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RESUMO. Recentemente, na regido produtora de hortalicas de Vigosa, Estado de Minas Gerais,
foram identificadas plantas de tomate da cultivar Santa Clara, Lycopersicum esculentum (Solanaceac),
que se mostraram potencialmente tteis em programas de melhoramento que visem aumentar a
vida de prateleira de frutos. No entanto, essas plantas promissoras, denominadas de ‘mutante
firme’, apresentam senescéncia foliar precoce e redugio do tamanho médio dos frutos, quando o
gene se encontra no estado homozigético recessivo, sendo visualmente normal quando no estado
heterozigdtico. Assim o objetivo do presente trabalho foi avaliar os niveis de pigmentos foliares
em diferentes posi¢des da planta e em diferentes tempos de cultivo, pelos métodos descritos por
Lichtenthaler (1987) e pelo indice SPAD (Soil Plant Analylitical Division Value), para verificar a
ocorréncia ou nio de comportamento diferencial de individuos heterozigotos em relagio aos
progenitores Santa Clara e a0 mutante ‘firme’. Para isso, foram realizados dois experimentos,
empregando-se plantas cultivadas em vasos, submetidas a condigdes de casa-de-vegetagio e
arranjadas em delineamento inteiramente casualizado. Os resultados das andlises, pelo método de
Lichtenthaler (1987) mostraram que a clorofila e os pigmentos carotendides sio degradados mais
precocemente no mutante ‘firme’ em relagio 2 cultivar Santa Clara. Além do que, pelo indice
SPAD observou-se que os individuos, portando a mutacio no estado heterozigético, ¢ os da
cultivar Santa Clara apresentaram taxas similares de degradagio de clorofila em relagio ao tempo
de cultivo. Com isso, pode-se concluir que a mutagio no estado heterozigético, em cruzamento
com Santa Clara, tem seus efeitos restaurados para esses caracteres bioquimicos.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum, mutante ‘firme’, degradagio de clorofila.

ABSTRACT. Chlorophyll level evaluation in tomatoes leaves of Santa Clara cultivar, of
‘firme’ mutant and hybrid F,. Recently, in Vigosa (MG), a region of vegetable crop producing,
tomatoes of Santa Clara cultivar, Lycopersicum esculentum (Solanaceac), that showed potential use
for breeding programs, aiming to increase the shelf life of the fruit were identified. However,
plants from the mutant ‘firme’ have precocious fealf senescence and reduction of the average
fruit size when in homozygous background. The objective of the present study was the
evaluation of the pigment levels in the leaves on difterent development positions and stage,
utilizing the method described by Lichtenthaler (1987) and the SPAD (Soil Plant Analytical
Division Value) in heterozygous mutant related to the progenitor Santa Clara cultivar and the
homozygous mutant ‘firme’. Thus, two experiments containing two plants per vase grown in
greenhouse and arranged at complete randomized way were set up. The data obtained through
the Lichtenthaler (1987) method showed that the chlorophyll and carotenoid pigments were
degraded earlier in the homozygous mutant ‘firme’ in comparison to Santa Clara cultivar. While
using the SPAD the heterozygous plants had similar rates of chlorophyll degradation to the Santa
Clara cultivar. Based on data, it was possible to conclude that the mutation in heterozygous stage
containing Santa Clara in its background had its eftects on biochemical characteristics restored.

Keywords: Lycopersicon esculentum, ‘firme’ mutant, chlorophyll degradation.

Introdugao

A redugio nos niveis de clorofila e o concomitante
amarelecimento de folhas sio indicativos da
ocorréncia de senescéncia foliar (Oh et al., 1997).

Assim, o envelhecimento foliar é o estidio final do
desenvolvimento desses orgios, ocorrendo
modificacdes na estrutura, no metabolismo ¢ na
expressio génica. Estruturalmente, células de folhas
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senescentes apresentam modificagdes subcelulares,
como a perda da integridade dos cloroplastos, cuja
organela contém mais de 70% da proteina foliar. Em
termos metabdlicos, os processos de sintese sio
suplantados pelos de catilise, como o da clorofila ¢ o
de macromoléculas como proteinas, lipideos ¢ RNA.
Além disso, o programa de senescéncia foliar ¢é
acompanhado por modificagdes na expressio génica,
caracterizando-se pela ativagio e inativagio de
distintos conjuntos génicos (Gan e Amasino, 1997).

A senescéncia foliar nio é simplesmente um
processo degenerativo, mas também
evolucionariamente adquirido, pois as plantas se
utilizam desse caractere genético para o seu
crescimento como um todo, como por exemplo, a
remobilizacio de assimilados das estruturas
vegetativas para as reprodutivas (Oh et al., 1997;
Thomas e Stoddart, 1980). No entanto, em campos
de cultivo, a senescéncia foliar precoce, resultante de
efeitos promovidos por mutagdes génicas (Moura,
1999) e por fatores ambientais, pode limitar a
produ¢io e a qualidade do produto em certas
culturas (Gan e Amasino, 1997).

A metodologia padrio de extragio e
determinagio da clorofila em laboratério (Arnon,
1949), ainda que ficil, apresenta desvantagens como
coleta destrutiva do material vegetal, extracio via
maceragio  com  acetona ¢  leitura  em
espectrofotdbmetro (Guimaries, 1998). No entanto,
recentes avangos no aperfeicoamento dos medidores
portiteis de clorofila permitem a determinagio da
concentragio de clorofila das folhas de maneira
expedita e de forma nio-destrutiva, realizada
diretamente no campo e com possibilidade de ser
repetida (Yadava, 1986).

Recentemente, na regido produtora de hortaligas de
Vicosa, Estado de Minas Gerais, foram identificadas
plantas de tomate da cv. Santa Clara, Lycopersicum
esculentum (Solanaceae), com frutos firmes e com maior
vida de prateleira, além de apresentar modificagdes em
caracteres morfoldgicos como estigma amarelado, frutos
imaturos, de cor amarelo-creme e senescéncia foliar
precoce (Schuelter et al, 1997ab). Posteriormente,
Schuelter  (1999)  verificou que os caracteres
morfoldgicos eram governados por um gene recessivo,
mapeado no cromossomo 10 na regido do gene lutescent-
2 (I-2), além do que detectou a presenga de fator
genético que promove menor perda de firmeza.

Como o mutante identificado na cv. Santa Clara,
denominado de mutante ‘firme’  (frm), ¢é
potencialmente ttil em programas de melhoramento,
que objetivem aumentar a vida de prateleira de frutos
com a mutagio no estado heterozigdtico e devido aos
efeitos deletérios da senescéncia foliar precoce
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(Schuelter et al., 2001, 2002), torna-se necessirio
avaliar se os niveis de clorofila em diferentes tecidos
foliares foram modificados. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo comparar os niveis de
clorofila de folhas de diferentes partes ¢ estidios de
desenvolvimento de plantas heterozigotas para a
mutagio em relagio aos progenitores Santa Clara e
mutante ‘firme’.

Material e métodos

Foram conduzidos dois experimentos, em
condigbes de casa-de-vegetagio, envolvendo a cv. Santa
Clara, o mutante ‘firme’, e o hibrido proveniente do
cruzamento entre esses gendtipos. Os tratamentos
foram arranjados em delineamento inteiramente
casualizado, apresentando trés repetigdes, sendo cada
parcela constituida por duas plantas.

Os experimentos foram conduzidos sob estufa
plastica, sendo as mudas produzidas em bandejas de
isopor e transplantadas quando apresentavam quatro
folhas definitivas para vasos de 10 L de capacidade.
O espagamento empregado foi de 45 cm entre
plantas e 1,00 m entre linhas, sendo conduzida uma
haste por planta e tutoradas com bambu em sistema
vertical. As adubagbes seguiram os resultados
obtidos por Guimarides (1998), que consistiu pelo
emprego de 80 Kg.ha™' de nitrogénio, 180 Kg.ha™' de
P,O;, 50 Kg.ha'! de K,O, 200 Kg.ha™' de MgSO, e 10
Kg.ha™' de bérax no solo para o plantio. Foram feitas
seis adubagbes quimicas complementares em
cobertura, em intervalos de 15 dias entre uma
aplicacio e outra. A primeira adubagio de cobertura
continha 80 Kgha™ de nitrogénio, 180 Kg.ha™ de
P,Os e 50 Kg.ha' de K,O. Ji as demais adubagoes
foram feitas com 80 Kgha' de nitrogénio e 50
Kgha' de K,O. A adubagio de cobertura e as
irrigagdes foram realizadas por gotejamento, sendo o
controle fitossanitario realizado quando necessério.

As determinacdes dos niveis das clorofilas foram
realizadas pelo método descrito por Lichtenthaler
(1987) e pelo uso do medidor portitil de clorofila
SPAD-502  [Soil-Plant  Analysis Development
(SPAD) Section. Minolta Camer Co., Ltd, Japio].

O experimento I constituiu da determinagio dos
niveis de clorofila e de carotendides descritos por
Lichtenthaler (1987), de segmentos foliares da
primeira, segunda e terceira folha de plantas da cv.
Santa Clara e do mutante ‘Firme’, aos 30 e 60 dias de
cultivo. O limbo de cada folha foi separado do
peciolo, sendo, na seqiiéncia, realizada a pesagem ¢
os segmentos foliares macerados em acetona 80%, na
presenca de CaCO;. Os extratos obtidos foram
filtrados por meio de papel de filtro ripido, em
baldes de 50 ml, completando-se o volume. A
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densidade Gtica dos filtrados foi lida em
espectrofotdmetro (Hitachi, modelo V.2000) a 663,
645 e 470 nm. Posteriormente, os valores dos teores
de clorofila e de carotendides foram transformados
para pg/cm? de clorofila no limbo foliar.

No experimento II foram realizadas anotagoes dos
niveis de clorofila na segunda, quarta, sexta ¢ oitava
folhas da cv. Santa Clara, do mutante ‘firme’ e do F,,
empregando-se o medidor SPAD. As anotagdes foram
iniciadas 60 dias apds a semeadura ¢ realizadas em
intervalos de 15 dias até serem completados 120 dias de
cultivo. Em cada folha, foram feitas leituras nas porcoes
proximal, distal e mediana, considerando-se a média
das determinagdes.

Os resultados experimentais foram submetidos 2
anidlise de variincia, além do que, anilises de
regressio foram realizadas para as determinacoes
com medidor SPAD. As anilises estatisticas foram
realizadas com o programa GENES (Cruz, 1997).

Resultados e discussao

Pela anilise dos pigmentos foliares, constatou-se
que os niveis de clorofila A, B e total em folhas de
plantas do mutante ‘firme’ (Tabela 1), aos 30 e 60
dias de cultivo, foram em média inferiores aos da cv.
Santa Clara. Além disso, detectou-se que plantas do
mutante ‘firme’ com 60 dias de cultivo apresentavam
teores de clorofila em folhas bem inferiores aquelas
com 30 dias, fornecendo os primeiros indicios de
que o amarelecimento precoce das folhas possa estar
relacionado 3 degradagio desse pigmento.

Em termos visuais foi possivel distinguir
amarelecimento precoce das folhas baixeiras das
plantas do mutante ‘firme’ em relagio ao da cv. Santa
Clara aos 30 dias de cultivo. No entanto, realizando a
andlise de variincia para niveis de clorofila (Tabela 1),
constata-se que, apesar das diferengas em valores
absolutos entre mutante ‘Firme’ e cv. Santa Clara para
dados de plantas cultivadas durante 30 dias, nio foram
significativos estatisticamente. Porém os niveis de
clorofila de plantas do cv. Santa Clara aos 60 dias de
cultivo foram superiores em relagio a0 do mutante
‘Firme’, exceto para niveis de clorofila B na segunda
folha. Além do que, os niveis de carotendides,
mostrados na Tabela 1, indicam maior abundincia
desse grupo de pigmentos na primeira e segunda
folhas de plantas da cv. Santa Clara, cultivadas durante
60 dias, e na terceira com 30 dias. Dessa forma, pode-
se inferir que a mutagio promove redugio dos niveis
de clorofila e de carotendides.

Os mutantes de tomate lutescent-1(I-1) e lutescent-
2 (I-2), identificados por Rick (1980), e¢ que
apresentam o mesmo padrio fenotipico do mutante
‘firme’ (Schuelter, 1999; Schuelter et al., 2002), tém
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sido pouco estudados, nio sendo apresentados
relatos quanto ao mecanismo bioquimico que
promove a reducio dos niveis de clorofila. No
entanto, a senescéncia foliar precoce tem sido
intensamente estudada em mutantes de Arabidopsis, o
lutescent-1 (lut-1) e o lutescent-2 (lut-2), estando
associada 2 lesio em genes especificos da rota
biossintética de carotendides que levam 3 redugio de
luteina, que é um dentre os fatores responsiveis pela
estabilizagio dos fotossistemas, resultando na
degradagio de clorofila (Plumley & Schmidt, 1987;
Paulsen ef al., 1990). Entretanto, Pogson et al. (1996)
sugerem que a lutefna nio seja o componente
principal na manutengio da atividade fotossintética.
Dessa forma, torna-se necessirio verificar, em
trabalhos futuros, se no mutante ‘firme’ os genes
relacionados com a rota biossintética de carotendides
estdo contribuindo para a ocorréncia de senescéncia
foliar precoce.

Na avaliagio dos niveis de clorofila na segunda,
quarta, sexta e oitava folhas da planta, pelo método de
SPAD (Figura 1), verificou-se que a degradacio de
clorofila ocorre mais precocemente no mutante ‘firme’
do que nas folhas da cv. Santa Clara e do hibrido F,
indicando que a mutagio em individuos heterozigotos
nio promove efeitos deletérios sobre o processo de
catilise, corroborando com os resultados obtidos para o
método descrito por Lichtenthaler (1987). Como o
conteddo de clorofila determinado pelo método de
SPAD ¢ um indicador da atividade fotossintética, que
se encontra intimamente correlacionada com a
produgio em diferentes espécies cultivadas como arroz
(Ramesh et al., 2002), sorgo (Xu et al., 2000), tomate
(Guimaries, 1998) e trigo (Rharrabti et. al., 2001),
pode-se inferir que a mutagio no estado heterozigético,
provavelmente, nio promove efeitos para a produgio
final da cultura, nem aumento da vida de conservagio
pés-colheita e redugio da perda de firmeza em relacio
a0 cv. Santa Clara (Schuelter ef al., 2001). No entanto,
em condigio de baixa disponibilidade de nitrogénio,
deverdo ser realizados estudos para verificar a
ocorréncia de redugio do contetdo de clorofila, visto
que Rick (1980) constatou que plantas do mutante /-2
apresentavam senescéncia foliar ainda mais precoce.
Em estado de homozigose, o mutante ‘firme’ produz
frutos com menor tamanho e espessura do pericarpo
comparado 2 cultivar Santa Clara, provavelmente pela
reducio da taxa fotossintética devido 3 queda precoce
dos teores de clorofila das folhas (Moura, 1999).

Assim, conclui-se que a mutagio no estado
heterozigético tem os niveis de clorofila restaurados,
possibilitando  sua utilizacio em programas de
melhoramento que visem ao aumento da conservagio
pds-colheita de frutos de tomateiros.
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Tabela 1. Teores médios de clorofila e carotendides de folhas em trés posi¢des das plantas de tomate da cv. Santa Clara (SC) e do

mutante ‘firme’ (frm) aos 30 e 60 dias de cultivo. Vigosa, UFV, 1999

Teor (ug.g MF")
Folha Genétipos Clorofila A Clorofila B Clorofila total Carotenéides
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
Primeira sc! 48132a 36549a 431,02a 158,14a 91234a 523,63a 8332a 21642a
frm 355,04a 13557 b 320,52a 69,192 675,552 204,76 a 75,79a 72,67b
Segunda SC 644,47 a 496,33 591,53a 177,52a 123599a 673852 117,382 32125a
frm 50944 b 178,88 b 45380 b 97,19a 963,03 b 276,01 b 99,01a 100,87 b
Terceira SC 737,60a 589.26a 863,082 202,11a 1600,682a 79138a 19543 a 32801a
frm 638,60 256,38 b 573,69a 83,96 b 121225a 34034 b 104,75b 173,19a
'As médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade.
Segunda folha Yo 04364X +48.66  (yparta folha Y, = -0.5026X +58.974
R?=0.88 R =0.93
Y=-0.5331X+61.018 )
40 ® 001 40 Y, =- 0.0119X? + 1.6471X - 26.403
Y =-0.5413X +62.054 =099
30 = e ~ 2w Y - 0.0164X° +2.4577X - 57.139
‘ 30 ~N R =0.99

tante 'firme'
2 20 ¢ mutante 'firme’
72}

W cv. Sta Clara
AF1

10
0
60 75 90 105 120
Dias de cultivo
Sexta folha Y‘:-0.4:"89X +60.598
R*=0.90
Ya=- 0.0017X2 +0.1658X +29.997
R?=0.99
40 1 YA: -0.0045X? +0.6633X +10.094
» R2=0.97
30 4 A
D
= 20 + .
R & mutante 'firme’
10 - .'._lcv.SlaCIara
AFl
0 T T T 1
60 75 90 105 120

Dias de cultivo

& mutante 'firme'

2 20
@ m cv. Sta Clara

10 AFl

Dias de cultivo

Yy=-0.3405X +58.072
R2=0.98
Ya =-0.0001X?-0.0512X +39.329

Oitava folha

40 ~ R?=0.88
‘ YA: -0.003X? +0.3843X +25.912

30 A ARy ~a
Tt
2 20 BRI
@ *
¢ mutante 'firme'
10 1 m cv. Sta Clara
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Figura 1. Determinacio indireta dos niveis de clorofila total de folhas, pelo indice SPAD, na segunda, quarta, sexta e oitava folha da cv.
Santa Clara (SC), no mutante ‘firme’ (frm) e no hibrido (F1). Vicosa, UFV, 1999
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