compostos quimicos produzidos por plantas,
microrganismos ou outros organismos, que afetam o crescimento, desenvolvimento ou
comportamento de outros seres vivos. Essassubstancias, ao serem liberadas no ambiente,
podem ter efeitos tanto positivos quanto negativos, influenciando frequentemente as
plantas ou organismos circundantes. No caso especifico do tomateiro, os acilagticares
destacam-se como o aleloquimico mais estudado nesse contexto. (Maluf et al., 2010;
Maciel et al., 2018; Peixoto et al., 2020; Resende et al., 2020; Oliveira et al., 2022; Gomes
et al., 2023; Mutschler; Kennedy; Ullman, 2023).

A existéncia de acilagucar nos foliolos das plantas desempenha um papel
fundamental na resisténcia a pragas e patdgenos em vdrias frentes. Essa presenga
contribui para uma ampla gama de resisténcia a pragas (Maluf et al., 2010) pelos efeito
deletérios no desenvolvimento do inseto, reducdo da sua oviposi¢ao e alimenta¢ao(Lucini
et al., 2015; Maciel et al., 2018) e possibilita um sistema de dupla prote¢do paraa planta
quando associado com genes de resisténcia a viroses. A resisténcia mediada pelos
acilaglcares representa uma caracteristica quantitativa complexa e poligénica(Mutschler;
Kennedy; Ullman, 2023).

A introgressdo da resisténcia a pragas em tomateiro tem sido realizada
majoritariamente a partir do acesso silvestre Solanum pennellii (Maluf et al., 2010;
Maciel et al., 2018; Peixoto et al., 2020; Mutschler; Kennedy; Ullman, 2023). No entanto,
S. pennellii ¢ uma planta fora do padrao comercial e com frutos pequenos (Talekar;
Opend; Hanson, 2006). Outro entrave na utilizacdo de espécies silvestres do género
Solanum esta relacionado com barreiras reprodutivas intra e interespecificas
(Chakraborty; Dutta; Das, 2023). Quando ha compatibilidade de cruzamentos a
introgressdo da resisténcia € realizada via sucessivos retrocruzamentos e implica em
maior periodo para execu¢do dos programas de melhoramento (Gongalves Neto et al.,

2010).
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Outra forma para realizar a introgressdo da resisténcia a pragas em tomateiro

tem sido a partir do uso de um parental ando. Ha relatos que gendtipos de tomateiro de
porte ando sdo ricos em acilagtiicares nos foliolos permitindo uma forma indireta de
selecdo (Finzi et al., 2020; Gomes et al., 2021; Finzi et al., 2022; Oliveira et al., 2022;
Gomes et al., 2023).
As pesquisas tétm revelado que a altura das plantas, especialmente no contexto do
tomateiro ¢ influenciada pela interagao complexa de fitohormonios. Essassubstancias
quimicas, naturalmente produzidas pela planta, desempenham um papel crucial no
controle do crescimento e desenvolvimento vegetal. Estudos realizados por Wang et
al., (2017) e Liu et al., (2020) tém contribuido para essa compreensdo, destacando a
importancia desses fitohormonios.

Quando se trata da heranca do porte ando, uma caracteristica estudada na linhagem
UFU MC TOM 1, os pesquisadores descobriram que ela segue um padrdo monogénico
recessivo. Isso significa que a caracteristica de porte ando ¢ determinada por um tnico
gene, e esse gene precisa ser herdado de ambos os pais para que o porte ando seja
expresso. Essa heranga recessiva permite a obtencao de hibridos de porte normal, caso
um dos pais doe o gene de porte normal. Esses achados, como descritospor Maciel,
Silva e Fernandes em 2015, contribuem significativamente para a compreensdo da
genética envolvida na determinagdo do porte das plantas de tomateiro.

Apesar do potencial do uso do tomateiro ando, existem lacunas a respeito da
utilizacdo de germoplasma deste porte visando resisténcia a pragas, especialmente em
relacdo a linhagem UFU MC TOM 1 e a existéncia de outros compostos de interessenos
foliolos. Adicionalmente, ndo ¢ sabido a consequéncia de se avancar trés
retrocruzamentos visando um background genético em relacao a resisténcia a pragas ao
utilizar um parental ando.

Com base nas informagdes apresentadas, o objetivo deste estudo foi selecionar
populagdes de retrocruzamento provenientes de tomateiro ando para resisténcia a Tuta
absoluta e a Liriomyza huidobrensis, a partir da selecdao direta (injirias nas folhas e

foliolos) e indireta (teores de acilagucares), visando um background genético de interesse.
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2  MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenciao de populacées de retrocruzamentos em tomateiro anao

As etapas para obtencdo dos genotipos € o experimento para avaliagdo da
resisténcia a pragas foram realizados entre 2018 a 2021 na Estagdo Experimental de
Hortalicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Campus Monte Carmelo
(MG), localizada nas coordenadas geograficas de 18°42°43,19” S, 47°29'55,8” O e
altitude de 873 m.

Todas as etapas foram realizadas em casa de vegetacao do tipo arco (7 x 21 m),
com pé direito de 4 metros, coberta com filme de polietileno transparente de 150 micras
aditivado contra raios ultravioleta e cortinas laterais de tela branca antiafideo.

As populagdes de tomateiro de porte ando utilizadas sdo provenientes das
linhagens UFU MC TOM 1 (Maciel et al., 2015) e UFU TOM 5 que pertencem ao banco
de germoplasma da UFU. A linhagem UFU TOM 5 foi utilizada como parental feminino
Q. E uma linhagem homozigota, pré-comercial, porte normal (gene dwarfDD), habito de
crescimento indeterminado (SPSP) com boas caracteristicas agrondmicas e frutos do tipo
Saladete (genitor recorrente com boas caracteristicasagrondmicas). A linhagem UFU MC
TOM 1 (genitor doador para porte ando e rica em acilagucares nos foliolos) foi utilizada
como parental masculino &. E uma linhagem homozigota de porte ando (gene dwarf dd),
habito de crescimento indeterminado (SPSP), porém com frutos muito pequenos do tipo
minitomate (Maciel; Silva; Fernandes, 2015; Finzi et al., 2017).

Ap0s a obtengdo da geracdo Fi (UFU TOM 59 versus UFU MC TOM 13) foi
realizado o primeiro retrocruzamento (FiRC1), seguido de uma autofecundagdo, obtendo
a geracdo FoRC; (RC). Plantas anas foram selecionadas da geragao F2RC; e realizado o
segundo retrocruzamento (F1RC2), seguido de uma autofecundacao, obtendo a geragao
F2RC; (RC»). Plantas anas foram selecionadas da geragao F2RC, e realizado o terceiro

retrocruzamento (F1RC3), seguido de uma autofecundacao, obtendo a geragdo

F2RC3 (RC3). Nas geragdes FoRCy, F2RC; e FoRCs foram selecionadas apenas plantas de

porte ando (Figura 1) com background genético de frutos do tipo Saladete.
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Figura 1 - Etapas para obteng¢do das populagdes F2RC], F2RC2 ¢ F2RC3 de tomateiro avaliadas no
experimento.
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Fonte: Os autores, 2023.

As 17 populagdes de plantas selecionadas provenientes dos retrocruzamentos

RC1, RC2, RC3 estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Populagdes provenientes dos retrocruzamentos RC1, RC2, RC3 de tomateiro avaliadas no
experimento.

Retrocruzamentos

RC1 RC2 RC3
UFU 4 3 UFU 4 6 1 UFU 4 6 1 1
UFU 10 4 UFU 10 4 5 UFU 10 4 55
» |UFU 13 1 UFU 13 1 2 UFU 10 4 5 1
3 |UFU_17_6 UFU 17 61 UFU 10 4 5 4
= UFU 13121
9 UFU 13122
a UFU 17 4 1 1
UFU 17 6 1 2
UFU 17 6 1 3

Fonte: A autora, 2023.

O genitor doador UFU MC TOM 1, o genitor recorrente UFU TOM 5 e o hibrido
comercial cv. Vivacy foram adicionados nas avaliagdes como pardmetro de comparagao.
Assim, o experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados (DBC),
totalizando 20 tratamentos, dispostos em quatro blocos, 80 parcelas, sendo que cada
parcela foi composta por seis plantas, totalizando 480 plantas.

A semeadura foi realizada em 01 de julho de 2021 em bandejas de polietileno
contendo 200 células preenchidas com substrato a base de fibra de coco. Aos 35 dias apds
o semeio (DAS) realizou-se o transplantio das mudas para vasos de SL contendo o mesmo
substrato utilizado na semeadura. Os tratos culturais foram realizados conforme
preconizado para cultura do tomateiro (Alvarenga, 2013). Nao foi realizada aplicagdo de

inseticidas durante o experimento.

2.2 Quantificaciao dos teores de acilactcares

A analise dos teores de acilagucares (nmol cm™ de 4rea foliar) foi realizada 20
dias apds o transplantio das mudas, utilizando oito discos foliares (equivalentes a 4,2
cm?2) do tergo superior de cada planta da parcela seguindo a metodologia proposta

por Resende et al., (2002), com adaptacdes de Maciel e Silva (2014).



18

2.3 Injurias em tomateiro de porte ando submetido a infestacio com atraca-do-

tomateiro e mosca-minadora

As mesmas plantas utilizadas para quantificagdo dos teores de acilagucares foram
avaliadas quanto a herbivoria de 7. absoluta e L. huidobrensis. As temperaturas maximas
e minimas, e a umidade relativa do ar (UR) foram registradas durante o periodo de
infestagdo das plantas até o ultimo dia de avaliacdo, utilizando dados obtidos da Estacao

Meteorologica da Cooxupé (Figura 2).

Figura 2 - Condigdes climaticas durante a execuggo do experimento com indicacdo do periodo de infestagio
das plantas de tomateiro ¢ quantificacdo dos teores de acilagtcares. Temperatura maxima (T Max),
temperatura minima (T Min) e Umidade Relativa (UR).

e T Max (°C)
120 T min (°C)
—RIT (%)

07/01  07/15  07/30 08/06  08/15 0830 0901 0%15 0930  10/01 10/15  10/30  11/01
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Fase de dano

Transplantio

dasciiiias Avaliagdo  Avaliagio do teor

y PR I I R—
do dano de acilagicar Andlise de imagens

Imagel

Fonte: Os autores, 2023.

A infestacao foi estabelecida 14 dias apds o transplantio com a introdugao de cinco
vasos contendo plantas da cv. Santa Clara infestadas com 7. absoluta e L. huidobrensis

provenientes de uma criagdo previamente estabelecida. Decorridos oito dias apos a
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infestacdo, foram realizadas sete avaliagdes em intervalos de dois dias, nas quais foram
atribuidas notas para as injurias nos foliolos causados por 7. absoluta. Foram observados
tuneis (minas) nas folhas alimentando-se do tecido vegetal que se apresentam como
trilhas esbranquigadas ou acastanhadas nas folhas (Oliveira et al., 2012). Ao final das sete
avaliacdes as notas foram somadas e obtido o valor total de cada parcela. As plantas
foram individualmente avaliadas quanto aos niveis de injlrias na planta e nos foliolos de
acordo com escalas de notas de 1 a 5, onde 1 indica menor nivel de dano e 5 maior nivel
de dano (Figura 3), conforme proposto por Maluf; Barbosa; Santa-Cecilia (1997) e
Labory et al. (1999).

Figura 3 - Niveis de injarias nos foliolos de acordo com escalas de notas de 1 a 5, ondel indica menor
nivel de dano e 5 maior nivel de dano.

» 8 )4 4

Nota 0:Sem Mota 1: Injiria Nota 2: Injiria Nota 3: Injiria Nota 4: Injiria Nota 5: Injiria
Injiiria Minima Maoderada Significativa Grave Extrema
. Injlrias leves, com N s el ) e _

MNenhuma pequenos i o Injiria moderada, Injiria  significativa, Injiria grave, Inpiria exirema, com
evidéncia de alimentacin oa com evidéncias mais | evidéncia clara de | comprometendo desfolha
injurias visiveis. lestes no foliolo, A | YiEvels de |nfcm’¢@u no folioloe | seriamente a saide | generalizada, perda
Foliolos e oo, alimentagdo. Pode | em wvirias partes da | das plantas. A | significativa de frutos
sauddveis, ~sem | infestacdo esti em haver desfolha em | planta. A produgio de | produgio de frutos || e possivel
sinais de | estagio “"F“‘_l- com | alguns foliolos, mas a | folhas e frutos pode | esta fortemente | comprometimento da
infestaciio. Impacto minimo 1as | planta  ainda  estd | ser afetada. prejudicada. viabilidade da

plantas. relativamente plantagio.

saudavel.

Fonte: A autora, 2023.

Ap6s o término das avaliagdes por notas realizou-se o calculo da area deherbivoria
causada por 7. absoluta e L. huidobrensis com o auxilio do software para processamento
e analise de imagens ImageJ (Schneider; Rasband; Eliceiri, 2012). Para obtengdo da
média em cada parcela do experimento foram escaneados dez foliolos do ter¢o superior
da planta. Todas as etapas do experimento podem ser visualizadas no fluxograma da

Figura 4.
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Figura 4 - Fluxograma contendo as etapas do experimento. RP= parental recorrente (UFU TOM 5) e DP=
parental doador (UFU MC TOM 1). RC;, RC,, RCs: populagdes do primeiro, segundo e terceiro
retrocruzamentos.

UFUTOM 5§ x UFUMC TOM 1

ER}.]

. CHECK UFUTOMS UFU M( TOM 1 RC 1 RC2 RC3

lnfest'u;do
e Liriomyza huidobrensis
Tuta absoluta

Acilagicar

Fonte: Os autores, 2023.

2.4 Anilise cromatogrifica e perfil metabolomico

Amostras de seis foliolos foram coletadas da por¢ao média das plantas de UFU
MC TOM1 e trituradas com nitrogénio liquido em almofariz e pilao até a obtengao de um
p6 fino. Desse pd, 100 mg foram transferidos para microtubos Eppendorf e misturados
com 2 mL de uma solugdo extratora composta por metanol (MeOH), cloroférmio
(CHCI33) e agua ultrapura (na proporgao 3:1:1), contendo 50 uL./ mL de Adonitol Purex
como padrdo interno. As amostras foram agitadas por 5 segundos usando um agitador
vortex e deixadas em repouso por 1 minuto. Posteriormente, 1 mL do sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo e misturado com 300 puL de hexano (P.A.). As
amostras foram deixadas por 3 minutos e em seguida foram coletados 500 puL das por¢des
intermediarias e colocados em microtubos para secagem em concentrador a 40 °C por 24

horas. As amostras secas foram adicionados 50 uL de cloridrato de metoxiamina diluido
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empiridina (20 mg/mL) a 37 °C. Apods 2 horas foram adicionados 50 pL. de BSTFA
(Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) e as amostras foram mantidas a 37 °C por 30
minutos. As aliquotas derivatizadas foram transferidas para frascos de 2 mL com insertos
redutores de volume de 200 pL para analise cromatografica.

A andlise foi realizada por cromatografia gasosa-espectrometria de massa
(GCMS-QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japao), utilizando uma coluna capilar DB-5MS (30
m % 250 um de didmetro interno). A temperatura de injecao da amostra utilizada foi de
250 °C. A separacao cromatografica foi realizada com temperatura inicial da coluna de
80 °C mantida por 2 minutos e depois aumentada a uma taxa de 5 °C/min até 250 °C.
Essa temperatura final foi mantida por 5 minutos, com fluxo constante de gas hélioa 1,0
mL/min. O volume de injecdo foi de 1 pL. com uma proporcao de divisao de 10:1. Os
espectros de massa foram varridos na faixa de 40 a 650 m/z no modo de varredura
completa, a 5 varreduras por segundo. Aplicou-se um ponto de corte de solvente de 3
minutos, considerando o tempo de reten¢do da piridina utilizada na etapa de
derivatizagdo. As temperaturas da interface e da fonte de ions utilizadas foram de 280°C.
A tensdo do detector foi ajustada em 1,2 kV, e o modelo de ionizagdo por impacto
eletronico (EI) foi selecionado para ionizagdo de metabdlitos a 70 eV. Um padrao de
alcanos (C9-C30) foi utilizado para controle de qualidade e calculos de indice de retengao.
A identificag¢do do(s) composto(s) foi realizada usando a Biblioteca Espectral de Massa
do NIST 2017, com foco em compostos com acertos superiores a 85% de similaridade e

valores m/z correspondentes.

2.5 Analise estatistica

As pressuposi¢des estatisticas foram verificadas pelas analises de normalidade
(Teste de Lilliefors), homogeneidade (Teste Oneill- Matheus) e aditividade (Tukey). Com
excecdo da variavel acilagticares, as demais foram transformadas em Vx +1, a fim de
atender as pressuposicoes. Os dados foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F
(p<0,05). As médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05) e pelo teste
Dunnett (p<0,05), sendo a cv. comercial Vivacy considerada testemunha para fins de

comparacao.
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A dissimilaridade genética entre as populagdes de plantas foi obtida a partir da
matriz de distdncia generalizada de Mahalanobis D2, sendo representada por um
dendrograma e mapa de calor obtido por meio das maximas ¢ minimas distancias. As
analises estatisticas foram realizadas por meio dos softwares GENES (Cruz, 2013) e R

(R Core Team, 2021).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a realizacao do experimento foi observada temperatura minima de 9°C e
maxima de 38°C. A umidade relativa do ar variou entre 36 e 98% (Figura 2). Os elementos
climaticos estdo relacionados como um dos principais fatores que regulam as populagdes
de insetos (Galdino et al., 2011). Neste trabalho, conforme apresentado, foi possivel
afirmar que as condi¢des climaticas foram favoraveis para o desenvolvimento das pragas,
pois a média da temperatura e umidade relativa do ar durante as avaliagdes foi de 30,61°C
e 63,75 % UR.

Ap0s realizar a quantificagdo dos teores de acilagiicares nos foliolos de tomateiro
observou-se diferenga significativa entre os tratamentos. Ficou evidente que a linhagem
UFU MC TOM 1 ¢ rica em acilagucares, pois se diferenciou significativamente da

testemunha comercial (cv. Vivacy) e genitor recorrente (UFU TOM 5) (Figura 5).

Figura 5 - Teores de acilagticares (nmol cm™ de 4rea foliar) nos foliolos de tomateiro. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, p<0,05. * significativo e ™ ndo significativo
pelo teste de Dunnett, p<0,05 em relac@o a cv. Vivacy.
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Fonte: Os autores, 2023.

O potencial uso da linhagem de porte ando UFU MC TOM 1 para introgressaode

genes de resisténcia a pragas, especialmente aqueles mediados por acilagucares, ja foi
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elucidado em outros estudos (Gomes et al., 2021; Oliveira et al., 2022; Gomes et al.,
2023). Os resultados obtidos na presente pesquisa confirmaram o potencial da linhagem
UFU MC TOM 1. Ademais, ¢ importante ressaltar que UFU MC TOM 1 foi similar ao
acesso silvestre S. pennellii em relacdo aos teores de acilagucares nos foliolos em
pesquisas realizadas por Finzi et al. (2022).

Em relacdo a desenvolvimento das populagdes RC1, RC2 e RC3, provenientes do
cruzamento de UFUTOMS5 @ versus UFU MC TOM 1, foi possivel verificar populagdes
promissoras. No primeiro retrocruzamento entre as quatro populacdes avaliadas, duas se
destacaram para teores de acilagucares (UFU 13 1eUFU 17 6,com 44,07 e 34,31 nmol
cm-2 de area foliar, respectivamente), sendo 60,07 e 24,62 % superiores em relagdo ao
genitor recorrente (UFU TOM 5) e 32,09 e 6,89 % em relagdo a cultivar comercial (cv.
Vivacy) se diferenciando significativamente (Figura 5). A populagdo que se destacou em
RCI1 foi UFU 13 1, que apresentou alto teor de acilagtcares (44,07 nmol cm-2 de area
foliar) similar ao genitor doador/testemunha (43,52 nmol cm-2 de 4rea foliar) resistente
(UFU MC TOM 1) (Figura 5).

Para as quatro populagdes do RC2, destacaram-se UFU 17 6 1 e UFU 4 6 1,
sendo 1,16 e 1,13 vezes, respectivamente, superiores em relagdo a testemunha comercial
(Figura 5).

Entre as nove populagdes avaliadas no RC3, sete (UFU 10 4 5 4;
UFU 17 6 1 2; UFU 13 1 2 2; UFU 13 1 2 1; UFU 4 6 1 1; UFU 17 4 1 1,
UFU 10 4 5 1) foram superiores em relacdo a testemunha comercial e ao genitor
recorrente (Figura 5).

A resisténcia mediada por acilagtcares em tomateiro demonstra ser complexa.
Mutschler; Kennedy; Ullman (2023) sugerem ser uma caracteristica quantitativa e
poligénica. Ha relatos que teores intermediarios de acilagticares nos foliolos de tomateiro
sdo suficientes para promover amplo espectro de resisténcia a pragas (Maluf ez al., 2010).
Esses resultados foram baseados no estudo realizado por Gongalves et al. (2007),
entretanto, sugeriram que o teor de acilagucares ¢ controlado por apenas um gene, com
dominancia parcial no sentido de menor teor, com dominancia incompleta para o controle
de alto teor de acilagucares.

O trabalho realizado por Maluf et al. (2010) sugere o uso da linhagem TOM-687

(rica em acilagucares, proveniente de parental silvestre) para obtencdo de hibridos com
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teores intermedidrios. Sendo assim, uma nova tatica descoberta na presente pesquisa seria
o uso de plantas anas das populagdes UFU 10 4 5 4, UFU 17 6 1 2, UFU 13 1 2 2,
UFU 13 12 1, UFU 4 6 1 1, UFU 17 4 1 1 e UFU 10 4 5 1. Assim, sugere-se
que plantas destas populagdes sejam autofecundadas e obtidas linhagens homozigotas
para obtencdo de hibridos de tomateiro, resistente a pragas, a partir de um parental ando.
Além da resisténcia a pragas, as novas linhagens podem proporcionar vantagens
agrondmicas adicionais como observado por Finzi et al. (2017). A selegao de plantas com
niveis de resisténcia a pragas a partir do teor de acilagicares ¢ uma forma indireta
(Resende et al., 2002; Maciel e Silva, 2014). Majoritariamente, a herdabilidade para
resisténcia a pragas € baixa. Isso pode ser explicado pela dificuldade em manter o
ambiente em condi¢cdes homogéneas afetando a planta e o artrépode-praga (Resende et
al., 2002; Gongalves et al., 2007), tornando a precisdo da sele¢do baixa (Santos et al.,
2018). A selecdo direta pode proporcionar ganhos superiores, porém a selecao simultinea
(direta e indireta) pode resultar em maior maximizagdo e acurdcia (Santos et al., 2018).
Diante disso, além da selecdo indireta para teores foliares de acilacucares, as populagdes
de tomateiro de porte ando foram avaliadas de forma direta para injlrias na planta e nos
foliolos. Observou-se diferenca significativa entre os tratamentos e ficou evidente que a
linhagem UFU MC TOM 1 possui resisténcia a T. absoluta. Houve diferenca significativa
em relagdo a testemunha comercial (cv. Vivacy) e genitor recorrente (UFU TOM 5) em

relagdo as injurias nos foliolos (Figura 6).
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Figura 6 - Calculo da curva do progresso das injurias na planta e lesdes nos foliolos ao longo do tempo
ocasionados por Tuta absoluta (soma das notas referente as 7 avaliagdes realizadas). Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, p <0.05. * significativo e ™ ndo significativo
pelo teste de Dunnett, p <0.05 em relagdo a cv. Vivacy.
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Fonte: Os autores, 2023.

Em relagdo a herbivoria ocasionada por 7. absoluta foi possivel observar que
quase todas as populagdes (RCi, RC, e RC3) apresentaram menor consumo do mesofilo
foliar nos foliolos, exceto a populagdo UFU 17 6 1 3 (injaria na planta 13,75 e nos
foliolos 15,25) (Figura 6), pois, essa populacdo possui baixo teor de acilagucares nos
foliolos (Figura 5). Embora gen6tipos com altos teores de acilagtcares tenham sido mais
resistentes a 7. absoluta do que os demais, seus niveis de resisténcia podem ser
dependentes do background genético. Adicionalmente, sugere-se que com o avango das
geragdes de retrocruzamento, outras caracteristicas relacionadas com a morfologia da

planta ou, outros compostos secundarios podem ser perdidos (Oliveira et al., 2022;
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Gomes et al., 2023).

Conforme relatado, ¢ sabido que a obtengao de tomateiro resistente a pragas
ocorre majoritariamente a partir do uso de acessos silvestres do género Solanum,
especialmente S. pennellii (Maluf et al., 2010; Maciel et al., 2018; Peixoto et al., 2020;
Mutschler; Kennedy; Ullman, 2023). Os resultados obtidos nesta pesquisa deixam
evidente o potencial da linhagem UFU MC TOM 1 na obteng¢ao de linhas de introgressao
ricas em acilagucares. Por tratar-se de pesquisas ainda com resultados incipientes sobre o
potencial uso de tomateiro ando visando resisténcia a pragas, sugere- se a existéncia de
outros compostos nos foliolos da linhagem UFU MC TOM 1. Neste sentido, a analise
cromatografica e perfil metaboldmico auxiliaram no avango do conhecimento. Foi
possivel observar a presenca de outros compostos de interesse para novas investigagdes

(Figura 7).

Figura 7 - Compostos identificados por cromatografia gasosa e espectrometria de massa de folhas de
tomateiro ando UFU MC TOM 1 e suas a¢des no metabolismo de plantas.
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Fonte: A autora, 2023.
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Ha relatos que os compostos glicose, lisina, mio-inositol e dcido aspartico também
podem estar associados com a promogao de resisténcia aos diferentes tipos de estresse
biodtico e abidtico em plantas (Vanlerberghe, 2013; Xu e Fu, 2022). Estas descobertas
podem abrir caminho para um complexo de potenciais compostos capazes de permitir
amplo espectro de resisténcia. Ademais, cada composto pode ser trabalhado de forma
isolada ou em associagdo na busca por tomateiro com maior nivel de resisténcia € menor
necessidade do uso de pulverizagdes por inseticidas.

Em relagdo ao calculo da area de herbivoria por imagem foi possivel observar
coeréncia entre os resultados obtidos por imagem dos provenientes da classificagdo do
nivel de injurias na planta, nos foliolos e nos teores de acilagticares. Da mesma forma que
as demais avaliagdes, ficou evidente que a linhagem UFU MC TOMI possui resisténcia
as pragas 1. absoluta e L. huidobrensis. Observou-se diferenca significativa em relacao a

testemunha comercial (cv. Vivacy) e genitor recorrente (UFU TOM 5) (Figura 8).

Figura 8 - Célculo da area de herbivoria consumido por T. absoluta e L. huidobrensis obtida com auxilio
do software Imagel]. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott,
p<0,05. * significativo e ™ ndo significativo pelo teste de Dunnett, p<0,05 em relacdo a cv. Vivacy.
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Fonte: A autora, 2023.

Assim como observado, as populagdes dos retrocruzamentos (RCi, RC> e RC3)
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apresentaram uma menor area de herbivoria, exceto as populagdes UFU 10 5 4 e
UFU 13 1 2 2 que apresentaram comportamento semelhante a UFU TOM 5 e
cv.Vivacy para Tuta absoluta (Figura 6). Sugere-se que o uso de imagem para selecao
direta em gendtipos de tomateiro seja uma boa tatica para avaliagdo. O fato da linhagem
de porte ando UFU MC TOM 1, rica em acilagucares (Figura 5), apresentar menores
lesdes na planta e nas folhas (Figura 6), e menor area consumida (Figura 8) em relagdo a
cultivar comercial e ao genitor recorrente (ambos com baixo teor de acilagucares), pode
estar relacionada com a ndo-preferéncia evidenciando a resisténcia do tipo antixenose.
Outras pesquisas ja elucidaram o mesmo mecanismo de resisténcia, porém em
background proveniente do acesso silvestre S. pennellii (Gongalves Neto et al., 2010).

De fato, a linhagem de porte ando UFU MC TOM 1 possui consideravel potencial
para fomentar futuros programas de melhoramento genético visando resisténcia a pragas.
Vale ressaltar que além da resisténcia a pragas, esta linhagem pode transmitir para os
hibridos outros beneficios agrondmicos e relacionados a qualidade de fruto (Finzi ef al.,
2017; Rajendran ef al., 2022).

A obtencao de hibridos com arquitetura de planta normal ¢ possivel mesmo
quando se utiliza um parental de porte ando (rico em acilagticares, por exemplo). Isso se
deve ao fato que a heranca do porte ando ¢ monogénica e recessiva (Maciel; Silva;
Fernandes, 2015). Sugere-se o uso da linhagem de porte anao UFU MC TOM 1 para
obten¢do de outros backgrounds genéticos entre os diversos segmentos de tomate no
mundo visando resisténcia a 7. absoluta e L. huidobrensis.

Apos as avaliagdes por métodos de selecao indireta (Figura 5) e direta (Figuras 6
e 8) por analise univariada realizou-se a obtencdo de respostas pelo mapa de calor e
agrupamento hierdrquico (dendrograma duplo) para as caracteristicas relacionadas a

resisténcia a pragas em tomateiro (Figura 9).
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Figura 9 - Respostas do mapa de calor e agrupamento hierarquico (dendrograma duplo) a caracteristicas

relacionadas a resisténcia a Tuta absoluta e L. huidobrensis em tomateiro.

L

Fonte: Os autores, 2023.
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tomateiro (linhas) dentro de cada caracteristica avaliada (coluna). O dendrograma mostra

o agrupamento hierarquico de genotipos de tomateiro com base na medida de distancia

euclidiana e método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method using

Arithmetic Averages) (Figura 9).

A defini¢do do nimero de grupos no dendrograma foi baseada na mudanga

abrupta das ramificagdes (Cruz; Carneiro; Regazzi, 2014). Foi possivel observar a

formacao de cinco grupos distintos, onde o grupo I foi formado pelas populagdes
UFU 4 3, UFU 10 4, UFU 13 1 2, UFU 10 4 5 6; o grupo II formado pelo genitor
doador (UFU MC TOM 1); o grupo III pelas populagdes UFU 10 4 5 1,
UFU 4 6 1 1, UFU 13 1 2 1, UFU 10 4 5, UFU 10 4 5 4, UFU 13 1 2 2; o
grupo IV pelas populagoes UFU 17 6 1 3, UFU 17 6, UFU 17 6 1 2, UFU 4 6 1,



31

UFU 17 6 1,UFU 13 1,UFU 17 4 1 1;eo0 grupo V que foi formado pela cv. Vivacy
e UFU TOM 5 (genitor recorrente). O dendrograma apresentou coeficiente de correlagao
cofenético (CCC) igual 88 % com distor¢ao de 4,73%.

O resultado da analise multivariada reforga o potencial da linhagem de porte ando
de tomateiro (UFU MC TOM 1) para fomentar programas de melhoramento genético
visando resisténcia a pragas. Essa linhagem ficou isolada no grupo II. Em contrapartida,
a testemunha comercial (cv. Vivacy) e o genitor recorrente (UFU TOM 5) ficaram
agrupados no mesmo grupo. Esses resultados estdo coerentes com os obtidos na analise
univariada (Figuras 5, 6 e 8).

A parte interna do dendrograma foi representada na forma de mapa de calor, onde
as cores mais intensas (mais avermelhadas) indicam que o tratamento apresentou uma
maior resposta em relacao a variavel analisada. Como pode ser observado, a linhagem
resistente UFU MC TOM 1 esta representada por cores claras para injurias na planta,
injurias nos foliolos e 4rea de herbivoria; e cor escura (vermelho escuro) para teor de
acilagucares nos foliolos. Tanto a cv. Vivacy quanto o genitor recorrente UFU TOM 5
apresentaram cores claras para teor de acilagtcares nas folhas e cores mais escuras para
injurias na planta, nos foliolos e area de herbivoria (Figura 9). Entre as variaveis
analisadas, as maiores contribui¢des relativas de caracteres foram apresentadas pelos
teores de acilagucares e pela area de herbivoria causada por 7. absoluta apresentando
34,69 e 56,15%. Esta informacdo evidencia populacdes resistentes com altos teores de
acilagucares e destaca a importancia de utilizar técnicas a partir de imagens para avaliacdo
da herbivoria.

Em relagdo ao grau de resisténcia entre as populagdes de retrocruzamentos (RC1,
RC; e RC3) avaliadas nao houve um predominio das populacdes provenientes do RCs.
Isso pode ser explicado pela forma complexa da qual a resisténcia por acilagtcares €
mediada (Gongalves et al., 2007; Mutschler; Kennedy; Ullman, 2023). Diversas
populagdes demonstraram potencial para obtencao de linhagens. A populacdo UFU 13 1
nao se diferenciou da testemunha resistente UFU MC TOM 1 rica em acilagucares. Esta
populagdo ¢ promissora para obtencao de linhagens e explorar a capacidade combinatoria
visando obtengdo de hibridos. Ha relatos que teores intermediarios de acilagiicares sdao
suficientes para promover amplo espectro de resisténcia a pragas (Maluf et al., 2010).

Algumas populagdes apresentaram teores intermediarios (populagdes UFU 10 4 5 4,
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UFU 17 6 1 2, UFU 13 1 2 2 UFU 1312 1, UFU 4 6 1 1, UFU 17 4 1 1,
UFU 10 4 5 1, UFU 17 6.1, UFU 4 6 1, UFU 17 6), porém, com 0 mesmo

potencial para proporcionar resisténcia a pragas.

4 CONCLUSOES

A populagdo de plantas de porte ando UFU 13 1 ¢é promissora para fomentar
programas de melhoramento genético visando resisténcia a insetos-praga.

O avanco das geragdes de retrocruzamentos resultou em diferentes niveis de
resisténcia, provavelmente em fun¢do do tipo de heranga e acdo génica dos acilactcares.

A linhagens UFU MC TOM 1 possui alto teor de acilagucares e foi resistente a
traga-do-tomateiro (7uta absoluta Meyrick, 1917) e a mimadora (Liriomyza huidobrensis
Blanchard) em todas as avaliagdes realizadas.

Além dos acilagucares foram identificadas nos foliolos da linhagem UFU MC
TOM 1, alta expressao de metabolitos como glicose, lisina, mio-inositol e acido aspartico,
promissores para novas pesquisas visando resisténcia aos diferentes tipos de estresse

biotico e abidtico.
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