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RESUMO: O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma hortalica de elevada importancia
econdmica e amplamente cultivada no Brasil. Entre os principais problemas fitossanitarios da
cultura, destacam-se 0s nematoides do género Meloidogyne, responséaveis por danos
significativos ao sistema radicular e queda na produtividade. O melhoramento genético
assistido por marcadores moleculares tem se mostrado uma ferramenta eficaz na identificacdo
de genotipos resistentes. Este estudo teve como objetivo identificar genotipos de tomateiro
resistentes a M. incognita, utilizando o marcador SCAR Mi23 ligado ao gene Mi-1.2. Foram
avaliados dois hibridos e uma testemunha comercial de tomateiro resistente. Folhas jovens de
trés plantas de cada gendtipo foram maceradas em N2 liquido e submetidas a extracdo de DNA
pelo método CTAB. O DNA foi quantificado em espectrofotémetro e as reacdes de PCR foram
conduzidas em termociclador utilizando os primers Mi23F e Mi23R. Os produtos amplificados
foram visualizados em gel de acrilamida corado com nitrato de prata. A analise dos perfis de
bandas revelou fragmentos de aproximadamente 380 pb e 430 pb, padrdo caracteristico de
individuos heterozigotos portadores do gene Mi-1.2. A identificacdo de alelos de resisténcia por
meio do marcador Mi23 reforca a aplicabilidade de ferramentas moleculares na selecdo de
gendtipos de interesse. Plantas heterozigotas podem ser utilizadas em programas de
melhoramento, permitindo a combinagdo do gene Mi-1.2 com outros genes de interesse,

ampliando a base genética para resisténcia a Meloidogyne spp.
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1 INTRODUCAO
O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais cultivadas no mundo,
com grande versatilidade no consumo (Zahoor et al., 2025). No Brasil, segundo o IBGE (2023),

em 2023 foram cultivados cerca de 59.010 hectares, com custo médio de producéo em torno de

R$ 179 mil por hectare, refletindo os elevados custos da cultura.

-~

Universidade \", Engenharia i N\
Uj Federal de CIEN Florestal am meo | BE CONCAMPO
Uberlandia NDIA : h da X oo e P Ko




SICAA

Simposio de Ciéncias Agrarias e Ambientais

Entre os fatores que afetam negativamente a producdo estdo as mudancas climaticas,
pragas e doengas, com destaque para patdgenos fungicos e nematoides das galhas, que se
agravam em condi¢des ambientais favoraveis (Mortazavi et al., 2025). Esses nematoides, do
género Meloidogyne, atacam as raizes, comprometendo a absorcdo de &gua e nutrientes,
reduzindo a produtividade e a qualidade dos frutos (Tapia-Vazquez et al., 2022; Pinheiro,
2022). Em cultivos sucessivos e sem manejo adequado, as perdas podem chegar a 100%
(Pinheiro; Melo; Ragassi, 2019).

O melhoramento genético € essencial para o desenvolvimento de cultivares com maior
rendimento, qualidade e resisténcia a doencas (Chitwood-Brown et al., 2021). A imunidade
inata das plantas é uma solucdo duradoura contra patdégenos e pode ser avaliada por meio de
marcadores moleculares (Maurya et al., 2023). Marcadores moleculares como RAPD, CAPS e
SCAR tém sido utilizados para detectar genes de resisténcia, como o Mi-1, associado a
resisténcia a M. incognita. Dentre eles, destaca-se o marcador SCAR Mi23, ligado ao gene Mi-
1.2, por dispensar etapas de digestdo enzimatica, sendo util na selecéo assistida por marcadores
(Basim et al., 2022).

Assim, este trabalho tem como objetivo identificar gendtipos de tomateiro resistentes a
M. incognita. utilizando marcador molecular SCAR, visando contribuir com programas de

melhoramento genético voltados a resisténcia e produtividade.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Estacdo Experimental de Hortalicas e no Laboratério de
Biotecnologia (LABIOTEC) da Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo
— MG. Foram avaliados trés genotipos de tomateiro, sendo dois hibridos (UFU11 e UFU21),
provenientes do Programa de Melhoramento Genético de Tomateiro da UFU e a cultivar
comercial Ozone.

As linhagens foram semeadas em fevereiro de 2025 em bandejas de poliestireno de 200
células preenchidas com substrato a base de fibra de coco. Apos a semeadura, as bandejas
permaneceram em estufa por 35 dias até serem transplantados para vasos de 15 litros
preenchidos com substrato, permanecendo na mesma estufa. Apos 60 dias foram coletadas
folhas jovens de trés plantas de cada genotipo e levadas ao LABIOTEC onde foram lavadas e

maceradas em N liquido.
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A extracdo do DNA gendémico foi realizada conforme o protocolo descrito por Ferreira
e Grattapaglia (1998), com modificacdes. Aproximadamente 300 mg de tecido foliar
previamente macerado foram transferidos para tubos de microcentrifuga de 2,0 mL, aos quais
foram adicionados 700 uL de tampéo de extracdo CTAB CTAB (NaCl 1,4M; Tris HCI pH 8,0
100 mM; EDTA 20 mM; CTAB 2%; B-Mercaptoetanol 0,2% e agua Milli-Q) previamente
aquecido a 65 °C. As amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C por um periodo de 60
minutos. Apds esse periodo, foi adicionada uma mistura de cloroférmio:&lcool isoamilico
(24:1), seguida de agitacdo manual por aproximadamente cinco minutos. O material foi entéo
centrifugado a 5.000 x g por 10 minutos, sendo a fase aquosa (superior) cuidadosamente
transferida para novos tubos de 2,0 mL previamente identificados.

Para precipitacdo do DNA, foi adicionado isopropanol gelado a fase aquosa, com
homogeneizacdo suave. Os tubos foram mantidos a -20 °C por 24 horas. Ap6s esse periodo,
foram centrifugados a 8.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado
de DNA lavado com etanol absoluto gelado por trés minutos. O etanol foi entdo removido, e 0s
tubos foram deixados em temperatura ambiente até completa evaporacéo do solvente. O DNA
obtido foi ressuspenso em 50 pL de solugdo TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0). O
DNA foi quantificado em espectrofotdmetro UVS5NANO (Mettler Toledo, Selangor, Malasia).

As reacOes de PCR foram realizadas em volume final de 10 pL, contendo 2,4 Mmol/L
de MgCl2, 100 uM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP; 0,3 UM de primer sense e antisense; 20 ng
de DNA genémico; 1 unidade de Tag DNA polimerase e tampéo de PCR 1X. As reac6es foram
conduzidas em termociclador automatico SLLB 036 (Scienlabor, Sdo Paulo, Brasil) com as
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por
1 minuto. A extensao final foi realizada a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados
foram separados em gel de acrilamida a 15% e corados com nitrato de prata, segundo Blum,
Beier e Gross (1987).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
As amostras de DNA extraidas dos geno6tipos de tomateiro apresentaram uma eficiéncia

média de 4 mg de DNA/300 mg de folha fresca. O DNA extraido foi de boa qualidade,
indicando baixo nivel de degradacdo (Figura 1).
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Figura 1 — DNA total extraido dos genotipos de tomateiro e visualizados
em gel de agarose 1 % com corante fluorescente.
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Amostras: 1 e 2 - UFU11,3e 4 - UFU21, 5 e 6 - cv. comercial Ozone.

A amplificacdo do DNA gendmico dos trés gendtipos de tomateiro, utilizando o
marcador SCAR Mi23, permitiu identificar perfis de bandas associados a presenca do gene Mi-
1.2, conhecido por conferir resisténcia a nematoides do género Meloidogyne (fragmento de 380
pb). Os fragmentos amplificados separados por eletroforese em gel de acrilamida a 15%,
revelaram padres semelhantes entre os hibridos (UFU11 e UFU21) e a cultivar comercial

Ozone, conhecida por sua resisténcia a M. incognita (Figura 2).

Figura 2 — Produtos amplificados por PCR de gendtipos de tomateiro com o marcador
SCAR Mi-23 em gel de acrilamida a 15%, corado com nitrato de prata.
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M: marcador de DNA de 100 pb; 1 e 2: UFU11; 3 e 4: UFU21; 5: cultivar comercial Ozone.

Por possuirem os fragmentos de 380 e 430 pb, todos os gendtipos de tomateiro avaliados
apresentaram serem heterozigotos para a caracteristica em estudo. Identificar o gene de
resisténcia a nematoides em variedades de tomate é essencial para os programas de
melhoramento genético. A presenca do alelo de resisténcia em diferentes combinagdes
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genotipicas reforca a importancia dos marcadores moleculares como ferramenta eficiente para
a selecdo assistida, contribuindo para o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes a
nematoides e com maior estabilidade produtiva.

Neste estudo foi possivel identificar dois genétipos do Programa de Melhoramento
Genético de Tomateiro da UFU portadoras de alelos de resisténcia a M. incognita, destacando
a importancia da sele¢do assistida por marcadores moleculares. Esses resultados podem
contribuir para o melhoramento genético permitindo a combinac&o do gene de resisténcia Mi-
1.2 com outras caracteristicas, aumentando a capacidade de resisténcias (Gabriel et al., 2020;
Mortazavi et al., 2025).

4 CONCLUSOES

Com a utilizacdo do marcador molecular SCAR Mi23 foi possivel identificar hibridos
de tomateiro portadoras do gene Mi-1.2, responsavel pela resisténcia a M. incognita. Todos 0s
genotipos avaliados apresentaram perfil genético heterozigoto, evidenciando o potencial dessas
plantas para o Programa de Melhoramento Genético de Tomateiro da UFU.
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