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(67) Resumo: METODO PARA PRODUZIR UMA PLANTA DE
TOMATE RESISTENTE A BOTRYTIS, PLANTA DE TOMATE
RESISTENTE A BOTRYTIS OU PARTE DA MESMA, LOCAL DE
CARACTERISTICA QUANTITATIVA PARA RESISTENCIA A
BOTRYTIS EM 5. LYCOPERSJCUM, AMOSTRA DE DNA ISOLADO,
METODO PARA DETECTAR UM LOCAL DE CARACTERISTICA
QUANTITATIVA PARA RESISTENCIA A BOTRYTIS, PLANTA
RESISTENTE A BOTRYTIS DA ESPECIE 5. LYCOPERSICUM OU
PARTE DA MESMA, PLANTA DE TOMATE HIBRIDA OU PARTES DA
MESMA, CULTURA DE TECIDO, E, USO DE UM MARCADOR
GENETICO. A presente invencao se refere a um método para detectar
um local de caracteristica quantitativa (QTL) associado com resisténcia
a Botrytis cinerea em tomate, compreendendo as etapas de cruzar
uma planta de tomate doadora resistente a Botrytis com uma planta de
tomate receptora nao resistente ou susceptivel a Bofryhs, colocando
em contato uma ou mais plantas descendentes com uma quantidade
nao eficaz de Botrytis, determinando quantitativamente a incidéncia de
doenga e/ou a taxa de crescimento de lesdo em dita uma ou mais
plantas descendentes, estabelecendo um mapa de ligacdo genética
que liga a incidéncia de doenga e/ou taxa de crescimento de lesao
com a presenga de marcadores cromossémicos de dita planta de
tomate doadora em dita uma ou mais plantas descendentes, e
determinando para um QTL os marcadores contiguos em dito mapa
que estao ligados a uma incidéncia de doenga reduzida e/ou uma taxa
de crescimento de leséo reduzida.
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“METODO PARA PRODUZIR UMA PLANTA DE TOMATE
RESISTENTE A BOTRYTIS, PLANTA DE TOMATE RESISTENTE A
BOTRYTIS OU PARTE DA MESMA, LOCAL DE CARACTERISTICA
QUANTITATIVA PARA RESISTENCIA A BOTRYTIS EM S.
LYCOPERSICUM, AMOSTRA DE DNA ISOLADO, METODO PARA
DETECTAR UM LOCAL DE CARACTERISTICA QUANTITATIVA
PARA RESISTENCIA A BOTRYTIS, PLANTA RESISTENTE A
BOTRYTIS DA ESPECIE S. LYCOPERSICUM OU PARTE DA MESMA,
PLANTA DE TOMATE HIBRIDA OU PARTES DA MESMA, CULTURA
DE TECIDO, E, USO DE UM MARCADOR GENETICO”

CAMPO TECNICO

A presente invengdo se refere a melhoramento vegetal e
biologia molecular. Mais especificamente, a presente invengdo se refere a um
método para detectar um locus de caracteristica quantitativa (QTL) associado
com resisténcia a Botrytis cinerea em tomate, a um método de produzir uma
planta de tomate resistente a Botrytis com isto e a plantas de tomate
resistentes a Botrytis assim obtidas e partes das mesmas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Botrytis cinerea ¢ um fungo patogénico necrotrofico com uma
variedade de hospedeiros excepcionalmente ampla compreendendo pelo
menos 235 hospedeiros possiveis. Por causa desta ampla variedade de
hospedeiros e pelo fato dela afetar partes economicamente importantes da
planta B. cinerea é um grande problema em muitas culturas cultivadas
comercialmente. Entre cultivadores, o fungo é comumente referido como
Botrytis. O tomate cultivado (Solanum Iycopersicum; anteriormente
Lycopersicon esculentum) também ¢ susceptivel a infec¢do por Botrytis e o
fungo geralmente afeta caule, folhas e fruto da planta de tomate. Em casas de
vegetagdo aquecidas a ocorréncia de infec¢des por Botrytis em caules €

particularmente comum.
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Botrytis mata ativamente células infectadas, causando
podriddo mole, queimadura, mancha foliar, tombamento de mudas e canceres
de caule. Folhas afetadas se tornam cobertas com conidiéforos e conidios, e
subseqiientemente colapsam e murcham. O fungo ird crescer de folhas
doentes para o caule e produz lesdes marrom-claras secas de uns poucos
milimetros a diversos centimetros de comprimento. Lesdes também pode se
formar em cicatrizes de desrama no caule. As lesdes de caule também podem
ser cobertas com um mofo-cinzento. Em diversos casos, a infec¢do cerca o
caule e mata a planta. Tecido antigo senescente de uma planta de tomate
normalmente € mais susceptivel a ataque por Botrytis do que tecido mais
novo.

A fim de prevenir o desenvolvimento de Botrytis em casa de
vegetagdo, a temperatura e umidade relativa podem ser rigorosamente
reguladas. Adicionalmente é importante fornecer agua sem molhar as folhas.
Para plantas desenvolvidas no campo, boa drenagem e controle de ervas
daninhas devem ser empregados. Além disso, os niveis de nutrientes das
plantas devem ser mantidos altos. Entretanto, estas medidas preventivas ndo
podem evitar completamente a ocorréncia de perda produtiva consideravel em
caso de infeccgio.

Fungicidas sdo disponiveis para controlar Botrytis tanto em
tomates cultivados em casa de vegetacdo como no campo. Exemplos de
alguns fungicidas incluem Dowicide A® e clorotalonil, que também podem
ser aplicados aos frutos de tomate depois de colheita. Entretanto, Botrytis €
conhecido por ter desenvolvido resisténcia contra diversos fungicidas
comumente usados. Em adigdo, o uso de fungicidas é indesejado tanto de uma
perspectiva econémica como de uma ambiental. Atualmente, existe uma
necessidade de variedades comerciais de tomate que exibem resisténcia a
Botrytis.

Resisténcia parcial a Botrytis foi encontrada em diversas
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espécies selvagens de tomate (Egashira et al. 2000; Nicot et al. 2002; Urbasch
1986). Estas plantas entretanto ndo produzem tomates de culturas comerciais.

Patente Internacional 021085105 descreve uma regido
genética em cromossoma 10 do genoma de S. habrochaites que, acredita-se,
esteja envolvida em resisténcia parcial a Botrytis. A introgressdo deste
material genético em variedades cultivadas de tomate mostrou sustentar
plantas de tomate cultivadas que sdo parcialmente resistentes a Botrytis.

Até agora, entretanto, programas de melhoramento que
objetivaram fornecer resisténcia a Bofrytis em tomate tiveram sucesso
limitado. A razdo para estes fracos resultados néo esta clara atualmente. Para
uma parte, isto pode ser devido a conhecimento insuficiente na base genética
e heranca de resisténcia a Botrytis. Para outra parte, isto pode ser devido a
auséncia de bioensaios apropriados para verificar niveis de resisténcia a
Botrytis em plantas de tomate obtidas em programas de melhoramento. A
auséncia de conhecimento e métodos também complica a selegdo de plantas
tanto entre acessos selvagens como plantas descendentes que compreendem
genes envolvidos em resisténcia a Borrytis.

Em um estudo prévio, os presentes requerentes encontraram
que resisténcia a Botrytis em tomate € herdada poligenicamente, € que isto
pode explicar parcialmente os fracos resultados em melhoramento para
plantas resistentes.

Um objetivo da presente invengdo ¢ melhorar o sucesso de
programas de melhoramento voltado para fornecer variedades comerciais de
tomate que sdo resistentes a Botrytis. Um objetivo adicional da presente
invengdo € sustentar resisténcia adicional e/ou melhorada a Bofrytis em
variedades comerciais de tomate. Ainda outro objetivo da presente invengdo €
sustentar material genético adicional no genoma de acessos de tomate
selvagem que estd envolvido em resisténcia a Botrytis em tais plantas. Tal

material genético adicional pode ser usado para ampliar a base para a
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producio de variedades resistentes a Botrytis de tomate cultivado.

SUMARIO DA INVENCAO

Os presentes requerentes encontraram agora que no genoma de
S. habrochaites material genético estd presente em diversos cromossomas que
ndo haviam sido previamente identificados como envolvidos em resisténcia a
Botrytis. De fato, os presentes requerentes identificaram com sucesso loci de
caracteristicas quantitativas (QTLs) no genoma de uma linhagem de um
parente selvagem de tomate, i.e. em Solanum habrochaites LYC 4/78. Estes
QTLs adicionais foram descobertos pelo uso de linhagens de introgressao.

Os requerentes foram subseqiientemente capazes de produzir
plantas de tomate resistentes a Botrytis cruzando plantas das mesmas
linhagens de tomate selvagens (doadoras) resistentes a Botrytis com plantas
de tomate receptoras ndo resistentes. Estas plantas exibiram um nivel superior
de resisténcia do que qualquer planta de tomate cultivada produzida até agora.

A melhora sobre a arte anterior reside na disponibilidade de
critérios de monitoramento adicionais pelos quais o processo de
melhoramento pode ser monitorado e dirigido. As plantas descendentes
produzidas a partir de um cruzamento entre uma Solanum habrochaites
selvagem resistente e um tomate cultivado susceptivel podem ser selecionadas
para ter uma ou mais, ou mesmo todas as regides gendmicas envolvidas na
resisténcia a Botrytis no acesso selvagem. Como um resultado, um método de
produzir uma planta de tomate € fornecido com o qual a constituigdo genética
requerida pode ser melhor controlada. Uma vantagem do presente método €
que, em um sentido genético, a progénie pode ser feita para parecer com o
acesso selvagem mais intimamente para a caracteristica desejada.
Conseqiientemente, a caracteristica de resisténcia na planta de tomate
cultivada pode ser mais estavelmente introduzida nesta, i.e. as possibilidades
sdo agora fornecidas para verificar quais das regides gendmicas podem ser

facilmente introgredidas e quais sdo dificeis de transferir para plantas
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descendentes, quais das regides genOmicas sdo essenciais, quais sdo co-
operativas, e quais podem ser usadas para melhorar adicionalmente niveis de
resisténcia em linhagens parcialmente resistentes de tomate cultivado.

Verificando o nivel de resisténcia a Botrytis em varias
linhagens de introgressdo, cada uma tendo uma introgressdo genOmica
especifica de S. habrochaites LYC 4/78, em relagdo a presenga de marcadores
moleculares da planta doadora, os presentes requerentes foram capazes de
identificar QTLs adicionais ligados a resisténcia a Botrytis nas linhagens de
tomate selvagens resistentes e com isso estabelecer a localizagdo de multiplas
seqiiéncias de DNA conferindo resisténcia no genoma. Na descri¢do abaixo,
um locus de caracteristica quantitativa (QTL) associado com resisténcia a
Botrytis em tomate sera discursado em resumo como um QTL para resisténcia
a Botrytis ou um QTL associado com resisténcia a Botryfis.

Um total de 5 novos QTLs para resisténcia a Botrytis foram
encontrados em uma linhagem selvagem de tomate de S. habrochaites. Um
QTL foi localizado em cromossoma 4, que havia sido previamente
identificado como tendo um QTL associado com resisténcia a Botrytis. Ainda
foi encontrado que uma area neste cromossoma previamente associada com a
resisténcia continha de fato dois QTLs separados. Os outros QTLs foram
identificados em cromossomas 6, 9, 11 e 12. Os novos QTLs podem ser todos
ligados a um parametro quantitativo que refletiu a capacidade da planta de
reduzir o estabelecimento inicial de uma infec¢do, daqui por diante referido
como o pardmetro para incidéncia de doenga (DI), assim como a um
pardmetro quantitativo que refletiu a capacidade da planta de tornar mais lenta
a progressdo de infec¢do, daqui por diante referido como o pardmetro para
taxa de crescimento de lesdo (LG). De novo a presenga de um QTL em
cromossoma 10, como relatado na arte anterior, ndo pode ser confirmada
pelos métodos usados. Todos os QTLs testados até agora podem ser

confirmados verificando resisténcia a doenca em progénies BC5Si ou BCsSz
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(retrocruzamento 5, autopolinizado uma ou duas vezes) segregando para os
QTLs sob investigagdo.

A presente invencdo se refere em um primeiro aspecto a um
método de produzir uma planta de tomate resistente a Botrytis, dito método
compreendendo as etapas de

a) fornecer uma planta de tomate doadora resistente a Botrytis,
preferivelmente uma planta resistente a Botrytis da espécie S. habrochaites,
mais preferivelmente uma planta resistente a Botrytis da linhagem S.
habrochaites LYC 4/78;

b) transferir 4cido nucleico de dita planta doadora para uma ou
mais plantas de tomate receptoras susceptiveis a Botrytis, preferivelmente
uma planta da espécie S. lycopersicum, caracterizado pelo fato de que dita
transferéncia resulta na introdugdo de material gendmico da planta doadora na
regido correspondente do genoma de dita uma ou mais plantas receptoras
susceptiveis;

c) selecionar dentre ditas plantas de tomate receptoras (ou a
partir de planta adicionalmente autoplonizada de retrocruzada obtida com dita
planta de tomate receptora; i.e. a partir de plantas recombinantes obtidas
depois de dita transferéncia) uma planta que compreenda dentro de seu
genoma pelo menos um QTL para resisténcia a Botrytis derivado de dita
planta de tomate resistente a Botrytis, caracterizado pelo fato de que dita
selecdo compreende detectar em cromossoma 4, 6, 9, 11 e/ou 12 de dita planta
de tomate receptora pelo menos um marcador genético ligado a dito pelo
menos um QTL para resisténcia a Botrytis

- caracterizado pelo fato de que a localizacédo de dito QTL em
cromossoma 4 de dita planta é indicada por uma regido genOmica
compreendendo os marcadores genéticos CT50, C2At 1g74970, P14M49-
283e, P14M48-74¢e, P14M50-67e, CT1739 e P14M50-85h em cromossoma 4

de S. habrochaites ou em cromossoma 4 de S. Ilycopersicum, mais
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preferivelmente em cromossoma 4 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em
cromossoma 4 de S. lycopersicum cv. Moneymaker.

Em formas de realizagdo preferidas, a localizagdo de dito QTL
em cromossoma 6 de dita planta é indicada por uma regido gendmica
compreendendo os marcadores genéticos P22M50-188h, P14M43-521e,
P15M48-386h, P18M51- 199h, P18M51-103h, P22M50- 103e, P18MS51-
388e, P15M48-395¢, P22M50- 124e, P14M48-160e e P22M50-513h em
cromossoma 6 de S. habrochaites ou em cromossoma 6 de S. lycopersicum,
mais preferivelmente em cromossoma 6 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em
cromossoma 6 de S. lycopersicum cv. Moneymaker.

Em outras formas de realizagdo preferidas, a localizagdo de
dito QTL em cromossoma 9 de dita planta é indicada por uma regido
gendmica compreendendo os marcadores genéticos P18M50-141, P14M49-
240, TG254, TG223, TG10, P18M50-134h, P14M49-243h, P18M50-599,
P14M60-222h, P22M51-417h, P14M50-174h, P14M60-157h, P14M60-107h,
P15M48-138h, P14M48-113h, Tm2a, P18M51-146h, P14M48-282h e
P14M50-276h em cromossoma 9 de S. habrochaites ou em cromossoma 9 de
S. Iycopersicum, mais preferivelmente em cromossoma 9 de S. habrochaites
LYC 4/78 ou em cromossoma 9 de S. lycopersicum cv. Moneymaker.

Em ainda outras formas de realizagéo preferidas, a localizag¢do
de dito QTL em cromossoma 11 de dita planta é indicada por uma regido
gendmica compreendendo os marcadores genéticos P14M60-215e, P14M61-
173h, P14M50-307h, TG47, P14M50-29xCD, P18M51-358h, P18M50-
27xCD, P18M51-136h, P22M50-488h, TG393, P14M61-396h, P22M51-235h
e P22M51-174e em cromossoma 11 de S. habrochaites ou em cromossoma 11
de S. Iycopersicum, mais preferivelmente em cromossoma 11 de S.
habrochaites LYC 4/78 ou em cromossoma 11 de S. lycopersicum cv.
Moneymaker.

Em ainda outras formas de realizagio preferidas, a localizagdo
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de dito QTL em cromossoma 12 de dita planta ¢ indicada por uma regido
gendmica compreendendo os marcadores genéticos CT19, TG68, P14M43-
411e, P18M50-244h, P18M50-273h, P14M61-420h, P14M61-406h, P14M61-
223h, P14M60- 193h, P22M5 1-3 14h, TG565, P14M48- 172h, P22M50-
321e, P14M60-219¢, P14M48- 153h, P22M50-97h, TG296, P22M50- 13 lh e
P22M35 1-135h, preferivelmente por uma regido gendémica compreendendo os
marcadores genéticos P14M61-420h, P14M61-406h, P14M61-223h,
P14M60-193h, P22M51-314h, TGS565, P14M48-172h, P22M50-321e,
P14M60-219¢, P14M48- 153h, P22M50-97h, TG296, e P22M50- 131h em
cromossoma 12 de S. habrochaites ou em cromossoma 12 de S. lycopersicum,
mais preferivelmente em cromossoma 12 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em
cromossoma 12 de S. lycopersicum cv. Moneymaker.

A transferéncia de acido nucleico compreendendo pelo menos
um QTL para resisténcia a Botrytis, ou uma parte conferindo resisténcia a
Botrytis do mesmo, pode ser muito adequadamente realizada cruzando dita
planta de tomate resistente a Botrytis com uma planta de tomate receptora
susceptivel a Botrytis para produzir plantas descendentes.

Um método de selegdo preferido, portanto compreende sele¢do
auxiliada por marcador (MAS) (veja e.g. Tanksley et al. 1998) de dito DNA
introgredido caracterizado pelo fato de que um ou mais marcadores
associados com dito QTL si3o detectados em plantas descendentes. MAS
pode, por exemplo, ser realizada isolando material genético de ditas plantas
descendentes e determinando a presenga nestas, por técnicas moleculares, de
um ou mais marcadores de planta doadora. Alternativamente, métodos de
deteccdo de marcador molecular podem ser usados sem isolamento anterior de
material genético. Opcionalmente, em adi¢cdo a detec¢do de marcador, um
teste fenotipico em resisténcia a Botrytis pode ser realizado a fim de
selecionar plantas adequadas. Um teste muito adequado, portanto € o

bioensaio quantitativo como descrito neste lugar, através do qual tais



10

15

20

25

9

parametros como incidéncia de doenga e/ou taxa de crescimento de lesdo sdo
determinados. A confirmagdo da presenga de pelo menos um marcador de um
QTL para resisténcia a Botrytis em combinagdo com o estabelecimento da
presenca de um fendtipo resistente fornece evidéncia da transferéncia bem
sucedida de acido nucleico compreendendo pelo menos um QTL, ou uma
parte conferindo resisténcia a Bofrytis do mesmo, da planta doadora para a
planta receptora.

Em uma forma de realizagdo alternativa de um método de
produzir uma planta de tomate resistente a Botrytis, a transferéncia de acido
nucleico indicada pode ser muito adequadamente realizada por métodos
transgénicos (e.g. por transformag¢do), por fusdo de protoplastos, por uma
técnica de haploide duplicado ou por resgate de embrides.

Em uma forma de realizagcdo preferida de um método de
produzir uma planta de tomate resistente a Botrytis, as plantas doadoras séo
Solanum habrochaites LYC 4/78 e o acido nucleico transferido das mesmas
plantas doadoras para plantas receptoras preferivelmente compreende pelo
menos um QTL para resisténcia a Botrytis selecionado a partir do grupo
consistindo dos QTLs em cromossomas 4, 6, 9, 11 e/ou 12 de Solanum
habrochaites LYC 4/78 associado com resisténcia a Botrytis, ou uma parte
conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo.

Em outra forma de realizagdo preferida de um método de
produzir uma planta de tomate resistente a Botrytis, o método compreende o
cruzamento de dita planta de tomate resistente a Bofrytis com uma planta de
tomate receptora susceptivel a Botrytis para produzir plantas descendentes de
primeira geracdo; selecionar dentre as plantas descendentes de primeira
geracdo uma planta que compreenda em seu genoma acido nucleico
introgredido de dita planta de tomate doadora, caracterizado pelo fato de que
dito 4acido nucleico introgredido compreende pelo menos um QTL,

preferivelmente dois, mais preferivelmente mais do que dois QTLs para
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resisténcia a Botrytis de acordo com a invengdo, ou uma parte conferindo
resisténcia a Botrytis do mesmo; cruzar dita planta descendente selecionada
com uma linhagem de tomate comercial adequada para produzir plantas
descendentes de segunda geragdo; selecionar dentre as plantas descendentes
de primeira geracdo uma planta que compreenda em seu genoma acido
nucleico introgredido de dita planta de tomate descendente de primeira
geragdo, caracterizado pelo fato de que dito acido nucleico introgredido
compreende pelo menos um QTL, preferivelmente dois, mais preferivelmente
mais do que dois QTLs para resisténcia a Botrytis de acordo com a invengdo,
ou uma parte conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo, e opcionalmente
produzir geragdes adicionais de plantas descendentes. Os preferivelmente dois
mencionados, mais preferivelmente mais do que dois QTLs para resisténcia a
Botrytis que sdo introgredidos em plantas descendentes podem ser QTLs para
incidéncia de doenga, QTLs para taxa de crescimento de lesdo ou uma
combinagdo destes tipos.

Em uma forma de realizagdio mais preferida, etapa c)
compreende selecionar uma planta que compreenda dentro de seu genoma
pelo menos 4 QTLs para resisténcia a Botrytis selecionados a partir do grupo
consistindo dos QTLs em cromossoma 1, 2, 4, 6, 9, 11 e 12 de Solanum
habrochaites, preferivelmente linhagem LYC 4/78, associados com
resisténcia a Botrytis.

Em outro aspecto, a presente invencio se refere a uma planta
de tomate resistente a Botrytis, ou uma parte da mesma, viavel por um método
da presente invengao.

A presente invengdo se refere adicionalmente a um QTL para
resisténcia a Botrytis em tomate, caracterizado pelo fato de que dito QTL €
selecionado a partir do grupo consistindo dos QTLs em cromossomas 4, 6, 9,
11 e 12 de Solanum habrochaites, preferivelmente linhagem LYC 4/78,

associado com resisténcia a Botrytis. Estes QTLs estdo localizados em




10

15

20

25

11

posi¢des do genoma ndo previamente associadas com resisténcia a Botrytis.
Detalhes destes QTLs sdo descritos em mais detalhe neste lugar abaixo.

Os alelos presentes nas posi¢des do genoma indicadas por
estes QTLs sdo um aspecto da presente invengao.

Um QTL da presente invengdo pode estar na forma de uma
seqiiéncia de 4cidos nucleicos isolada, preferivelmente de dupla fita
compreendendo dito QTL ou uma parte conferindo resisténcia do mesmo.
Muito adequadamente, o tamanho da seqiiéncia de 4cidos nucleicos, que, por
exemplo, pode ser isolada do cromossoma de uma planta doadora adequada,
pode representar uma distancia genética de 1-100 cM, preferivelmente 10-50
c¢M em dito cromossoma. Dito acido nucleico pode compreender pelo menos
50, mais preferivelmente pelo menos 500, ainda mais preferivelmente pelo
menos 1000, ainda mais preferivelmente pelo menos 5000 pares de bases.
Uma ou mais seqiiéncias de acidos nucleicos compreendendo um QTL ou
uma parte conferindo resisténcia do mesmo de acordo com a invengdo podem
estar por sua vez compreendidas em uma construgdo de 4cido nucleico, dita
construcdo pode compreender adicionalmente regides que flanqueiam dito
uma ou mais seqiiéncias de acidos nucleicos e cujas regides sdo capazes de
serem integradas em um vetor adequado para transferéncia de dita uma ou
mais seqiiéncias de 4cidos nucleicos em uma planta de tomate receptora
susceptivel a Botrytis adequada. O vetor pode compreender adicionalmente
regides promotoras adequadas ou outras seqiiéncias reguladoras. Os QTLs
também podem estar em uma forma presente dentro do genoma de uma planta
de tomate. Os QTLs da presente invengdo preferivelmente compreendem pelo
menos um marcador, preferivelmente dois, mais preferivelmente trés, ainda
mais preferivelmente quatro, ainda mais preferivelmente mais do que quatro
marcadores associados com resisténcia a Botrytis selecionados a partir do
grupo consistindo dos marcadores de Tabelas 1 - 5 ligados a dito QTL.

A presente invengdo se refere em outro aspecto a um método
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para detectar um QTL para resisténcia a Botrytis, compreendendo detectar
pelo menos um marcador ligado a um QTL para resisténcia a Botrytis em
cromossoma 4, 6, 9, 11 e/ou 12 de uma planta de tomate resistente a Botrytis
suspeita,

- caracterizado pelo fato de que a localizagéo de dito QTL em
cromossoma 4 de dita planta € indicada por uma regido gendmica
compreendendo os marcadores genéticos CT50, CZAtlg74970, P14M49-
283e, P14M48-74e, P14M50-67e, CT1739 e P14M50-85h em cromossoma 4
de S. habrochaites ou em cromossoma 4 de S. [lycopersicum, mais
preferivelmente em cromossoma 4 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em
cromossoma 4 de S. lycopersicum cv. Moneymaker.

Em uma forma de realizagio preferida de um método de
detectar um QTL da presente invengdo, a localizagdo de dito QTL em
cromossoma 6 de dita planta ¢ indicada por uma regido gendmica
compreendendo os marcadores genéticos P22M50-188h, P14M48-521e,
P15M48-386h, P18M51- 19%h, P18M5 1- 103h, P22M50- 103e, P18M51-
388e, P15M48-395e, P22M50- 124e, P14M48- 160e e P22M50-513h em
cromossoma 6 de S. habrochaites ou em cromossoma 6 de S. lycopersicum,
mais preferivelmente em cromossoma 6 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em
cromossoma 6 de S. lycopersicum ¢v. Moneymaker.

Em outra forma de realizagdo preferida de um método de
detectar um QTL da presente invengdo, a localizagdo de dito QTL em
cromossoma 9 de dita planta é indicada por uma regido genOmica
compreendendo os marcadores genéticos P18M50-141, P14M49-240, TG254,
TG223, TG10, P18M50-134h, P14M49-243h, P18M50-599, P14M60-222h,
P22M51-417h, P14M50-174h, P14M60-157h, P14M60-107h, P15M48-138h,
P14M48-113h, TmZa, P18M51-146h, P14M48-282h e P14M50-276h em
cromossoma 9 de S. habrochaites ou em cromossoma 9 de S. lycopersicum,

mais preferivelmente em cromossoma 9 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em
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cromossoma 9 de S. [ycopersicum cv. Moneymaker.

Em ainda outra forma de realizagdo preferida de um método de
detectar um QTL da presente invengdo, a localizagdo de dito QTL em
cromossoma 11 de dita planta é indicada por uma regido gendémica
compreendendo os marcadores genéticos P14M60-215e, P14M61-173h,
P14M50-307h, TG47, P14M50-29~CDP, 18M51-358h, P18M50-27xCD,
P18MS51-136h, P22M50-488h, TG393, P14M61-396h, P22MS51-235h e
P22M51-174e em cromossoma 11 de S. habrochaites ou em cromossoma 11
de S. Iycopersicum, mais preferivelmente em cromossoma 11 de S.
habrochaites LYC 4/78 ou em cromossoma 11 de S. [lycopersicum cv.
Moneyrnaker.

Em ainda outra forma de realizagdo preferida de um método de
detectar um QTL da presente invengdo, a localizagdo de dito QTL em
cromossoma 12 de dita planta € indicada por uma regido genomica
compreendendo os marcadores genéticos CT19, TG68, P14M48-41le,
P18M50-244h, P18M50-273h, P14M61-420h, P14M61-406h, P14M61-223h,
P14M60-193h, P22M51-314h, TG565, P14M48-172h, P22M50-321e,
P14M60-219e, P14M48-153h, P22M50-97h, TG296, P22MS50-131h e
P22M51-135h, preferivelmente por uma regido genémica compreendendo os
marcadores  genéticos P14M61-420h, P14M61-406h, P14M61-223h,
P14M60-193h, P22M51-314h, TG565, P14M48-172h, P22M50-321e,
P14M60-219e, P14M48-153h, P22M50-97h, TG296, ¢ P22M50-131h em
cromossoma 12 de S. habrochaites ou em cromossoma 12 de S. lycopersicum,
mais preferivelmente em cromossoma 12 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em
cromossoma 12 de S. lycopersicum cv. Moneymaker.

Em um aspecto ainda adicional, a presente invengédo se refere a
uma planta resistente a Botrytis da espécie S. lycopersicum, ou uma parte da
mesma, compreendendo dentro de seu genoma pelo menos um QTL, ou uma

parte conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo, caracterizado pelo fato de
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que dito QTL ¢é selecionado a partir do grupo consistindo dos QTLs em
cromossoma 4, 6,9, 11 e 12 de Solanum habrochaites, preferivelmente
linhagem LYC 4/78, associado com resisténcia a Botrytis, caracterizado pelo
fato de que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 4 de dita planta €
indicada por uma regido gendmica compreendendo os marcadores genéticos
CT50, C2Atlg74970, P14M49-283e, P14M48-74e, P14M50-67¢, CT1739 e
P14M50-85h em cromossoma 4 de S. habrochaites ou em cromossoma 4 de
S. lycopersicum, mais preferivelmente em cromossoma 4 de S. habrochaites
LYC 4/78 ou em cromossoma 4 de S. lycopersicum cv. Moneymaker,
caracterizado pelo fato de que dito QTL ou dita parte conferindo resisténcia a
Botrytis do mesmo ndo esta em seu ambiente genético natural, e caracterizado
pelo fato de que dita planta opcionalmente compreende adicionalmente um ou
mais QTLs adicionais, ou partes conferindo resisténcia a Botrytis do mesmos,
associado com resisténcia a Botrytis selecionados a partir dos QTLs em
cromossoma 1, 2 e/ou 4 de Solanum habrochaites, preferivelmente de
Solanum habrochaites linhagem LYC 4/78, caracterizado pelo fato de que a
localizacdo de dito QTL adicional em cromossoma 4 de dita planta ¢ indicada
por uma regido gendmica compreendendo os marcadores genéticos P18M51-
169.5¢, P18M51-305.4h, P14M60-262.9¢, P14M61-292.7h, TG609, P14M48-
345e, P14M48-177¢e e P18M50-147e em cromossoma 4 de S. habrochaites ou
em cromossoma 4 de S. lycopersicum, mais preferivelmente em cromossoma
4 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em cromossoma 4 de S. lycopersicum cv.
Moneymaker.

Em ainda outro aspecto, a presente invengdo se refere a um
método de produzir uma planta de tomate congénita resistente a Botrytis. O
método compreende as etapas de produzir uma planta de tomate resistente a
Botrytis de acordo com um método da invengdo como descrito acima,
autofecundando dita planta, desenvolver semente obtida de dita planta

autofecundada em novas plantas; identificar plantas que exibem resisténcia a
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Botrytis e possuem caracteristicas desejaveis comercialmente dentre ditas
novas plantas, e repetindo as etapas de autopolinizagdo e selegdo até que seja
produzida uma planta de tomate congénita que exiba resisténcia a Botrytis ¢
possua caracteristicas desejaveis comercialmente.

Um método de produzir uma planta de tomate congénita
resistente a Botrytis pode compreender adicionalmente a etapa adicional de
selecionar plantas de tomate congénitas homozigotas que exibem resisténcia a
Botrytis e possuem caracteristicas desejaveis comercialmente.

Em um aspecto adicional, a presente invengdo se refere a uma
planta de tomate congénita resistente a Botrytis, ou partes da mesma, viavel
por um método da invencgéo.

Em um aspecto adicional, a presente invengdo se refere a uma
planta de tomate hibrida, ou partes da mesma, que exibe resisténcia a Botrytis,
caracterizado pelo fato de que dita planta de tomate hibrida € viavel cruzando
uma planta de tomate congénita resistente a Botrytis viavel por um método da
invencdo com uma planta de tomate congénita que exibe caracteristicas
desejaveis comercialmente.

A invencéo se refere adicionalmente a uma cultura de tecido
de células regeneraveis das plantas de tomate da presente invengdo. Em uma
forma de realizagdo preferida de uma tal cultura de tecido, as células ou
protoplastos de ditas células foram isoladas de um tecido selecionado a partir
do grupo consistindo de folhas, polen, embrides, raizes, dpices radiculares,
anteras, flores, frutos, e caules e sementes.

A invencéo se refere adicionalmente ao uso de um marcador
selecionado a partir do grupo consistindo dos marcadores de Tabelas 1 - 5
para a deteccio de QTLs para resisténcia a Botrytis de acordo com a
invencdo, e/ou para a detecgdo de plantas de tomate resistentes a Botry1is.

A planta de tomate doadora resistente a Botrytis usada em

métodos da presente invencdo é preferivelmente selecionada a partir do grupo
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consistindo de Lycopersicon cerasiforme, Lycopersicon cheesmanii,
Lycopersicon  chilense,  Lycopersicon  chmielewskii,  Lycopersicon
Iycopersicum, Lycopersicon habrochaites, Lycopersicon parviflorum,
Lycopersicon  pennellii,  Lycopersicon  peruvianum,  Lycopersicon
pimpinellifolium e Solanum lycopersicoides, mais preferivelmente, um acesso
de tomate selvagem € usado como a planta doadora. Plantas doadoras
altamente preferidas sdo Solanum habrochaites, em particular Solanum
habrochaites LYC 4/78.

A planta de tomate receptora susceptivel a Botrytis usada em
métodos da presente invengdo é preferivelmente uma planta da espécie
Solanum lycopersicum, mais preferivelmente um cultivar de S. lycopersicum
que possui caracteristicas desejaveis comercialmente, ou outra linhagem
comercial de tomate.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 mostra a posicdo de loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) para resisténcia a B. cinerea originados de S.
habrochaites LYC 4/78 com os mapas de ligagdo representando cromossoma
4 (posi¢do putativa de QTLs fornecida como segdes escuras). Posi¢des de
mapa sio dadas em cM. Os dados permitem identificagdo putativa de dois
QTLs separados, um centrado em volta de marcador TG62 (veja Exemplo 1)
e identificado em IL 4-1 em Exemplo 4, e outro separado deste ndo incluindo
o marcador TG62, mas centrado em volta de marcador P14M49-283e ¢
identificado em IL 4-3 em Exemplo 4. Os QTLs detectados em cromossoma 4
diminuem tanto taxa de crescimento de lesdo como incidéncia de doenga. Os
codigos para marcadores AFLP sdo mais extensivamente descritos em Tabela
1. Todos os marcadores indicados como associados aos QTLs nas Figuras
exemplificando a presente invengdo podem ser usados como marcadores tanto
individualmente assim como em combinagdo em aspectos da mesma.

Figura 2 mostra a posi¢do do locus de caracteristica
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quantitativa (QTL) para resisténcia a B. cinerea originados de S. habrochaites
LYC 4/78 com os mapas de ligagdo representando cromossoma 6 (posigdo
putativa de QTL fornecida como se¢do escura). O QTL em cromossoma 6
diminui tanto taxa de crescimento de lesdo como incidéncia de doenga.

Figura 3 mostra a posi¢do do locus de caracteristica
quantitativa (QTL) para resisténcia a B. cinerea originados de S. habrochaites
LYC 4/78 com os mapas de ligagdo representando cromossoma 9 (posi¢do
putativa de QTL fornecida como se¢do escura). O QTL em cromossoma 9
diminui tanto taxa de crescimento de lesdo como incidéncia de doenga. A
Figura mostra adicionalmente a introgressdo em cromossoma 9 de IL
Linhagens 11-2 e 12-3.

Figura 4 mostra a posicdo do locus de caracteristica
quantitativa (QTL) para resisténcia a B. cinerea originados de S. habrochaites
LYC 4/78 com os mapas de ligagdo representando cromossoma 11 (posigéo
putativa de QTL fornecida como se¢do escura). O QTL em cromossoma 11
diminui tanto taxa de crescimento de lesio como incidéncia de doenga. O
mapa de ligacio representa IL linhagem 11-2 de Exemplo 4.

Figura 5 mostra a posi¢do dos loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) para resisténcia a B. cinerea originados de S.
habrochaites LYC 4/78 com os mapas de ligagdo representando cromossoma
12 (posicdo putativa de QTL fornecida como segdo escura). Os QTLs em
cromossoma 12 diminuem tanto taxa de crescimento de lesdo como incidéncia
de doenga.

Figura 6 mostra o retrocruzamento e estratégia de sele¢do
usada para obter a populagio de S. habrochaites LYC 4/78 IL introgredida na
constituicio genética de S. lycopersicum cv. Moneymaker descrito em
Exemplo 4.

Figura 7 mostra o gendtipo grafico da populagdo de S.

Iycopersicum cv. Moneymaker x S. habrochaites linhagem de introgressao
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LYC 4/78 usada em Exemplo 4. Todos os cromossomas sdo descritos para
escala em segmentos de 20 cM de acordo com o mapa de ligacdo genética de
F2. Algumas regides sdo adicionadas as extremidades de Cromossomas 3, 4, 5
e 9 (marcadores CAPS). Introgressdes homozigotas de S. habrochaites séo
apresentadas em preto, enquanto que introgressées heterozigotas sao
marcadas usando um padrdo diagonal (cinza).

Figura 8 mostra a posigdo de loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) para resisténcia a B. cinerea originados de S.
habrochaites LYC 4/78 com os mapas de ligacdo representando cromossoma
1, 2 e 4 e indica QTLs indicados neste pedido como QTL-lh, QTL-2h e QTL-
4hA.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Defini¢des

Como usado neste lugar, o termo “Botrytis" significa Botrytis
cinerea, também conhecido como mofo-cinzento ou mancha-cinzenta, uma
doenca comumente encontrada no caule, folhas e fruto de tomates.
Geralmente é considerado que o fungo patogénico de planta Sclerotinia
sclerotiorum tem um mecanismo de infecgdo similar aquele de B. cinerea
(Prins et al., 2000). Embora infecgdo por S. sclerotiorum em tomate seja
economicamente muito menos importante do que infecgdo por B. cinerea,
ambos os fungos secretam um espectro de proteases, enzimas degradadoras de
parede de célula vegetal, toxinas assim como 4cido oxalico. Alguns destes
fatores sdo conhecidos por desempenharem um papel na estratégia de
infeccdio de ambos os fungos. Como um resultado, acredita-se que os
mecanismos e genes que conferem resisténcia a Botrytis sejam igualmente
efetivos em fornecer resisténcia a infec¢do por S. sclerotiorum. Portanto,
quando ¢é feita referéncia neste lugar a "resisténcia a Botrytis", tal resisténcia
deve ser entendida como incluindo resisténcia a qualquer fungo da familia

Sclerotiniaceae, preferivelmente resisténcia a S. sclerotiorum e B. cinerea,
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mais preferivelmente resisténcia a B. cinerea.

Como usado neste lugar, o termo “alelo(s)" significa qualquer
uma ou mais das formas alternativas de um gene, todos os tais alelos se
referem a pelo menos um trago ou caracteristica. Em uma célula ou
organismo diploide, os dois alelos de um dado gene ocupam loci
correspondentes em um par de cromossomas homologos. Uma vez que a
presente invengdo se refere a QTLs, i.e. regides gendmicas que podem
compreender um ou mais genes, mas também seqiiéncias reguladoras, isto €
em algumas instdncias mais acurado para se referir a "haplétipo” (i.e. um
alelo de um segmento cromossdmico) ao invés de "alelo", entretanto, em tais
instancias, o termo “alelo" deve ser entendido como compreendendo o termo
“haplétipo".

Um "gene" ¢ definido neste lugar como uma unidade
hereditaria consistindo de uma seqiiéncia de DNA que ocupa uma localizagéo
especifica em um cromossoma e que contém a instrugdo genética para uma
caracteristica ou trago particular em um organismo.

Um "locus" é definido neste lugar como a posi¢do que um
dado gene ocupa em um cromossoma de uma dada espécie.

Como usado neste lugar, o termo “heterozigoto” significa uma
condicdo genética existindo quando alelos diferentes residem em loci
correspondentes em cromossomas homologos.

Como usado neste lugar, o termo “homozigoto" significa uma
condigdo genética existindo quando alelos idénticos residem em loci
correspondentes em cromossomas homologos.

Como usado neste lugar, o termo “hibrido" significa qualquer
descendéncia de um cruzamento entre dois individuos geneticamente
diferentes, incluindo mas ndo limitado ao cruzamento entre duas linhagens
conggénitas.

Como usado neste lugar, o termo ‘“congénita” significa um
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individuo ou linhagem substancialmente homozigoto.

Neste pedido um "evento de recombinagdo” € entendido como
significando um “cruzamento genético” meiotico.

Como usado neste lugar, os termos "introgressio",
"introgredido" e "introgredir" se referem tanto a um processo natural como
artificial através do qual genes de uma espécie, variedade ou cultivar sdo
movidos para o genoma de outra espécie, variedade ou cultivar, cruzando tais
espécies. O processo opcionalmente pode ser completado por retrocruzamento
com o genitor recorrente.

"Engenharia genética", "transformacdo" e "modificagdo
genética" sdo todos usados neste lugar como sindnimos para a transferéncia
de genes isolados e clonados para o DNA, normalmente o DNA
cromossdémico ou genoma, de outro organismo.

Como usado neste lugar, o termo “marcador molecular" se
refere a um indicador que é usado em métodos para visualizar diferengas em
caracteristicas de sequiéncias de acidos nucleicos. Exemplos de tais
indicadores sdo marcadores de polimorfismo de comprimento de fragmento
de restricdo (RFLP), marcadores de polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP), polimorfismos de nucleotideos unicos
(SNPs), marcadores microssatélites (e.g. SSRs), marcadores de regido
amplificada caracterizada por seqiiéncia (SCAR), marcadores de seqiliéncia
polimoérfica amplificada clivada (CAPS) ou marcadores de isozima ou
combinagdes dos marcadores descritos neste lugar o que define uma
localizagdo genética e cromossOmica especifica.

Os termos 'resistente" e 'resisténcia" abrangem tanto
resisténcia parcial como total a infec¢do. Uma planta de tomate susceptivel a
Botrytis pode ou ndo ser resistente ou ter baixos niveis de resisténcia a
infec¢do por Botrytis.

Como usado neste lugar, o termo “parte vegetal" indica uma
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parte da planta de tomate, incluindo células Unicas e tecidos celulares tal
como células vegetais que sdo intactas em plantas, massas celulares e culturas
de tecido a partir das quais plantas de tomate podem ser regeneradas.
Exemplos de partes vegetais incluem, mas ndo sdo limitados a, células tnicas
e tecidos de podlen, 6vulos, folhas, embrides, raizes, apices radiculares,
anteras, flores, frutos, caules, partes aéreas, e sementes; assim como polen,
6vulos, folhas, embrides, raizes, apices radiculares, anteras, flores, frutos,
caules, partes aéreas, implantes, rizomas, sementes, protoplastos, calos, € os
semelhantes.

Como usado neste lugar, o termo “populagdo"” significa uma
colecdo geneticamente heterogénea de plantas compartilhando uma derivagéo
genética comum.

Como usado neste lugar, o termo “tomate" significa qualquer
planta, linhagem ou populagfo anteriormente conhecida sob o nome genérico
e Lycopersicon incluindo mas ndo limitado a Lycopersicon cerasiforme,
Lycopersicon cheesmanii, Lycopersicon chilense, Lycopersicon chmielewskii,
Lycopersicon esculentum (agora Solanum lycopersicum), Lycopersicon
hirsutum, Lycopersicon parviflorum, Lycopersicon pennellii, Lycopersicon
peruvianum, Lycopersicon pimpinellifolium, ou Solanum lycopersicoides. O
nome cientifico recentemente proposto para Lycopersicon esculentum ¢€
Solanum lycopersicum. Similarmente, os nomes da espécie selvagem podem
ser alterados. L. pennellii se tornou Solanum pennellii, L. hirsutum pode se
tornar S. habrochaites, L. peruvianum pode ser separado em S.
‘Nperuvianum’ e S. 'Callejon de Huayles', S. peruvianum, e S.
corneliomuelleri, L. parviflorum pode se tornar S.neorickii, L. chmielewskii
pode se tornar S. chmielewskii, L. chilense pode se tornar S. chilense, L.
cheesmaniae pode se tornar S. cheesmaniae ou S. galapagense, e L.
pimpinellifolium pode se tornar S. pimpinellifolium (Solanacea Genome

Network (2005) Spooner and Knapp;
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http://www.sgn.cornell.edu/help/about/solanum.nomenclature.html).

E especialmente observado que S. habrochaites pode ser
definida como uma espécie de tomate que carrega frutos peludos, enquanto
que S. lycopersicum € uma espécie de tomate carregando frutos sem pelos.

Como usado neste lugar, o termo “variedade" ou "cultivar"
significa um grupo de plantas similares que por caracteristicas estruturais ou
genéticas e/ou desempenho podem ser distinguidas de outras variedades
dentro da mesma espécie.

O termo “QTL" € usado neste lugar em seu significado
reconhecido na arte. O termo “QTL associado com resisténcia a B. cinerea
em tomate" assim como o termo mais curto "QTL para resisténcia a Botrytis"
se refere a uma regido localizada em um cromossoma particular de tomate que
esta associada com pelo menos um gene que codifica para resisténcia a
Botrytis ou pelo menos uma regido reguladora, i.e. uma regido de um
cromossoma que controla a expressio de um ou mais genes envolvidos em
resisténcia a Botrytis. A expressdo fenotipica de tal gene, por exemplo, pode
ser observada como uma taxa de crescimento de lesdo reduzida e/ou como
uma incidéncia de doen¢a reduzida. Um QTL pode, por exemplo,
compreender um ou mais genes cujos produtos conferem a resisténcia
genética. Alternativamente, um QTL pode, por exemplo, compreender genes
reguladores ou seqiiéncias cujos produtos influenciam a expressdo de genes
em outros loci no genoma da planta com isso conferindo a resisténcia a
Botrytis. Os QTLs da presente invengdo podem ser definidos indicando sua
localizagdo genética no genoma do respectivo acesso de tomate selvagem
usando um ou mais marcadores gendmicos moleculares. Um ou mais
marcadores, por sua vez, indicam um locus especifico. Distancias entre loci
normalmente sio medidas por freqiiéncia de sobrecruzamento das cromatides
homoélogas ndo-irmds entre loci no mesmo cromossoma. Quanto mais

afastados dois loci sdo, mais provavel que um sobrecruzamento ocorra entre
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eles. Inversamente, se dois loci estdo muito proximos, ¢ menos provavel que
um sobrecruzamento ocorra entre eles. Como uma regra, um centimorgan
(cM) é igual a 1% de recombinagio entre loci (marcadores). Quando um QTL
pode ser indicado por multiplos marcadores a distdncia genética entre os
marcadores de extremidade € indicativa do tamanho do QTL.

O termo “planta de tomate receptora susceptivel a Botrytis" €
usado neste lugar para indicar uma planta de tomate que deve receber DNA
obtido a partir de uma planta de tomate doadora que compreende um QTL
para resisténcia a Botrytis. Dita "planta de tomate receptora susceptivel a
Botrytis" pode ou nido ja compreender um ou mais QTLs para resisténcia a
Botrytis, em cujo caso o termo indica uma planta que deve receber um QTL
adicional.

O termo “constituicio genética natural" ¢ usado neste lugar
para indicar a constituigdo genética original de um QTL. Uma tal constitui¢do
pode, por exemplo, ser o genoma de um acesso selvagem de resisténcia a
Botrytis de tomate. Por exemplo, os QTLs da presente invengdo foram
encontrados em localizagdes especificas em cromossomas 4, 6, 9, 11 e 12 de
Solanum habrochaites LYC 4/78. Como um exemplo, um Solanum
habrochaites LYC 4/78 representa a constitui¢do genética natural dos QTLs
em cromossomas 4, 6, 9, 11 e 12 de Solanum habrochaites LYC 4/78.
Também o Solanum habrochaites LYC 4/78 representa a constitui¢do
genética natural de ditos QTLs. Reciprocamente, um método que envolve a
transferéncia de DNA compreendendo o QTL, ou uma parte conferindo
resisténcia do mesmo, de cromossomas 4 de Solanum habrochaites LYC 4/78
para a mesma posi¢do em cromossoma 4 de outra espécie de tomate, mais
notavelmente S. [lycopersicum, ira resultar em tal QTL, ou dita parte
conferindo resisténcia do mesmo, ndo estando em sua constitui¢do genética
natural.

O termo “incidéncia de doenga" é definido neste lugar como o
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parametro que reflete a capacidade da planta de reduzir o estabelecimento de
uma infec¢do e pode, por exemplo, ser estabelecida determinando o sucesso
de atingir infeccdo da planta mediante contato com o agente infeccioso.

O termo “taxa de crescimento de lesdo" ou "taxa de
crescimento de lesdo" é definido neste lugar como o parametro que reflete a
capacidade da planta de tornar mais lenta ou reduzir a progressio de infec¢éo,
e pode, por exemplo, ser estabelecido determinando a taxa de crescimento de
lesdes em expansio.

O termo “determinar quantitativamente" € definido neste lugar
como estabelecer ou verificar de uma maneira envolvendo mensuragio, em
particular a mensuragdo de aspectos mensuraveis em termos de quantidades e
numero. Determina¢des em graus de severidade e indicagdes de maior, mais,
menos, ou igual ou de magnitude crescente ou decrescente, ndo estdo
compreendidas no presente termo "determinar quantitativamente”, cujo termo
essencialmente implica a presenga de mecanismo objetivo de contagem para
determinar valores absolutos. Portanto "determinar quantitativamente
incidéncia de doenca e/ou taxa de crescimento de les@o" preferivelmente
compreende determinar a porcentagem de todos os contatos potencialmente
infecciosos entre planta e agente infeccioso que resulta em lesdes mensuraveis
(a fim de verificar a incidéncia de doenga), e/ou determinar o aumento em
didmetro, circunferéncia, area superficial ou volume de uma ou mais de ditas
lesGes com o tempo em condigdes favordveis para crescimento fungico (a fim
de verificar a taxa de crescimento de lesdo).

O termo “condi¢des de pratica padrdo", "condigdes de casa de
vegetacdo padrdo" e "condi¢des padrdo" se referem as condigdes de luz,
umidade, temperatura, etc. sob as quais plantas sdo cultivadas ou incubadas,
por exemplo, para o proposito de caracterizagdo fenotipica de resisténcia a
doenca, como sendo padrio. Para casas de vegetagdo, por exemplo, isto se

refere a 16-h dia, 15°C-25°C. Mais em geral, os termos se referem a condig8es
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de crescimento padrdo e de referéncia com um fotoperiodo de 8 a 24 h (fluxo
de foétons fotossintéticos (PPF) 50 a 1000 ymol m-2 s-1), preferivelmente um
regime de luz de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, uma temperatura de ar
de cerca de 19°C durante o dia e 15°C a noite, um déficit de pressdo de vapor
de 4gua de cerca de 4,4 g m-3 correspondendo a uma umidade relativa (RH)
de cerca de 60%-85%, a 600-700 ppm CO02 e concentragdo de O2 atmosférico
e em pressdo atmosférica do ar (geralmente 1008 hPa). Agua e nutrientes
podem ser dados em gotas perto do caule, ou na forma de liquido pulverizavel
ou vapor. Condig¢des de experimentagdo de bioensaio padrio, tal como ensaio
de comprimento de lesdo de caule, medidas de incidéncia de doenga e taxa de
crescimento de lesdo, sdo especificadas adicionalmente nos Exemplos abaixo.
Em mais detalhe, o ensaio de comprimento médio de les@o de caule deve ser
realizado como descrito em Exemplos 3.10 e 3.11.

Identificacio de QTLs associado com resisténcia a Botfrvtis em tomate

Sabe-se que espécies selvagens de tomate fornecem fontes
adequadas para caracteristicas de resisténcia a doenga e peste e a presenca
de resisténcia parcial a B. cinerea em folhas de espécies selvagens de
tomate foi documentada (Urbasch, 1986). Dois fatores atrasaram
melhoramento para resisténcia a B. cinerea em tomate no passado.
Primeiramente, cruzar resisténcia parcial em linhagens comerciais
encontrou sucesso limitado. Secundariamente, havia caréncia de ensaios
de doenca confidveis e reprodutiveis que poderiam possibilitar a
identificacdo e localizagdo de material genético responsavel por conferir
resisténcia.

Urbasch (Urbasch, 1986), por exemplo, infectou folhas com
micélio usando tampdes de agar fornecendo o fungo com um excesso de
nutrientes, o que afetou fortemente o processo de infec¢do. Outros
pesquisadores usaram indices subjetivos de doenga vegetal, que s@o

inadequados para analise quantitativa requerida para a identificagdo de loci de
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caracteristicas quantitativas (QTLs).

Infecgdo por Botrytis cinerea em Solanum lycopersicum em
condig¢des de laboratério € relativamente bem estudada (e.g. Benito et al.,
1998). Inoculagdo de goticula de folhas e subseqiiente incubagdo em
temperaturas moderadas (15-20°C) resultam em um réapido
desenvolvimento (16-24 h apds infecgdo (hpi)) de manchas necréticas no
sitio do indculo. Infecg¢do € temporariamente restrita neste ponto por
aproximadamente 48 h. Deste momento em diante uma proporgdo das
lesdes (normalmente 5-10%) come¢a a se expandir. Crescimento das
mesmas assim chamadas "lesdes em expansdo" é acompanhado por um
aumento em biomassa fungica e resulta em colonizagdo do foliolo
completo nas proximas 48 h.

Foi encontrado anteriormente que QTLs especificos
associados com resisténcia a Botrytis em tomate podem ser identificados
quando um bioensaio para medir resisténcia € usado caracterizado pelo fato
de que a taxa da progressdo de infecg¢do e ou o sucesso de atingir infeccdo
mediante contato com o agente infeccioso sdo medidos quantitativamente em
partes da planta de tomate, preferivelmente em partes separadas, mais
preferivelmente em segmentos de caule.

Em adig¢do um teste pode ser usado como descrito em Exemplo
4, caracterizado pelo fato de que resisténcia de plantas inteiras é estudada e
caracterizado pelo fato de que o caule foi mecanicamente ferido, e inéculo de
Botrytis foi aplicado a ferida.

Ao usar linhagens de introgressio, cada uma contendo um
segmento de introgressdo especifico do genoma de S. habrochaites LYC 4/78
em um perfil de S I[ycopersicum cv. Moneymaker, os requerentes
surpreendentemente foram capazes de descobrir QTLs ainda adicionais
associados com resisténcia a Botrytis em S. habrochaites LYC 4/78. Assim, a

presente invenc¢do agora fornece um método para produzir uma planta de
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tomate cultivada que é resistente a Botrytis, compreendendo:

- produzir uma série de linhagens de introgressdo de tomate
cultivado, caracterizado pelo fato de que cada linhagem de introgressio
contém uma introgressdo gendmica especifica (uma regido cromossoémica) de
um acesso de tomate selvagem resistente a Botrytis, preferivelmente S.
habrochaites LYC 4/78, e cujas séries juntas cobrem o genoma de dito acesso
de tomate selvagem resistente;

- identificar QTLs associados com resisténcia a Botrytis em
plantas de cada uma das ditas linhagens de introgressdo individuais
realizando um bioensaio quantitativo para medir resisténcia a Botrytis em
plantas de cada uma de ditas linhagens de introgressdo individuais,
preferivelmente medindo incidéncia de doenga e/ou a taxa de crescimento
de lesdo, e estabelecendo um mapa de ligagdo genética que liga a
resisténcia observada a Botrytis com a presenga de marcadores
cromossOmicos em ditas linhagens de introgressdo e designando
marcadores contiguos em dito mapa que sdo ligados a uma resisténcia
acentuada (e.g. uma incidéncia reduzida de doeng¢a e/ou uma taxa
reduzida de crescimento de lesdo) a um locus de caracteristica
quantitativa;

- e usar uma linhagem de introgressdo que contém um QTL
associado com resisténcia a Botrytis para a produgdo de uma planta de tomate
cultivada que € resistente a Botrytis, ou usar a informag¢do de marcador para
os QTLs assim identificados em sele¢ido auxiliada por marcador de plantas de
tomate resistentes a Botrytis suspeitas.

Surpreendentemente foi encontrado que multiplos QTLs para
resisténcia a Botrytis estavam presentes nos genomas de plantas de tomate
resistentes a Botrytis, ao passo que os métodos de arte anterior resultaram na
identifica¢do por tentativa de QTLs em cromossomas 1,2, 4 e 10. Além disso,

os QTLs que foram encontrados usando os presentes métodos foram
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localizados em cromossomas nio previamente associados com resisténcia a
Botrytis de plantas de tomate, mesmo quando usando uma constituigdo
genética similar (Patente Internacional 021085105) Portanto, os métodos da
presente invencdo forneceram a percepgdo adicional de que o uso em ILs
pode resultar em investigagdo mais detalhada da origem genética de
resisténcia a Botrytis em tomate e pode resultar na identificagdo de material
cromossOomico envolvido em tal resisténcia nfo identificada previamente com
este.

Um método para detectar um locus de caracteristica
quantitativa (QTL) associado com resisténcia a Botrytis em tomate de acordo
com a presente invengdo, de outra maneira destindvel como método para
identificar ou localizar um locus de caracteristica quantitativa (QTL), requer a
disponibilidade de uma planta de tomate resistente (parcialmente) a Botrytis.
Uma tal planta pode ser fornecida por qualquer meio conhecido na arte, e
usando qualquer método para a determinagdo da presenga de dita resisténcia
(parcial) em dita planta. A provisio de uma planta de tomate resistente
(parcialmente) a Botrytis (a qual ira servir adicionalmente como uma planta
doadora em um método da presente invengdo) possibilita o estabelecimento
ou provisio de marcadores cromossémicos, preferivelmente marcadores
AFLP, CAPS e/ou SCAR, mais preferivelmente marcadores CAPS e/ou
SCAR, para pelo menos um, mas preferivelmente para todos os cromossomas
de dita planta. Estabelecendo uma colegdo de marcadores cromossdomicos ao
longo de todo o comprimento de ditos cromossomas, as varias localizagdes de
ditos cromossomas podem ser efetivamente marcadas. Tais métodos sdo bem
conhecidos na arte e métodos exemplares serdo descritos em mais detalhe
neste lugar abaixo.

Um método para detectar um locus de caracteristica
quantitativa (QTL) associado com resisténcia a Botrytis em tomate em

conformidade com a presente invengdo pode compreender a etapa de medir a
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aplicada no topo de cada segmento de caule. Os segmentos de caule s&o entdo
incubados em uma temperatura de adequadamente cerca de 16 °C,
preferivelmente no escuro, e preferivelmente em alta umidade (e.g. 100%
RH). Progresso de infecgdio pode ser determinado quantitativamente medindo
o avang¢o maximo de sintoma de decomposi¢do em varios intervalos de tempo
depois de inoculagdo com um compasso de calibre Vernier. Em diversos
intervalos de tempo adequados, por exemplo em 96, 120 e 144 horas apos
infeccdo (hpi), os caules entdo podem ser inspecionados para formagdo de
lesdo (incidéncia de doenga) e crescimento de lesdo, de uma maneira
quantitativa. Pardmetros muito adequados compreendem a mensuragdo do
tamanho da lesdo, por exemplo usando um compasso de calibre. A fim de
corrigir a variacdo causada pela estagdo ou cultivo das plantas, as medidas
quantitativas dos bioensaios podem ser relacionadas as medidas comparaveis
em linhagens de controle ou referéncia susceptiveis. A incidéncia de doenga
pode ser adequadamente determinada dividindo o niimero total de lesdes em
expansdo pelo numero total de goticulas de inoculagdo. A proporg¢do de lesdes
em expansio em um gendtipo particular pode ser entdo dividida pela
proporcdo de lesdes em expansdo observada em um genétipo de controle ou
referéncia e expressa como uma porcentagem. Alternativamente, ou
adicionalmente, taxas de crescimento de lesdo podem ser determinadas
calculando o aumento em tamanho de lesdo (e.g. em mm) por um periodo
adequado, por exemplo por um periodo de 24 h. Dados para as lesdes que ndo
estio em expansdo podem ser deletados da analise quantitativa. A taxa de
crescimento de lesdo obtida pode ser entdo opcionalmente dividida pela taxa
de crescimento de lesfio observada em um gendétipo de controle ou referéncia
e expressa como uma porcentagem ou como uma figura absoluta, por
exemplo em milimetros.

Alternativamente, plantas podem ser monitoradas usando um

bioensaio de infecc¢do foliar como segue: Primeiro, sementes de tomate sdo
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plantadas e cultivadas até plantulas/plantas. Para cada planta individual uma
ou duas folhas compostas podem ser cortadas do caule principal e transferidas
para espuma de florista pré-umedecida. A espuma de florista € entdo colocada
em uma placa de Petri contendo agua de torneira e subseqiientemente
colocada em um recipiente umedecido com liquido pulverizavel contendo
papel filtro umido. Um indéculo adequado compreendendo conidios de B.
cinerea pode ser preparado por métodos conhecidos na arte, por exemplo,
como descrito por Benito et al., 1998. As folhas compostas sdo entdo
inoculadas com a suspensdo conidial de B. cinerea colocando diversas
goticulas, adequadamente, por exemplo, 6 a 10 goticulas de 2 pl cada, na
superficie superior das folhas. O recipiente é entdo fechado e as folhas sdo
incubadas em uma temperatura de adequadamente entre 15°C-20°C,
preferivelmente no escuro, e preferivelmente em alta umidade. Em diversos
intervalos de tempo adequados, por exemplo, em 96, 120 e 144 hpi, as folhas
entdo podem ser inspecionadas para incidéncia de doenga e crescimento de
lesdo, de uma maneira quantitativa como descrito acima para o bioensaio de
caule.

Um método para detectar um locus de caracteristica
quantitativa (QTL) associado com resisténcia a Botrytis em tomate de acordo
com a presente inveng¢do compreende as etapas de estabelecer um mapa de
ligagdo genética que liga a resisténcia observada com a presenga de
marcadores cromossomicos da planta de tomate doadora nas plantas
receptoras dos ILs e determinando marcadores contiguos em dito mapa que
sdo ligados a uma resisténcia acentuada a um locus de -caracteristica
quantitativa.

Um mapa de ligagdo genética que liga a resisténcia acentuada
observada com a presenga de marcadores cromossémicos da planta de tomate
doadora em ditas plantas IL pode ser estabelecido por qualquer método

conhecido na arte. A pessoa versada estd ciente de métodos para identificar
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marcadores moleculares ligados a loci de caracteristicas quantitativas de
resisténcia (QTLs) e o mapeamento destes marcadores em um mapa de
ligacdo genética (veja e.g. Bai et al., 2003; Foolad et al., 2002; van Heusden
et al., 1999). A associa¢do entre o fendtipo resistente a Botrytis e gen6tipo de
marcador pode ser adequadamente realizada usando tais pacotes de
aplicativos computacionais como JoinMape e MapQTLe (veja Exemplos) ou
qualquer pacote estatistico padrio que pode realizar andlise de andlise de
variancia. Os marcadores moleculares podem ser usados para construir mapas
de liga¢do genética e para identificar loci de caracteristicas quantitativas
(QTLs) para resisténcia a Botrytis. Tipos adequados de marcadores
moleculares e métodos para obter estes sdo descritos em mais detalhe neste
lugar abaixo.

Marcadores moleculares e QTLs

Marcadores moleculares sdo usados para a visualizagdo de
diferencas em seqiiéncias de acidos nucleicos. Esta visualizagdo ¢€
possivel devido a técnicas de hibridizagdo de DNA-DNA (RFLP) e/ou
devido a técnicas usando a rea¢do em cadeia da polimerase (e.g. STS,
microssatélites, AFLP). Todas as diferengas entre dois gendtipos parentais
irdo segregar ao mapear populacio (e.g., BCi, F2; veja Figura 2) baseado
no cruzamento destes gendtipos parentais. A segregacdo dos diferentes
marcadores pode ser comparada e freqiiéncias de recombina¢do podem ser
calculadas. As freqiiéncias de recombinacdo de marcadores moleculares
em diferentes cromossomas ¢ geralmente 50%. Entre marcadores
moleculares localizados no mesmo cromossoma a frequéncia de
recombinagio depende da distdncia entre os marcadores. Uma baixa
freqiiéncia de recombinagdo corresponde a uma curta distdncia entre
marcadores em um cromossoma. Comparando todas as freqiiéncias de
recombinagdo ird resultar na ordem mais ldégica dos marcadores

moleculares nos cromossomas. Esta ordem mais légica pode ser descrita
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em um mapa de liga¢do (Paterson, 1996). Um grupo de marcadores
adjacentes ou contiguos no mapa de ligagdo que estd associado a uma
incidéncia de doenc¢a reduzida e/ou uma taxa de crescimento de lesdo
reduzida detalha exatamente a posigdo de um QTL.

Mediante a identificagdo do QTL, o efeito de QTL (a
resisténcia) pode, por exemplo, ser confirmado verificando resisténcia a
Botrytis em progénies BCzSi segregando para os QTLs sob investiga¢do. A
verificagdo da resisténcia a Botrytis pode ser adequadamente realizada usando
um bioensaio de caule ou folha como descrito neste lugar.

Os QTLs para resisténcia contra Botrytis em tomate viaveis
usando um método da inven¢do sdo um aspecto da presente invengio.
Uma caracteristica de tais QTLs € que, quando presentes em plantas, eles
sdo indicativos da presen¢a de uma incidéncia de doenga reduzida e/ou
uma taxa de crescimento de lesdo reduzida mediante o contato de dita
planta com quantidade inefetiva de material de Botrytis, cujo material
pode ser fornecido em qualquer forma, tal como na forma de conidios ou
micélio.

A presente invengdo também se refere a um QTL para
resisténcia contra Botrytis em tomate, caracterizado pelo fato de que dito QTL
¢ selecionado a partir do grupo consistindo dos QTLs em cromossomas 4, 6,
9, 11 e 12 de Solanum habrochaites LYC 4/78 associado com resisténcia a
Botrytis. Estes QTLs podem ser mais claramente definidos ou indicados pelos
marcadores listados em Tabelas 1 - 5. Nestas tabelas, a regido genémica onde
os QTLs estdo localizados é indicada pelos marcadores AFLP listados. Os
QTLs da presente invengdo compreendem informagio genética na forma de
DNA responsavel por conferir incidéncia de doenga Botrytis (parcial) e/ou
uma taxa reduzida de crescimento de lesdo de Botrytis em uma planta de
tomate. A informag¢io genética pode, por exemplo, compreender um gene ou

um elemento regulador.
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Tabela 1. QTLs encontrados em cromossoma 4 em descendéncia de um
cruzamento de S. lycopersicum cv. Moneymaker x S. habrochaites LYC 4/78
e informag¢do de resisténcia quantitativa relacionada. Plantas de S.
Lycopersicum cv. Moneymaker susceptiveis mostraram em média uma taxa
de crescimento de lesdo de 4,6 mm/dia e uma incidéncia de doenga média de

73 + 6,4 % (Veja tabelas 8 € 9).

QTL

Marcador!*

Cromossoma

Taxa de crescimento
de lesdo?
(mm/dia)

Incidéncia da
doenca’
(%)

QTL-4hA

P18MS1-156h

2,5

41+64

P14M48-158h
TG609*
P22M50-158h
P14M61-215h
P14M48-349h
P14M61-237¢
P14M48-345¢
P14M50-124e
P14M61120e
TG62*

T1405°
TG555°
CT50’
C2At1g74970°
QTL-4hB CT50 4 2.8 51+£9,6
C2At1g74970
P14M49-283¢
P14M48-74¢
P14M50-67¢
CcT1173°
P14M50-85h

"Nomenclatura de marcador: Cédigos pelos quais a combinagio de iniciadores de AFLP é
comumente indicada, e.g. P18M51-156h, caracterizado pelo fato de que P ¢ M sdo as
seqiiéncias comuns de iniciador Pstl e Msel ou iniciadores universais (Vos ef al., 1995; Bai
et al., 2003) seguidas por 2 ou 3 bases seletivas extras como indicado por um cédigo de
extensdo de dois digitos. Codigos de extensdo de dois digitos sdo como segue: 14: AT; 15:
CA; 18: CT; 22: GT; 48: CAC; 49: CAG; 50: CAT; 51: CCA; 60: CTC; 61: CTG. 156h € o
tamanho aproximado em pares de bases do fragmento polimérfico resultante (tamanho
dado * 2 pares de base). O tamanho normalmente ¢ arredondado, mas também pode ser
dado em decimais. Este fragmento € amplificado ou em S. lycopersicum cv Moneymaker
(e) ou S. habrochaites LYC 4/78 (h). Presenga de um marcador indica que pelo menos um
alelo da origem indicada est4 presente. Seqiiéncias de iniciador e adaptador sdo descritas

em detalhe por Bai et al. 2003.2 Incidéncia de doenga e crescimento de lesdo sdo
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determinados usando métodos como explicado em detalhe nos Exemplos. 3TG609: veja
Tabela 10.4TG62: Veja Tabela 11.5T1405: veja Tabela 20.6 TG555: veja Tabela 12.
7CT50: veja Tabela 13.8C2-Atlg74970: veja Tabela 14.9CT173: veja Tabela 21.

Tabela 2. QTLs encontrados em cromossoma 6 em descendéncia de um
cruzamento de S. lycopersicum cv. Moneymaker x S. habrochaites LYC 4/78
e informag¢do de resisténcia quantitativa relacionada. Plantas de S.
Lycopersicum cv. Moneymaker susceptiveis mostraram em média uma taxa
de crescimento de lesdo de 4,6 mm/dia e uma incidéncia de doenga média de

73 £ 6,4 %. Veja Tabela 1 para observagdes.

QTL Marcador'* Cromossoma Taxa de crescimento Incidéncia da
de lessio? doenga
(mm/dia) (%)
QTL-6h P22M50-188h 6 3,6 49+ 6,5
P14M48-521¢

P15M48-386h
P18M51-19%h
P18MS51-103h
P22M50-103¢
P18M51-388¢
P15M48-395¢
P22M50-124¢
P14M48-160¢
P22M50-513h

Tabela 3. QTLs encontrados em cromossoma 9 em descendéncia de um
cruzamento de S. lycopersicum cv. Moneymaker x S. habrochaites LYC 4/78
e informag¢do de resisténcia quantitativa relacionada. Plantas de S.
Lycopersicum cv. Moneymaker susceptiveis mostraram em média uma taxa
de crescimento de lesdo de 4,6 mm/dia e uma incidéncia de doenga média de

73 £ 6,4 %. Veja Tabela 1 para observagdes.

QTL Marcador™ Cromossoma Taxa de crescimento da Incidéncia da
lessio? doenga
(mm/dia) (%)
QTL-%h P18MS50-141 9 3,0-3,1 49+64—-69+6,5
P14M49-240
TG254!
TG223?
TG10’
P18MS50-134h
P14M49-243h
P18M50-599
P14M60-222h
P22M51-417h
P14M50-174h
P14M60-157h
P14M60-107h
P15M48-138h
P14M48-113h
Tm2a*
P18M51-146h
P14M48-282h
P14M350-276h

'TG254: veja Tabela 22. TG223: veja Tabela 23. *TG10: veja Tabela 17. “Tm2a: veja
Tabela 18 ou Sorbir, O.T. et al. (2000).
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Tabela 4. QTLs encontrados em cromossoma 11 em descendéncia de um
cruzamento de S. lycopersicum cv. Moneymaker x S. habrochaites LYC 4/78
e informag¢do de resisténcia quantitativa relacionada. Plantas de S.
Lycopersicum cv. Moneymaker susceptiveis mostraram em média uma taxa
de crescimento de lesdo de 4,6 mm/dia e uma incidéncia de doenga média de

73 + 6,4 %. Veja Tabela 1 para observagdes.

QTL Marcador'* Cromossoma Taxa de crescimento Incidéncia da
da lesdo doenga
(mm/dia) (%)
QTL-11h P14M60-215¢ 11 3,2 34+ 64

P14M61-173h
P14M50-307h
TG47
P14M50-29xCD
P18M51-358h
P18MS50-27xCD
P18M51-136h
P22M50-488h
TG393
P14M61-396h
P22M51-235h
P22M51-174¢

'TG47: veja Tabela 24. °TG393: veja Tabela 25

Tabela 5. QTLs encontrados em cromossoma 12 em descendéncia de um
cruzamento de S. lycopersicum cv. Moneymaker x S. habrochaites LYC 4/78
e informag¢do de resisténcia quantitativa relacionada. Plantas de S.
Lycopersicum cv. Moneymaker susceptiveis mostraram em média uma taxa
de crescimento de lesdo de 4,6 mm/dia e uma incidéncia de doenga média de

73 + 6,4 %. Veja Tabela 1 para observagdes.

P14M48-411e
P18M50-244h
P18M50-273h
P14M61-420h
P14M61-406h
P14M61-223h
P14M60-193h
P22M51-314h
TG565
P14M48-172h
P22M50-321e
P14M60-219¢
P14M48-153h
P22M50-97h
TG296
P22MS50-131h
P22M51-135h

QTL Marcador * Cromossoma Taxa de crescimento Incidéncia da
de lesdo doenca
(mm/dia) (%)
QTL-12h CT19 12 2,3 24 + 8.6
TG68

'CcT19: veja Tabela 26. *TG68: veja Tabela 27. TG565: veja Tabela 28.
TG296: veja Tabela 29
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Mais confiavelmente, a regido gendmica onde QTL-4hA esta
localizado é posicionada entre marcadores P18MS51-156h e C2-Atlg74970
(Tabela 14) como mostrado em Figura 1. Portanto, qualquer marcador
localizado dentro de tal regifio pode ser usado para verificar a presenga do
QTL no genoma de uma planta, assim como qualquer marcador conhecido
por ser localizado em tal regido baseado em informagao publicamente
disponivel, tal como a partir de mapas consenso Tomate-EXPEN 1992
(Tanksley et al., 1992), Tomate-EXHIR 1997 (Bernacchi and Tanksley,
1997), Tomate-EXPEN 2000 (Fulton ef al., 2002) ou Tomate-EXPIMP 2001
(Grandillo and Tanksley, 1996; Tanksley et al. 1996, Doganlar et al. 2002).

Mais confiavelmente, a regiio gendmica onde QTL-4hB esta
localizado, é posicionada entre marcadores CT50 (Tabela 13) e P14M50-85h
como mostrado em Figura 1. Portanto, qualquer marcador localizado dentro
de tal regido pode ser usado para verificar a preseng¢a do QTL no genoma de
uma planta, assim como qualquer marcador conhecido por ser localizado em
tal regifio baseado em informag@o publicamente disponivel.

Mais confiavelmente, a regiio gendmica onde QTL-6h esta
localizado, é posicionada entre marcadores P22M50-188h e P22M50-513h
como mostrado em Figura 2. Portanto, qualquer marcador localizado dentro
de tal regido pode ser usado para verificar a presenga do QTL no genoma de
uma planta, assim como qualquer marcador conhecido por ser localizado em
tal regiio baseado em informag@o publicamente disponivel.

Mais confiavelmente, a regiio gendmica onde QTL-%h esta
localizado, é posicionada entre marcadores P18M50-141 e P14M50-276h
como mostrado em Figura 3. Portanto, qualquer marcador localizado dentro
de tal regido pode ser usado para verificar a presenca do QTL no genoma de
uma planta, assim como qualquer marcador conhecido por ser localizado em
tal regiio baseado em informagfo publicamente disponivel.

Mais confiavelmente, a regifio gendmica onde QTL-11h esta
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localizado, € posicionada entre marcadores P14M60O-215¢ e P22M51-174¢
como mostrado em Figura 4. Portanto, qualquer marcador localizado dentro
de tal regido pode ser usado para verificar a presenga do QTL no genoma de
uma planta, assim como qualquer marcador conhecido por ser localizado em
tal regido baseado em informagéo publicamente disponivel.

Mais confiavelmente, a regido genémica onde QTL-12h esta
localizado, é posicionada entre marcadores P14M61-420h e P22M50-131h
como mostrado em Figura 5. Portanto, qualquer marcador localizado dentro
de tal regido pode ser usado para verificar a presen¢a do QTL no genoma de
uma planta, assim como qualquer marcador conhecido por ser localizado em
tal regido baseado em informagdo publicamente disponivel.

Preferivelmente, um QTL da presente inven¢do compreende
pelo menos um marcador de Tabelas 1 — 5 associado com dito QTL. Pelo fato
da seqiiéncia de acidos nucleicos do QTL que ¢ responsavel por conferir a
resisténcia a Botrytis poder ser apenas uma fracdo do QTL inteiro neste lugar
identificado, os marcadores indicam meramente heranca ligada de regides
genéticas ou a auséncia de recombinagdo observada dentro de tais regides
genéticas. Portanto, é observado que os marcadores listados em Tabelas 1 - 5
indicam a regifio cromossdmica onde um QTL da invengdo estd localizado no
genoma das linhagens de Solanum especificadas e que estes marcadores néo
necessariamente definem os limites ou a estrutura de tal QTL. Assim, a parte
do QTL que compreende a(s) seqiiéncia(s) de acidos nucleicos conferindo
resisténcia essencial(is) pode ser consideravelmente menor do que aquela
indicada pelos marcadores contiguos listados para um QTL particular. Uma
tal parte é neste lugar referida como uma "parte conferindo resisténcia" de um
QTL. Como um resultado a parte conferindo resisténcia de um QTL ndo
necessariamente precisa compreender qualquer de ditos marcadores listados.
Outros marcadores também podem ser usados para indicar os varios QTLs,

contanto que tais marcadores sejam geneticamente ligados aos QTLs e a
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pessoa versada pode encontrar ou usar um QTL que é andlogo aqueles da
presente invengdo, mas caracterizado pelo fato de que um ou mais marcadores
listados em tabelas 1 — 5 e indicados como sendo ligados a dito QTL estdo
ausentes.

Uma parte conferindo resisténcia a Botrytis de um QTL para
resisténcia contra Botrytis em tomate pode ser identificada usando uma
técnica de marcador molecular, por exemplo, com um ou mais dos
marcadores para um QTL mostrado em Tabelas 1 - 5 como sendo ligados a
dito QTL, preferivelmente em combinagdo com um bioensaio de resisténcia.
Plantas de tomate que nio compreendem uma parte conferindo resisténcia a
Botrytis de um QTL da presente invengdo sdo relativamente susceptiveis a
infeccéo por Botrytis.

Os marcadores fornecidos pela presente invengdo muito
adequadamente podem ser usados para detectar a presenga de um ou mais
QTLs da invengio em uma planta de tomate resistente a Bofrytis suspeita, e,
portanto podem ser usados em métodos envolvendo melhoramento auxiliado
por marcador e selegdo de plantas de tomate resistentes a Botryfis.
Preferivelmente, detectar a presenga de um QTL da invengéo € realizado com
pelo menos um dos marcadores para um QTL mostrado em Tabelas 1 - 5
como sendo ligados a dito QTL. A presente invengdo, portanto se refere em
outro aspecto a um método para detectar a presenga de um QTL para
resisténcia a Botrytis, compreendendo detectar a presenga de uma seqiiéncia
de 4acidos nucleicos de dito QTL em uma planta de tomate resistente a
Botrytis suspeita, cuja presenga pode ser detectada pelo uso dos ditos
marcadores.

A seqiiéncia de acidos nucleicos de um QTL da presente
inven¢do pode ser determinada por métodos conhecidos pela pessoa versada.
Por exemplo, uma seqiiéncia de acidos nucleicos compreendendo dito QTL

ou uma parte conferindo resisténcia do mesmo pode ser isolada de uma planta
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doadora resistente a Botrytis fragmentando o genoma de dita planta e
selecionando aqueles fragmentos abrigando um ou mais marcadores
indicativos de dito QTL. Subseqiientemente, ou alternativamente, as
seqiiéncias marcadoras (ou partes da mesma) indicativas de dito QTL podem
ser usadas como iniciadores de amplificacdo (PCR), a fim de amplificar uma
seqiiéncia de acidos nucleicos compreendendo dito QTL a partir de uma
amostra de acido nucleico gendmico ou um fragmento de genoma obtido a
partir de dita planta. A seqiiéncia amplificada pode ser entdo purificada a fim
de obter o QTL isolado. A seqiiéncia de nucleotideos do QTL, e/ou de
quaisquer marcadores adicionais compreendidos neste, pode ser entdo obtida
por métodos de seqiienciamento padréo.

A presente invengdo, portanto também se refere a uma
seqiliéncia isolada de 4cido nucleico (preferivelmente DNA) que compreende
um QTL da presente invengdo, ou uma parte conferindo resisténcia a Botrytis
do mesmo. Assim, os marcadores que detalham exatamente os varios QTLs
descritos neste lugar podem ser usados para a identificagdo, isolamento e
purificagdo de um ou mais genes de tomate que codificam para resisténcia a
Botrytis.

A seqiliéncia de nucleotideos de um QTL da presente invengdo
pode, por exemplo, também ser resolvida determinando a seqiiéncia de
nucleotideos de um ou mais marcadores associados com dito QTL e
construindo iniciadores internos para ditas seqiiéncias marcadoras que podem
ser entdo usadas para determinar posteriormente a seqiiéncia do QTL fora de
ditas seqiiéncias marcadoras. Por exemplo, a seqiiéncia de nucleotideos dos
marcadores AFLP de Tabelas 1 - 5 pode ser obtida isolando ditos marcadores
do gel de eletroforese usado na determinagio da presenga de ditos marcadores
no genoma de uma planta sujeito, e determinando a seqiiéncia de nucleotideos
de ditos marcadores por exemplo por métodos dideoxi de terminagdo de

cadeia, bem conhecidos na arte.
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Em formas de realizagdo de tais métodos para detectar a
presenca de um QTL em uma planta de tomate resistente a Botrytis suspeita, 0O
método também pode compreender as etapas de fornecer um oligonucleotideo
ou polinucleotideo capaz de hibridizar em condigdes estringentes de
hibridiza¢do com uma seqiiéncia de 4cidos nucleicos de um marcador ligado a
dito QTL, preferivelmente selecionado a partir dos marcadores de Tabelas 1 -
5 como sendo ligado a dito QTL, colocar em contato dito oligonucleotideo ou
polinucleotideo com um &cido nucleico genémico de uma planta de tomate
resistente a Botrytis suspeita, e determinar a presen¢a de hibridizagdo
especifica de dito oligonucleotideo ou polinucleotideo com dito 4cido
nucleico gendmico. Preferivelmente dito método € realizado em uma amostra
de acido nucleico obtida de dita planta de tomate resistente a Botrytis
suspeita, embora métodos de hibridizagdo in situ também possam ser
empregados. Alternativamente, ¢ em uma forma de realizagdo mais preferida,
a pessoa versada pode, uma vez que a seqiiéncia de nucleotideos do QTL foi
determinada, construir sondas de hibridizagdo  especificas ou
oligonucleotideos capazes de hibridizar em condi¢Ges estringentes de
hibridizacdo com a seqiiéncia de acidos nucleicos de dito QTL e pode usar
tais sondas de hibridizagcdo em métodos para detectar a presenca de um QTL
da invencdo em uma planta de tomate resistente a Botrytis suspeita.

A frase "condi¢des estringentes de hibridizag@o" se refere a
condi¢des nas quais uma sonda ou polinucleotideo ird hibridizar com sua
subseqiiéncia alvo, tipicamente em uma mistura complexa de acidos
nucleicos, mas essencialmente com nenhuma outra seqiiéncia. Condi¢Ses
estringentes sdo dependentes de seqiiéncia e serdo diferentes em
circunstancias diferentes. Seqiiéncias maiores hibridizam especificamente em
temperaturas mais altas. Um guia extensivo para a hibridizagdo de éacidos
nucleicos é encontrado em Tijssen (Thijssen, 1993). Geralmente, condi¢des

estringentes sdo selecionadas para ser cerca de 5-10°C menor do que o ponto
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de fusdo térmica (Tm) para a seqiiéncia especifica em um pH de forga idnica
definido. A Tm ¢é a temperatura (em forga i6nica, pH, e concentragdo de acido
nucleico definidos) na qual 50% das sondas complementares ao alvo
hibridizam com a seqiiéncia alvo em equilibrio (pois as seqiiéncias alvo estédo
presentes em excesso, em Tm, 50% das sondas estdo ocupadas em equilibrio).
Condicdes estringentes serdo aquelas nas quais a concentragéo salina € menor
do que cerca de 1,0 M de ion de sédio, tipicamente cerca de 0,01 a 1,0 M de
concentra¢io de ion de sddio (ou outros sais) em pH 7,0 a 8,3 e a temperatura
é pelo menos cerca de 30°C para sondas pequenas (e.g., 10 a 50 nucleotideos)
e pelo menos cerca de 60°C para sondas grandes (e.g., maiores do que 50
nucleotideos). Condi¢des estringentes também podem ser atingidas com a
adicdo de agentes desestabilizantes tal como formamida. Para hibridizacdo
seletiva ou especifica, um sinal positivo é pelo menos duas vezes o historico,
preferivelmente 10 vezes hibridizagdo antecedente. Condigdes estringentes de
hibridiza¢io exemplares sdo freqlientemente: 50% formamida, SxSSC, e 1%
SDS, incubando em 4Z°C, ou, 5xSSC, 1% SDS, incubando em 65"C, com
lavagem em 0,2xSSC, e 0,1% SDS a 65°C. Para PCR, uma temperatura de
cerca de 36°C é tipica para amplificagdo de baixa estringéncia, embora
temperaturas de anelamento possam variar entre cerca de 32°C e 48°C
dependendo de comprimento de iniciador. Orientagdes adicionais para
determinar pardmetros de hibridizagdo s3o fornecidas em numerosas
referéncias, e.g. Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel, et al.
1995).

"Acido nucleico" ou "oligonucleotideo" ou "polinucleotideo"
ou equivalentes gramaticais usados neste lugar significam pelo menos dois
nucleotideos covalentemente ligados. Oligonucleotideos tipicamente sdo de
cerca de 7, 8, 9, 10, 12, 15, 18 20 25, 30, 40, 50 ou até cerca de 100
nucleotideos de comprimento. Acidos nucleicos e polinucleotideos s&o

polimeros de qualquer comprimento, incluindo comprimentos maiores, e.g.,
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200, 300, 500, 1000, 2000, 3000, 5000, 7000, 10.000, etc. Um 4cido nucleico
da presente invengio geralmente ird conter ligagdes de fosfodiéster, embora
em alguns casos, estejam incluidos andlogos de acidos nucleicos que podem
ter esqueletos alternados, compreendendo, e.g., ligagdes de fosforamidato,
fosforotioato, fosforoditioato, ou O-metilfoforoamidita (veja Eckstein, 1991),
e esqueletos e ligagdes de acido nucleico peptidico. Misturas de acidos
nucleicos naturalmente ocorrentes e analogos podem ser usadas. Anélogos
particularmente preferidos para oligonucleotideos sdo 4cidos nucleicos
peptidicos (PNA).

Producio de plantas de tomate resistentes a Botrytis por métodos transgénicos

De acordo com outro aspecto da presente inveng¢do, uma
seqiiéncia de 4cidos nucleicos (preferivelmente DNA) compreendendo pelo
menos um QTL da presente invengdo ou uma parte conferindo resisténcia a
Botrytis do mesmo, pode ser usada para a produgdo de uma planta de tomate
resistente a Botrytis. Neste aspecto, a invengdo sustenta o uso de um QTL
para a presente inveng¢do ou partes conferindo resisténcia a Botrytis do
mesmos, para produzir uma planta de tomate resistente a Botrytis, cujo uso
envolve a introducdo de uma seqiiéncia de acidos nucleicos compreendendo
dito QTL em uma planta de tomate receptora susceptivel a Botrytis. Como
determinado, dita seqiiéncia de 4acidos nucleicos pode ser derivada de uma
planta de tomate doadora resistente a Botrytis adequada. Duas plantas de
tomate doadoras resistentes a Botrytis adequadas capazes de fornecer uma
seqiiéncia de 4cidos nucleicos compreendendo pelo menos um dos QTLs
descritos acima, ou partes conferindo resisténcia a Botrytis do mesmos, sdo S.
habrochaites LYC 4/78. Outras plantas de tomate relacionadas que exibem
resisténcia a Botrytis e compreendem um ou mais genes que codificam para
resisténcia a Botrytis também podem ser utilizadas como plantas doadoras de
resisténcia a Botrytis, pois a presente invengdo descreve como este material

pode ser identificado. Outros acessos de espécies de tomate podem ser
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examinados para resisténcia a Botrytis incluindo, mas ndo limitado a,
Lycopersicon cerasiforme, Lycopersicon cheesmanii, Lycopersicon chilense,
Lycopersicon chmielewskii, Solanum lycopersicum, Lycopersicon hirsutum,
Lycopersicon parviflorum, Lycopersicon pennellii, Lycopersicon peruvianum,
Lycopersicon pimpinellifolium e Solanum lycopersicoides.

Uma vez identificada em uma planta de tomate doadora
adequada, a seqiiéncia de 4acidos nucleicos que compreende um QTL para
resisténcia a Botrytis de acordo com a presente invengdo, ou uma parte
conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo, pode ser transferida para uma
planta receptora adequada por qualquer método disponivel. Por exemplo, a
dita seqiiéncia de 4cidos nucleicos pode ser transferida cruzando uma planta
de tomate doadora de resisténcia a Botrytis com uma planta de tomate
receptora susceptivel (i.e. por introgressdo), por transformagio, por fusdo de
protoplastos, por uma técnica de hapléide duplicado ou por resgate de
embrides ou por qualquer outro sistema de transferéncia de acido nucleico,
opcionalmente seguido por sele¢do de plantas descendentes compreendendo o
QTL e exibindo resisténcia a Botrytis. Para métodos transgénicos de
transferéncia uma seqiiéncia de 4dcidos nucleicos compreendendo um QTL
para resisténcia a Botrytis de acordo com a presente invengdo, ou uma parte
conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo, pode ser isolada de dita planta
doadora usando métodos conhecidos na arte e a seqiiéncia de acidos nucleicos
assim isolada pode ser transferida para a planta receptora por métodos
transgénicos, por exemplo, por meio de um vetor, em um gameta, ou em
qualquer outro elemento de transferéncia adequado, tal como uma particula
balistica revestida com dita seqiiéncia de acidos nucleicos.

Transformacdo vegetal geralmente envolve a construgdo de um
vetor de expressdo que ira funcionar em células vegetais. Na presente
invencdo, um tal vetor compreende uma seqiiéncia de acidos nucleicos que

compreende um QTL para resisténcia a Botrytis da presente invengdo, ou uma
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parte conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo, cujo vetor pode
compreender um gene conferindo resisténcia a Botrytis que esta sob controle
de ou operacionalmente ligado a um elemento regulador, tal como um
promotor. O vetor de expressio pode conter uma ou mais tais combinag¢des de
gene operacionalmente ligado/elemento regulador, contanto que pelo menos
um dos genes contidos nas combinagdes codifique para resisténcia a Botrytis.
O(s) vetor(es) pode(m) estar na forma de um plasmideo, e pode(m) ser
usado(s), sozinho(s) ou em combina¢do com outros plasmideos, para fornecer
plantas transgénicas que sfo resistentes a Botrytis, usando métodos de
transformacdo conhecidos na arte, tal como o sistema de transformagdo por
Agrobacterium.

Vetores de expressdo podem incluir pelo menos um gene
marcador, operacionalmente ligado a um elemento regulador (tal como um
promotor) que permite que células transformadas contendo o marcador sejam
recuperadas ou por sele¢do negativa (inibindo o crescimento de células que
ndo contém o gene marcador seleciondvel), ou por selecdo positiva
(monitorando o produto codificado pelo gene marcador). Genes marcadores
selecionaveis muito comumente usados para transformagdo vegetal sdo
conhecidos na arte, e incluem, por exemplo, genes que codificam para
enzimas que detoxificam metabolicamente um agente quimico seletivo que
pode ser um antibiético ou um herbicida, ou genes que codificam um alvo
alterado que ¢é insensivel ao inibidor. Diversos métodos de selegdo positiva
sio conhecidos na arte, tal como selegdo da manose. Alternativamente,
transformacdo sem marcador pode ser usada para obter plantas sem genes
marcadores mencionados, as técnicas para tal sdo conhecidas na arte.

Um método para introduzir um vetor de expressdo em uma
planta é baseado no sistema de transformagdo natural de Agrobacterium (veja
e.g. Morsch et al., 1985). A. tumefaciens e A. rhizogenes séo bactérias de solo

patogénicas para plantas que transformam geneticamente células vegetais. Os
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plasmideos Ti e Ri de A. tumefaciens e A. rhizogenes, respectivamente,
carregam genes responsaveis por transformagio genética da planta (veja e.g.
Kado, 1991). Métodos de introduzir vetores de expressdo em tecido vegetal
incluem a infec¢do direta ou co-cultivo de células vegetais com
Agrobacterium tumefaciens (Horsch et al., 1985). Descrigdes de sistemas de
vetores de Agrobacterium e métodos para transferéncia génica mediada por
Agrobacterium fornecidas por Gruber e Crosby, 1993 e Moloney et al., 1989.
Veja também, Patente Norte-Americana No. 5.591.616. Descri¢des gerais de
vetores de expressdo vegetais e genes reporteres e protocolos de
transformagdo e descri¢des de sistemas de vetores de Agrobacterium e
métodos para transferéncia génica mediada por Agrobacterium podem ser
encontrados em Gruber e Crosby, 1993. Métodos gerais de cultivar tecidos
vegetais sdo fornecidos, por exemplo, por Miki et al., 1993 e por Phillips, et
al., 1988. Um manual de referéncia apropriado para técnicas de clonagem
molecular e vetores de expressdo adequados é Sambrook e Russell (2001).
Outro método para introduzir um vetor de expressdo em uma
planta é baseado em transformagdo por microprojétil caracterizada pelo fato
de que DNA ¢ carregado na superficie de microprojéteis. O vetor de
expressdo € introduzido em tecidos vegetais com um dispositivo de biolistica
que acelera os microprojéteis para velocidades de 300 a 600 m/s o que ¢
suficiente para penetrar paredes e membranas de célula vegetal (Veja, Sanford
et al., 1987, 1993; Sanford, 1988, 1990; Klein et al., 1988, 1992). Outro
método para introduzir DNA em plantas é através da sonicacdo de células
alvo (veja Zhang et al., 1991). Alternativamente, fusdo de lipossomo ou
esferoplasto foi usada para introduzir vetores de expressdo em plantas (veja
e.g. Deshayes et al., 1985 e Christou et al., 1987). Absor¢do direta de DNA
em protoplastos usando precipitagdo de CaCl,, alcool polivinilico ou poli-
Lornitina também foi relatada (veja e.g., Hain et al. 1985 e Draper et al.,

1982). Eletroporacdo de protoplastos e células inteiras e tecidos também
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foram descritas (D'Halluin et al., 1992 e Laursen et al., 1994).

Seguindo transformagdo de tecidos alvo de tomate, expressdo
dos genes marcadores selecionaveis descritos acima permite seleg¢do
preferencial de células, tecidos e/ou plantas transformadas, usando métodos
de regeneracgio e selecdo atualmente bem conhecidos na arte. Os marcadores
de Tabelas 1 - 5 também podem ser usados para tal proposito.

Producdo de plantas de tomate resistentes a Botrytis por métodos ndo

transgénicos

Em uma forma de realizagdo alternativa para produzir uma
planta de tomate resistente a Botrytis, fusdo de protoplasto pode ser usada
para a transferéncia de &4cidos nucleicos de uma planta doadora para uma
planta receptora. Fusdo de protoplasto € uma unifio induzida ou esponténea,
tal como uma hibridizag¢do somatica, entre dois ou mais protoplastos (células
das quais as paredes celulares sdo removidas por tratamento enzimatico) para
produzir uma célula uni, bi ou multinucleada. A célula fusionada, que pode
ainda ser obtida com espécies vegetais que ndo podem ser intercruzadas na
natureza, é cultivada em tecido em uma planta hibrida exibindo a combinagdo
desejavel de caracteristicas. Mais especificamente, um primeiro protoplasto
pode ser obtido de uma planta de tomate ou outra linhagem de planta que
exibe resisténcia a infeccdo por Botrytis. Por exemplo, um protoplasto de S.
habrochaites LYC 4/78 pode ser usado. Um segundo protoplasto pode ser
obtido de um segundo tomate ou outra variedade vegetal, preferivelmente
uma linhagem de tomate que compreende caracteristicas desejaveis
comercialmente, tal como, mas ndo limitado a caracteristicas de resisténcia a
doenca, resisténcia a inseto, fruto valioso, etc. Os protoplastos sdo entdo
fusionados usando procedimentos tradicionais de fusdo de protoplasto, que
sdo conhecidos na arte.

Alternativamente, resgate de embrides pode ser empregado na

transferéncia de um &cido nucleico compreendendo um ou mais QTLs da
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presente inven¢do de uma planta doadora para uma planta receptora. Resgate
de embrides pode ser usado como um procedimento para isolar embrides de
cruzamentos caracterizados pelo fato de que plantas falham em produzir
sementes viaveis. Neste processo, o ovario fertilizado ou sementes imaturas
de uma planta é cultivado em tecido para criar novas plantas (Pierik, 1999).

A presente invengdo também se refere a um método de
produzir uma planta de tomate resistente a Botrytis compreendendo as etapas
de realizar um método para detectar a presenga de um locus de caracteristica
quantitativa (QTL) associado com resisténcia a B. cinerea em uma planta de
tomate doadora de acordo com inven¢do como descrito acima, e transferir
uma seqiiéncia de acidos nucleicos compreendendo pelo menos um QTL
assim detectado, ou uma parte conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo, de
dita planta doadora para uma planta de tomate receptora susceptivel a
Botrytis. A transferéncia de dita seqiiéncia de acidos nucleicos pode ser
realizada por qualquer dos métodos previamente descritos neste lugar.

Uma forma de realizagdo preferida de um tal método
compreende a transferéncia por introgressdo de dita seqiiéncia de 4acidos
nucleicos de uma planta de tomate doadora resistente a Botrytis para uma
planta de tomate receptora susceptivel a Botrytis cruzando ditas plantas. Esta
transferéncia pode ser assim adequadamente realizada usando técnicas
tradicionais de melhoramento. QTLs sdo preferivelmente introgredidos em
variedades comerciais de tomate usando melhoramento auxiliado por
marcador (MAS). Melhoramento auxiliado por marcador ou seleg@o auxiliada
por marcador envolve o uso de um ou mais dos marcadores moleculares para
a identifica¢do e seleg¢do daquelas plantas descendentes que contém um ou
mais dos genes que codificam para a caracteristica desejada. No presente
exemplo, tal identificagdo e sele¢do sdo baseadas em sele¢do de QTLs da
presente inven¢do ou marcadores associados com estes. MAS também pode

ser usado para desenvolver linhagens quase isogénicas (NIL) abrigando o
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QTL de interesse, permitindo um estudo mais detalhado de cada efeito de
QTL e também é um método efetivo para desenvolvimento de populagdes de
linhagem congénita de retrocruzamento (BIL) (veja e.g. Nesbitt et al., 2001;
van Berloo et al., 2001). Plantas de tomate desenvolvidas de acordo com esta
forma de realizagdo preferida vantajosamente podem derivar uma maioria de
suas caracteristicas da planta receptora, e derivar resisténcia a Botrytis da
planta doadora.

Uma vez que resisténcia a B cinerea ¢ herdada
poligenicamente, é preferido que pelo menos dois, preferivelmente trés QTLs
ou partes conferindo resisténcia a Botrytis do mesmos, sejam inseridos por um
método de transferéncia adequado em uma Unica planta receptora, i.e. que
multiplos QTLs sejam sobrepostos no genoma da planta receptora. Acredita-
se que sobreposi¢do de dois ou mais QTLs da invengdo pode levar a uma
resisténcia aumentada a Botrytis. Como a pessoa versada ird prontamente
entender, sobreposi¢io pode ser atingida por qualquer método, por exemplo,
transformando uma planta com uma construgdo de 4&cido nucleico
compreendendo multiplos QTLs da invengdo. Alternativamente, pelo menos
um QTL pode estar presente em cada planta parental de um cruzamento, de
forma que pelo menos dois QTLs sdo compreendidos no hibrido resultante.
Plantas altamente resistentes podem ser obtidas por sobreposi¢do das mesmas
caracteristicas de resisténcia. Tais plantas sdo formas de realizagfo altamente
preferidas da presente invengéo.

Como discutido brevemente acima, técnicas tradicionais de
melhoramento podem ser usadas para introgredir uma seqiiéncia de acidos
nucleicos codificando para resisténcia a Botrytis em uma planta de tomate
receptora susceptivel a Botrptis. Em um método, que ¢ referido como
melhoramento genético genealdgico, uma planta de tomate doadora que exibe
resisténcia a Botrytis e compreendendo uma seqiiéncia de acidos nucleicos

codificando para resisténcia a Botrytis é cruzada com uma planta de tomate
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receptora susceptivel a Botrytis que preferivelmente exibe caracteristicas
desejaveis comercialmente, tal como, mas ndo limitado a, caracteristicas de
resisténcia a doenga, resisténcia a inseto, fruto valioso, etc. A populagdo
vegetal resultante (representando os hibridos FI) € entdo autopolinizada e
sementes estabelecidas (sementes F2). As plantas F2 cultivadas a partir das
sementes F2 s8o entdo monitoradas para resisténcia a Botrytis. A populagéo
pode ser monitorada de diversas maneiras diferentes.

Primeiro, a populagdo pode ser monitorada usando um
monitoramento tradicional de doenga. Tais monitoramentos de doenga sdo
conhecidos na arte. Preferivelmente um bioensaio quantitativo de infecgdo de
caule ou folha é usado, preferivelmente o bioensaio de caule usado em
meétodos da presente invengdo como descrito em mais detalhe acima e nos
Exemplos ¢ usado. Segundo, selegdo auxiliada por marcador pode ser
realizada usando um ou mais dos marcadores moleculares descritos acima
para identificar aquela progénie que compreende uma seqiiéncia de acidos
nucleicos codificando para resisténcia a Botrytis. Outros métodos, referidos
acima por métodos para detectar a presengca de um QTL podem ser usados.
Também, sele¢do auxiliada por marcador pode ser usada para confirmar os
resultados obtidos a partir dos bioensaios quantitativos, e, portanto, diversos
métodos também podem ser usados em combinagao.

Plantas e sementes de tomate resistentes a Botrytis

Uma planta de tomate resistente a Botrytis da presente
invengdo € caracterizada por ter um alto nivel de resisténcia. Isto é definido
como sendo um nivel de resisténcia que é maior do que aquele observado para
plantas de controle susceptiveis. De fato, as plantas da inveng¢édo t€ém um nivel
de resisténcia que € maior do que aquele de qualquer variedade comercial de
tomate, i.e. uma variedade tendo caracteristicas desejaveis comercialmente,
conhecida até o momento. Uma planta da invengdo tem uma susceptibilidade

a Botrytis cinerea que é pelo menos 3 vezes menor do que uma planta de
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controle susceptivel quando medida por um bioensaio. Por exemplo, quando
medida por um bioensaio caracterizado pelo fato de que o comprimento
médio de uma lesdo de caule resultando de infec¢do por Bofrytis cinerea em
plantas adultas é medido durante um periodo de trés semanas em condigdes de
pratica padrio como descrito em mais detalhe nos Exemplos 3.10 e 3.11.
Tipicamente, uma planta da invengfo tem um nivel de resisténcia que resulta
em um comprimento médio de lesdo de caule de lesdes de Botrytis cinerea em
plantas adultas de menos do que 3,2 cm trés semanas depois de inoculagfo
usando condi¢des de pratica padrio em um bioensaio de resisténcia concebido
para determinar resisténcia baseada em tais caracteristicas. Mais tipicamente,
uma planta da invengdo mostra um comprimento médio de lesdo de caule de
menos do que 2,9 cm. Algumas plantas da invengdo ainda mostram um
comprimento médio de lesdo de caule de 2,0 cm. Levando em conta que ditos
nimeros expressam o comprimento de uma lesdo incluindo a ferida de
inoculacéo inicial de 2 cm, pode ser inferido que um alto nivel de resisténcia,
e mesmo resisténcia completa no caso de alguns QTLs, ¢ observado em
plantas da invengdo. Em comparagdo, plantas de controle susceptiveis
mostram um médio comprimento de lesdo de caule médio nas mesmas
condi¢des de cerca de 3,6 cm a cerca de 6,0 cm, com uma média de 4,85 cm
(veja Tabela 7). Também como uma comparagéo, S. habrochaites LA 1777, o
QTL-10 contendo fonte parcialmente resistente a Botrytis de Patente
Internacional 02/085105, mostra um comprimento de lesdo de caule médio
nas mesmas condi¢des de cerca de 4,3 cm. Em resumo, as plantas da inveng&o
mostram lesdes de caule absolutas no bioensaio de resisténcia referido acima
que sdo geralmente menores do que cerca de 30% (0,9/2,85 x100%) do
comprimento absoluto de plantas de controle susceptiveis, e geralmente
menores do que cerca de 40% (0,9/2,3 x 100%) do comprimento absoluto de
S. habrochaites LA 1777 parcialmente resistente.

Assim, uma planta da presente invengdo tem uma



10

15

20

25

52

susceptibilidade a Botrytis cinerea quando medida por um bioensaio que € 3
vezes menor do que, ou que é menos do que 1/3 o nivel de, uma planta de
controle susceptivel. Reciprocamente, uma planta da invengdo € mais do que
3 vezes mais resistente do que uma planta de controle susceptivel, como
definido neste lugar e determinado com o bioensaio como descrito. Com
QTL-1h resisténcia completa € observada. Uma planta de controle susceptivel
¢ definida como uma planta mostrando susceptibilidade normal, ou nenhuma
resisténcia, a infecgdo por Botrytis cinerea. Um exemplo de uma planta de
controle susceptivel € planta do hibrido Solanum Iycopersicum cv.
"Moneyberg" (De Ruiter Seeds R&D BV, Bergschenhoek, The Netherlands).

Uma planta de tomate resistente a Botrytis, ou uma parte da
mesma, viavel por um método da invengdo também € um aspecto da presente
inveng&ao.

Outro aspecto da presente invengdo se refere a uma planta de
tomate resistente a Botrytis, ou uma parte da mesma, compreendendo dentro
de seu genoma pelo menos um QTL, ou uma parte conferindo resisténcia a
Botrytis do mesmo, selecionado a partir do grupo consistindo dos QTLs em
cromossomas 4, 6, 9, 11 e 12 de Solanum habrochaites LYC 4/78 associado
com resisténcia a Botrytis, caracterizado pelo fato de que dito QTL ou dita
parte conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo ndo estd em seu ambiente
genético natural. As plantas de tomate resistentes a Botrytis da presente
invencdo podem ser de qualquer tipo genético tal como natural, hibrida,
hapléide, dipléide, partenocarpo ou transgénica. Ademais, as plantas da
presente invengdo podem ser heterozigotas ou homozigotas para a
caracteristica de resisténcia, preferivelmente homozigotas. Embora os QTLs
da presente invengdo, assim como aqueles QTLs viaveis por um método da
invencdo, assim como partes conferindo resisténcia a Botrytis do mesmo
possam ser transferidos para qualquer planta a fim de sustentar uma planta

resistente a Botrytis, os métodos e plantas da invengdo preferivelmente séo
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relacionados a plantas da familia Solanaceae, mais preferivelmente tomate.

Em adi¢do aos QTLs em cromossomas 4 (QTL-4hB), 6, 9, 11
e 12 de Solanum habrochaites LYC 4/78 associado com resisténcia a Botrytis
como identificado neste lugar, uma planta da presente invengdo pode
opcionalmente compreender adicionalmente um ou mais QTLs derivados e S.
habrochaites neste lugar como QTL-lh, QTL-2h e QTL-4hA e descritos em
maior detalhe em pedidos co-pendentes PCT/NL2005/000762 ¢ EP 1 652 930
A (Pedido de Patente Européia 04077931.6), aos quais referéncia explicita €
feita neste contexto.

E sugerido que uma combinagdo de QTLs, ou os QTLs como
descritos neste lugar ou os QTLs como descritos em PCT/NL2005/000762,
iria aumentar a resisténcia a doenga em plantas abrigando uma tal
combina¢do. Entretanto, cada um dos QTLs também carrega informagéo
genética do ancestral passado S. habrochaites, o que significa que em
descendéncia com muita informagio genética deste antecedente, ndo sera
possivel obter plantas com as caracteristicas agrondmicas 6timas desejadas.

Linhagens congénitas de planta de tomate resistente a Botrytis
podem ser desenvolvidas usando as técnicas de selegdo recorrente €
retrocruzamento, autopolinizagio e/ou dipléides ou qualquer outra técnica
usada para fazer linhagens parentais. Em um método de selecdo e
retrocruzamento, resisténcia a Botrytis pode ser introgredida em uma planta
receptora alvo (que é chamada o genitor recorrente) cruzando o genitor
recorrente com uma primeira planta doadora (que é diferente do genitor
recorrente e referida neste lugar como o "genitor ndo recorrente”). O genitor
recorrente é uma planta que ndo € resistente ou tem um baixo nivel de
resisténcia a Bofrytis e possui caracteristicas desejaveis comercialmente, tal
como, mas ndo limitado a caracteristicas de resisténcia a doenga, resisténcia a
inseto, fruto valioso, etc. O genitor ndo recorrente exibe resisténcia a Botrytis e

compreende uma seqiiéncia de acidos nucleicos que codifica para resisténcia a
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presente invencdo serdo agora dados.
EXEMPLOS

Exemplo 1. Método de identificar QTLs associado com resisténcia a Botrytis

cinereq.
1.1. Introdugdo.

Este Exemplo apresenta o desenvolvimento de um bioensaio
quantitativo para avaliar a resisténcia a Botrytis cinerea de uma colegdo de
genotipos selvagens de tomate.

Resisténcia parcial contra Botrytis cinerea foi relatada em
espécies selvagens de tomate, mas estes relatos foram amplamente descritivos
e qualitativos. A identificagdo de gendétipos parcialmente resistentes iria
fornecer perspectivas de introgredir resisténcia em linhagens comerciais para
obter linhagens com niveis administraveis de resisténcia. A disponibilidade de
um ensaio reprodutivel, objetivo e quantitativo, assim como a identificagdo de
gendtipos com uma resisténcia a mofo-cinzento geneticamente determinada
(parcial) abre o caminho para melhoramento de resisténcia em variedades
cultivadas de tomate.

O presente Exemplo descreve um ensaio quantitativo de doenga.
O ensaio ¢ aplicado em folhas (ensaio de inoculagdo de folha) e segmentos de
caule (ensaio de inoculagdo de caule). Dois pardmetros para susceptibilidade a
doenca foram avaliados. O primeiro pardmetro medido foi a incidéncia de doenca
(DI), i.e. a proporgdo de inoculagdo que resultou em uma lesdo em expansdo. Se o
fracasso (parcial) de uma lesdo primaria de B. cinerea em se expandir em um
gendtipo hospedeiro particular ¢ uma caracteristica genética da planta, uma tal
caracteristica é importante, pois ela limita diretamente o nimero de focos de
doengca na cultura. O segundo pardmetro testado foi a taxa de crescimento de lesdo
por um periodo de 24 h (crescimento de lesdo, LG). Lesdes que se expandiram a
partir da mancha de inoculagdo primaria pareceram se espalhar em uma taxa

uniforme (em mm/dia) até o momento em que lesdo atingiu a beirada da folha ou
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o fundo do segmento de caule. Os presentes ensaios possibilitam a quantificagdo
tanto da ocorréncia (incidéncia de doenga) como desenvolvimento (crescimento
de lesdo) de infecgdo por B. cinerea, resultando em dois conjuntos de dados de
caracteristicas quantitativas. O ensaio foi usado para monitorar uma colegdo de
espécies de tomate (daqui por diante também chamados "acessos") para a
presenga de resisténcia nestas.

1.2. Plantas

Genotipos vegetais testados sdo listados em Tabela 6

Tabela 6: Lista de genotipos de Solanum testados

Cédigo Fonte ¥ Espécie gi[:teicvifrcacio/ Folha ®| Caule® [Referéncia®
78/1604 IDRS \S. lycopersicum Kecksemeti Torpe Y Y
82/2577 IDRS \S. lycopersicum Futuria Y Y
83/2896 IDRS \S. lycopersicum Biruinca Y
89/3695 DRS S Iycopersicum X S. lycopersicum var. Y
cerasiforme
89/3793 DRS \S. pimpinellifolium Y
89/3862 IDRS \S. lycopersicum Olomoucke Y
90/4063 IDRS \S. lycopersicum L. 4034 Y
91/4311 DRS \S. lycopersicum Seedathip 2 Y Y
96/4326 IDRS \S. lycopersicoides Gb nr 90124 Y Y
MM WU PPW IS, lycopersicum Moneymaker S S
G1.1290 (WU LoPB |S. habrochaites Y
G1.1556 WU LoPB [S. chilense Y Y
G1.1558 (WU LoPb  [S. chilense Y
G1.1560 ‘WU LoPB [S. habrochaites Y Y
G1.1601 ‘WU LoPB |S. neorickii Y Y
G1.1615 ‘WU LoPB |S. cheesmanii Y
122 MPIZK S, pimpinellifolium Y (llgj?:;“h’
LA.716 TGRC \S.. pennellii Y
1LA.2157 TGRC \L. peruvianum Y
LA2172 TGRC \L. peruvianum Y
Lyc. 4/78® [IPK S. habrochaites Y Yo g
T160/79 ®  |IPK L. glandulosum Y (]ggtg;“h’
basch
T566/81 @ [IPK S. habrochaites Y (lggg;sc ’

1 DRS: De Ruiter Seeds, Bergschenhoek, The Netherlands; WU PPW: Plantkundig
Proefcentrum Wageningen, Wageningen University, Wageningen, The Netherlands; LoPB:
Laboratory of Plant Breeding, Wageningen University, Wageningen, The Netherlands;
MPIZK: Max Planck Institut fur Zuchtungsforschung an Kulturpflanze, Koln, Alemanha;
TGRC: Tomato Genetics Resource Center, University of California at Davis, Davis CA,
USA; IPK: Institut fir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gatersleben,
Alemanha.

2 Y indica que o gendtipo foi testado no ensaio particular, S indica que o gendtipo serviu
como um controle de referéncia susceptivel.

(3) Publicado antes como sendo resistente contra B. cinerea.
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Plantas foram cultivadas em solo de vaso em potes de 12 cm
em uma casa de vegetagio com temperatura minima de 15°C. Luz artificial de
sodio foi aplicada (16 h/dia) de Outubro até Margo. Em 5-7 dias depois de
germinag¢do, 10 ml de solugdo de FeNaEDTA (3,5 gil) foi adicionado, seguido
3 dias depois por 10 ml de solugdo de micronutrientes (0,286 gil de H3B03;
0,1558 g/l de MnS04.H20; 0,008 g/l de Cu04.H20; 0,022 gil de ZnSOe;
0,00196 de (NH4)6Mo07024.4H20). De duas semanas depois de germinagdo
em diante, 5 ml de uma solugio Hoagland (5 mM de Ca(N03)~5; mM de
KNOs; 2 mM de MgS04;1 mM de KH2PO4) foram adicionados em uma base
semanal.

1.3. Ensaio foliar

Um inéculo de B. cinerea linhagem B05.10 foi preparado de
acordo com Benito (1998). Para cada planta individual uma ou duas folhas
compostas que foram completamente desenroladas foram destacadas do caule
principal com uma ldmina de barbear afiada e transferidas para espuma de
florista pré-umedecida. A espuma de florista foi colocada em uma placa de
Petri contendo 4gua de torneira e subseqiientemente colocada em um
recipiente umedecido por liquido pulverizavel contendo papel filtro umido.
As folhas compostas foram entdo inoculadas com uma suspensdo conidial de
B. cinerea pipetando cuidadosamente um total de 6 a 10 goticulas de indculo
(2 pl) na superficie superior das folhas. Os recipientes foram fechados com
uma tampa umedecida por liquido pulverizavel e incubados a 15°C no escuro
a 100% RH, essencialmente como descrito por Benito et al., 1998.
Adequadamente, uma folha composta foi dividida em quatro foliolos, e
caracterizada pelo fato de que cada foliolo foi inoculado com 10 gotas de 2 pl
cada, contendo 2000 conidios. Tanto a propor¢do de lesdes agressivas em
expansdo (incidéncia de doenga) como a taxa de crescimento de lesdo foram
monitoradas por diversos dias.

Para corrigir variagdo causada pela estagdo ou cultivo das
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plantas, a incidéncia de doenca de um gendtipo particular em cada
experimento foi relacionada a incidéncia de doenga de Moneymaker testada
naquele mesmo experimento.

Tamanhos de lesdes foram medidos em 96, 120 e 144 hpi
usando um compasso de calibre. A incidéncia de doenga foi determinada
dividindo o nimero total de lesdes em expansdo pelo nimero total de
goticulas de inoculagfo. Taxas de crescimento de lesdo foram determinadas
calculando o aumento em tamanho de lesdo (em mm) por um periodo de 24 h.
Dados para as lesdes ndo em expansdo foram deletados da analise
quantitativa.

1.4. Ensaio de caule (procedimento padronizado)

O ensaio de caule foi realizado como segue: Os 5-10 cm de
topo e 5-10 cm de fundo do caule de plantas de aproximadamente 50 cm de
altura foram removidos e¢ os 30 cm remanescentes foram cortados em
segmentos iguais de 5-6 cm. Cada segmento de caule foi colocado virado para
cima em um latice com a base de caule em papel filtro tmido. Antes de
inoculagdo, os segmentos de caule foram pulverizados com agua de torneira a
fim de assegurar uma distribui¢do igual do indculo pela superficie da leséo.
Inéculo foi preparado como descrito para o ensaio foliar. Uma gota de um
inéculo de 5 v1, contendo aproximadamente 106 conidios - ml-1, foi aplicada
ao topo de cada segmento de caule. Incubagdes foram realizadas a 15 & 2 ""C
no escuro com 100% de umidade relativa. Progresso de infec¢do foi
determinado medindo o avango maximo de sintoma de decomposi¢do em
varios intervalos de tempo depois de inoculagdo com um compasso de calibre
Vernier.

Para cada genoétipo, a porcentagem de pedagos infectados do
caule foi calculada. A incidéncia de doenga foi determinada dividindo o
nimero total de segmentos de caule com lesdes em expansdo pelo nimero

total de segmentos inoculados. Taxas de crescimento de lesdo foram
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determinadas calculando o aumento em tamanho de lesdo por um periodo de
24 h, através do que os dados para as lesdes ndo em expansio foram omitidos
da analise.

1.5. Resultados

A incidéncia de doenga e crescimento de lesdo em
experimentos de infec¢do de folha separada foram determinados por diversos
dias para cada genétipo, normalmente de 2-4 dias apds infecgdo. A incidéncia
de doeng¢a em S. lycopersicum cv. Moneymaker, que serviu como uma
referéncia, flutuou entre 15 e 78 % nestes experimentos. Exceto para
gendtipos 8212577 e 8312896 (ambas as espécies de S. lycopersicum), os
gendtipos testados mostraram em todos os experimentos uma menor
incidéncia de doen¢a do que Moneymaker. Genétipos G1.1556, G1.1560 e
G1.1601 mostraram uma baixa incidéncia de doenga em trés experimentos
independentes, variando de O a 21%. Andlise estatistica indicou que a
incidéncia de doenca em gendtipos 7811604, 9114311, 9614326, G1.1556, GI
1558, G1.1560, G1.1601, LA716 e LYC 4/78 foi significantemente menor do
que na linhagem de controle S. lycopersicum cv. Moneymaker (p<0,05).
Houve, entretanto, uma grande variagdo entre semanas e algumas das
diferengas observadas em ensaios de folha separada podem na realidade ndo
serem tdo robustas por causa das flutuagdes em incidéncia de doenga entre
experimentos/semanas (15-78%).

Dentro destes gendtipos resistentes (com uma incidéncia de
doenca significantemente menor do que aquela na referéncia de
Moneymaker), as lesdes que se expandiram com sucesso freqlientemente ndo
o fizeram em taxa similar & em Moneymaker (e.g. 9614326, G1.1560,
LA716). A situacdo inversa ndo foi encontrada: nenhum dos genétipos
apresentou uma incidéncia de doenga similar aquela de Moneymaker, mas
uma taxa de crescimento de lesdo mais lenta do que Moneymaker.

Taxa de crescimento de lesdo por um periodo de 24h (entre 48
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e 72 hpi) na maioria dos genétipos esteve no mesmo intervalo que
Moneymaker. Cinco acessos (9114311, 160179, G1.1556, G1.1601 e LYC
4178) mostraram uma taxa de crescimento de lesdo mais lenta, o que foi
estatisticamente significantemente diferente daquela de S. Iycopersicum
cv.Moneymaker.

O ensaio de infec¢do de segmento de caule pareceu ser mais
robusto do que o ensaio foliar em termos de reprodutibilidade entre
experimentos realizados em diferentes estagdes. Mesmo embora o nimero de
pontos de dados com segmentos de caule (5-8 segmentos por planta) seja em
grande escala menor do que com o ensaio foliar (40 goticulas de inoculagdo
por folha composta, uma ou duas folhas podem ser testadas por planta), a
variabilidade entre experimentos foi geralmente menor no ensaio de segmento
de caule. A incidéncia de doenca no ensaio de caule para o genoétipo de
controle S. lycopersicum cv. Moneymaker variou de 52-95%. A incidéncia de
doenca em 17 genétipos foi comparada com a incidéncia de doenca da
linhagem de controle S. Iycopersicum cv. Moneymaker determinada no
mesmo experimento/semana. A maioria dos genotipos mostrou uma
incidéncia de doeng¢a em um intervalo similar a linhagem de controle
Moneymaker. Genoétipos G1.1556 (29% e 41%) e G1.1560 (28% e 7%)
mostraram uma incidéncia de doen¢a reduzida. Apenas G1.1560 diferiu
estatisticamente significante (p<0,05) do controle.

As taxas de crescimento de lesdo no ensaio de caule para o
genétipo de controle S. [ycopersicum cv. Moneymaker variaram de 5,4 a 9,2
mm/dia. As taxas de crescimento de lesdo de muitos gendtipos estiveram em
um intervalo similar ao controle. Entretanto, em acessos 8913793, G1.1601,
LYC 4178, T566-81, a taxa de crescimento de lesdo foi estatisticamente
significantemente diferente (p<0,01) do controle cv. Moneymaker.

Com diversos genotipos que foram classificados como

parcialmente resistentes no ensaio de segmento de caule, ensaios qualitativos
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foram realizados em plantas inteiras, cultivadas em uma estufa para plantas
em Rockwool®. O objetivo foi avaliar se gendtipos que pareciam resistentes
em segmentos de caule em condi¢des de laboratério de fato foram mais
resistentes do que linhagens de controle em um sistema de cultivo semi-
comercial. Plantas foram cultivadas em ordem aleatorizada em fileiras de
Rockwool®, o compartimento de estufa para plantas foi preenchido com
frutas citricas pesadamente infectadas por B. cinerea em ponto de
esporulagdo. O compartimento de estufa para plantas foi mantido em alta
umidade pulverizando o piso duas vezes a dia com &4gua de torneira e
deixando portas e janelas fechadas. Em intervalos regulares ferimentos de
desrama foram feitas em todas as plantas e a ocorréncia de mofo-cinzento foi
monitorada ao longo do tempo.

Diversos acessos de tomate selvagem foram identificados que
apresentaram uma severa redugdo de ambos os pardmetros, assim fornecendo
fontes potenciais para introgredir dois mecanismos potencialmente
independentes de resisténcia parcial em S. lycopersicum.

Exemplo 3. Mapeamento de resisténcia parcial a Botrytis cinerea em uma
populacdo interespecifica de tomate (S. lycopersicum cv Moneymaker x S.
habrochaites acesso LYC 4/78)

Neste Exemplo, dois loci QTL conferindo resisténcia parcial a
B. cinerea originados de S. habrochaites LYC 4/78 sdo apresentados. Uma
confirmacdo dos resultados foi obtida verificando o nivel de resisténcia a B.
cinerea em duas populacdes BCzSi segregando para um dos dois loci QTL
respectivamente.

3.1. Material vegetal

Sementes de Solanum habrochaites LYC 4/78 (daqui por
diante referido como LYC 4/78) foram obtidas a partir do banco de genes
localizado no Institute for Plant Genetics and Crop Plant Research,

Gatersleben, Alemanha.
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2001). O iniciador seletivo Pst foi marcado com um marcador fluorescente
IRD 700 ou IRD 800. Imagens de gel de AFLP foram marcadas usando o
pacote de aplicativo computacional AFLP-Quantar Pro (Keygene BV,
Wageningen, The Netherlands). As dez combinagdes de iniciadores seguintes
e sequiéncias adaptadoras foram usadas para genotipagem: P14M48, P14M49,
P14M50, P14M60, P 14M61, P15M48, P18MS50, P18MS51, P22MS50 e
P22M51, como descrito por Bai ef al. (2003).

3.4. Andlise fenotipica da populagdo F’,

Varia¢do em incidéncia de doenga entre os diferentes ensaios
com Botrytis foi observada (Veja Exemplo 1, acima). Portanto sete ensaios de
doenga de caule consecutivos independentes foram realizados em 172 dos 174
individuos da populagdo F2 derivados do cruzamento entre Moneymaker x
LYC 4/78. Isto resultou em pelo menos cinco avaliagdes independentes do
bioensaio de doenga para praticamente cada genétipo F2. Em cada bioensaio
de doenca individual seis segmentos de caule contribuiram para o calculo do
crescimento de lesdo. Os valores médios para incidéncia de doenga e
crescimento de lesdo para a populagdo F2 mostraram uma distribui¢do normal
(dados ndo mostrados). A incidéncia média de doenca para Moneymaker € 59
% com um crescimento de lesdo de 9,2 mm/dia. A incidéncia média de
doenca na populagdo F2 variou entre 10% e 97% com uma média de
populagdo de 48%. Crescimento de lesdo variou entre 3,3 mm e 11,5 mm/dia
com uma média de 7,8 mm/dia.

Incidéncia média de doenga de cada experimento individual
variou de 31% a 73%, enquanto que o crescimento médio de lesdo variou de
6,2 a 7,9 mm/dia (dados ndo mostrados). Crescimento de lesdo pode ser
calculado apenas se existe pelo menos infec¢do em um dos seis pedagos de
caule. Conseqiientemente um aumento no nimero de genétipos informativos
para crescimento de lesdo pode ser observado com incidéncias maiores de

doenca. Por exemplo, com a incidéncia média de doenga baixa (31%) apenas
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52% dos genotipos foram informativos para crescimento de lesdo.
3.5. Marcadores moleculares & Mapa de ligagdo genética

Um mapa de ligagdo genética foi calculado para uma
populagdo F2 (~ 1 7 4) derivada do cruzamento de Moneymaker x LYC 4/78.
Dez combinagdes de iniciadores foram usadas para obter 218 marcadores de
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) na
populagdo F2 (n = 174). Um total de 69 marcadores (31,7%) pode ser
prontamente marcado co-dominantemente, assim permitindo o calculo de um
mapa integrado de ligagdo genética de F2. Analise de marcador realizada em
gendtipos BC2, BC3 e BCzSi permitiu a adi¢do de uns 145 marcadores AFLP
adicionais. Um total de 102 destes 145 marcadores AFLP adicionais foram
previamente ndo marcados devido a complexidade dos géis de F2. O mapa de
ligacdo genética geral consistiu de 315 marcadores AFLP de 14 grupos de
ligacdo e tem um comprimento total de 958 cM. Uma vez que marcadores
AFLP co-migrantes dentro de uma espécie geralmente sdo alelo especificos,
co-linearidade com outros mapas de ligagdo de AFLP foi usada para designar
grupos de ligagdo para cromossomas. Alguns marcadores AFLP especificos
de Moneymaker estavam em comum com os mapas de ligagdo genética como
publicado (Haanstra et al. 1999; Bai et al. 2003) e portanto alguns grupos de
ligacdo podem ser assinalados para cromossomas, incluindo os grupos de
ligagdo abrigando os QTLs identificados. Para melhorar o mapa de ligagdo
nos intervalos de QTL, marcadores CAPS diagnosticos foram adicionados
nestas regides baseado no mapa publicado de S. lycopersicum x L. pennellii
(Tanksley et al. 1992; Haanstra et al. 1999).
3.6. Andlise de liga¢do e mapeamento de QTL

Dados de marcadores foram analisados e um mapa de ligacdo
genética foi calculado como descrito em paragrafo 3.5.

O comprimento total do mapa de ligagdo de F2 foi 958 cM, o

que é menor do que outros mapas interespecificos de Lycopersicon
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publicados com comprimentos genéticos variando de 1200-1400 cM (Foolad
et al. 2002; Haanstra ef al. 1999; Tanksley ef al. 1992). Marcadores AFLP
adicionais foram marcados usando dados de marcador AFLP obtidos a partir
de retrocruzamento e popula¢gdes BCzSi. Embora 46% mais marcadores
tenham sido colocados no mapa de ligagdo, o comprimento do mapa de
ligagdo genética ndo aumentou. A razdo para isto é que os dados usados
foram obtidos a partir de diversas subfamilias pequenas e assim néo
informativos para o calculo de distdncias genéticas, mas estimacdo da
posicdo € possivel por inspec¢do visual dos gendtipos graficos (Van Berloo,
1999).

3.7. Mapeamento de QTL na populag¢do F;

Os dados fenotipicos e de marcador foram usados para a
identificacdo de QTLs por meio de mapeamento de intervalo (IM, veja
paragrafo 3.5). IM foi aplicado tanto a dados obtidos de replicatas individuais
como aos valores médios das replicatas.

Incidéncia de doenca

Mapeamento de intervalo para incidéncia de doenga na
populagdo F2 foi feito para aqueles testes individuais de doenga com uma
incidéncia média de doenga menor do que 50% e para dados médios obtidos a
partir de todos os testes de doenga. Os dados médios de todos os testes
geraram no procedimento de mapeamento de intervalo um unico QTL
significante para incidéncia de doenga (escore de probabilidade de chances
(LOD) deve ser maior do que 3,4 para um amplo nivel de confian¢a gendmica
de P<0,05). Este QTL teve um escore de LOD de 4,5 e explicou 13 % da
variagdo fenotipica total. O alelo contribuindo para resisténcia foi originado
do ancestral resistente LYC 4/78. Mapeamento de QTL em cada experimento
individual gerou em todos os quatro casos a mesma regido de QTL. Em cada
experimento independente ocasionalmente outros "QTLs secundarios" foram

observados.
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Crescimento de lesdo

Crescimento de lesdo pode ser melhor medido naqueles testes
de doenga com uma alta incidéncia de doenga. Para mapeamento de QTL a
media de todos os testes de doenga foi usada e um QTL para crescimento de
lesdo de B. cinerea foi identificado acima do limiar (LOD 3.4 para um amplo
nivel de confianc¢a genémica de P<0,05). Este QTL teve um escore de LOD
de 4,2 e explicou 12 % da variagdo fenotipica total. O efeito positivo foi
originado do ancestral resistente LYC 4/78. A necessidade de realizar
multiplos testes de doenga € ilustrada porque em apenas uma Unica repeti¢do
um perfil de LOD acima do limiar foi encontrado.

Um QTL para crescimento de lesdo foi encontrado em
cromossoma 1 (QTL-1lh), e um QTL para incidéncia de doencga foi encontrado
em cromossoma 2 (QTL-2h). Estes QTLs, assim como o QTL chamado
QTLA4hA sio o sujeito de pedido co-pendente PCTNL2005/000762.

3.8. Confirmagdo de BTLs em um bioensaio

A planta F1 do cruzamento Moneymaker x LYC 4/78 foi
retrocruzada duas vezes com Moneymaker e as 59 plantas de progénie foram
monitoradas para a presen¢a das duas regides de QTL identificadas (QTL- lh
e QTL-2h) usando marcadores AFLP. Plantas, heterozigotas para um dos dois
QTLs identificados, foram selecionadas e autopolinizadas para obter duas
popula¢des BC2Si. Um total de quatro bioensaios de doenga foram realizados
com cada genétipo BC2Si. Os dados de ambas as subpopulagdes de BC2Si,
analisados com SPSS, mostraram distribui¢des normais para crescimento de
lesdo, mas ndo para incidéncia de doenga como algumas subclasses foram
observadas.

Todas as plantas BC2Si foram AFLP genotipadas com as
mesmas 10 combinacdes de iniciadores como descrito para a populagdo F2
em se¢do 3.3 acima. O crescimento médio de lesdo na populacdo segregando

para o locus de crescimento de lesdo foi 5,3 mm/dia enquanto que na outra
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populacdo um crescimento médio de lesdo de 6,3 mm/dia foi observado.
Nenhuma planta teve um crescimento de lesdo tdo baixo como o ancestral
resistente LYC 4/78. Para incidéncia de doenga, entretanto, plantas com uma
incidéncia de doenga menor do que o ancestral resistente LYC 4/78 foram
observadas. A incidéncia média de doenga para ambas as populagdes BC2Si
foi igual (57-59%).

O efeito positivo de cada QTL foi confirmado nas populagdes
BC2Si. O QTL para incidéncia de doenga diminui a chance de infecg¢do com
17 % (46 % da variagio parental) e o QTL para crescimento de lesdo reduziu
crescimento fingico com 1,3 mm/dia (33 % da variagdo parental).

Apenas uma parte da variagdo pode ser explicada pelo efeito
de ambos QTLs. Alguns loci QTL adicionais ("secundarios") foram
identificados.

Durante analise de dados de testes de doengas obtidos tanto de
gendtipos F2 como BC2Si, um QTL principal para incidéncia de doenga foi
identificado (QTL-2'1.1). Além deste QTL, outros loci QTL "putativos" para
incidéncia de doenca foram identificados. Usando esta informagdo cofatores
foram selecionadas para realizar um procedimento de 'mapeamento multiplo
de QTL' (MQM) restrito no conjunto de dados de F,. Nesta andlise, um loci
QTL adicional "secundario" para incidéncia de doenga foi identificado (QTL-
4hA). Um QTL é chamado como "secundario" quando seu escore é abaixo do
limiar de significAncia de LOD 3,4. Acredita-se entretanto que os efeitos
sejam efeitos reais de QTL.

QTL-4hA esta localizado em cromossoma 4 e reduz incidéncia
de doenga.

3.9 Conclusdes de ensaio de doenga e mapeamento de QTL

O bioensaio para medir resisténcia a B. cinerea provou ser

uma ferramenta valiosa. Entretanto, uma ainda grande e desconhecida

variacdo parece influenciar o desenvolvimento do processo infeccioso. Esta
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grande variagdo ndo genética pode ser minimizada usando procedimentos
padronizados e realizando muitas replicagdes independentes. A variacdo
pode ser causada pelas condi¢des de casa de vegetagdo mudando de semana
para semana (comprimento do dia, horas de sol e temperatura) causando
diferengas em condi¢des fisiologicas do caule. Também, pequenas
variag6es na preparagdo do indculo fungico podem desempenhar um papel
na varia¢do do processo infeccioso. Outra observagdo € que o
desenvolvimento da doenga também pode ser afetado pelo microclima nas
bandejas nas quais os pedagos de caule foram colocados. Dez diferentes
bandejas experimentais foram usadas para os bioensaios de BCzSi. Analise
estatistica foi usada para compensar a variagdo entre e dentro de
experimentos. Experimentos com as maiores incidéncias médias de doenga
foram os mais informativos para medir crescimento de lesdo enquanto que
experimentos com uma incidéncia de doenga mais moderada foram mais
informativos. Incidéncia de doengca e crescimento de lesdo sdo
caracteristicas independentes, uma vez que nenhuma correlagdo linear entre
as duas caracteristicas pode ser observada.

Loci de caracteristicas quantitativas para resisténcia contra B.
cinerea em tomate foram identificados na F2. Estes QTLs identificados foram
confirmados em popula¢des BCzSi e explicaram 46% e 33% da variagdo
parental para incidéncia de doenga e crescimento de lesdo, respectivamente.
Estes resultados sugerem que nem todos os QTLs conferindo resisténcia para
B. cinerea foram detectados na populagio original de mapeamento de F2. Em
ambas popula¢des BCzSi foram encontradas plantas com niveis maiores de
resisténcia que o ancestral resistente LYC 4/78. Isto ¢ indicativo da presenga
de loci adicionais de resisténcia segregando na populagcdo BCzSi. Uma
segregacdo adicional de resisténcia foi surpreendente porque poderia ser
esperado que partes ja grandes do genoma das duas populagdes BC2Si fossem

Moneymaker hoinozigotas.
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3.10 Confirmagdo de efeito de QTLs individuais em condigcdes de casa de
vegetagdo

Plantas contendo qualquer dos QTLs descrito acima foram
colocadas em um ancestral S. lycopersicum usando o método descrito em
Figura 2. Linhagens BC2S2 foram colocadas na casa de vegetacdo em solo e
cultivadas em condi¢Bes de pratica padrdo na Holanda. Depois de 3 meses
plantas foram inoculadas colocando um disco de agar contendo Botrytis em
uma lesdo no caule principal. A lesdo foi subseqiientemente fechada usando
Parafilm®. Trés semanas depois de inoculagdo comprimento de lesdo de
caule foi medido (em cm) (Para mais detalhes veja abaixo). Resultados sio
listados em Tabela 7. Claramente, linhagens contendo o QTL para
crescimento de lesdo mostram uma extrema redugdo em tamanho de lesdo.
Tabela 7: Comprimento médio de lesdo de caule de lesdes de Botrytis cinerea
em plantas adultas de S. habrochaites acesso LYC 4/78 e S. habrochaites LA

1777, trés semanas depois de inoculagdo.

Linha- Repeti- Compr. da Desvio Ancestral Comentarios/QTL
gem cio lesdo de caule padrio
médio (cm)

21 ax*¥ 4,2 1,1 GT Controle suscetivel

21 b 3,6 0,9 GT Controle suscetivel

22 a 3,0 0,0 Durintha Controle parcialmente resistente

22 b 5,0 2,9 Durintha Controle parcialmente resistente

23 a 5,6 3,0 Tradiro Controle relativamente suscetivel

23 b 6,0 33 Tradiro Controle relativamente suscetivel

26 a 3,2 0,8 BChirs3 QTL-2h

26 b 2,6 0,9 BChirs3 QTL-2h

26 c 2,6 1,3 BChirs3 QTL-2h

26 d 3,2 2,2 BChirs3 QTL-2h

28 a 2,6 0,5 BChirs5 QTL-1h

28 b 2,0 0,0 BChirss QTL-1h

28 c 2,0 0,0 BChirs5 QTL-1h

28 d 2,0 0,0 BChirs5 QTL-1h

373 e 4,3 0,6 LA 1777 QTL-10 contendo fonte de WO02/085105

373 f 4.3 0,2 LA 1777 QTL-10 contendo fonte de W0O02/085105

374 e 4,8 0.6 BC chrs 10 Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

374 f 4,5 0,0 BC chrs 10  Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

375 e 4,2 0.3 BC chrs 10  Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

375 f 4,2 0,2 BC chrs 10 Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

376 e 43 0,3 BC chrs 10 Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

376 f 5,0 0,7 BC chrs 10 Linhagem de introgr. de S. lycopersicum X LA
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1777

377 e 4,2 0,3 BC chrs 10  Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

377 f 4,3 0,2 BC chrs 10  Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

378 e 4.8 0,2 BC chrs 10  Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

378 f 4,6 0,4 BC chrs 10 Linhagem de introgr. de S. lycopersicum x LA
1777

68 € 2,0 0,0 parvl QTL-3p + QTL-4p

68 f 2,0 0,0 parvl QTL-3p + QTL-4p

78 e 2,0 0,0 parv2 QTL-9p + QTL-4p

78 £ 2,0 0,0 parv2 QTL-9p + QTL-4p

***) a, b, ¢ e d sdo repetigdes através das quais cada repeti¢do representa 5 plantas; € e f
sdo repeti¢des através das quais cada repeti¢do representa 3 plantas; GT € Moneyberg com
resisténcia a TMV; Durintha é um hibrido com resisténcia parcial de acordo com
cultivadores; Tradiro é um hibrido, susceptivel a Botrytis de acordo com cultivadores;
BChirs indica linhagens de retrocruzamento resultando de introgressdes de S. habrochaites
LYC 4/78; LA 1777 ¢é acesso de espécie selvagem S. habrochaites LA 1777; BC chrs 10
indica linhagens de retrocruzamento com introgressdo em cromossoma 10 de S.
habrochaites LA 1777; parv indica linhagens resultando de introgressdes de S. neorickii.

3.11. O nivel de resisténcia a Botrytis conferido por QTLs de S. habrochaites
LYC 4/ 78 é maior do que o nivel de resisténcia conferido por QTLs de S.
habrochaites LA 1777 em cromossoma 10.

O nivel de resisténcia em plantas contendo os QTLs de S.
habrochaites LYC 4/78 descritos neste lugar foi comparado com aquele de S.
habrochaites 1.A1777, a fonte de Patente Internacional 02/085105 que contém
um QTL para resisténcia parcial a Biotrytis em cromossoma 10, e com
linhagens de introgressdo derivadas a partir desta com introgressGes em
cromossoma 10.

Linhagens foram colocadas na casa de vegetagcdo em solo e
cultivadas em condi¢des de prética padrdo na Holanda. Depois de 3 meses
plantas foram inoculadas colocando um disco de agar de 0,5 cm x 0,5 cm
contendo Botrytis em uma lesio vertical de caule de 2 cm de comprimento no
caule principal. A lesdo foi subseqiientemente fechada usando Parafilm®.
Trés semanas depois de inoculagdo comprimento de lesdo de caule
(comprimento de tecido descolorido semeado com crescimento fungico) foi
medido (em cm) do topo da lesdo ao fundo da lesdo. Resultados sdo listados

em Tabela 7. Foi observado que linhagens contendo os QTLs de S.
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habrochaites LYC 4/78 mostraram um maior nivel de resisténcia a Botrytis
do que a LA 1777 fonte e linhagens IL. Linhagens ancestrais mostraram
menos crescimento de lesdo no caule e portanto exibiram um maior nivel de
resisténcia a Botrytis do que as linhagens derivadas de LA 1777 (Veja Tabela
7). Onde um comprimento de lesdo de 2,0 cm é registrado, apenas a lesdo
original pode ser medida e nenhum crescimento fungico foi observado, o que
indica um alto nivel de resisténcia. Assim, a comprimento de lesdo de caule
de 2 cm indica auséncia de crescimento liquido.
Exemplo 4. Mapeamento de resisténcia parcial a Botrytis cinerea em uma
populagdo interespecifica de tomate (S. lycowersicum cv Monevmaker x S.
habrochaites acesso LYC 4/78)
Introducio.

A fim de contribuir para um processo de melhoramento mais
efetivo, envolvendo a sele¢do de plantas parentais candidatas tendo a
constitui¢io genética apropriada, é necessario ter a disposi¢do de alguém um
ou mais marcadores genéticos que indicam a presenca de tal constituigdo
genética em pelo menos uma das plantas parentais candidatas. Este processo,
o que inclui cruzamento das plantas selecionadas e ¢ denominado selegédo
auxiliada por marcador (MAS), transfere eficientemente alelos parentais
favoraveis de uma populagdo doadora para uma receptora € assegura que O
melhoramento nfo seja mais dependente de coincidéncia seja
economicamente muito mais efetivo em termos de custos de
desenvolvimento.

Resisténcia a B. cinerea foi identificada no acesso selvagem
Solanum habrochaites LYC 4/78 (Urbasch, 1986; Exemplo 1). Para estudar a
genética por tras desta resisténcia, uma populagdo de mapeamento F2 (n=174)
do cruzamento entre S. lycopersicum cv. Moneymaker e S. habrochaites LYC
4/78 foi desenvolvida (veja Exemplo 3). Inicialmente, dois QTLs para

resisténcia a B. cinerea foram identificados no estudo de mapeamento de F2
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(QTL-1h e QTL-2h como descrito acima). Depois um terceiro QTL (QTL-
4hA) foi detectado em progénie BCzSi segregantes, um QTL cujo efeito s6
pode ser observado na auséncia de QTL-2h. Usando uma analise ANOVA de
2 vias uma interago epistatica significante entre ambos QTLs foi identificada
no conjunto de dados de F2. Algumas classes genotipicas sdo representadas
em uma baixa freqiiéncia e portanto grandes populagdes F, s@o necessarias
para detectar interagdes de QTL (Tanksley 1993). Em populagdo F, de
requerentes, trés plantas foram S. lycopersicurn homozigotas para QTL-1h e
QTL-2h enquanto que 12 plantas foram S. habrochaites homozigotas para
ambos. Usando uma ANOVA de 2 vias, uma intera¢do significante foi
detectada entre ambos loci. Analise de observa¢des médias de cada uma das
classes mostrou que quando QTL2 é S. habrochaites homozigotamente nédo
existe nenhum efeito adicional de QTL-4bA.

Uma desvantagem de mapeamento de QTL em populagdes
interespecificas F2 segregantes é a ampla variagdo de fenotipos que
facilmente mimetiza QTLs com efeitos secundarios. Outra desvantagem € a
incapacidade de fazer testes repetidos pois cada planta F2 é um genoétipo
Unico. Alternativamente, uma biblioteca genética consistindo de um conjunto
de linhagens de introgressio (IL) pode ser usada para propositos de
mapeamento. Cada IL idealmente abriga um Unico segmento cromossdmico
definido que se origina da espécie doadora em uma constitui¢do genética de
outra maneira uniforme (Zamir 2001). Tais linhagens tém uma capacidade
aumentada de identificar QTLs por causa de: I) varia¢do fenotipica entre a
linhagem e a cultivar de controle esta associada com o segmento introgredido;
11) cada linhagem contém principalmente mais do que 95% do genoma
parental cultivado recorrente e efeitos quantitativos secundarios podem ser
facilmente identificados por comparagdo com o genitor recorrente; 111)
efeitos epistaticos causados por outras regides do genoma selvagem néo estdo

presentes. Intera¢des epistaticas negativas pode assim levar a identificagdo de
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novos QTLs (Eshed et al. 1995); IV) cada linhagem é homozigota e imortal e
assim permitindo multipla verificagio (em multiplos ambiente) e V)
problemas de esterilidade sfo praticamente ausentes devido ao fato de que a
constitui¢do genética de cada linhagem ser amplamente idéntica a variedade
cultivada.

A primeira populagdo de IL ja desenvolvida data de 1965
(Wehrhahn et al.), a maioria das populagdes de IL foram desenvolvidas
durante a ultima década. Além de tomate, populagdes de IL foram
desenvolvidas para cevada (von Korff et al. 2004), repolho (Ramsay et al.
1996), alface (Jeuken et al. 2004), meldo (Eduardo et al. 2005), arroz (Lin et
al. 1998) e trigo (Pestsova et al. 2001). Todas estas populagdes de IL foram
desenvolvidas usando sele¢do auxiliada por marcador (MAS), mas diferentes
estratégias indicadas pelos diferentes numeros de retrocruzamentos e geragdes
de endogamia para obter as populagdes de IL foram usadas. Uma segunda
diferenca na estratégia foi a escolha de qual sistema marcador (i.e. que tipo de
marcadores) foi usado para desenvolver a populagdo de IL. Quatro das
popula¢des mencionadas acima foram desenvolvidas usando marcadores SSR.

Dentro de Solanum, ILs foram desenvolvidas para Solanum
pennellii LA716 (Eshed et al. 1994), S. habrochaites LA1777 (1Monforte et
al. 2000a) e Solanum Ilycopersicoides 1.A2951 (Canady et al. 2005). Tais
populagdes mostraram ser extremamente uteis na identificacdo de
caracteristicas quantitativas (Eshed et al. 1995; Rousseaux et al. 2005),
mapeamento fino de QTLs (Fridman et al. 2004; Monforte et al. 2001;
Monforte et al. 2000b) e clonagem de QTL (F'rary et al. 2000; Fridman et al.
2000; Ku et al. 2001).

Atualmente, uma populagio de S. habrochaites LA1777 IL
existe em um S. lycopersicum E6203 de crescimento determinado (Monforte
et al. 2000a).

Neste Exemplo € descrito o desenvolvimento de uma segunda
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populagdo de IL de S.habrochaites, agora baseada em introgressdes de S.
habrochaites LYC 4/78 no ancestral do tomate cultivado de crescimento
indeterminado S. lycopersicum cv. Moneymaker, ¢ o uso das linhagens na
identificagdo de QTLs para resisténcia a B. cinerea.
Material & Métodos
Material vegetal e desenvolvimento das ILs

Um cruzamento interespecifico entre S. [lycopersicum cv.
Moneymaker (daqui por diante referido como SL) e S. habrochaites LYC
4/78 (daqui por diante referido como SH; grupo de sementes de 1978) foi
feito para produzir sementes F1. Sementes de SH foram obtidas a partir do
banco de genes localizado no Institute for Plant Genetics and Crop plant
research, Gatersleben, Alemanha. Uma planta F1 foi autopolinizada para
obter sementes F2 e retrocruzada com SL para obter sementes BCi. As
sementes F2 foram inicialmente usadas para a construgdo do mapa de ligagdo
genética. As sementes BCI foram usadas para desenvolver as ILs (Figura 6).
Analise de marcador

DNA gendmico foi isolado de duas folhas jovens (enroladas)
usando um protocolo baseado em CTAB de acordo com Steward et al. (1993),
ajustado para isolamento de DNA de alta velocidade usando tubos micronicos de
um ml (Micronic BV, Lelystad, The Netherlands) e triturado usando um agitador
Retsch 300 mm em velocidade méxima (Retsch BV, Ochten, The Netherlands).

Andlise AFLPTM (Vos et al. 1995) de cada retrocruzamento e
IL foi feita e os fragmentos AF'LP foram redissolvidos em um seqiienciador
de DNA LI-COR 4200, essencialmente seguindo o método publicado por
Myburg (2001). O iniciador seletivo Pst foi marcado com um marcador
fluorescente IRD700 ou IRD 800. Imagens de gel de AFLP foram marcadas
usando o pacote de aplicativo computacional AFLP-Quantar™ Pro
(http://www .keygene-products.com). Seqiiéncias de iniciador e adaptador sdo

descritas por Bai et al (2003).
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Conjuntos de iniciadores CAPS foram obtidos a partir do
"Solanaceae Genomics Website" (ht ti3://snn.cornell.edu) ou concebidos em
seqiiéncias de clones gendmicos ou de cDNA disponiveis a partir da mesma
fonte. Polimorfismos entre S. habrochaites e S. Ilycopersicum foram
determinados usando a abordagem de digestdio de CAPS descrita por
Brugmans et al (2003). Seqiiéncias marcadoras, condicdes de PCR, e
endonucleases de restri¢do especificas usadas para gendtipo sdo apresentadas
em tabela 30. Produtos de PCR geralmente foram separados usando um gel de
agarose a 2,5%. Em Tabela 31 os diferentes produtos de digestdo que
discriminam entre S. lycopersicum e S. habrochaites sdo indicados para cada
um dos marcadores de Tabela 30 encontrados nos QTLs de interesse.
Gendtipo grdfico

Gendtipos graficos para cada retrocruzamento e as ILs foram
obtidos usando o programa de aplicativo computacional GGT (van Berloo,
1999). Para o célculo de tamanho de introgressdo e porcentagens de genoma,
os meio-intervalos flanqueando um locus de marcador foram considerados
como sendo da mesma introgressdo que implementada pelo aplicativo
computacional GGT. Dados ausentes de marcadores foram estimados a partir
dos marcadores flanqueadores; eles foram assumidos como tendo o mesmo
gendtipo dos dois marcadores flanqueadores, se estes tivessem genotipos
idénticos. Se os dois marcadores flanqueadores tivessem genotipos
contrastantes, entdo os dados foram registrados como ausentes.
Avaliagdes de doenga

Para verificar resisténcia, 16 blocos aleatorizados incompletos
foram usados com um total de 11 replicagdes para cada IL. Cada bloco
conteve pelo menos duas plantas SE e uma planta de S. lycopersicum cv.
Durinta. Durinta € uma cultivar comercial que produz tomates conduzidos
com um cacho com uma longa expectativa de vida e apresenta um certo (mas

ndo alto) nivel de resisténcia. Seis semanas depois de semeadura, plantas
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foram transplantadas para compartimentos vivos do solo e cultivadas em um
regime de 15 graus a noite/19 graus durante o dia e um fotoperiodo de 16
horas. Depois de 11 semanas, duas lesdes de aproximadamente 15 mm foram
cortadas no caule de cada planta usando uma faca de cozinha. Cada lesdo foi
inoculada com um tampdo de 1 cm2 de B. cinerea B05.10 contendo agar
(Benito et al (1998)), e fechado com fita. Uma segunda inoculagdo foi
realizada duas semanas depois. Durante o teste, plantas foram regadas no fim
da tarde para manter um clima imido durante a noite. Progresso de doenga foi
medido 9, 12 e 22 dias depois de inoculagdo usando um compasso de calibre.
O progresso de doenga foi descrito de acordo com os seguintes parametros:
tamanho de lesdo corrigido (LS) depois de 12 dias (i.e., o comprimento total
da lesdo menos 15 mm da lesdo), porcentagem de lesdes crescentes (DI), €
taxa de crescimento de lesdo expressa como a diferenca em tamanho de lesdo
corrigido medido em dias 9 e 12 e expressa em mm/dia (LG).
Andlise estatistica

Andlise estatistica foi realizada usando o pacote de aplicativo
computacional SPSS 12.0 (SPSS Inc, Chicago, U.S.A.). Usando o procedimento
de modelo linearizado geral (GLM), médias para cada IL / caracteristica foram
estimadas. Valores médios das caracteristicas medidas foram comparados com o
gendtipo de controle SL usando um teste de Dunnett (Dunnett, 1955) e
probabilidades menores do que 0,05 foram consideradas como significantes. Para
analisar LG e LS, uma transformac¢fo de raiz quadrada foi aplicada aos dados de
ambas as caracteristicas. Correlagdes entre caracteristicas foram calculadas usando
um coeficiente de correlagdo de Pearson.
Resultados
Populagdo de IL

Uma populagdo de linhagem de introgressdo (IL) de S.
habrochaites LYC 4/78 (SH) na constituicdo genética de S. lycopersicum cv.

Moneymaker (SL) foi desenvolvida. Uma planta F1 derivada do cruzamento
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entre SL e SH foi retrocruzada com SL (Figura 6).

Subseqiientemente um conjunto aleatério de 14 plantas BCi foi
retrocruzado com SL para obter uma progénie BC2 (n=59). Todas as plantas BC2
foram genotipadas e um conjunto selecionado foi retrocruzado com SL. Este
conjunto foi escolhido de uma maneira tal que as introgressdes combinadas
cobriram tanto quanto possivel do genoma SH enquanto selecionando
recombinantes de uma maneira tal que cada cromossoma exogeno sera
representado por trés ILs. Este processo de selegdo e retrocruzamento foi repetido
até BCS5. 31 plantas BC5 selecionadas, principalmente contendo uma ou duas
introgress®es foram autopolinizadas. Até 12 plantas de cada uma das 31 familias de
BC;S, foram autopolinizadas e monitoradas com marcadores AFLP para obter uma
progénie BCsS, (n=44) homozigota para a introgressdo. Os marcadores das 44 ILs
foram monitorados mais uma vez e um conjunto central de 30 ILs foi escolhido.
Este conjunto central representa a cobertura maxima do genoma SH em tdo poucas
ILs quanto possivel (Figura 7). O conjunto central consiste de 15 ILs abrigando
uma unica introgressdo, 10 ILs contendo duas introgressdes, 4 ILs contendo trés
introgressdes enquanto que uma IL ainda conteve quatro introgressGes
homozigotas. Em média cada IL conteve 60 cM (= 5,2 %) do genoma SH e o
comprimento das introgressdes variaram entre 20 (1,7%) e 122 cM (10,6%). A
populacdo de IL da invengdo cobre 95% do comprimento do mapa de ligagdo
original de F,. Entretanto, sabe-se que este mapa de ligagdo de F2 néo estd cobrindo
completamente o genoma. Isto € ilustrado por analise CAPS adicional em
cromossomas 3 (topo do brago curto), 4 (topo do brago curto), 5 (brago longo) e 9
(topo do brago curto) onde marcadores CAPS revelaram introgressdes sem nenhum
marcador no AFLP baseado no mapa de ligagdo de F2. O tamanho das mesmas
introgressdes foi estimado baseado no mapa RFLP de alta densidade (Tanksley et
al. 1992; http://www.sgn.cornell.edu). Uma vez que nenhum monitoramento prévio
foi aplicado ao topo de Cromossoma 3 a IL para esta regifo € heterozigota. Plantas,

selecionadas para serem homozigotas $H para IL5-1 e 5-2 falharam no
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estabelecimento de sementes portanto estas linhagens foram mantidas em seu
estado heterozigoto. Nenhuma IL contendo o topo do brago curto de Cromossoma 8
e o fundo do brago longo de Cromossoma 2 esteve presente. Introgressdes, no topo
do brago curto de Cromossoma 7 e 9 estdo presentes em multiplas ILs. Selecio para
o topo de Cromossoma 9 foi possivel apenas depois de desenvolvimento de
marcadores CAPS especificos para esta regido.
Avaliagbes de doenga

A populagdo de 30 ILs foi cultivada em onze replicatas em um
modelo de bloco aleatorizado incompleto, inoculada e avaliada para sintomas
de doenga. Um conjunto de controles claramente resistentes e susceptiveis foi
incluido no teste. Em 9, 12 e 22 dias depois de inoculacdo o progresso de
doenga foi medido e avaliado pontuando os seguintes trés parametros: Chance
de infec¢Bes crescentes, ou incidéncia de doenga (DI), tamanho corrigido da
lesdo crescente (LS) e taxa de crescimento de lesdo (LG). O ancestral
resistente SH dificilmente mostrou qualquer sintoma (Tabela 8, Tabela 9)
enquanto que 73% das lesGes SL foram crescentes.
Tabela 8: Observagdes fenotipicas médias para LS, LG e DI das ILs mais
resistentes e linhagens de controle. Médias de cada IL por caracteristica
(Tabela 9) foram comparadas com a média de S. Ilycopersicurn cv
Moneymaker (SL) usando um teste de Dunnett e diferengas significantes sdo

marcadas com * ou ** (P<0,05, P<0,01, respectivamente).

IL N Tamanho da lesdo corrigido® Crescimento da lesdo * (mm/diay) Lesdes crescente
(mm) LG (%)
LS DI
1-3/] 29 30 ** 1,7 ** 45+9,1 *k
3-3
1-4 | 44 34 2,4 * 37+6,4 **
2-2 | 44 26 * 2,8 37+£6,5 **
4-1 | 44 26 ** 2,5 * 4164 **
6-1 | 44 44 3,6 49+ 6,5
9-2 | 44 33 3,1 49+ 6,4
11-2 | 44 33 * 3,2 34+6,4 *k
12-3 | 24 21 ** 2,3 24 £ 8,6 **
SL 156 46 4,6 73 +£4,0
SH 44 3+64 *ok
DRSS 39 20 * ND° 15£6,9  **
Durinta | 68 29 s 2.3 % 42 +5,5 *x

® primeira observagdo de uma lesdo mensuravel foi depois de 12 dias. ®, Ndo determinado
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Tabela 9: Observagdes fenotipicas médias estimadas para LS, LG ¢ DI. A

tabela é ordenada em DI. Médias de cada IL por caracteristica foram

comparadas com a média de S. lycopersicum cv. Moneymaker (SL) usando

um teste de Dunnett e diferengas significantes sdo marcadas com * ou **

5  (p<0,05, p<0,01 respectivamente).

IL N Tamanho da lesdio corrigido * Crescimento da lesdo * (mm/dia) Lesdes crescentes (%)
(mm) LG DI
LS
12-3 24 21 ** 23 24+ 86 **
11-2 44 33 * 32 34+ 64 *x
1-4 44 34 2,4 * 37+6,4 **
2-2 44 26 * 2,8 37+6,5 *x
4-1 44 26 % 2,5 * 41+6,4 **
2-1 44 30 * 3,0 41+64 **
1-3/ 29 30 ** 1,7 ** 45+9.1 **
3-3
4-2 42 33 3.8 45+6,7 *
3-2 44 35 42 46+ 6,5 *
3-1 43 41 2,8 * 47+ 6,6
1-2 40 33 34 47+6,7
11-1/ 44 36 43 48+ 6,5 *
9-3
9-2 44 33 3,1 49+ 6,4 *
6-1 44 44 3,6 49+ 6,5 *
7-1 44 35 3,1 50+6,4
4-3 20 29 2.8 51+9,6
12-1 44 35 4,7 51+6,4
12-2 43 37 4,0 52+6,4
6-2/7- 44 39 3,7 55+6,3
2
2-3 44 44 3,5 58+6,5
8-3 44 43 3,9 590+6,5
10-1 43 47 43 60+ 6,6
5-1 44 53 4.8 61+6,6
10-2 44 49 44 62+6,5
1-1 41 56 59 65+6,7
9-1 44 34 * 3,0 * 69+6,5
5-2 43 64 5,4 69+ 6,6
10-3 44 53 4,7 70+ 6,4
104 44 47 4.8 76 + 6,6
6-3 44 49 4,6 79+6,5
SL 156 46 4,6 73+4,0
SH 44 3+64 *k
DRS5 39 20 * ND® 15+6,9 *x
Durinta 68 29 *¥ 2,3 ol 42+55 *x

Dentro da popula¢do de IL 14 ILs foram identificadas com

sintomas reduzidos de doenga (Tabela 9). Um total de 12 ILs mostrou um DI

menor significante. Sete tiveram LS significantemente reduzido e cinco um

LG menor significante. 1L4-1 e IL 1-313-3 mostraram uma redugdo

10  significante de todos os trés parametros (DI, LG e LS). Nas ILs inferiores

significantes para DI a variagdo em porcentagem de lesdes crescentes foi de

24 - 49%. LS e LG variaram para as ILs significantemente desviantes entre

21-34 mm e 1,7-3,0 mm/dia respectivamente. O controle S. lycopersicum cv.
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Durinta, com um certo nivel de resisténcia, também foi significantemente
menor para todos os trés parAmetros e a resisténcia em cada uma das sete ILs
identificadas é mais ou menos comparavel a este nivel. Em experimentos
prévios um geno6tipo BC2S2 muito resistente foi selecionado @RS 5, veja
Tabelas 8 e 9). Esta linhagem contém trés introgressdes homozigotas
representando no total 18% do genoma SH (Figura 7). Esta linhagem foi a
linhagem mais resistente no teste descrito acima. Ela teve uma DI
significantemente menor (15 %) e o LS também foi significantemente
reduzido. Comparado com S. lycopersicum cv. Durinta, a DI 2,8 vezes
reduzida desta linhagem é significantemente menor mostrando o potencial de
piramidiza¢do multiplos alelos conferindo resisténcia para B. cinerea.

Efeito de sobrepor introgressoes

Ao analisar as vdrias introgressdes presentes em linhagens IL
individuais (Figura 7) e comparando estas com seus efeitos individuais em
resisténcia como mostrado em Tabela 9, alguém pode inferir os efeitos de
sobreposi¢do. Como pode ser visto em linhagens 9-1, 9-2, 11-2 ¢ 12-3 a
sobreposic¢do de introgressdes pode ter efeito.

Por exemplo, € concluido que a introgressdo em cromossoma 6
em linhagem 9-2 nfo tem nenhum efeito, uma vez que uma introgresséo
idéntica em linhagem IL6-3 ndo fornece nenhuma resisténcia.

Da mesma maneira, uma introgressio em cromossoma 7 em
linhagem 11-2 ndo tem nenhum efeito (compare a linhagem 7-1 e 8-2).

Os dois padrdes de resisténcia (DI e LS) como presentes em
11-2 ndo sdo o resultado da introgressdo em cromossoma 11 apenas. A
reducio em tamanho de lesdo (LS) nesta linhagem pode ser devido a uma
introgressdo de cromossoma 9 (compare introgressdes similares em 9- 1 ao
passo que uma redugdo em incidéncia de doenga nunca € encontrada em
associacdo com a introgressdo de 9-1 apenas. Portanto, a reduc¢do em

incidéncia de doenca deve ser devido a introgressdo de cromossoma 11.



10

15

20

25

82

Assim, em linhagem 11-2 a resisténcia total é o resultado de varias
introgressoes.

Similarmente, % reduzida de lesdes crescentes em linhagem
12-3 comparada com linhagem 9-1 pode ser devido a introgressdo em
cromossoma 12, ao passo que o tamanho de lesdo correto reduzido pode ser
devido a introgressdo de cromossoma 9. Portanto, também aqui a presenca
combinada de multiplas introgressdes resulta em resisténcia melhorada.
Dados de ligagdo entre IL e doenga

Usando um bioensaio de casa de vegetagdo foi identificado um
conjunto de ILs contendo introgressdes responsaveis por uma resisténcia
aumentada a B. cinerea. Trés regides, localizadas em cromossoma 2,4 € 6
inequivocamente contém um(uns) gene(s) para resisténcia aumentada. As
outras ILs contém multiplas introgressdes tornando mais dificil detalhar
exatamente os genes de resisténcia. IL9-2 contém introgressbes em
cromossoma 6 € 9. A introgressdo em cromossoma 6 em IL9-2 ¢ similar a
introgressio de Cromossoma 6 em IL6-3, uma IL tdo susceptivel quanto SL.
Assim, é esperado que o efeito de IL9-2 seja causado pela introgressdo em
cromossoma 9 e nio em cromossoma 6. IL11-2 contém uma introgressdo em
cromossoma 9 menor do que presente em IL9-1. Portanto, € esperado que a
DI reduzida seja causada por um locus em cromossoma 11. As duas ILs 1-4
12-3 contém introgressdes sobrepondo a introgressdo de Cromossoma 9 de
IL9-2. Apenas IL12-3 € significantemente mais resistente do que IL9-2
sugerindo um efeito combinado das introgressdes em cromossoma 9 e 12.
Uma vez que, ILs 1-4 e 11-2 ndo sdo significantemente mais resistentes do
que IL9-2 ndo se pode excluir que resisténcia dentro das mesmas duas
linhagens € o resultado da introgressdo de Cromossoma 9.

Resumindo, foram identificadas introgressdes localizadas em
cromossoma 1, 2, 4 (2x), 6, 9, 11 e 12 que sdo responsdveis por uma

resisténcia aumentada a B, cinerea. Os efeitos em cromossoma 2 € um em
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cromossoma 4 foram previamente detectados durante andlise de F2 e
populagdes de BCzSi segregantes deste cruzamento (veja Exemplos 1-3).
Segregagdo na F2 de loci identificados

Para todas as regides, nas quais uma associa¢do € encontrada
entre a introgressdo e uma resisténcia aumentada a B. cinerea, o conjunto de
dados original de F2 foi verificado para encontrar uma explicagcdo possivel
por que o QTL inicialmente foi perdido. Tanto obligiiidade dos dados de
marcadores como resultados da analise QTL foram verificados. Introgressdes
em cromossoma 1 (1:6:6), Cromossoma 2 (1:3:2) e Cromossoma 9 (1:6) foram
significantemente desviantes das proporgdes esperadas de 1:2: 1 ou 1:3. Para
todas as trés regides, uma auséncia de alelos homozigotos de S. lycopersicum
é observada. Dados de analise QTL tanto para mapeamento de intervalo como
andlise de marcador Unico usando um procedimento de Kruskal-Wallis foram
verificados mas nenhuma evidéncia foi encontrada sobre a existéncia de um
QTL significante no conjunto de dados da populagdo F2 em cromossoma 6, 9,
11el12.

Seqiiéncias marcadoras como usado neste lugar.

As Tabelas seguintes fornecem informagdo detalhada sobre
varios marcadores RFLP e COS-I1 como indicado nos varios mapas de
ligacdo e como indicado para associagdo com os QTLs da presente invengao.
A informacio foi diretamente copiada a partir do banco de dados de SOL
Genomic Network (SGN) hospedado em Cornell University, versdo de 7 de
Outubro de 2005.

Tabela 10

Marcador TG609 RFLP
Informacao RFLO

Nome: TG609

Tamanho do inserto: 1900

Vetor: pGEM4Z
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Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

GAGACAGCTTGCATGCCTGCAGAGGTGATAAATTCACCAAGGTTTCATATTTAGGAAACAAG

AAAATTAAAAGATCATTAACACAGATGA
AAGGATATGACTAGGAGGCAATGACTGATCTTTGACTATCAAATACTTCTCAGGGAAACAAT

GTGAATGGGCTTTTACATGCAGAGATAT
TGATTGTGATCATGTTGAAGAACTTAGGAAACATGAAATTAAATGATCATTAACACTGATGC

AAGGATATGCCAAGTAGGCAAGCAAATT
AAGGTTGAACATAAATGTCTGTGATCTTTGACTATCAAATATCTTCTCAGAAAAAAAAATGT

GAATGCTCATTTACATGCAGAGATGGCT
ATTGTGATCATGTGGCTCAGCCTTGAGTCTATATTGAGGTGCAGACAACATAGTCCCTAACC

ACATGTGTGATCAAGCAACTTTTTTGAT
GTCCACAGGGTTATAAGTAGGCAACATTTAAGCAAGAAAAAACACAGGATCACTATTGAGT

CAGCTGCTGTTGCCTGT
Seqiiéncia reversa

GGAGACAAGCTTGCATGCCTGCAGAGGTGATAAATTCACCAAGGTTTCATATTTAGGAAACA

AGAAAATTAAAAGATCATTAACACAGAT
GAAAGGATATGACTAGTAGGCAATGACTGATCTTTGACTATCAAATACTTCTCAGGGAAACA

ATGTGAATGGGCTTTTACATGCAGAGAT
ATTGATTGTGATCATGTTGAAGAACTTAGGAAACATGAAATTAAATGATCATTAACACTGAT

GCAAGGATATGCCAAGTAGGCAAGCAAA
TTAAGGTTGAACATAAATGTCTGTGATCTTTGACTATCAAATATCTTCTCAGAAAAAAAAAT

GTGAATGCTCATTTACATGCAGAGATGG
CTATTGTGATCATGTGGCTCAGCCTTGAGTCTATATTGAGGTGCAGACAACATAGTCCCTAA

CCACATGTGTGATCAAGCAACTTTTTTG
ATGTCCACAGGTTTATAAGTAGGCAACATTTAAGCAAGAAAAAACACAGGATCACTATTGA

GTCAGCTGCTGTTGCCTGTTACTGAG
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Tabela 11

Marcador TG62 RFLP
Informaciao RFLP

Nome: TG62

Tamanho do inserto: 1800
Vetor: pUC

Sitio de corte: PST]1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

CAAAATGCTTCAGCTACTGGCTAAATGAAGTATGTTCTCAACATATTCACAAGCTTCTGTCT
TCGAAGCTCAAGAAGTGTCGGTATTATC
TGAATTAAATAGTAAAGCAAAGAGATGGTTTTATGTTTCTTAAGCAGCATTTCTTAGCTTAA

CGGCCCTCCAGATATATGGTGGACAAAA
TAGAATCCATTAGATATAACAAATGGGATTAGTATAATGATCTTTTACTTITGTTAGATGATC
ATACTAACAGATTGCAAGTTAATCATAT
CCAACATATTCTGTAGATATTTCACATTGGCTAGCATGAGGAAAGGTCATGTAGGAAATTG
AATAGAGTTCAATTTTGGGAAAAGTTGCA
TTGAAGAAGGTAACTTCAACAAACGTGTGAAAAAATCACATTTGAGTTGCCCGCTCACCAT
CGTGATTCCAGTACGAACTACTCAAAAAT
TTACTTTTGAGCCTTAAACATCATTTTAAGCCTTGAAAAGCTGCTTTTGAAAAGATCTAAGC
AAGAT

Seqiiéncia reversa

GGAGAATATTGTCACTCTATCAGATAGTTCAAAACTATCGGAGAATGAAATGGTCAATTCT
TCTCACAAGATATTCATGCCTAGTTGCAG
TGTCCGAATTAACATAACATGCTCAATTTTCATATCTTGCAGCAAAATTTATCATTGAAACT
CTCTGAGATGGAAACAGAGAACAAAGAC
CATATTGGAAAGCTTCAATCAGACATGCAGAAAAAGGAAGATGAGATTCATGTTTTACGC
AAGGAAATTGACAATTACACGGAAACAGTG
GATTCACTGGAGAAGCATGTTACAGAGATTAACAATAAATTGGAGGAGAAAGATCAGCTT
GTTCAGGAACTTCAGGACAAGGAGAAGCAG
TTGGAAGCTGACAGAGAAAAGGTTTTTACTACGGATACTTTTAGTTCTACAAATTCTATTA
TAACCAATACAATGTGTTCAAGTGACTAG
TGTTTTGCACCTTGTTGCAGATTCAGGCATCTTTGCTTGCTGCTGAAAGCAAGCTCACAGA
ATCCAAAAAGCAGTATGATCAGATGT
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Tabela 12

Marcador TG555 RFLP
Informacg¢iao RFLP

Nome: TG555

Tamanho do inserto: 1600
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

AATTCGGAGCTCACTGCTTCTAATCCTCAGTGAGACTTATTTTCTACATATTAAACAATAAGA
AATTTACGAAGGAATATTATAGACTGA
ATTCCTTGGTGACAAGTATCAAGACATCTTGACCAAGTTTAAAGTTTTGTAGTGGCAGTTCTT
TTAAGCTTTACTTGTGTGAGGTAGACA
TCAAGGAAGATAAGTAGCAGCTACTCTTCACGGAGCAGCCCATAGGACACTCAAATTCACT
ATTGCGAGGGTCAATCTACCAATTTATGG
AACGATACCAGTAAAGTCATTTTTATGTAAACATCAGACAGCTTTTGACTAAGCAGAGACAT
GAATAAGTTCTATTTGTTAGAAGTCGAA
GAGACAAATAAGTTAATTTCACCTATGCTATAAAAGAGGACTCTTATAGTTATAAATACAGT
ACATTTTATTAAGGGTTCTAATTGTTGA

CTATGATAGCAAGCATGCCGTACTAATT

Seqiiéncia reversa

ACATTTTGAGGAAGACAGGAGTTATGTATCGCCATCTGGTGTGCTCCAAGAACATGACAGAT
ATAAAAGACCGCGGGGTGCACCAGAGAA
ATGTTGCATTGGAGCATATTGAACATCATAGGCTCAATGGAATTGTTTACTTTGCAGATGAT
GATAATATCTACTCACTTGAGTTGTTTG
AGAGCATTAGATCGATCAAGTAAGTTGAGATTCATCAGTCTTGTTTACATGACTTGTCTTTGT
TTTGTCCTGCTGTGAGCATGTTCAGGA
TGATGTTATGTGCTTTATGTAGATGTTCAAGTCGATAATAGTGAATAGTCTAGAGCTATTTCA
CATATATTACAACTTCACTAACAAATT
CTTTTCCTGGTGTCCTCGGTTCATCACTCTTCATAGTTATAAGAATAACAGTTGTAGATTAGA
CCACTGGTCGTGTGATTTTTGGACTTA
ATTATTATCTCAATTCTTCCTCAAAATAGCAGTCCTTAGATTAGAAGCTGAGG



Tabela 13

Marcador CT50 RFLP
Informacao RFLP
Nome: CT50

Tamanho do inserto: 1600
Vetor: pPBLUESC

Sitio de corte: EcoR1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

CTTTTTTTTTTTTITTTATATATTGTGGTATAGATTATTATATAATAACAAGGTGAATTAACATG
AGAAATGAATAATTGTCACATTCTTG
TTCTGTCCATTTTCCAGTAGCGGCTAGTTGGAAAATTTGTTGTAACATGTAACACAGGCTGTC
CACATTCTACTCCAGAGAGAAAGTTGG
TAAGTAGTGGGGGCAAAAGATAGAGACCCCAATAGCTATCAATTCACTTTGTTGACAATCAA
GATTTGAGAAAAAAGATCAAAACTTTAC
CAACTTAGATAGCTCCATAATCAACTGTAGGTACAATTCTTTAGTGAAATTGCGGCGTTCAT
CTTCTGGGGACGAAGAGTAAGTAGACAA
TCAATTGTCTTGTAGAACTTGGGCTTTACCATTTTCCCTAGGACATAAGCTCTTGATCGAAGC
TTGAAGTTTAATTTTAGTGGCACTGGT

AATG

Seqiiéncia reversa

ITTTTTTTTTTTTTTAGCCAAAATGCATACAAAAACTGATTCAGAAGATACGAGCTTGGCTCC
TTCGTCGCCGGACAATAGAGGGCCGAC
GGCGTATTACGTTCAGAGTCCGTCACGTGATTCTCACGATGGCGAGAAGACAACGACGTCGT
TTCACTCTACTCCTGTTATCAGTCCCAT
GGGTTCTCCTCCTCACTCTCACTCATCCGTCGGCCGTCACTCCCGTGATTCCTCTTCCTCCAG
ATTCTCCGGCTCCCTCAAGCCTGGATC
TCAGAAGATTTTACCCGACGCCGCCGGAGGCGTCGGCGGCCGTCACCACCGCAAAGGGCAG
AAGCCCTGGAAGGAATGTGATGTTATTTG
AGGAAGAAGGACTACTTGAAGATGATAGATCCAGTAAATCTCTTCCACGTCGTTGCTATGTC
CTTGCTTTTTGTTGTTGGTTTCTTCGTC
CTTTTCTCCTTCTTTGCTCTCATCCTTTGGGGTGCTAGTCGACCTC
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Tabela 14
Marcador C2_Atl1g74970 COS-11
Experiéncias de mapeamento
Mapa: Tomate EXPEN 2000
Iniciador direto (5&apos;-3&apos;):
TCATCATCAACTATCGTGATGCTAAG
Iniciador reverso (5&apos;-3&apos;):
ACGCTTGCGAGCCTTCTTGAGAC
Temperatura: 55°C
Concentracio de Mg*%: 1.5 mM
Tamanhos de produtos PCR
LA716: 1000
LA925: 1000
Tamanhos da banda digerida (usando Alul)
LA716: 550
LA925: 850

Localizacdes mapeadas
Mapa Cromossoma Equivaléncia
Tomato-EXPEN 2000 4 109,7

Confidéncia
I
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Tabela 15
Marcador CT128 RFLP

Informacao RFLP

Nome: CT128

Tamanho do inserto: 700
Vetor: pBLUESC

Sitio de corte: EcoR1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

CTTTTTTTTTTTTTCAACACAAACAAAATTTCATTATATTGTCAGGTAGCACACTACATCTTTA
CACTGTCATCAAACGACCAGAGACTT
GAGAACGTTTTAAGAGATTCATTTTCCGGGGACAAAGTTTGTGGCGAAAGCCCAGGCATTGT
TGTTTACGGGGTCTGCAAGGTGGTCAGC
AAGGTTCTCCAATGGACCCTTTCCGGTGACAATAGCTTGAACAAAGAATCCAAACATAGAG
AACATAGCAAGTCTACCGTTCTTGATCTC
CTTTACCTTGAGCTCAGCAAATGCCTCTGGGTCTTCAGCAAGGCCTAATGGGTCGAAGCTGC

CACCAGGGTAGAGTGGGTCGACAACCTC
ACCAAGAGGTCCACCAGCAATACGGTATCCCTCAACAGCTCCCATCAACACAACTTGGCAA

GCCCAGATGGCCAAGATGCTTTGTGCATG
GACCAAGCTTGGGTTGCCCAAGTAGTCAA

Seqiiéncia reversa

CTGGTGATTACGGGTGGGATACCGCTGGACTTTCAGCAGACCCTGAAACTTTTGCCAAGAAC
CGTGAACTTGAGGTGATCCACTGCAGAT
GGGCTATGCTTGGTGCTCTTGGATGTGTCTTCCCTGAGCTCTTGGCCCGTAATGGTGTCAAGT
TCGGTGAGGCTGTGTGGTTCAAGGCCG
GATCCCAGATCTTCAGTGAAGGTGGACTTGACTACTTGGGCAACCCAAGCTTGGTCCATGCA
CAAAGCATCTTGGCCATCTGGGCTTGCC
AAGTTGTGTTGATGGGAGCTGTTGAGGGATACCGTATTGCTGGTGGGACCTCTTGGTGAGGT
TGTCGACCCACTCTACCCTGGTGGCAGC
TTCGACCCATTAGGCCTTGCTGAAGACCCAGAGGCATTTGCTGAGCTCAAGGTAAAGGAGAT
CAAGAACGGTAGACTTGCTATGTTCTCT
ATGTTTGGATTCTTTGTTCAAGCTATTGTCACCGGAAAGGGTCCA
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Tabela 16

Marcador TG599 RFLP
Informacio RFLP

Nome: TG599

Tamanho do inserto: 700
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

TGCTTTGAGACAGATGTCTCTCATTAAGTGACTGAAGCTTTCTTCTAGTTGGCTAGCATATTC
ATTTTCAGCATATAATCTGTATCATGA
ACAAAATTGCGACAGTATTGAATTTTTATTGTTGAATAGTCTTTTTATTATCCCCGAAGTTGA
GGGTGGAACTTACATTTTCTGTTGATC
CTTGCTTGCTGTTTTTGTAAACAAAAAAGCGTCACCCATTATTTTTCTTTTATTCTTTCTAGGT
TGGGACTAAGATTTTTTGAAATGAGA
AAGGTATTCGCTACCTTGAGGGCTGTGGTTGAAGTGATGGAGTATCTGAGCAAAGATGCAGC
TCCTGATGGTGTGGGAAGGCTTATAAAG
GAGGAGGGAGTATTTCCTTTCATTTCTTTGTATTTCCGTGTGTGTATAGTCCGGAACTGGTTC
CCTACTTATGAATTCTTTCATGGTTTG
GTCAATTGAGAAGGATCAAGAAATCTGATGCTACTTTATCATGGGAACTT

Seqiiéncia reversa

GCTTGCATGCCTGCAGAGTGGTCATACAATAAAAGGTAAAAATCAACATTCTTACCTCTGG
AAAGAAACCAATAGCATTGGTCAATGATG
CTGCCTCTAGAGGAACAATATTGTATGGTGCAAGTTCCCCTGATAAAGTAGCATCAGATTTC
TTGATCCTTCTCAACTGACCAAACCATG
AAAGAATTCATAAGTAGGGAACCAGTTCCGGACTATACACACACGGAAATACAAAGAAAT
GAAAGGAAATACTACCTCCTCCTTTATAAG
CCTTCCCACACCATCAGGAGCTGCATCTTTGCTCAGATACTCCATCACTTCAACCACAGCCC
TCAAGGTAGCGAATACCTTTCTCATTTC
AAAAAATCTTAGTCCCAACCTAGAAAGAATAAAAGAAAAATAATGGGTGACGCTTTTTTGT
TTACAAAAACAGCAAGCAAGGATCAACAG
AAAATCTAAGTTCCACCCTCAACTTCGGGGATAATAAAAAGACTATTCAACAATAAAAATT
CAATACTGTCGCAA



91

Tabela 17

Marcador TG10 RFLP
Informacao RFLP

Nome: TG10

Tamanho do inserto: 900
Vetor: pUC

Sitio de corte: EcoR1/HindIII
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

AACTCTGCTCTGCCAATAGTAGTCAGGCAGATCAAGATGCTCAAAATTTTCTATTTGAATTG
GAAGCATCAAGATGGTTCTTAGCATTTA
TTTTAGAAAGACTAACCATATTATCAAATAACCAGACTGAGACGCACACAAAAGTTTCCCTC
TATTATTTTTATAATGATGTGAAGATGC
TACATAATGAGTACACTTTGCCTTACTTTACTGCAGATGGACCTACCAGGCCCAAACGGACA |
TGTAGCTATGACAGAAGAGCAACCGCTA
TGAATGTCTCAAACTGTTGGCCTAGGCGATCAGCACAGATGATGAATCTGGAAGTACATTCC
AAGAAGGAAAGCTGGAGCGTGGGAACTA
ACCAGATGCAGGGGATGAATCCACACCTTTCAGTTGATCATCTGAAGGGAAAACTAAGAAT
TTTCATGAGAAAATGACTGGCTATTTTCA

ACTTTG

Seqiiéncia reversa

TTCAATGCATTTAAGCTCAAAAAAACAAAGCTGTAGGAAGGAGCATATTAGTAGCCTAACTC
TGCTCTGCCAATAATAGTTAAGCAGATC
AAGATGCTCAAAATTTTCTAATTGAATTGTTAGCATCAAGATGCTTCTTAGCATTTATTTTAG
AAAGATTAACCATATTATCAAATAACC
AGACAGAGACGCACACAAAAGTTTCAATCTATTATTTTTATAATGATGTGAAAATGCTACAT
AATGAGTACACTTTCCCTTACTTTACTG
CAGATGGACCTACCAGGCCCAAACGGTCATGTAGTTATGACAGAAGAACAACAGTATGAAT
TTCTCAAACTGTTGGCCAAGGTGATCAGC
AAAGATTATGAATTTGGAAGTACATTCCAAGAGGAAAGCTGGAGCATCGTAACTAACCAGA
TGCAGGGGATGAATCCACACCTTTCAGTT
GATCATCTGAAGGCAAAACTAAGAATTTTCATGAGAAAATACTGGTTATTTTCAACTTTGTT
GGCCAGACGAGGAGTCCAATGGGATAGA

AGGACTAACTCAATGACGTATG
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Tabela 18

Marcador TM2a ™
TM Information

Nome: TM2A

Old COS ID: T0899

Seqiiéncia

CNAGCTCGANNNACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGC
GGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGCTCCTCC
ATTGAAAAGGGAATCAAGTTTGCCAAAGAAAACTAAAAAAACAAAATTAT
GGTCTAGTTTTCTATAGTGACAGTTTTGGATCTTTTTGGGTCAATTGTTT
TTGTATCCTTTGCAAGTTTCTTGCAGCCGGAGGCTTAGATTTAGCTCTTT
TGATATTATACCCAACATTTCTACAAAATAATGTATGGCAAACTGGGGGC
CTATCCCATTTGCCTTAGTGTGGAGGTGTTATTCTCACATGAATCGTTTT
CCAATTATGGTTAGTAGCAGACAATTGATGCAAAATGAAGAAATGTTCAT
GACCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Localizacdes mapeadas
Mapa Cromossoma Equivaléncia Confidéncia
Tomate-EXPEN 2000 (TM2A) 9 50,5 1
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Tabela 19
Marcador TG551 RFLP

Informacao RFLP

Nome: TG551

Tamanho do inserto: 950
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

AATGAAGTTCAGTTGATAAGCTAAATGGTGGAAATACTAATTTITAATTGACAGTAACTTTGC
ATTTCAAGGTCCATACCAAAACATTTGC
TAACACCAGTTGCTTTGTCAACGAAAACCTTGGCACTCAAAACCCTACCAAAAGGCTGAAAT
GCATTTGCAAGCTCTTGATCACCAAATT
CTTGAGGAATATGGTAAATAAATAGATTAGCACCAGGTGGACCTGTAAACAGCAAAATCGT
TTTTGATAAGTACAGGTTTATTTCTACAT
GTTCAACTACCACTGCCAAGTACACTAGTTCAAGTGACATCTCCACCACTTAATTGCATAAA
GCTTTACCAACGACAAATATAACAAACT
TGTGCAAGTAATTTGAGTTCCTGTCTATACAGTCCAGAATCTCCATATGCTGCTCATCTCACA
ATGTTGGTTAAGGAAATTTGTCAAGTA

AAGTTCAA

Seqiiéncia reversa

CATCTTCAAGTGTCAGCTCAAGTACAGGGGGTCAGGTTGAAGGTTGTTGAACATTTATTTTG
TGACCTTTTTAGCTCTAGAATTTCTGTA
GCTAATCAAGTACAGTCCCATAACCTAGGGGCTGTTAGGGTTTTCTGCTGAATGAGGCTGCT
TGTCTTTATTTTGGTTAATTATTTTCTG
GAAATTGTTCCTCGTCATAGAGAATAGAAGTAGAAGAAGAAGAAGATAGTATAATCTATTA
TATTTGTTTTTTACTTAATTTATAAAGAT
TCCATAAATGCATGTGATCTTTGATCAATGATATCTTATACAAGTGTATCACTAGAATCTATT
ATATTTGGATTTACTTATTTTATATAG

GATTTCATAAACGCATGTGATC
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Tabela 20

Marcador T1405 COS

Informacio COS

Nome: T1405

Categoria MIPS: 1.05.01

Informacao EST

T1405 foi desenvolvido a partir do EST tragco TPTAR86TH.
Ortologia de Arabidopsis

Em pareamento: T1405 pareia melhor contra a Arabidopsis BAC
AC009243.3.

Em posiciao: 1.1490000

Em identidades: 0,677

Acertos de proteinas de Banco de Genes

Melhor acerto de protrinas de GenBank: AAF17692.1

Valor de E: 1.5e-67

Identidades: 0.677

Descricao

"similar a beta-1,4-xilosidase dbj|BAA24107[Arabidopsis thaliana]"
Localiza¢c6es mapeadas

Mapa Cromossoma Equivaléncia

Tomato-EXPEN 2000 4 77,00
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Tabela 21

Marcador CT173 RFLP
Informacao RFLP

Nome: CT173

Tamanho do inserto: 400
Vetor: pPBLUESC

Sitio de corte: EcoR1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

TTTTTTTTTTTAAAAATTCAAACTCCAATTATTTGCAGTATAAAACTACAGATACAAATCCCA
GTACATGGTTTGAGGCACGATAATAAG
GTGCTGATGAAATCCAAGACATGAGTTCACAATACATTACTGACCAATATATTTACAAAGAT
TAGGGTAATGGCAGTAAAATCGCTGATT
ACAGACAACATTCTTGGGATATATTTCATCTTAAAGATTAGGATTAGTAGTATGTGTGGCAG
TCACAGTAGAGACCATGGCATCAACTCC
GCAGATATTGTGACCCCTGCAGATCTTGTAATATCCGTGTTCTCCCCAAGTCTTTC

CCCAA

Seqiiéncia reversa

TTGGGGAAAGACTTGGGGAGAACACGGATATTACAAGATCTGCAGGGGTCACAATATCTGC
GGAGTTGATGCCATGGTCTCTACTGTGAC
TGCCACACATACTACTAATCCTAATCTTTAAGATGAAATATATCCCAAGAATGTTGTCTGTA
ATCAGCGATTTTACTGCCATTACCCTAA
TCTTTGTAAATATATTGGTCAGTAATGTATTGTGAACTCATGTCTTGGATTTCATCAGCACCT
TATTATCGTGCCTCAAACCATGTACTG
GGATTTGTATCTGTAGTTTTATACTGCAAATAATTGGAGTTTGAATTTTTAAAAAA

AAAAA

Tomato-EXPEN 2000 (S. lycopersicum LLA925 x S. pennellii LA716 type
F2.2000)
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Tabela 22

Marcador TG254 RFLP
Informacao RFLP

Nome: TG254

Tamanho do inserto: 2200
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

CTAGTTGGATTGAAACAATTGGGAATATAGTGTAGGAAGACTTCGGGGCAATTATCTGCTTT
CTTCTATATCAAACTGGGTCTATTGAAG
AATTACAAACTGGACCTTAAATCTTTTGCCAGTTTTTGTAAAATTGATAAACTTTTGATATTT
TATTATGGAAATTCAAAATATATCTTA
ATAGTAGCTTGTTAATTTATTTCAAGAGACCCTTTTCATTGTTCATAGTTCATTATCATCCCCT
TATCAGTAGTGCACCAAGGGTGTGAC
CTAGTGGTCAATTAAGTATGAATCATGAGTCTTAGACAGAAACACTAGGTGATTTTCTTCCA
TGTGTCCTAGCCTCTTAGGCTTGGTGGA
TAGAGGAGGTATCCTGTCTTTCCCCTTTCCAGAAATTCATAGCATTATTTTCTGTTCTTTATTG
ATAAATTATTCATTAGAACAGTTATT

AGAAATGTGGAACTGGTTGAGGTAGGCG

Seqii€ncia reversa

CAGAACAGAGAACATGTAAAGTTGTTCAACTAATGAGCATATTTAGAAAAACTTAGTGGCT
ATCAATAGTTGGCAATATGAAAACTAAGA
TAGTGTGGTCACCTGTTGATCAATTITCTTCTTCAATAGGCATCTTGTCAGCTTCCTCTTGTAA
CAAGGCTTTCATTTGTGACTTGAGAAT
ATATCCAGGAGGAAGTGCATGCCTGTAATGGCATTCTTTACCATTTGGACAGGCCCAGAACC
AACCGTACTGCTTTTTCTCCACAGCATC
CAAAAAGAATTTACATACCTGCATATAAACCAAATCATAAGCTTGATTTATGAAACGAGCA
CTGCATTCATGTTTGGCAATATTTGACTG
GAGGAGGAGTTTTAAAGGGGGAAATTAAGACTATAGACACATACACTAAATATGCATAAAA
CGCCAAAAGTACCCTGGTTTCCTATCCAG
TTAAGGCAACAGTAGCAGAAAATGAGTGTTGTAATGAGTCAAT

Tomato-EXHIR 1997 (S. lycopersicum TA209 x S. habrochaites LA1777
type BC1, 1997)
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Tabela 23

Marcador TG223 RFLP
Informacio RFLP

Nome: TG223

Tamanho do inserto: 790
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

TATTCAAGAAAATATTGTGTAGTGTTCTCCAATATTCAACTATTTAAGTTCAATGGATCTAGA
CACACAATATTATTAATTCTCGTCGCC
GATGGGATGGTTGAGTGATTGAAGCATAGGAATAACATCCTGGAGATTCTAGGTTTGGACTC
CAGTTTGAACATAAGTGTGAGCCCATCT
GCTTTATCTTACAAGTTCAATTCAAACTTGTGTGAGTGGGCCATAGTAGATCCATGCAAAAT
AGTGGTTATGACGCTATGGTGAGTTCAT
GAGAAGAATTATTGTTCCTTAGGAACAGTGACAGGAAATTCAATGGTCAAATAACATCAAG
AAGACTTTTTGGATTAGTTACTGAGTGAT
GTTCAGAAGAGGGACTAAATATCTAACATGCCCCCTCAAGCTCCAGATGGTAAAGCAACTTG
AGTTTGAGTTACTAGAATTTAGTAACAT

AAAAAGGTTTTCCAT

Seqiiéncia reversa

TTTCCACACACACAAAAAAAACATCTTGAACACACTGTAATCCCCCTCTTCATCAAATTCTCC
TGTGTCAACACAACTTCCTTAGCCAGT
AACCACACAACTTCCCTCTTCTGAACATTACAAAGTCGCTGATCCAGAAAGTCTTGTTCTTGA
TGCTATTTGACCATTGAATTTCCTGTC
ACTATCCAACATGAATAGTGTTTGTAGGGAATAAATTGAAATCAGATTACAAGGATCCAAAT
ATCCATCCCCAACAATGTACTGTTTATG
CCCGAAGGTGAGGATAAAAAGATGGAAAACCTTTTTATGTTACTAAATTCTAGTAACTCAAA
CTCAAGTTGCTTTACCATCTGGAGCTTG

AGGGGGCATGTTAGATATTTAGTCCCTCTTCTG

Tomato-EXHIR 1997 (S. lycopersicum TA209 x S. habrochaites LA1777
type BC1, 1997)
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Tabela 24

Marcador TG47 RFLP
Informacao RFLP

Nome: TG47

Tamanho do inserto: 1900
Vetor: pUC

Sitio de corte: EcoR1/BamH1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

TGCAGTTGAATTCGTCTTCTTAACACTATTCTCTTATGCTGTGCATCAAGACAACCACCCTCA
TTGGGCGGTCATTGCTTCTTCAGGCAT
GACCCTACAGTTAGTACATTTGGTTITTACCAAATCTTCTTCTAAGGATAAATCTATTTGACTA
TGGTTCACTCTCTAAATCATAAGCTGA
AACAACATCAACATACCCCGTGTAAATCATAAGCTAAAACAAACTCTAGAATAGCCTTACCT
CATCATTCCTAGGACCATAATTATATCT
ATACTTAGTCAAAATCATCATAAAATTTACCTACAAGACCATTTAGATCTCACCTGATTAAG
ATTTGTTGGTTACTCGTAATCCCTTGAA
CTAAGGTGTAACATCTTAACCCCTCCTTTTGAGTATTTATACCATCATATTTTGAAACTTCTC
GTAGGTTCATATGTTTCTTTTGGTACT
TGTTAGTATAGCTTGGAGTGGGACCCAAGGGGCTCCAGTGAGTTCTAGACAAGAAAAACGA
GATTTGAACATTGCAGATTTTATGTTTTC

TGGT

Seqiiéncia reversa

CTTTGTTTGCTTGCAAGACAGAGATTTATACACGCTAATGCTATCTTTTTGTGTCATTAACAG
CTAGTTTGATTTGCTTGGTTAATACAG
TTATGGTAGATAGAGAAGATAGTTTCAAAATAGAAAGAATGATGTAGACAGCATTAATGAA
TCTTTCTCCTTACAATTGTACCTTTGACA
AGGAATCCACCTTTTATAGGTAGTTITGGTGAGTTTGATGGAAGATTGTGGTTGAATCTGGTT
GAGTCATAGACACTACTTGTACATTCTT
TTATGACACTGACTTGATGTTGTAAGAGTGAAATGTATAGACTTATCAACAAATAACAGAGT
AGAAATAAAAGTAGGTTGAAGATAGCTT
CTTGTTTGGTTCTAACTTGCTCCTTTGTTGACTGATATGATAACATTGTGTCAATATAAGATG
ATTCAAAATGTTGCCTGAATTTTTATG

AAATTGATATTCATCGTCCAGTTTAGAGAGTTCT

Tomato-EXPEN 2000 (S. lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716 type
F2.2000)




Tabela 25

Marcador TG393 RFLP
Informacao RFLP

Nome: TG393

Tamanho do inserto: 1200
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

ACTGACTAAGCTGCTGGATTTGATTAGCCGAAGGAATTTACTTTTGGTTACATCTTGCTCCATCAC
CTTTGTCTTTATCTAGGTCAATCT
TGTACCATAGATGCAAATAACACTATGAACAGATTAACAATGTCTTGAGGAGGATTAGGCTGTC
AACAGCCTGCATAATAACAGGAACAA
CATTGGCGTTTGTTTGCATCAGTTACTGTGACTCTGATTAAAGGAGAAAATGTGGCATCCTCTGC
TTATACTGTCAGTGTGTATACTTGT
CAGGTTAAGTTGGTTGCTATAATCTTTAATAATTCTTGATTTTGTGGTTGTTTCTGAAGTAAATTG
ATATGTGGGCCTTTGAGCTGGAGG
AGATGGTACTTTAGCTATTCACTAACAATCGTTTACCTTAAAAATGTTATTCTGTA
AGTATCTAACCAAATTCTGATCAC

Seqiiéncia reversa
TGCAGACACCAAAGAAACAATTGGTTATATAAAAAACAATCCACAATCATTCTCTATAGAAGTC
ACGCAAAGACACTACATAACCTCCAA
GTGCAATGAAGAGGATGCAGAATAAGAAGCTCAGAACTTCCAAAAGAAAAGGTGACTGAAAA
TAAGTTTGCTGAAAAGGTACAAGGCAAG
TTCTAATTCTCAACTAGCTTTAGGTATACACTAAAGAAAAGGAAAATAAATTCCAAACAGAAGT
TTCCATCCTACCTAGTACATAAAAGA
AAAAGGTAAAAAGGAACATATGGAAGTGTTCCCCTGTTACCTAAACTTTTGGTGATAAACAGTA
ATCATGATTACCCCCACCTCACACAC
CACCACTACAGCACAAAAATTAGAAATGTTGTATGGACCATGATCAACCAGCCAAGAATCCCA
GAAGGAGAATAAAGGAGTTCTCTTAAT

CACAAGAGGAGAATATCATCTACT

Tomato-EXPEN 2000 (S. lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716 type
F2.2000)
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Tabela 26

Marcador CT19 RFLP
Informacao RFLP

Nome: CT19

Tamanho do inserto: 300
Vetor: pCR1000

Sitio de corte: HindIII/EcoR 1
Resisténcia a droga: KN
Seqiiéncia direta

Seqiiéncia reversa

GCCCCAAAACTCCTGCTGGATTTTACTGGATCTCCACTTGCTGCGGACATTGCTTGCCTCCGA

CAATCATCTTCCCAACTTCTTCCTTTT

TGTCTTGAAATTAATCCCTTGTACCCATTGCTGCTTCTAAATGACCTCCTGCATCCCGGCGGA

TCCACTAGGTCTAAAGCTGCCGCCCCC
GC

Tomato-EXPEN 2000 (S. lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716 type

F2.2000)
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Tabela 27
Marcador TG68 RFLP

Informac¢iao RFLP

Nome: TG68

Tamanho do inserto: 1900
Vetor: pUC

Sitio de corte: EcoR1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

GGATTTTGATGAACTTGTATCTGTGCTTCTAGCTCCACCTAGGATGAGTTTGGATTTGTACGA
TTAACAAATGTTTGAGCTGAAAGAATT
AAATTTGATTACACCTGCCTTTACATATTTTTGTTGCGTAAGGATTTTCTATGAAGAATATAT
ATGTATGTATGTGTAAAGGATGCACTA
AGCATCTCGCATTTTGATAAAGAAATGAACTTTGGGCTTAACTCAACTCCAAAAGTTAGCTC
ATGAAGTGAGGATATCGCGTAAGACCGT
ATAAGGAGACCTAGAACCCATCCCACAACAATGTGTGACTCCAACACATTCACGCAAGTTCT
GGGGAAGGGTTGCACTCGTAAGGGTTGT
GATGTAGGCAGCCATAATTGTGTGTACCCATTCGTTAGAAAACTACACTGTGCAAGTGGAGT
TAAATTGTATCTTTTTTGGTTTTGTGTG
AGTTGTTCAATCCCCTTGACATGAAAAAAAGAAGCAAAATTCAAGTATAATGGTAA
AAGGGGATTCAAAAT

Seqiiéncia reversa

TTGGGTCAGCCATAGTACTTCGTGATATATCTCTGACAGAAGATATCTGCTCAAGACCATGA
ACAATACGGAGACATAAGAAGGAAAGAA
GTTCAGTGCAGCACAAAATTTTAATAAGTTAACTTAAAGGGGGATAAGAGGCAAAACCAAT
ATAAAAGTTTGGACAGACAAATTTTAATT
AGTATCAAAGAGTGAATGATGCTAAAAGAAGAGATGCTTAAATATCTGATACTATAAAGTA
AGCCATGACTAATTGGTAATTATGAATGG
CATATGATACGACTATCAGTTTTGACTGTTGTCTACAATAATGATTTCAGAAACATATGATAT
ATTTCAAATAGAATTGAATAACAACAC
TTGTTCAAATACCTAGCTCTCGGAGGCAGATCCAGAATTTTAGAAAGTGGGTGCAGTAAATC
ACAAGAGTACACCTCTGCTAGAATGGGT
GTGTACTGTAACAAAACCTGTTTTGATATGCATAT

Tomato-EXPEN 2000 (S. lycopersicum 1LA925 x S. pennellii LA716 type
F2.2000)
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Tabela 28

Marcador TG565 RFLP
Informac¢iao RFLP

Nome: TG565

Tamanho do inserto: 1700
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

ACTAGCATCTCTTGGAGGATGCTGAGGTGTCAAGTGGTGTTGACCACTCGTTACCACTGATT
CACAGCTGGTGTCTTTCGAAGCAAGCTT
CGTCTGCAAAACAAGAATCACACTTTAATCCTCTGTTACCTAAAAACAATAGTTGTTTGATG
TAATGAAAGAAGAATTTTCACTTCAATG
ATGGAAAGAAAATCTTACAGTTTGAGTTTGCTTGCGAAAGTAGCCATTTTCATACACCAGTT
GAGAAACTTGCTTCTGCAATCTATCATT
CTCTTCCATTAATAGCTTGTTCATTGCTGACAGCTTCCTATTCACACCCTGAAGCCTTGATGA
CTCTTTCCTCTGTTTTTCCCTACATCT
ATACAACTCAAAGAAACAATCAATTATACTTCAAATTAATTGGGGTCGCTAAAAATGAATCC
TTTAGACTAACAACATCCCACAAGTCCT

TACCCCTACCTCGCAGAGGTAGAGA

Seqiiéncia reversa

TCAGCAAAATGTCACACAGAGAGTACAGTAGTAGAGCACAGTAGAGTAGGGAGAAGTTGCC
TCAAAAGAGGAAAAGAAAAGGTAACGAAC
CACACATTTGACAGCTCAAAACCACTTTACCAATCCAAACAAAAAATCATCACATTATCCCT
CCCTTCTCTCCTTTCTCTATTACTCTCA
TTTTCCCCAAGTTTCAGGTACCTTTTTCCTAACATAATCCGCCCATAGTGTTCATCATTCAAG
ATCTGTCCTTTTGAGGAGACTTCATTC
CTTACTATGGTCTTCTTTTTTTGATGATTTCTTATGTGAGATGTTGAAAACTGGAAAGAAGTG
ATAAAGATAGGAGGTTTGGTTTCTGGG
GTTTGTTTATTTTGCTTTACAAGGGTTAAAGATTGGATCTTTTTTAGTTTTGGTAGATACCCAT
GTCTAATCTTGTTTCAGAATTCAAAA
GGTTGGTACTTTACTGTTTTGCAAGTGGATGACAGAGGAG

Tomato-EXPEN 2000 (S. lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716 type
F2.2000)
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Tabela 29

Marcador TG296 RFLP
Informacio RFLP

Nome: TG296

Tamanho do inserto: 1100
Vetor: pGEM4Z

Sitio de corte: PST1
Resisténcia a droga: AMP

Seqiiéncia direta

TTAGGTTTTTGTGTGGTTCAACGTTTTTGGTTTTGATTTTTATGTGTTTTCTTAGTTCCTTGCTT
CACCATTTTGATGGTATTTTGAGTT
TTTGATGTTCTGTCGGCATAAAGTAGTGATTTTTCAGACAGTTTGGTATTATGGAGTATGTTT
CTTTGCTCTTCTCTAATTTGGATTGGT
TCTGATTTGTATATGCTTGTTTTAGTTTCGATGGTTTTTGAGTTTTTGATGATTCATTGGCACA
AAGTAGTGATTTTTCAGACTGTTGGG
TTTTGTGGGGTTCCCGTGCTTGCTCTTCACTAATTTGGATTGGTTCTGATTTGTATATGTTTTA
GTTTTGATGGTTTTTGAGTTTTTGAT
GATTCATCGGCACAAAGTAGTGATCTTTCAGACAGTTGGGTTTTGTGGGGTTCACGTGCTTAT
TCTTCACTATTCTCGGTTGGTTTGATT

TGTAGGTCCGTTTTAGCAT

Seqiiéncia reversa

AGAATATAACAAAAAAGCAGATAAATCAGTTAATTATGCCTCAATCTCAACAAGTGAATAA
CAAATCCTATCAGAAGATATAGTAGACGA
TAAACAGTGAAGGTAGAAGCCTAACTCTATGACATTATCTTGAGACCCAAAACACTTCATCA
AAGACTCAAAAGAAATAATTTGTTCACC
AAGTACTATTAACTAATTATCAAAACTAGAATTCTCAAAATAAAAAATAACAAATCTTATCA
GTCACATGGACATTCATTAAACATCATG
AAGAAGACAACAAGGGAAGGTCAAAACTGGACTCCATGGCACATAAGATAATAACAAAAG

GTAGTTTAAGGCCTAAAACACTTCAAAAAT
AAAATTTATTCACCAGATATCAATAATATTATCTGTTCTTCCTTCATTCATGAGGGGCATGCA

CAAGAGACAATATACATCATTTCTCCT
TTTACTTTTTCTTTCCTGAGGAAGTAAAAGGAGCAGAAAGCAGATAGAAAGA

Tomato-EXPEN 2000 (S. lycopersicum LA925 x S. pennellii LA716 type
F2.2000)
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enzimas revelando um polimorfismo para marcadores CAPS/SCAR.

Nome do Cromo- Seq. Do iniciador Compr. do Tm de Tipo de Enzima
marcador soma -3 prod. anelamento marcad
PCR ¢C) or
observado
(bp)

TG224 1 GTATACTCAACAGAGCTTCAGAC 500 55 CAPS Haelll
GTGTAGATACCTGCACTCTCAG

TGS9 1 AACTCTACGCTGCACTGCTG 300 55 CAPS Hpall
CTGAAGCTCACCTTGAGGTG

TG460 1 CGAAATGTGACTATTCCAGAG 400 55 CAPS Alul
GTAATTTGCACTTCTTGCCT

TG145 2 TTCATTTGCTGGACAGGCAGTC 850 55 CAPS HpyCHA41
TGTCATCAAACGACCAGAGAC \"

C2_At4g3 2 ATCATACCTTCTCTCTCCAAACCC 700 55 CAPS BseDI

0930 TCGCCATTGCTCACTTTAAACTG

C2_At5g6 2 TGATAAATGCTGGGAAGATTGACTC 200 55 SCAR

4670 ATCAACCTGGCTCCATCTTCTATTTG

TG337 2 TCCACAGTTATTGCTTCTTGTTTC 450 57 CAPS Mnil
GGGTGTGTCTGTTTGACAGC

TGOl 2 TGCAGAGCTGTAATATTTAGAC 400 55 CAPS Apol
CGGTCTCAGTTGCAACTCAA

TG40 3 GCGAGCTCGAATTCAATTCCAAC 450 55 CAPS HpyCH41
CGGGATTTTAGTTTTTCCGATCC v

TGS56 3 TTTGTACCATGATTGTCCGATC 380 55 CAPS Hpalll
GGCATTCATCATTCAACATGC

TGS85 3 TGGAAAGCCAGACACACAGA 580 55 CAPS Hinfl
CAGGGGTATCAGTAGGCAGTG

T1388 3 GCGATTTGGCTATCTGGGTA 1000 55 CAPS Hinlli
AACCGAAAGGCTTTTCCAAG

TO753 3 TGGTGCAACAAATCCCGAGC 1500 55 SCAR
AGTTATCATAATGGCTAGCTTG

C2_At5g6 3 ACACAATGCTAATCAACGTTATGC 500 55 CAPS Hinlll

0160 TCATCCACCGCCCACATTTC

TG599 3 GCATGCCTGCAGAGTGGTC 350 65 CAPS Ddel
ATTCGCTACCTTGAGGGCTG

C2_At5g4 3 AATTGGCAGGCTTGAGTGTTGC 850 55 CAPS HpyCH41

9970 TCCCACCATTGTTACCAGGACCAC v

TG42 3 TTCCTCACTGCTTGGACCAGC 560 55 CAPS Mnll
TAGAACTTGGCATCCCTTGAAG

TG134 3 CTACACAATTGTCACAGAAGTG 500 55 SCAR
GAGATCATTGGTATACAGCTG

C2_Atlgb6 3 ATGCATTCTAGAATGCCTTTTGTC 1350 5 CAPS Haelll

1620 TCCCTGGCTTTCTGCAGCATC

TG549 3 ATGGAGAGAAGCTGGAACAC 400 55 SCAR Msel
TTCTTAGAGCCCACCAGCAC

CT229 4 ATGGGCTGGGATCGTAGTAAA 336 55 CAPS Mwol
AAGCTTGCGATTCCCATAACA

T1068 4 CAAAGCAATGGGCAATGGT 304 55 CAPS Hincll
ACACAGCAGTTTCAGTAGGAC

TG272 4 GATTTTGCCCCCTCTACCA 352 55 CAPS Mnll
ACATCTTTTCCTTCCCTCTGC

TG264 4 GGAACAGGTCAGGACAGCAT 520 55 CAPS Haell
TGGCTAACTGACGAAGACGA

TG62 4 CATGCCTAGTTGCAGTGTCC 410 63 CAPS Ddel
TTCAGCAGCAAGCAAAGATG

T1405 4 CACCAACAACTAGCCCTTGA 535 55 CAPS Bsall
AAGCAATTCCTCCAGCTTCA

CT50 4 GACGGCGTATTACGTTCAGA 390 55 CAPS Ddel
CTAGCACCCCAAAGGATGAG

TG441 5 TGTCAGCATAGGCTTTTCCA 550 55 CAPS Rsal
CGGTCGGGAAAAATGACA

CD31 5 ATCTCGGGATCATGGTTGAC 501 55 CAPS Hinfl
ATFFCCAFAGAAATTCCAAA

TG318 5 CAAGCCATAGAAATTGCCGTA 450 55 SCAR
TGCTCTCTCTGTGATGGAAGC

TG358 5 CAACTTTTCCAGGTTCATTTTCTC 700 55 CAPS Ddel
ACACCTACATGCTACTAAGGGGTC

TG60 5 TTGGCTGAAGTGAAGAAAAGTA 400 55 CAPS HpyCH41
AAGGGCATTGTAATATCTGTCC A\

CT138 5 ACCAGCCCCGGAAGATTTTA 364 55 CAPS Rsal
GCGGTCAACTTCAGCAACTAT

TG183 7 CTACTTGTCTGCCAAGGATTAC 1200 55 SCAR

CGTGCCGTTCAAGAAGAGTG
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CT114 7 ATTGAAGAATGGCGGTGAAG 1125 55 CAPS Ddel
ATGCCAACTTCTTGGCAAAC

TG254 9 TTGGGAATATAGTGTAGGAAG 380 55 CAPS Fokl
CTGGAAAGGGGAAAGAC

TG223 9 CAAGAAAATATTGTGTAGTGTTCTCCA 700 55 CAPS Mnlil
TCCCCCTCTTCATCAAATTC

TG10 9 ATGATATCCACACCCCTGGA 587 55 CAPS Alul
ATGCCTCGAAATTCAAATGC

Tm2a 9 AGCGTCACTCCATACTTGGAATAA 1600 53 CAPS Acel
AGCGTCACTCAAAATGTACCCAAA

U38666 9 AGCTGCCGTGTCCTGTATCA 400 55 CAPS Hinfl
ACTCATGTTCACGCCACTTITCTTA

CT203 10 TAGAATATGGGAAGCGAAATG 400 55 CAPS Haelll
GAGAGGAAGCGTAATAGG

CT240 10 ATCCCAAGTACCCTCGCATTAGT 850 55 CAPS Haelll
AGCCTTCTTTGTCCCATCAG

TG296 12 TGTTCTGTCGGCATAAAGT 373 55 CAPS HpyCHA41
TGCTAAAACGGACCTACAA \

Tabela 31: Tabela de tamanho de alelos encontrados em polimorfismos de

Tabela 30, quando cortados com a(s) enzima(s) indicada(s).

Nome do Crom. Compr. do Alelos com capacidade de discriminagéio
Marcador prod. PCR (tamanho estimado digerido [bp])
observ.
SL homozigoto* SH homozigoto*
CT229 4 400 300 + 100 400
T1068 4 130 + 670 900
TG272 4 200 250
TG264 4 450 160 + 280
TG62 4 90 + 350 90 + 130 +210
T1405 4 180 + 370 100 + 180 +310
CTS50 4 190 +210 400+ 410
TG254 9 350 300
TG223 9 200 + 360 250 + 260
TG10 9 220 + 367 520
TM2a 9 1050 425 + 625 1050
U38666 9 180 + 400 200 + 250
TG296 12 340 290

* SL = Solanum lycopersicum. SH = Solanum habrochaites. Em plantas heterozigotas
produtos digeridos tanto de SL como SH sio encontrados. Tanto em Tabela 30 como
Tabela 31 o comprimento observado de produto de PCR ¢é estimado a partir de bandas em

gel de agarose.
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir uma planta de tomate resistente a

Botrytis, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

a) fornecer uma planta de tomate doadora resistente a Botrytis,
preferivelmente uma planta resistente a Botrytis da espécie S. habrochaites,
mais preferivelmente uma planta resistente a Botrytis da linhagem S.
habrochaites LYC 4/78;

b) transferir acido nucleico de dita planta doadora para uma ou
mais plantas de tomate receptoras susceptiveis a Botrytis, preferivelmente
uma planta da espécie S. lycopersicum, em que dita transferéncia resulta na
introdugdo de material gendmico da planta doadora na regido correspondente
do genoma de dita uma ou mais plantas receptoras;

c) selecionar dentre ditas plantas de tomate receptoras uma
planta que compreende dentro de seu genoma pelo menos um QTL para
resisténcia a Botrytis derivado de planta de tomate doadora resistente a
Botrytis, em que dita sele¢do compreende detectar em cromossoma 4, 6, 9, 11
e/ou 12 de dita planta de tomate receptora pelo menos um marcador genético
ligado a dito pelo menos um QTL para resisténcia a Botrytis;

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 4 de dita
planta € indicada por uma regido gendmica compreendendo os marcadores
genéticos CT50, C2At1g74970, P14M49-283e, P14M48-74e, P14M50-67¢,
CT1739 e P14M50-85h em cromossoma 4 de S. habrochaites ou em
cromossoma 4 de S. lycopersicum.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 6 de dita planta €
indicada por uma regido gendmica compreendendo os marcadores genéticos
P22hf50-188h, P14M48-52le, P15M48-386h, P18M51-19%h, P18M51-103h,
P22M50-103e, P18M51-388e, P15M48-395¢, P22MSO-124¢, P14M48-160¢ e

P22M50-513h em cromossoma 6 de S. habrochaites ou em cromossoma 6 de
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S. lycopersicum,

- em que a localiza¢do de dito QTL em cromossoma 9 de dita
planta € indicada por uma regiio genémica compreendendo os marcadores
genéticos P18M50-141, P14M49-240, TG254, SG223, TG10, P18M50-134h,
P14M49-243h, P18M50-599, P14M60-222h, P22M51-417h, P14M50-174h,
P14M60-157h, P14M60-107h, P15M48-138b, P14M48-113h, Tm2a,
P18M51-146h, P14M48-282h e P14M50-276h em cromossoma 9 de S.
habrochaites ou em cromossoma 9 de S. lycopersicum,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 11 de dita
planta é indicada por uma regido gendmica compreendendo os marcadores
genéticos P14M60.215¢, P14M61-173h, P14M50-307h, TG47, P14M50-
29xCD, P18M51-358h, P18M50-27xCD, P18M51-136h, P22M50-488h,
TG393, P14M61-396h, P22M51-235h e P22M51-174e em cromossoma 11 de
S. habrochaites ou em cromossoma 11 de S. lycopersicum,

- em que a localizagio de dito QTL em cromossoma 12 de dita
planta € indicada por uma regido gendémica compreendendo os marcadores
genéticos CT19, TG68, P14M48-41le, P18M50-244h, P18M50-273h,
P14M61-420h, P14M61-406h, P14M61-223h, P14M60-193h, P22M51-314h,
TG565, P14M48-172h, P22M50m32le, P14M60-219¢, P14M48-153h,
P22M50-97h, TG296, P22M50-131h e P22M51-135h, preferivelmente por
uma regido gendmica compreendendo os marcadores genéticos P14M61-
420h, P14M61-406h, P14M61-223h, P14M60-193h, P22M51-314h, TG565,
P14M48-172h, P22M50-321e, P14M60-219¢, P14M48-153h, P22M50-97h,
TG296, e P22M50-131h em cromossoma 12 de S. habrochaites ou em
cromossoma 12 de S. lycopersicum.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que dita transferéncia de 4cido nucleico compreendendo pelo
menos um QTL para resisténcia a Botrytis, ou uma parte conferindo

resisténcia a Botrytis do mesmo, é realizada cruzando dita planta de tomate
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doadora resistente a Bo#rytis com uma planta de tomate receptora susceptivel
a Botrytis para produzir plantas descendentes compreendendo dito QTL como
uma introgressdo, € em que etapa c¢) é realizada em uma ou mais plantas
descendentes.

4. Método de acordo com a reivindicag¢do 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que dita transferéncia de acido nucleico compreendendo pelo
menos um QTL para resisténcia a Botrytis, ou uma parte conferindo
resisténcia a Botrytis do mesmo, € realizada por métodos transgénicos (e.g.
por transformagao), por fusfo de protoplastos, por uma técnica de hapléide
duplicado ou por resgate de embrides.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a

4, caracterizado pelo fato de que etapa c) é realizada detectando dito marcador

genético em DNA isolado de ditas plantas de tomate receptoras.
6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de que dita etapa c) compreende adicionalmente

sujeitar ditas plantas a um bioensaio para medir resisténcia a Botrytis em ditas
plantas.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

6, caracterizado pelo fato de que etapa c) compreende adicionalmente

selecionar uma planta que compreende dentro de seu genoma pelo menos um
QTL para resisténcia a Botrytis selecionado a partir dos QTLs localizados em
cromossoma 1, 2 e 4 de S. habrochaites LYC 4/78

- em que a localizag¢do de dito QTL em cromossoma 1 de dita
planta é indicada por uma regiio genémica compreendendo os marcadores
genéticos P22MS0-412h, P14M60-34%h, P14M60-69h, P14M49-192h,
P14M49-232h, P14M49-260e, P14M50-503h, P18M50-124h e P14M49-114h
em cromossoma 1 de S habrochaites ou em cromossoma 1 de S
lycopersicum,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 2 de dita




10

15

20

25

4

planta € indicada por uma regido gendmica compreendendo os marcadores
genéticos P14M60-537h, P15M48-257e, P14M49-327h, P14M49-325h,
P14M61-286¢, P 14M61-126h, P18M51-134h e CT128 em cromossoma 2 de
S. habrochaites ou em cromossoma 2 de S. lycopersicum,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 4 de dita
planta € indicada por uma regiio genémica compreendendo os marcadores
genéticos P18M51e169.5¢, P18M51-305.4h, P14M60-262.9¢, ¢ P14M61-
292.7h em cromossoma 4 de S. habrochaites ou em cromossoma 4 de S.
lycopersicum.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

7, caracterizado pelo fato de que etapa c) compreende selecionar:

- uma planta que compreende dentro de seu genoma pelo
menos 4 QTLs para resisténcia a Botrytis selecionados a partir do grupo
consistindo dos QTLs definidos em reivindicagdo 1,2 e 7,

- uma planta que compreende dentro de seu genoma pelo
menos 2 QTLs para resisténcia a Botrytis selecionados a partir do grupo
consistindo dos QTLs definidos em reivindicagdo 1 e 2.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

8, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente etapa d) de

cruzar dita planta selecionada em etapa c¢) com uma planta de uma linhagem
de tomate cultivada para produzir plantas descendentes.
10. Planta de tomate resistente a Botrytis ou parte da mesma,

caracterizada pelo fato de ser obtida por um método como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9.
11. Local de caracteristica quantitativa (QTL) para resisténcia

a Botrytis em S. lycopersicum, caracterizado pelo fato de que dito QTL ¢€

selecionado a partir do grupo consistindo dos QTLs em cromossomas 4, 6, 9,
11 e 12 de Solanum habrochaites LYC 4/78 associado com resisténcia a

Botrytis como definido em reivindicagdo 1 ou 2.
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12. Amostra de DNA isolado, caracterizada pelo fato de ser

obtida a partir de uma planta de tomate da espécie S. lycopersicum
compreendendo um QTL como definido na reivindicagéo 11.
13. Método para detectar um local de caracteristica

quantitativa (QTL) para resisténcia a Botrytis, caracterizado pelo fato de que

compreende detectar pelo menos um marcador genético ligado a um QTL
para resisténcia a Botrytis derivado de S. habrochaites LYC 4/78 em
cromossoma 4, 6, 9, 11 e/ou 12 de uma planta de tomate resistente a Botrytis
suspeita,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 4 de dita
planta € indicada por uma regido genémica compreendendo os marcadores
genéticos CT50, C2At1g74970, P14M49-283e, P14M48-74e, P14M50-67e,
CT1739 e P14M50-85h em cromossoma 4 de S. habrochaites ou em
cromossoma 4 de S. lycopersicum,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 6 de dita
planta é indicada por uma regido gendmica compreendendo os marcadores
genéticos P22hf50-188h, P14M48-52le, P15M48-386h, P18M51-199h,
P18M51-103h, P22M50-103e, P18M51-388e, P15M48-395e, P22MSO-124e,
P14M48-160e e P22M50-513h em cromossoma 6 de S. habrochaites ou em
cromossoma 6 de S. lycopersicum,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 9 de dita
planta € indicada por uma regido genémica compreendendo os marcadores
genéticos P18M50-141, P14M49-240, TG254, SG223, TG10, P18M50-134h,
P14M49-243h, P18M50-599, P14M60-222h, P22M51-417h, P14M50-174h,
P14M60-157h, P14M60-107h, P15M48-138b, P14M48-113h, Tm2a,
P18M51-146h, P14M48-282h e P14MS50-276h em cromossoma 9 de S.
habrochaites ou em cromossoma 9 de S. lycopersicum,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 11 de dita

planta é indicada por uma regifo gendmica compreendendo os marcadores
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genéticos P14M60.215e, P14M61-173h, P14M50-307h, TG47, P14M50-
29xCD, P18M51-358h, P18M50-27xCD, P18M51-136h, P22M50-488h,
TG393, P14M61-396h, P22M51-235h e P22M51-174e em cromossoma 11 de
S. habrochaites ou em cromossoma 11 de S. lycopersicum, e

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 12 de dita
planta é indicada por uma regido genémica compreendendo os marcadores
genéticos CT19, TG68, P14M48-411e, P18M50-244h, P18M50-273h,
P14M61-420h, P14M61-406h, P14M61-223h, P14M60-193h, P22M51-314h,
TG565, P14M48-172h, P22M50m32le, P14M60-219e, P14M48-153h,
P22M50-97h, TG296, P22M50-131h e P22M51-135h, preferivelmente por
uma regido gendmica compreendendo os marcadores genéticos P14M61-
420h, P14M61-406h, P14M61-223h, P14M60-193h, P22M51-314h, TG565,
P14M48-172h, P22M50-321e, P14M60-219¢, P14M48-153h, P22M50-97h,
TG296, ¢ P22M50-131h em cromossoma 12 de S. habrochqites ou em
cromossoma 12 de S. lycopersicum.

14. Planta resistente a Botrytis da espécie S. lycopersicum, ou

parte da mesma, caracterizada pelo fato de que compreende dentro de seu

genoma pelo menos um QTL, ou uma parte conferindo resisténcia a Botrytis
do mesmo, em que dito QTL ¢é selecionado a partir do grupo consistindo dos
QTLs em cromossoma 4, 6, 9, 11 e 12 de Solanum habrochaites associado
com resisténcia a Botrytis,

- em que a localizagdo de dito QTL em cromossoma 4 de dita
planta € indicada por uma regido genémica compreendendo os marcadores
genéticos CT50, C2At1g74970, P14M49-283e, P14M48-74¢, P14M50-67e,
CT1739 e P14M50-85h em cromossoma 4 de S. habrochaites ou em
cromossoma 4 de S. [ycopersicum, em que dito QTL ou dita parte conferindo
resisténcia a Botrytis do mesmo ndo estd em seu perfil genético congénita, e

- em que dita planta opcionalmente compreende

adicionalmente um ou mais QTLs adicionais ou partes conferindo resisténcia
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a Botrytis do mesmos, associados com resisténcia a Botrytis selecionados a
partir dos QTLs em cromossoma 1, 2 e/ou 4 de Solanum habrochaites,
preferivelmente de linhagem LYC 4/78 de Solanum habrochaites, em que a
localizag¢do de dito QTL adicional em cromossoma 4 de dita planta ¢ indicada
por uma regido genémica compreendendo os marcadores genéticos P18M51-
169.5¢, P18M51-305.4h, P14M60-262.9¢, P14M61-292.7h, TG609, P14M48-
345e, P14M48-177¢ € P18M50-147¢ em cromossoma 4 de S. habrochaites ou
em cromossoma 4 de S. lycopersicum, mais preferivelmente em cromossoma
4 de S. habrochaites LYC 4/78 ou em cromossoma 4 de S. lycopersicum cv.
Moneymaker.

15. Planta de acordo com a reivindica¢io 14, caracterizada

pelo fato de que a localizagdo de ditos QTLs em cromossomas 1, 2, 6,9, 11,
e/ou 12 é como definida em reivindicagdes 1, 2 e/ou 7.

16. Método para produzir uma planta de tomate resistente a
Botrytis, a dita planta de tomate sendo uma planta de tomate congénita,

caracterizado pelo fato de compreender

a) produzir uma planta de tomate resistente a Botrytis como
definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 9;

b) cruzar dita planta de tomate resistente a Botrytis com ela
prépria ou outra planta de tomate para produzir semente de tomate de
progénie;

¢) desenvolver dita semente de tomate de progénie de etapa
para produzir plantas de tomate resistentes a Botrytis adicionais;

d) repetir as etapas de cruzamento e cultivo de 0 a 7 vezes para
gerar uma planta de tomate congénita resistente a Botrytis.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado

pelo fato de que etapa c) compreende adicionalmente a etapa de identificar
plantas que exibem resisténcia a Botrytis e possuem caracteristicas desejaveis

comercialmente.
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18. Método de acordo com a reivindicagdo 16 ou 17,

caracterizado pelo fato de que dito método compreende adicionalmente a

etapa de selecionar plantas de tomate congénitas homozigotas.
19. Planta de tomate resistente a Botrytis ou partes da mesma,

a dita planta de tomate sendo uma planta de tomate congénita, caracterizada

pelo fato de ser obtida pelo método como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 16 a 18.
20. Planta de tomate hibrida ou partes da mesma, que exibe

resisténcia a Botrytis, caracterizada pelo fato de que dita planta de tomate

hibrida é viavel cruzando uma planta de tomate congénita resistente a Botrytis
obtida por um método como definido em qualquer uma das reivindicagbes 16
a 18 com uma planta de tomate congénita que exibe caracteristicas desejaveis

comercialmente.

21. Cultura de tecido, caracterizada pelo fato de ser de células
regeneraveis das plantas de tomate como definidas em qualquer uma das
reivindicagdes 10, 14, 15, 19 ou 20, preferivelmente ditas células regeneraveis
compreendem células ou protoplastos isolados de um tecido selecionado a
partir do grupo consistindo de folhas, polen, embrides, raizes, apices
radiculares, anteras, flores, frutos, e caules e sementes.

22. Uso de um marcador genético selecionado do grupo

consistindo dos marcadores genéticos de Tabelas 1-5, caracterizado pelo fato

de ser para a detec¢io de QTLs para resisténcia a Botrytis, e/ou para a

detecgdo de plantas de tomate resistentes a Botrytis.
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RESUMO

“METODO PARA PRODUZIR UMA PLANTA DE TOMATE
RESISTENTE A BOTRYTIS, PLANTA DE TOMATE RESISTENTE A
BOTRYTIS OU PARTE DA MESMA, LOCAL DE CARACTERISTICA
QUANTITATIVA PARA RESISTENCIA A BOTRYTIS EM S.
LYCOPERSICUM, AMOSTRA DE DNA ISOLADO, METODO PARA
DETECTAR UM LOCAL DE CARACTERISTICA QUANTITATIVA
PARA RESISTENCIA A BOTRYTIS, PLANTA RESISTENTE A
BOTRYTIS DA ESPECIE S. LYCOPERSICUM OU PARTE DA MESMA,
PLANTA DE TOMATE HIBRIDA OU PARTES DA MESMA, CULTURA
DE TECIDO, E, USO DE UM MARCADOR GENETICO”

A presente invengdo se refere a um método para detectar um
local de caracteristica quantitativa (QTL) associado com resisténcia a Botrytis
cinerea em tomate, compreendendo as etapas de cruzar uma planta de tomate
doadora resistente a Botrytis com uma planta de tomate receptora ndo
resistente ou susceptivel a Botrytis, colocando em contato uma ou mais
plantas descendentes com uma quantidade ndo eficaz de Botrytis,
determinando quantitativamente a incidéncia de doenca e/ou a taxa de
crescimento de lesio em dita uma ou mais plantas descendentes,
estabelecendo um mapa de ligagdo genética que liga a incidéncia de doenca
e/ou taxa de crescimento de lesdo com a presenga de marcadores
cromossOmicos de dita planta de tomate doadora em dita uma ou mais plantas
descendentes, e determinando para um QTL os marcadores contiguos em dito
mapa que estdo ligados a uma incidéncia de doenca reduzida e/ou uma taxa de

crescimento de lesdo reduzida.
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