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RESUMO

VILAS BOAS, E.V. de B. Maturagiio pos-colheita de hibridos de tomate
heterozigotos no loco alcobaga. Lavras: UFLA, 1998. 105p. (Tese - Doutorado
em Ciéncias dos Alimentos)’

A qualidade pés-colheita de tomates esta diretamente relacionada com
fatores pré-colheita, destacando-se a escolha do hibrido ideal. Estudou-se o
comportamento de trés pares de hibridos quase isogénicos de tomates do grupo
multilocular durante sua maturagio e avaliou-se a influéncia do loco alcobaga,
em heterozigose, sobre sua conservagdo e qualidade pos-colheita. O experimento
foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, MG, em delineamento em
blocos casualizados com os pares de hibridos (Stevens x Flora Dade e Stevens x
TOM-559; Piedmont x Flora Dade e Piedmont x TOM-559; NC-8276 x Flora
Dade ¢ NC-8276 x TOM-559) sendo avaliados em quatro estadios de maturagio
(“breaker”, rosa, vermelho claro e vermelho), em quatro repeti¢des. Em cada um
dos pares isogénicos citados, o hibrido, onde Flora Dade foi o genitor,
correspondeu ao genétipo normal (+/+), enquanto que o hibrido, onde o genitor
foi TOM-559, correspondeu ao genétipo heterozigoto para alcobaga (+alc). A
qualidade dos frutos foi avaliada a partir de determinagbes fisicas, fisico-
quimicas, quimicas e bioquimicas. O alelo alcobaga em heterozigose ampliou em
dois dias a vida pés-colheita dos frutos armazenados sob temperatura ambiente,
sem alterar sua pigmentagio e niveis de pH e acidez total titulavel (ATT). Os
teores de sélidos soliveis totais (SST), aglicares soliveis totais € SST/ATT nos
frutos alcobaga apresentaram-se, em média, superiores aos encontrados nos
frutos controle, enquanto as atividades das enzimas pectinametilesterase (PME) ¢
poligalacturonase (PG) e percentagem de solubilizagio de substincias pécticas
mostraram-se inferiores. A textura, bem como os compostos de parede celular
ndo foram afetados pelo alelo alcobaga nos estidios predeterminados de
maturagdo dos frutos. O comportamento dos hibridos alcobaga, durante sua
maturacdo, foi semelhante aos normais, sendo marcado por intenso amaciamento
acompanhado por incremento na atividade da PG, solubilizacio e
despolimerizagdo de substdncias pécticas e “turnover” de agicares neutros da
fracdo hemicelulésica. A utilizagdo do alelo alcobaga em heterozigose no
melhoramento genético apresentou-se como uma ferramenta vidvel na obtengio de
hibridos de elevado valor comercial.

* Orientador: Adimilson Bosco Chitarra - UFLA



ABSTRACT

VILAS BOAS, E.V. de B. Postharvest maturation of hybrids of tomato
heterozygous in the alcobaca loco. Lavras: UFLA, 1998. 105p. (Thesis -
Doctor Program in Food Science)’

There is a direct relationship between the postharvest quality of tomatoes
and preharvest factors, notably the choice of ideal hybrid. The behaviour of three
pairs of nearing isogenics hybrids of tomatoes of plurilocular group during its
maturation was studied and the effect of the alcobaca loci in heterozygosis on its
conservation and postharvest quality was evaluated. The trial was carried out in
UFLA, MG, with a randomized complete block design. The pairs of hybrids
(Stevens x Flora Dade and Stevens x TOM-559; Piedmont x Flora Dade and
Piedmont x TOM-559; NC-8276 x Flora Dade and NC-8276 x TOM-559) were
evaluated in four stages of maturation (breaker, pink, light-red and red) in four
replications. The hybrids where the Flora Dade was the genitor corresponded to
the normal genotype (+/+) while the hybrid where the TOM-559 was the genitor
corresponded to the heterozygous genotype to alcobaca (+/alc). The quality of the
fruits was determined through physical, physico-chemical, chemical and
biochemical analyses. For the alcobaca allele in heterozygous, the postharvest life
of the fruits stored under room temperature was extended for two days, without
changes in pigmentation and levels of pH as well as the titrable total acidity
(TTA). The levels of total soluble solids (TSS), total soluble sugars and
TSS/TTA ratio in the alcobaca fruits were, in average, higher compared to the
values observed for the control, while the activities of the pectinmethylesterase
(PME) and polygalacturonase (PG) enzymes and solubilization percentage of
pectic substances were less pronounced. The texture and the cell wall compounds
were not affected by the alcobaca allele in pre-determined stages of maturation.
The behaviour of alcobaca hybrids, during the maturation, was similar to that of
the normal ones, characterized by intense softening associated with an increase in
PG activity, solubilization and depolymerization of pectic substances and
turnover of neutral sugars of hemicellulosic fraction. The use of the alcobaca
allele in heterozygous in the genetic breeding presented as a viable instrument in
the obtention of hybrids of high commercial value.

* Adviser: Adimilson Bosco Chitarra - UFLA
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), cultura cujos frutos,
climatéricos, apresentam apreciaveis propriedades organolépticas, é cultivado em
praticamente todo o mundo e assume uma posigio de destaque mo mercado
brasileiro. Suas vérias cultivares se adaptam a diferentes condicSes edafo-
climaticas, propiciando o sucesso do seu cultivo no ambito mundial.

O tomate constitui-se numa das hortalicas mais exploradas
cientificamente, devido a sua importancia comercial, alta suscetibilidade a pragas
¢ doencas, vida poés-colheita curta, ciclo de produgdo estreito e relativa
simplicidade genotipica.

O melhoramento genético do tomate visando a extensdo de sua vida-de-
prateleira tem permitido a colocagdo, na mesa do consumidor, de produtos
longevos com caracteriscas sensoriais adequadas. Entretanto, nem sempre a
harmonia do binémio qualidade sensorial e potencial pés-colheita é atingida. A
qualidade sensorial se resume naqueles atributos que sensibilizam os 6rgdos
sensoriais do consumidor, como a aparéncia, o sabor, o aroma e a textura,
enquanto o potencial pos-colheita é ditado, principalmente, pelas caracteristicas
intrinsecas da parede celular do fruto. Obviamente, as respostas da cultura as
diversas condi¢es de cultivo também sdo de extrema importincia. Logo, para
que se conceba o sucesso de produtos do melhoramento genético deve-se levar em
considerago a sua plenitude durante toda a cadeia de produgao-comercializagio.

Um dos principais fatores que limitam a vida pds-colheita de tomates sdo
as modificag3es texturais que acompanham o amadurecimento do fruto. A medida
que amadurece, o fruto tende a tornar-se macio, aumentando sua suscetibilidade a

deterioragdes de ordens diversas, com conseqiiente perda no valor comercial. As



mudancas texturais que ocorrem no tomate estio em estreita analogia com as
modificagdes nos compostos quimicos da parede celular. Entretanto, os
mecanismos envolvidos no fendmeno de amaciamento ainda sio alvos de
especulagdo.

A utilizagdo de tomates mutantes em cruzamentos tem permitido um
avanco muito grande no melhoramento das caracteristicas intrinsecas do produto
e tem tornado possivel o esclarecimento de algumas indagagées que até ha pouco
tempo eram obscuras. Ndo obstante, aquelas associadas & despolimerizagio e
solubilizagdo de compostos de parede e sua associagdo com os processos de
amaciamento do fruto ainda necessitam de intensas pesquisas.

O presente trabalho teve por objetivo estudar a maturagio pés-colheita de
hibridos de tomate heterozigotos no loco alcobaga, considerando-se a influéncia

do loco alcobaga sobre a conservagio pés-colheita e qualidade dos frutos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas da cultura

O tomate pertence & familia Solanaceae e a classificagdo de suas varias
espécies tem se centrado na cor do fruto totalmente maduro (Davies e Hobson,
1981):

- Eulycopersicon (vermelho, amarelo ou marrom)
- Eriopersicon (verde ou largamente verde com listas pirpuras)

Citogeneticamente, contudo, é, provavelmente, mais significativo dividir o
género Lycopersicon, ao qual quase todas as espécies de tomate pertencem, em
tipo “L. hirsutum-" (L. hirsutum e L. hirsutum var glabratum, L. pennellii, L.
esculentum, L. esculentum var cerasiforme, L. cheesmanii, L. Dpimpinellifolium,
L. parviflorum, L. chmielewskii, Solanum lycopersicoides) e tipo “L.
peruvianum e L. chilense” (L. peruvianum, L. peruvianum var humifusum, L.
chilense) (Hobson e Grierson, 1993).

A espécie cultivada € a Lycopersicon esculentum. Ha outras espécies
distintas, selvagens, utilizadas em trabalhos de melhoramento, visando,
principalmente, a incorporagdo da resisténcia a pat6genos diversos, por
cruzamentos com a espécie cultivada. Tal resisténcia ¢ muito importante, pois, 0
tomateiro ¢ a hortalica mais sujeita ao ataque de numerosas doengas (F ilgueira,
1982).

A cultura € considerada como de ficil cultivo, de crescimento
determinado ou indeterminado (dependendo da variedade) e tolerante a uma larga
faixa de condigdes ambientais e nutricionais. A qualidade e produgdo de tomates,
especialmente aqueles cultivados em estufa, tém aumentado consideravelmente

nos ultimos 20 anos (Hobson e Grierson, 1993). Em condigdes de clima tropical,



0 tomateiro comporta-se como uma cultura anual; em casa de vegetagdo, com boa
protegdo contra patogenos e pragas, as cultivares de crescimento indeterminado
podem tornar-se semiperenes (Filgueira, 1982).

O tomateiro tem os seus frutos aptos para serem colhidos
aproximadamente de 100 a 130 dias apés o inicio da cultura, de acordo com a
cultivar, as condigdes gerais de clima e os tratos culturais (Bleinroth, 1995). Os
frutos, climatéricos (Hobson e Davies, 1971; Rhodes, 1971) séo bagas carnosas e
suculentas, com aspecto variavel, conforme a cultivar. Em sua maioria sio
vermelhos quando maduros. O peso unitirio médio varia de 70g, na primitiva
cultivar Santa Cruz, até mais de 300g, em cultivares de frutos grandes, tipo
Salada. Também o formato varia, sendo globular-achatado, no grupo Salada,
alongado nos grupos Santa Cruz e Quadrado, e piriforme, no grupo Roma. O
namero de léculos varia de 2 até 10, caracterizando os tipos bilocular e
multilocular (Filgueira, 1982). A anatomia do fruto, também chamado pericarpo,
o divide em exocarpo ou casca (constituido de uma camada epidermal, mais duas
a quatro camadas hipodermais), mesocarpo (rico em células parenquimatosas) e
endocarpo, constituido pelo tecido placental (que inclui os l6culos e as sementes),
e tecido vascular (Ho e Hewitt, 1986; Huysamer, Greve e Labavitch, 1997).

2.2 Atributos de qualidade

A qualidade de frutos e hortaligas se resume em importantes atributos,
dentre os quais destacam-se a aparéncia, o “flavor”, a textura, o valor nutritivo e
a seguranga (Chitarra, 1998). O processo de amadurecimento em tomates envolve
uma complexa e coordenada série de mudangas na pigmentagio, “flavor” e
textura resultantes das atividades fisiologica e bioquimica dos frutos (Lurie et al.,
1996).



2.2.1 Aparéncia

A aparéncia € o fator de qualidade mais importante, que determina o valor
de comercializagio do produto (Chitarra, 1998). Os fatores que afetam a
aparéncia de frutos e hortalicas sdo a cor, tamanho, forma, defeitos e
deterioragBes. A coloragdo externa do tomate é o resultado da pigmentacio da
polpa e da casca. Um tomate rosa apresenta, normalmente, exocarpo descolorido
e polpa vermelha, enquanto um tomate vermelho possui exocarpo amarelo e polpa
vermelha. Existem genctipos de tomates que determinam diferentes tipos de
coloragdo (rosa, laranja, amarelo escuro, amarelo claro, etc), embora os
consumidores prefiram aqueles tomates uniformemente coloridos de vermelho.
Visto que a cor é um indicador do estidio de maturagio do tomate, vérias cartas
de cores e escalas subjetivas t8m sido desenvolvidas para classificagio dos
estidios de maturagdo de tomates (Grierson e Kader, 1986). Em frutos normais,
durante a maturagdo, a clorofila € substituida por carotenos oxigenados. O
fitoflueno, que € incolor, incrementa em fungdo do amadurecimento, enquanto o
pico do B-caroteno ocorre um pouco antes do desenvolvimento completo da cor.
Quantitativamente, os compostos mais importantes sio o fitoeno (incolor) e o
licopeno (vermelho) (Hobson e Grierson, 1993). Logo, a mudanga visivel mais
flagrante durante o amadurecimento de tomates é a modificagdo na sua coloragéo
ditada pela degradagdo de clorofila e sintese de licopeno (Sozzi, Cascone e
Fraschina, 1996).

A relagdo entre o teor de clorofila dos frutos verdes e o teor de
carotendides dos frutos maduros é aparentemente devido i transformagdo de
cloroplastos em cromoplastos durante o amadurecimento, o que explica por que
frutos verde-escuros determinam alto teor de licopeno e P-caroteno quando
maduros (Khuidari, 1972). Na maioria das variedades comercias, a clorofila, que

estd localizada nos tilacéides dos cloroplastos, alcanga um pico de concentragio



no inicio do crescimento do fruto; o amadurecimento ocorre no final do
desenvolvimento quando a taxa de crescimento caiu ou cessou; a evolugio de
etileno ocorre junto a um aumento na respirago e os cloroplastos comegam a se
transformar em cromoplastos, inicialmente na geléia locular ao redor das
sementes e entdo no pericarpo por inteiro (Hobson e Grierson, 1993). A fitoeno
sintase desempenha um importante papel na rota biossintética dos carotendides,
sendo que mRNA para esta enzima aumenta paralelamente ao desenvolvimento
da cor vermelha em tomates (Lurie et al., 1996).

A preferéncia por um dado tamanho de tomates varia entre consumidores
e depende, de certa forma, do uso pretendido destes frutos. A faixa de tamanhos
de frutos varia entre cultivares. Dentro de cada cultivar, quando os frutos sdo
colhidos verdes, os menores sid provavelmente os mais imaturos. Logo, o
amadurecimento e as taxas de produgio de etileno sdo altamente correlacionados
com o tamanho do fruto. Contudo, se os frutos sdo colhidos no estidio “breaker”
ou estddios mais avangados de maturagdo, nenhum efeito do tamanho é notado
sobre a taxa de amadurecimento ou composi¢do e “flavor” no estadio maduro de
mesa (Grierson e Kader, 1986).

As cultivares de tomate diferem grandemente na forma do fruto e podem
ser esféricas, oblatas, alongadas, ou piriformes. Em adigio a estes termos
descritivos para formas, a taxa de didmetro longitudinal e transversal e a taxa de
didmetros longitudinais miximo e minimo podem ser usadas como indice de
forma. Enquanto a forma do fruto nio afeta diretamente as qualidades de “flavor”
e texturais de tomates, ela pode ter um efeito indireto por causa da estrutura
interna do fruto (taxa de material do pericarpo/locular) associada com uma dada
forma. Uma forma angular € indesejavel porque reflete imaturidade ou

“puffiness”. Defeitos de forma sdo, usualmente, associados a uma pobre



polinizagdo e desenvolvimento irregular de alguns léculos (Grierson e Kader,
1986).

A aparéncia de tomates também ¢ grandemente influenciada pela presenga
e magnitude de defeitos. A presenga de deterioragdes de origens diversas
constitui-se num sério defeito que compromete a comercializagio de tomates
(Grierson e Kader, 1986).

2.2.2 “Flavor”: alguns compostos determinantes

O “flavor” € uma das mais importantes propriedades de frutos e
hortalicas. E determinado pela estimulagio da sensibilidade quimica do
consumidor ao aroma e sabor (Salunkhe, Bolin e Reddy, 1991). Considera-se que
o “flavor” de hortalicas se origina dos constituintes basicos, tais como
carboidratos, particularmente os mono e dissacarideos, as proteinas e gorduras,
triglicerideos ou seus derivados, bem como as vitaminas e minerais (Martens e
Baardseth, 1987).

O “flavor” do tomate envolve a percep¢do do degustador que é
influenciada pelos aromas de muitos constituintes quimicos. Agticares, 4cidos e
suas interagdes sdo importantes para a dogura, acidez e intensidade do “flavor”
em tomates (Stevens et al., 1977; Jones e Scott, 1984; Bucheli e Dévaud, 1994;
Baldwin et al., 1998). A frutose e o 4cido citrico sio mais importantes para a
dogura e acidez que glucose e acido malico, respectivamente. Altos niveis de
aglcares e, relativamente, altos niveis de 4cidos sdo requeridos para o melhor
“flavor”.

A porgdo do mesocarpo do tomate contém mais aguicares redutores e
menos 4cidos orgénicos que a porg¢do locular. Logo, cultivares com uma larga

por¢do locular e com altas concentragdes de dcidos e aglicares tém melhor



“flavor” que aquelas com uma pequena porgdo locular (Stevens, Kader e
Albright-Holton, 1977).

Os agcticares constituem 65 a 70% dos sélidos soliveis totais no tomate
(Hobson e Kilby, 1985). O teor de sélidos soliveis depende em larga extensdo da
taxa de acumulagio de amido durante a ripida fase de crescimento (Dinar e
Stevens, 1981; Ho e Hewitt, 1986). A colheita de tomates antes do
amadurecimento pleno tem um efeito nio somente sobre o pico de aglicares, mas
também sobre o desenvolvimento de um espectro de “flavor”, afetando, assim, a
aceitabilidade do produto ao consumidor (Picha, 1986).

Os compostos volateis sdo importantes, nfio apenas para a determinagio
do aroma, como também do “flavor” de tomates. Existe uma relagio entre a cor
do tomate e sua composigéo voldtil, especialmente aqueles compostos voliteis que
sdo formados pela oxidacdo de carotendides. Cultivares com alto teor de B-
caroteno e cultivares com alto teor de -caroteno tém uma composicdo volatil e
“flavor” distintamente diferentes de cultivares vermelhas (Grierson e Kader,
1986). Mais que 400 substdncias contribuem para o odor do tomate. Os
constituintes identificados caem dentro das seguintes classes: hidrocarbonetos,
fenéis, éteres, aldeidos, dlcoois, cetonas, ésteres, lactonas, compostos sulfurados,
aminas e uma larga variedade de moléculas heterociclicas (Petro-Turza, 1987).

Diferengas nas concentragdes de aminoacidos associadas com o
amadurecimento do fruto quando colhido nfo parecem estar diretamente
relacionadas as diferengas de “flavor”. A possivel contribuigdo de outros
constituintes, tais como minerais e vitaminas nio tem sido investigada (Grierson e
Kader, 1986).



2.2.3 Textura

A parede celular dos vegetais é constituida por uma complexa associagdo
entre carboidratos, proteinas, lignina, substincias incrustantes, minerais e dgua
(Showalter, 1993). Em esséncia, os componentes mais importantes da parede
celular sdo os polissacarideos: pectina, celulose e hemicelulose. A parede celular
encerra as células do parénquima, que constituem a principal parte comestivel das
hortaligas. Estas células tém a habilidade de absorver dgua através da parede
celular e gerar pressdo hidrostitica dentro das células vivas. Este fenomeno é
chamado de pressdo de turgor e d4 a desejavel propriedade de frescor. As células
parenquimatosas sdo cimentadas umas as outras por uma camada amorfa junto a
parede celular chamada de lamela média. Esta consiste, principalmente, de
material péctico e sua composi¢do contribui para as propriedades texturais das
hortaligas (Martens e Baardseth, 1987).

Apbs a aparéncia visual, o mais importante fator na qualidade de tomates
€ a firmeza, que estd intimamente associada com o estidio de maturagdo. O
amadurecimento de frutos ¢ um processo complexo que os habilita para o
consumo (Leliévre et al., 1997). Em tomates, como na maioria dos frutos, o
amadurecimento ¢ marcado por modificagdes texturais, associadas ao
metabolismo de carboidratos da parede celular, que culminam com a redugio da
sua firmeza (Labavitch, 1981; Huber, 1983a; Gross e Sams, 1984; Tong e Gross,
1988; Seymour et al, 1990; Sakurai e Nevins, 1993; Huysamer, Greve e
Labavitch, 1997a,b). A maioria dos consumidores prefere frutos firmes que nio
perdem muito suco.quando cortados, e que ndo tém casca dura. A firmeza afeta a
suscetibilidade de tomates a danos fisicos e consequentemente sua habilidade de
comercializagdo. A qualidade textural de tomates ¢ influenciada pela dureza da
casca, firmeza da polpa, e estrutura interna do fruto (taxa de material
pericérpico/locular) que varia grandemente entre cultivares. A produgio da



enzima de solubilizagio da parede celular poligalacturonase durante o
amadurecimento desempenha um importante papel nas mudangas texturais
(Grierson e Kader, 1986), embora uma complexa agdo enzimitica coordenada
seja cogitada (Carrington e Pressey, 1996; Huysamer, Greve e Labavitch,
1997a,b).

A avaliagdo sensorial da qualidade textural envolve a sensibilidade do tato
e do paladar. Os métodos objetivos de avaliago para a firmeza de tomates podem
ser destrutivos ou ndo destrutivos. Métodos destrutivos medem a resisténcia do
tecido a forga de penetragdo (texturmetros, penetrometros), cisalhamento, corte,
compressdo, ou suas combinagdes. Instrumentos para determinagio ndo
destrutiva da firmeza dos frutos medem a resisténcia & forca de compressio
(deformac@o) aplicada a um ou virios pontos no fruto (Grierson e Kader, 1986).

2.3 Mecanismos de amadurecimento do tomate associados ao amaciamento

De todos os frutos climatéricos, indubitavelmente, o tomate é o mais
estudado a respeito dos mecanismos que controlam o seu amadurecimento. O
genoma € relativamente pequeno e muitos mutantes de gene simples sdo
disponiveis em “backgrounds™ genéticos padrdes, que facilitam a pesquisa dentro
dos mecanismos de controle. Além disso, a planta mie tem um ciclo de vida
relativamente curto e pode ser geneticamente transformada e regenerada a partir
de cultura de tecidos. Mudangas importantes ocorrem na fisiologia e bioquimica
de um tomate no inicio do amadurecimento. Estas alteragdes ocorrem
rapidamente afetando todos os compartimentos celulares, e alteram
fundalmentalmente a aparéncia, o “flavor”, a textura, a resisténcia a doengas e a -
vida-de-prateleira dos frutos (Hobson e Grierson, 1993).

O primeiro sinal detectivel do amadurecimento de tomates é um

incremento na produgio de etileno, que ocorre um ou dois dias antes de qualquer
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sinal visivel de mudanga de cor. A ascensdo respiratria mostrada pelo tomate
parece ser uma resposta & incrementada sintese de etileno. Com relagio a
coloragdo do fruto observa-se uma degradagio da clorofila e um aciimulo de B-
caroteno e licopeno nos plastideos 4 medida que eles sdo convertidos em
cromoplastos. Uma alteragdo no “flavor” € observada a partir do decréscimo no
malato e incremento no citrato; despolimerizagio ¢ degradagio de amido com
conseqiiente acimulo de agicares; destruicio de alcaldides tais como a a-
tomatina; redugdo nos teores de polifendis e poliaminas; incremento da fragio
volatil. As modificagdes texturais sdo determinadas por uma redugio nos teores
de galactana, arabinana e poliuronideos da parede celular; solubilizagdo de
complexos de pectina com célcio, particularmente a solubilizagio e parcial
despolimerizagdo de poliuronideos, processos estes mediados por um aumento na
atividade da enzima poligalacturonase. Ainda nio se tem como claro o que
realmente promove essas modificagdes, embora uma cadeia de eventos seja
iniciada a partir de estimulo hormonal, o que leva a0 amadurecimento (Hobson e
Grierson, 1993).

2.3.1 Compostos quimicos da parede celular e suas principais enzimas

O amaciamento ¢ uma das mais importantes modificagdes normalmente
observadas durante o amadurecimento de frutos. Acredita-se que essas mudangas
texturais resultem, primariamente, de mudangas na estrutura da parede celular
(PC) (Huber, 1983b).

A PC coostitui-se num améilgama entre celulose, hemicelulose,
substdncias pécticas, proteinas, lignina, dgua, substincias incrustantes como
cutina e suberina e certos compostos inorginicos que variam entre espécies
vegetais, tipos de células e mesmo entre células vizinhas. Muito se conhece sobre

a estrutura e regulagdo metabélica dos varios componentes da PC, mas
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relativamente pouco se sabe sobre suas precisas fungdes e interagdes
intermoleculares (Showalter, 1993).

O conceito de que paredes celulares primédrias sio um compartimento
metabolicamente ativo da célula estd agora bem estabelecido. Parte das
evidéncias que suporta esse conceito € a ocorréncia de enzimas na parede celular
cujas especificidades de substrato indicam suas propriedades em modificar os
componentes estruturais da parede. Ndo obstante, a mera existéncia de enzimas
de parede ndo prova que elas ajam in vivo. Elas poderiam estar presentes num
sitio que evita o acesso ao substrato postulado, ou inibidores da enzima poderiam
estar presentes. Logo, as evidéncias de paredes metabolicamente ativas sdo a
demonstragdo de que seus componentes sofrem modificagdes quimicas in vivo
(Fry, 1995).

As aparentes mudancas no peso molecular de polimeros da PC que
acompanham o amadurecimento de frutos implicam na agdo de enzimas capazes
de degradar componentes especificos da parede. Conseqiientemente, a atividade
de enzimas da parede induzida pelo amadurecimento tem sido assunto de intensos
estudos por vérias décadas. Tais estudos tém se prendido, relativamente, a poucas
enzimas que se acumulam em altos niveis em frutos, tais como:
pectinametilesterase (PME), poligalacturonase (PG) e celulases (Fisher e Bennett,
1991). Entretanto, a complexidade dos polissacarideos estruturais da PC sugere
que um grande nimero de enzimas deva estar envolvido neste “turnover”, tais
como glicosidases, mananase, xilanase, a- e [-galactosidases, endo-B-
(1->3)glucanase, pectinase e xiloglucanase (Fry, 1995).

Um modelo da arquitetura celular € necessario a fim de se interpretarem
as consequéncias fisicas de mudangas nos polimeros da parede celular . Tal
modelo ¢ também necessario caso se tenha a pretens@io de se predizer os efeitos
que hidrolases especificas da parede celular possam ter sobre propriedades
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reologicas da parede. Infelizmente, a complexidade e diversidade de paredes
celulares impedem o desenvolvimento de um preciso modelo tridimensional de
aplicabilidade universal (Fisher & Bennett, 1991).

Das conhecidas hidrolases da parede celular, a maioria age nas pontes
glicosidicas, destacando-se as glicosilhidrolases. Outras hidrolases da parede
agem sobre ésteres fosfato (fosfatase), carboxi-ésteres (PME e cutinase) e
ligag3es peptidicas (proteinases) (Fry, 1995).

A seguir € apresentada uma descri¢io dos principais constituintes da
parede celular e suas principais enzimas, bem como das modificagdes que

normalmente ocorrem durante o amadurecimento de tomates.

2.3.1.1 Celulose

A celulose ¢ uma B-(1—4) glucana linear que proporciona a forca
mecénica das PC vegetais. Ela se auto-associa através de pontes de hidrogénio
intermoleculares formando microfibrilas de no minimo 36 cadeias de glucana e
torna-se fortemente associada com a hemicelulose na PC (Fischer e Bennett,
1991; Hobson e Grierson, 1993).

Embora se possa antecipar que mudangas na estrutura da celulose estejam
associadas com o amaciamento do fruto durante o amadurecimento, parece que
esta suposi¢do ndo ¢ verdadeira. Observagdes ultra-estruturais tém documentado
a aparente dissolugdo da rede fibrilar da PC no amadurecimento de abacate, pera
¢ macd (Pesis e Fuchs e Zauberman, 1978), e esta dissolugiio poderia ser
reproduzida pelo tratamento de tecidos de frutos com celulase fiingica “in vitro”
(Ben Arie, Sonego e Frenkel, 1979). Sugeriu-se esta dissolugdo como resultado
da atividade celulolitica, mas analises quimicas de niveis de glucana celulésica
indicando que niveis de celulose permaneceram constantes ou mesmo

incrementaram levemente durante o amadurecimento de pera e tomate, ndo
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suportam esta visdo (Gross e Wallner, 1979; Ahmed e Labavitch, 1980). E
possivel que as mudangas ultra-estruturais observadas tenham resultado da
atividade celulolitica que ndo solubilizou completamente a celulose da PC.
Alternativamente, as mudancas ultra-estruturais podem ser resultado da
degradagdo de um componente da matriz nfio celulésica que culminou na perda da
organizagdo microfibrilar.

2.3.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um polissacarideo heterogéﬁeo constituido por agiicares
neutros que interagem tanto com a celulose quanto com as substincias pécticas.
A despeito de muitos pontos de desacordo, todos os modelos de PC colocam a
celulose associada a uma monocamada de hemicelulose fortemente ligada por
pontes de hidrogénio as suas superficies microfibrilares (Keegstra et al., 1973;
Fry, 1989). Em PC de dicotiledoneas a principal hemicelulose ¢ a xiloglucana,
uma cadeia B-(1—4) glucosil linear 4 qual xilose e cadeias laterais mais
complexas contendo xilose, galactose e fucose sdo unidas ao carbono 6 de
residuos glucosil da cadeia principal glucana a intervalos regulares. Em alguns
casos, cadeias laterais de xilose sio unidas em uma forma altamente regular a trés
residuos de glicose consecutivos seguidos por uma glicose nfio substituida (Fry,
1989; Hayashi, 1989).

A associagdo “in vitro” de xiloglucanas com microfibrilas de celulose tem
sido demonstrada como esponténea e altamente especifica (Hayashi, Marsden e
Delmer, 1987; Vincken et al, 1995). Contudo, o complexo nativo
xiloglucana/celulose contém maiores quantidades de xiloglucana que o complexo
“in vitro”, sugerindo que a associagdo de xiloglucana com celulose “in vivo” deva

compreender nio somente uma monocamada sobre a microfibrila, mas, também,
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se estender para dentro da matriz da PC e, talvez, transpor microfibrilas vizinhas
(Fry, 1989).

Outros componentes hemicelulésicos das PC primérias de dicotiledoneas
sd0 muito menos abundantes que xiloglucanas, e sua estrutura e funcdes ainda
ndo estio bem estudadas. Xilanas compreendem cerca de 5% e 20% de PC
primérias de dicotiledoneas e gramineas, respectivamente. Em ambos os casos as
xilanas podem atuar com as xiloglucanas na associagdo com e, talvez, transpondo
microfibrilas de celulose. Outros componentes hemicelulésicos incluem
glucomananas e galactomananas. Enquanto estes componentes hemicelulésicos
servem, primariamente, como polissacarideos de reserva em sementes, alguns sio
encontrados nas PC, onde eles podem ter uma fungdo estrutural (Fischer e
Bennett, 1991).

Modificagdes da estrutura hemicelulésica associadas ao amadurecimento
tém sido documentadas em diferentes frutos, incluindo o tomate (Huber, 1983a;
Cutillas-Iturralde et al., 1994; Sanchez-Romero et al., 1998). Embora somente
leves mudangas na quantidade de hemicelulose ocorram, a cromatografia de
filtragdo gélica indica que o tamanho de polimeros hemiceluldsicos decresce
dramaticamente durante 0 amadurecimento de tomates (Huber, 1983a), ou nio
(Seymour et al., 1990). Visto que as hemiceluloses sdo um conjunto de diversos
polimeros, tentativas tém sido realizadas no sentido de se identificar os
componentes polissacaridicos especificos responsaveis pelo aparecimento de
polimeros hemicelulésicos menores. Embora o aparecimento de pequenos
polimeros hemicelul6sicos seja interpretado como indicativo de que alguns
componentes de hemicelulose sofram limitada degrada¢do (Huber, 1983a), alguns
estudos sugerem que a redugdio do peso molecular em hemicelulose possa
envolver a sintese de pequenos polimeros enriquecidos em residuos manosil e
glucosil - talvez glucomananas (Tong e Gross, 1988). Mudangas na estrutura da
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hemicelulose, associadas ao amadurecimento, sio, provavelmente, importantes
determinantes das mudancas texturais em frutos, mas as bases bioquimicas do
“turnover” de hemiceluloses sdo muito pouco caracterizadas (Seymour et al.,
1990; Greve e Labavitch, 1991; Carrington, Greve e Labavitch, 1993; Carrington
e Pressey, 1996; Huysamer, Greve e Labavitch, 1997a,b).

O amaciamento de frutos durante o seu amadurecimento implica em
modificagdes de polissacarideos de parede celular. Os reflexos econémicos desse
amaciamento na fase pos-colheita tém estimulado o desenvolvimento de uma série
de pesquisas, envolvendo o estudo das bases bioquimicas do metabolismo da
parede celular de frutos. As modificagdes nos aglicares neutros, acidos urénicos e
teor de proteinas da parede celular de tomates durante o seu amadurecimento
foram caracterizadas (Gross e Wallner, 1979). Pdde-se observar uma redugio nos
teores de galactose, arabinose e 4cido galacturdnico com o amadurecimento. A
redug@io nos teores de galactose e arabinose nio se associou, aparentemente, com
solubilizagdo péctica e as enzimas relacionadas com essa redugdo ndo foram
identificadas.

A perda liquida de aglicares de parede implica em que os polimeros de
origem sejam metabolisados de forma que nio permanegam como componentes
da parede isolada. (Huber, 1983a). Torna-se dificil interpretar se mudangas
observadas no teor de aglicares neutros representam o ‘:tumover” de hemicelulose
ou a degradagdo de poliuronideos ricos em agiicares neutros. Uma
despolimerizagdo de polissacarideos hemiceluldsicos foi observada durante o
amadurecimento de tomates, coincidente, embora independente, da degradagdo
péctica (Huber, 1983a).

O teor de galactose da fragdo solivel em CDTA e Na,CO; da parede
celular de tomates decresceu cerca de 65% com o amadurecimento. Residuos de
aglcares neutros da parede celular bruta também decresceram, principalmente
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arabinose, galactose e glicose (Gross, 1984). Tong e Gross (1988) observaram
poucas mudangas no peso molecular ou composigdo da parede celular de tomates
soluvel em KOH 4M. Entretanto, uma redugdo no peso molecular dos polimeros
soluveis em KOH 8M foi verificada durante o amadurecimento. Mudangas no
padrao de ligagdes glicosil do material hemicelulésico sohivel em KOH 8M foram
detectadas, incluindo incrementos nas ligagdes 4-manosil, 4,6-manosil e 4-
glucosil e decréscimo nos residuos com ligagdes S-arabinosil e glucosil terminal
nos polimeros de peso menor e maior que 40kDa, respectivamente. Estes dados
indicaram sintese “de novo” durante 0 amadurecimento de tomates até o estadio
vermelho maduro.

O principal polissacarideo hemicelulésico observado por Seymour et al.
(1990) em tomates foi uma xiloglucomanana, havendo ainda evidéncias da
ocorréncia de pequena quantidade de um complexo xilana-pectina. Mudangas
negligencidveis na composigdo da fragdo hemicelulésica de tomates maturos e
maduros foram observadas.

A capacidade biossintética de discos do pericarpo de tomate em quatro
estadios de maturidade foi examinada, a partir da técnica de cromatografia
gasosa-espectrometria de massa (Greve e Labavitch, 1991). Modificagdes
especificas na biossintese da parede celular incluiram incorporagio incrementada
de residuos xilosil e manosil na fragio hemiceluldsica, com o amadurecimento.

Redugdo de 50% na massa molecular de hemiceluloses foi observada ao
se comparar tomates verdes ¢ vermelhos (Sakurai e Nevins, 1993). Tal redugdo
associou-se, primariamente, com a degradagdo de xiloglucanas, contribuindo para
o amaciamento dos tomates.

Perdas em residuos galactosil durante o amadurecimento de tomates tém
sido associadas como uma das principais causas do amaciamento de tomates

(Carrington, Greve e Labavitch, 1993; Carrington e Pressey, 1996; Huysamer,
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Greve e Labavitch, 1997a). Essas perdas se correlacionam com a atividade de B-
galactosidase embora uma complexa a¢#o enzimitica deva estar envolvida. Sozzi,
Cascone e Fraschina (1996) associaram um ativo papel das enzimas B-mananase
e a- e - galactosidases com os processos de amaciamento de tomates.

Xilose e glicose sdo os aglicares neutros mais abundantes da fragdo
hemicelul6sica da parede celular de tomates (Gross, 1984; Tong e Gross, 1988;
Seymour et al., 1990; Huysamer, Greve e Labavitch, 1997a,b). Huysamer, Greve
e Labavitch (1997a) sugerem que os polimeros hemicelulésicos sintetizados
durante o processo de amadurecimento sdo diferentes em tipo e/ou proporgio
daqueles presentes no desenvolvimento do fruto. A regido pericarpica mais
externa (incluindo a cuticula) apresenta uma capacidade sintética inferior a regisio
pericarpica mais interna (préxima aos léculos) (Huysamer, Greve e Labavitch,
1997b).

2.3.1.3 Pectinas

As substincias pécticas consistem de uma cadeia principal de a-1,4
galacturonana com residuos ramnosil 2- e 2,4- ligados. 50 a 60% dos grupos
carboxilicos sdo metoxilados, enquanto o calcio pode formar pontes inter- e
intramoleculares. Uma proporgéo dos residuos ramnose se liga as cadeias laterais
de agiicares, tais como a galactose, ou arabinose. As pectinas tém sido tratadas
geralmente como polimeros compreendidos de um segmento de espécies de
diferentes tamanhos moleculare;s:f Recentes anélises de pectinas de PC de tomates
por cromatografia de exclusio\ molecular de alta performance, separam-nas,
aparentemente, em cinco espécies macromoleculares pouco distintas. Essa
interpretagio sugere que as subunidades de pectina propostas funcionam como
um mosaico agregado, com subunidades associadas por interages ndo

covalentes. Esse modelo apresenta a possibilidade de que mudangas na
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integridade da PC e degradagdo péctica podem ser promovidas por mudangas na
forga i6nica da matriz extracelular antes que por clivagem enzimatica (Fischer e
Bennett, 1991).

As substincias pécticas constituem-se na classe de polissacarideos da
parede celular que sofre a mais marcante modificagdo durante o amadurecimento
de tomates (Steele, McCann e Roberts, 1997). Mudancas em pectinas associadas
ao amadurecimento tém sido extensivamente documentadas; a solubilizagio e
despolimerizagdo das substincias pécticas, normalmente, acompanham o
amaciamento de tomates durante o seu amadurecimento (Huber, 1983a;
DellaPenna et al., 1990; Huber, 1992; Huber e O’Donoghue, 1993; Brummell e
Labavitch, 1997). Com o amadurecimento, os poliuronideos da parede celular de
tomates aumentam a sua solubilidade em dgua (Gross e Wallner, 1979) em
resposta & sua despolimerizagio (Huber, 1983a; Della Penna et al., 1990), o que
culmina com o amaciamento dos frutos. A filtragdo gélica de poliuronideos
revelou que esses polimeros foram extensivamente degradados durante o
amadurecimento (Huber, 1983a). Polissacarideos pécticos de tomates
apresentaram uma redugo no seu peso molecular, a partir de cromatografia
gélica, durante a passagem do estddio verde maturo para o totalmente maduro
(Huber e O’Donoghue, 1993). Nove dias ap6s se atingir o estidio totalmente
vermelho, os polissacarideos do fruto apresentaram uma despolimerizagio
adicional limitada. Resultados semelhantes, associando a solubilizagio e
despolimerizagdo péctica ao amaciamento, tém sido reportados (Huber, 1983a;
DellaPenna et al., 1990; Huber, 1992; Brummell e Labavitch, 1997; Carrington,
Greve e Labavitch, 1993).

A estrutura de pectinas, “in situ” ou apds extragdo, tem sido de dificil
determinagdo por causa da tendéncia dos polimeros em se associarem em vérios

estados de agregagio. A mais simples anilise de estrutura de pectina envolve sua
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extracdo da PC por quelantes. A suscetibilidade de pectinas & extragdo por
quelantes indica que ligagdes cruzadas covalentes a polimeros insoliveis foram
clivadas e que o polimero péctico permanece ligado somente por pontes idnicas,
presumivelmente ligagdes cruzadas com Ca>, a polimeros galacturénicos
adjacentes. Durante o amadurecimento de muitos frutos, notadamente tomate,
magd e pera, existe um aumento drastico em pectinas soliveis em &agua e
quelantes. Essa observagéo sugere que polimeros pécticos sejam clivados a partir
de ligagGes cruzadas covalentes na PC (Huber, 1983b).

Anilises mais informativas de estruturas de pectina incluem métodos que
acessam o peso molecular dos polimeros. Estes métodos contam com extragio de
pectina em quelantes seguida por fracionamento por peso das pectinas por
filtragdo, por ultrafiltragdo, ou mais recentemente por cromatografia de exclusio
molecular de alta performance (Fischer ¢ Bennett, 1991). E de suma importancia
nessas andlises a completa e répida inativagdo de poligalacturonases endégenas
pelo tratamento com fenol-dcido acético-agua, durante o isolamento da PC
(Huber, 1991). Em ndo se fazendo isso, extensiva despolimerizagdo da pectina,
presumivelmente devido a elevada acessibilidade das pectinas extraidas a
dega&gio por poligalacturonase endégena pode ocorrer. Por meio de filtragio
gélica e ultrafiltragdo, tem se verificado que o peso molecular médio de pectinas
decresce drasticamente durante o amadurecimento do fruto, sugerindo que, além
das clivagens das ligagdes cruzadas, a cadeia principal da galacturonana ¢
degradada (Huber, 1992; Huber e O’Donoghue, 1993). Recentes anilises de
plantas transgénicas indicam que a degradagio da pectina em tomate, através de
anilise da sua solubilidade em quelante (Giovannoni et al., 1989) ou por
mudangas no peso molecular (DellaPenna et al., 1990), reflete a atividade de uma
simples enzima, a endopoligalacturonase. Logo, a solubilizagdo de substincias

pécticas de tomates tem sido associada & hidrolise mediada pela enzima
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poligalacturonase (PG) (Huber, 1983a; Kock e Nevins, 1989). A extensdo da
liberagio de poliuronideos por PG parece ser dependente do estidio do
desenvolvimento do fruto (Kock e Nevins, 1989).

Polissacarideos pécticos soliveis en CDTA apresentaram uma cadeia
principal de ramnogalacturonana levemente ramificada comparados com a fragio
solavel em Na,CO; (Seymour et al., 1990). As cadeias laterais foram compostas,
principalmente, por residuos galactopiranosil B-(1—4) ligados e arabinofuranosil
a-(1—5) ligados, evidéncias obtidas por anilise de metilagio e CNMR
espectrometria. Os frutos maduros apresentaram muito menos galactana péctica
comparados com os nio maduros, tendo sido observado um significativo
decréscimo no teor de cadeias laterais das galactanas do fruto maduro.

O calcio ¢ um mineral importante na manutengio da estabilidade da
parede celular em fungdo da sua associagio com as substincias pécticas. Ele se
liga covalentemente as pectinas dando origem ao pectato de calcio, que restringe a
acio da PME e PG, e conseqgiientemente o amaciamento de frutos (Shear, 1975;
Salunke, Bolin e Reddy, 1991). Estudos sobre a senescéncia foliar e
amadurecimento de frutos tém indicado que a taxa de senescéncia depende do
“status” de calcio no tecido e que pelo aumento dos niveis de célcio, varias
caracteristicas de senescéncia, tais como respiragio, teor de proteinas e clorofila e
fluidez de membranas sdo alteradas (Poovaiah, 1986). Pulverizag3es e imersdes
de frutos com cloreto de célcio retardam o seu amaciamento e senescéncia em
fungdo de um aumento do célcio ligado & parede celular (Wills e Tirmazi, 1979;
Wills e Mahendra, 1989; Cowway, Sams e Watada, 1995; Scalon, 1996; Vilas
Boas et al., 1998).
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2.3.1.4 Principais enzimas

Das poligalacturonases (PG) que tém sido identificadas em frutos, ambas,
exo- ¢ endo- PG tém sido caracterizadas, correspondendo a enzimas de clivagem
terminal e aleatoria, respectivamente. Estas enzimas catalisam a clivagem
hidrolitica de ligagSes o~ (1—»4) galacturonana (Fischer e Bennett, 1991; Lazan
e Ali, 1993). '

Acredita-se que a despolimerizagio e solubilizagdo dos poliuronideos da
parede celular por endopoligalacturonases seja a caracteristica dominante do
metabolismo de amaciamento em tomates e varios outros frutos (Huber, 1983a;
Ahrens e Huber, 1990; Steele, McCann e Roberts, 1997). As evidéncias que
suportam esta hipétese incluem a observagdo de que a degradagdo in vitro de
paredes celulares isoladas por PG mimetiza a degradagdo de pectinas que ocorre
in vivo; correlagoes entre PG e o amaciamento de frutos e a auséncia ou
deficiéncia de PG de tomates mutantes que nio amaciam (Pressey e Avants,
1982; Brady et al., 1983; Crookes e Grierson, 1983; Huber e Lee, 1989; Ahrens
e Huber, 1990; Carrington, Greve e Labavitch, 1993).

As pectinas sdo secretadas a parede celular puma forma metil-
esterificada, onde sdo desesterificadas pela pectinametilesterase (PME) e tornam-
se disponiveis para ligagSes cruzadas intermoleculares mediadas por Ca®
(Carpita e Gibeaut, 1993). A PG ¢ mais ativa na degradagio de pectinas
desmetiladas que metiladas (Seymour et al., 1987; Koch e Nevins, 1989).
Portanto, PME, uma enzima que cataliza a desmetilagdo do grupo carboxilico Cs
de residuos galacturanosil, pode desempenhar um importante papel na
determinagdo da extensdo & qual a pectina é acessivel a degradagdo por PG,
estando envolvida no processo de amaciamento (Gaffe, Tiznado e Handa, 1997).
Na verdade, tem sido sugerido que a maior suscetibilidade das paredes celulares
de tomates i agdo da PG durante o amadurecimento ¢ devida i agdo de PME
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(Koch e Nevins, 1989). E possivel que a PME e PG ocupem diferentes sitios na
parede celular e lamela média, logo, adicionando um posterior ponto de controle
sobre suas atividades (Rushing e Huber, 1990).

A crucialidade da PG no amaciamento de frutos &, entretanto, colocada
em xeque, & luz de novas descobertas. O bloqueio da expressio da PG por
transformagdo com o gene antisense para PG ndo evita 0 amaciamento de frutos
(Smith et al., 1988; Schuch et al., 1991), ou o faz apenas parcialmente (Kramer
et al., 1992; Carrington, Greve e Labavitch, 1993). Por outro lado, a expressio
da PG, manipulada geneticamente, em mutantes rin que nio amadurecem e que
normalmente carecem de PG, nio restaura o seu amaciamento (Giovannoni et al.,
1989). A B-galactosidase é colocada como uma enzima alternativa a PG no
processo de amaciamento de tomates (Carrington e Pressey, 1996). Acredita-se
que a [B-galactosidase degrade residuos galactopiranosideos com ligagdes 14
que constituem os agiicares neutros das cadeias laterais das moléculas pécticas,
promovendo um declinio em certos agiicares neutros, especialmente a galactose
(Lazan e Ali, 1993; Carrington e Pressey, 1996).

A ativagdo da transcrigio do gene PG ocorre um a dois dias apés a
iniciagdo do aumento na sintese de etileno que engatitha o amadurecimento. Isto
leva a0 acimulo de mRNA para PG no citosol e a sintese de proteinas PG. Parece
haver somente um gene para as isoformas PG de endo agio que so sintetizadas
durante o amadurecimento. Acredita-se que as trés isoformas que acumulam,
PG1, PG2a, PG2b, sejam derivadas de um simples mRNA por processo pos-
traducional e glicosilagio do polipeptideo PG, ou por interagio com outras
proteinas. A principio, PG1 com um Mr de cerca de 100 kDa ¢ a tnica espécie
molecular detectivel, mas PG2a ¢ PG2b rapidamente se acumulam com a
continuagdo do amadurecimento e sdo as principais isoformas no fruto maduro
(Hobson e Grierson, 1993).
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Evidéncias da ligag3o da PG1 com a taxa de amaciamento nos frutos de
tomates durante o amadurecimento esto se acumulando. A atividade dessa forma
molecular maior de PG estd intimamente associada com a taxa i qual as pectinas
tornam-se solubilizadas (Brady et al., 1985), e se despolimerizam (DellaPenna et
al.,, 1990). A questdo do papel das enzimas pécticas no amaciamento do tomate
tem sido esclarecida pelo uso de técnicas de biologia molecular. Em duas
abordagens complementares sobre esse problema, genes de PG tém sido inseridos
em uma linha mutante em que o gene natural ¢ inibido, enquanto a tecnologia
antisense tem permitido que a expressdo natural de PG seja fortemente inibida em
uma linha natural. A mutagfo rin jé previne quase completamente a sintese de
PG em frutos maturos (Knapp et al., 1989); a insergdo de outro gene PG nesta
linha sob um promotor induzivel resultou na acumulagio da enzima ativa
(Giovannoni et al., 1989; DellaPenna et al., 1990), embora o fruto nio tenha
amadurecido. Contudo, permanece a possibilidade de que efeitos pleiotrépicos do
gene rin impegam a PG de promover exatamente as mesmas mudangas como em
um fruto normal. Em contraste direto a isto, a técnica de RNA antisense tem sido
usada para inibir a atividade normal da PG no amadurecimento do fruto de forma
que somente 1% da atividade usual permanega (Smith et al., 1988; Langley et al.,
1994; Brummell e Labavitch, 1997). A redugio evitou grandemente a
despolimeriza¢do de pectinas, mas teve pouco efeito sobre a solubilizagido de
pectinas ou firmeza do fruto medidas pela penetragio de sondas ou testes de
compress&o. Entretanto, linhas transgénicas de tomates que carregam o gene anti-
sense para PG variam em sua eficiéncia na supressio da expressio da PG, sendo
que seu efeito positivo sobre a reduggo da solubilizagio de pectmas € manutengdo
da firmeza também tem sido verificado (Kramer et al., 1992; Carrington, Greve e
Labavitch, 1993). A despeito da caréncia de efeitos sobre a firmeza do fruto,
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tomates com baixa atividade de PG transformados com genes antisense foram
muito menos suscetiveis ao dano mecinico e rachadura (Schuch et al., 1991).

Todos os trabalhos publicados até agora relacionaram a inibigdo da
atividade da PG com a extensdo da sobrevivéncia e vida-de-prateleira do fruto.
Contudo, a principal conclusio desses experimentos, onde os niveis de PG tém
sido alterados, é que esta enzima nio é o tnico, ou mesmo o determinante
primirio do amaciamento. Conseqiientemente, outras explicagdes devem ser
vislumbradas pelas mudangas na textura que ocorrem durante o amadurecimento
(Hobson e Grierson, 1993).

Enquanto ¢ impossivel acessar, com o presente conhecimento, o preciso
papel “in vivo” dos vérios possiveis mecanismos que contribuem para a perda de
firmeza em diregdo ao final do desenvolvimento do fruto, uma sintese das
evidéncias que existem referentes ao relacionamento entre mudangas fisiol6gicas e
bioquimicas e amaciamento ¢ apresentada.

No fruto verde imaturo as glicosidases removem as cadeias laterais de
polimeros pécticos como uma possivel etapa preliminar para uma solubilizagio e
degradagdo subseqiiente por PG (Huber, 1983b). A autélise do gel locular ocorre
na auséncia de PG, com algum amaciamento do fruto (Huber e Lee, 1986) por
um mecanismo desconhecido.

A fase autocatalitica da produgdo de etileno inicia-se concomitantemente
a0 inicio do amadurecimento; posteriormente galactose é liberada das paredes
celulares (Kim, Gross e Solomos, 1991). A sintese de PG, solubilizagso e
despolimerizagdo de pectinas (Seymour et al., 1987) e liberagio de proteinas da
parede celular (Hobson, Richardson e Gillham, 1983) ocorrem, mas nio sio
necessariamente ligadas. A acidificacdo do material da parede celular ocorre no
andamento da agdio da PME, talvez envolvendo outros mecanismos; hi

degradagdo de paredes celulares interligadas com calcio, talvez por complexagio
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do célcio com citrato (Buescher e Hobson, 1982; Brady, McGlassom e Speirs,
1987) movendo-se a partir do vactiolo. Existem evidéncias de que o cilcio é
progressivamente liberado da parede celular (Jarvis, 1984). Também existe,
provavelmente, um redirecionamento na incorporagdo dos polimeros da parede
em vérios tipos de componentes da parede celular (Mitcham, Gross e Ng, 1989;
Gross, 1990).

No fruto maduro, o entumescimento da lamela média ocorre & medida que
a estrutura se desintegra e permite 0 movimento celular. A pressio de turgor cai
com o enfraquecimento progressivo da célula. Existe um relacionamento geral
(talvez coincidéncia) entre a atividade de PG total e indice de firmeza do fruto. A
degradagdo de pectinas como um resultado das atividades da PG e PME parece
totalmente limitada neste estidio (Seymour et al., 1987; Seymour, Lasslet e
Tucker, 1987).

No sobre-amadurecimento a PG continua a aumentar a atividade; com a
desintegragdo das células, a progressiva despolimerizacdo e degradagio das
substincias pécticas resulta de uma degradagio dos mecanismos de controle e
uma mistura livre de enzimas e substratos. O fruto torna-se suscetivel a infec¢io
por bactérias e fungos. O fruto cai a0 chio e as sementes s3o disponiveis para
dispersé@o (Hobson e Grierson, 1993).

2.4 Mutantes de nfio amadurecimento

Tem sido caracterizada uma gama de mutantes de ndo amadurecimento,
que mostra efeitos pleiotropicos sobre varios aspectos do amadurecimento,
indicando que eles afetam os processos regulatérios que controlam diversos
eventos diferentes. Embora a precisa lesio bioquimica ainda nio tenha sido
demonstrada para qualquer dos mutantes, é provivel que os processos que

envolvem a sintese de etileno sejam alterados nestes mutantes. Um resumo das
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implicagGes fisiologicas e composicionais da introdugio dos genes mutantes
Never ripe (Nr), ripening inhibitor (rin) e non-ripening (nor) em linhas de
tomate de amadurecimento normal foi previamente publicado (Davies e Hobson,
1981). Duas revisges posteriores (Grierson et al., 1987; Tucker e Grierson, 1987)
ddo mais detalhes da bioquimica e biologia molecular das lesdes que alteram a
taxa de desenvolvimento normal, incluindo alguns que apenas afetam os aspectos
da biossintese de pigmentos. Os mutantes rin e nor tém se mostrado
extremamente tteis nos estudos de amadurecimento.

O mutante de ndo amadurecimento alcobaga também afeta drasticamente
a taxa de amadurecimento de tomates. De acordo com o “background” genético e
o tempo de colheita, a resposta pode ser varidvel. Em algumas circunstincias, o
fruto amadurece na planta até atingir uma cor vermelho palida, enquanto que, se
colhido quando verde maturo, eventualmente torna-se amarelo e nio vermelho. A
atividade da PG € muito baixa: condigdes de alta salinidade causam
amadurecimento mais extensivo e induzem um pouco mais a atividade da PG
(Hobson e Grierson, 1993).

A cultivar Alcobaga, homozigota para o alelo mutante alcobaga, marcou
o inicio do melhoramento do tomateiro no Brasil visando 2 melhor conservagio
pos-colheita de seus frutos (Almeida, 1957 citado por Tabim, 1974). Esta
cultivar produz frutos amarelos e pequenos que se podem conservar por 6 a 11
meses apos a colheita (Leal, 1973).

O capacidade de armazenamento da cultivar Alcobaga é controlada por
um unico alelo recessivo denominado alc (Mutschler, 1984). Hibridos
heterozigotos para o alelo alc nio mostram efeitos detrimentais na coloragdo,
firmeza, ou tamanho dos frutos, podendo produzir frutos com aceitagio comercial

e com conservagdo pés-colheita significativamente maior (Mutschler et al., 1992).
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Hibridos F; com o alelo alcobaga em heterozigose substituiram com
vantagens os parentais comerciais utilizados, especialmente na conservagéio pos-
colheita (Souza, 1995). O alelo alcobaga presente em heterozigose em hibridos de
tomate promoveu um aumento na firmeza dos frutos, redugéo no teor de pectina
sohivel e da relagdio pectina solivel/pectina total, redugio na atividade da PME
(mas ndo na atividade de PG) no estidio “breaker”, parecendo niio ter efeitos
deletérios sobre a qualidade dos frutos (Resende, 1995). O efeito do alelo
alcobaga em heterozigose também foi observado no retardo dos processos de
solubilizagdo de pectinas e amaciamento de tomates (Filgueiras, 1996). O alelo
alc em heterozigose conferiu maior firmeza a tomates; retardou, sem impedir, o
desenvolvimento da sua coloragio vermelha e ndio causou efeitos deletérios sobre
sua produgio comercial, tamanho de cicatriz peduncular e formato do fruto
(Freitas, 1996). Igualmente, nfio prejudicou a coloragio interna ou externa dos
frutos e o teor de licopeno, reduzindo, porém, o teor de B-caroteno (Araijo,
1997). Desta forma, sugere-se o alelo alcobaga em heterozigose como uma
alternativa vidvel para o melhoramento genético do tomate visando & sua melhor

conservagdo pos-colheita.

28



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Frutos

Foram avaliados trés pares de hibridos de primeira geragio (F)) de
tomates do grupo multilocular provenientes de experimento conduzido na
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os hibridos, dentro de cada par, eram
isogénicos a excegdo do loco alcobaga. Foram utilizados os hibridos obtidos dos
seguintes cruzamentos:

[NC-8276 (++) X TOM-559 (acic)] +1atcy € [NC-8276 (114 X Flora Dade (ray)+s+)
[Piedmont sy X TOM-559 (ucat)] vty © [Piedmont .4y X Flora Dade (asay]srs
[Stevens ++) X TOM-559 (goaey] (+atey € [Stevens .4y X Flora Dade 4] (s

sendo que as notagSes (+/+) correspondem a frutos de amadurecimento normal,
(alc/alc) homozigotos alcobaga e (+/alc) heterozigotos alcobaga. As sementes
dos hibridos foram semeadas em bandejas, ¢ as mudas transplantadas para estufa
pléstica e cultivadas em sistema de fertirrigagdo. O controle fitossanitirio das
plantas foi realizado duas vezes por semana através da aplicagdo de fungicidas e
inseticidas.

A colheita foi realizada pela manh3, selecionando-se frutos no estadio de
maturacdo “breaker” de segundo, terceiro e quarto cachos que foram
transportados para o Laboratério de Bioquimica de Frutos do Departamento de
Ciéncias dos Alimentos da UFLA. Os frutos foram novamente selecionados
quanto 4 uniformidade de tamanho, grau de maturagdo e auséncia de defeitos.

Os frutos foram armazenados em sala de maturagio em condigdes
ambiente (temperatura = 21°C + 2 e umidade relativa = 50% + 5) e analisados de
acordo com o estddio de maturagio, segundo USDA (1976):
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“Breaker” - frutos verde claro com o primeiro surgimento de mancha
rosa, vermelha ou amarela cobrindo até 10% de sua superficie.

rosa - frutos com pigmentagéio rosea ou vermelha em 30 a 60% de sua
superficie.

vermelho claro - frutos com pelo menos 60% da superficie avermelhada,
até 90%.

vermelho - frutos completamente vermelhos; porém, firmes.

Os frutos, apos determinagdo da textura, foram cortados, descartando-se
o contetdo locular; o pericarpo foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado

em freezer a -40°C, até o momento das anilises laboratoriais.

3.2 Anilises

Vida pés-colheita - determinada, em dias, em fungdo do tempo gasto pelos frutos
para atingirem os respectivos estidios de maturagdo (rosa, vermelho claro e
vermelho), a partir do estddio “breaker”.

3.2.1 Fisicas

Massa do fruto - determinado, em gramas, com auxilio de balanga semi-analitica
Mettler modelo PC2000.

Difmetro do fruto - determinado, em centimetros, na secgfio transversal e
longitudinal do fruto com auxilio de paquimetro.

Textura - foi determinada com auxilio de penetrometro Mc-Cormick com ponta
de 7,94mm de didmetro. As medidas foram realizadas ap6s remogdo criteriosa da
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casca na regido equatorial do fruto. Foram feitas trés leituras por fruto, em Ibf,
evitando-se as paredes radiais, por visualisagdo das linhas que saem da regido
apical. Os resultados foram expressos em N, considerando-se IN = 4,4482 Ibf,

3.2.2 Fisico-quimicas e quimicas

Clorofila total - Foi determinada apés homogeneizagdo, em homogeneizador de
tecidos (Tissumizer - Tekmar company, tipo SDT 1880), de 1g do tecido
pericarpico em 10mL de acetona (Bruinsma, 1963) e expressa em mg por 100 g
de polpa. Os resultados foram obtidos a partir da seguinte equagio: -

clorofila total = [(Ass2 x 1000 x v/1000w)/34,5] x 100,

sendo:

A = absorbancia;

v = volume do extrato clorofila acetona;

w = massa do tecido pericarpico em gramas.

Pigmentos carotendides - foram extraidos de 1g do tecido pericarpico isento de
casca com auxilio de acetona:hexano (4:6) e determinados segundo Nagata e
Yamashita (1992). Os teores de licopeno e B-caroteno foram expressos em mg
por 100g de polpa, apés o seu equacionamento:

Licopeno = -0,0458Ass; + 0,204 Ags5 + 0,372 Asps - 0,0806A4s3

B-caroteno = 0,216Ass3 - 1,22Ag5 - 0,304A 55 + 0,452A453

sendo:

Ages, Asss, Asos € Auss, leituras de absorbancia nos respetivos comprimentos de
onda.

Os resultados foram multiplicados por 1000 para serem expressos em pg/100g

polpa.
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O pericarpo congelado foi triturado em ligitidificador na proporgiio 1:2
(polpa:agua) para as avaliagdes de pH, sélidos soliiveis e acidez total tituldvel.

PH - determinado por potenciometria, em potencidmetro Digimed modelo DMpH-
2, ap6s filtragem do homogenato em gaze.

Acidez total titulfivel - medida por titulagdo do homogenato filtrado em gaze com
NaOH 0,IN, de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (1985), e os resultados

expressos % de écido citrico.

Sélidos soliveis totais- medidos por refratometria, em refratmetro digital
ATAGO PR-1000, apés filtragem do homogenato em gaze, e os resultados
expressos em %, segundo AOAC (1990).

Relagiio sélidos soliveis /Acidez total tituldvel - obtida pela divisdo do teor de
sélidos soltveis pela acidez total tituldvel.

Agiicares soliveis totais - extraidos com 4lcool etilico 70% e determinados pelo
método de Antrona (Dische, 1962). Os resultados foram expressos em % de
glicose na polpa.

Pectina total e solivel - extraidas segundo técnica descrita por McCready e
McComb (1952), e determinadas colorimetricamente segundo Bitter ¢ Muir
(1962). Os resultados foram expressos em mg de pectina por 100 g de polpa.

Percentagem de solubilizacfio - obtida pela seguinte equagio: (pectina

solivel/pectina total) x 100
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3.2.3 Bioquimicas

Extracdo enzimitica - realizada segundo técnica de Buecher e Furmanski
(1978), com modificagdes (Vilas Boas, 1995). O tecido pericarpico foi triturado
em liqiiidificador com dgua destilada resfriada (temperatura menor que 4°C). O
homogenato foi filtrado em tecido fino (organza) e o residuo ressuspendido em
NaCl 1M resfriado. O pH foi ajustado para 6,0 com NaOH e o novo homogenato
foi incubado a 4°C por 1h. Nova filtragem, em gaze, foi realizada sendo o filtrado
centrifugado a 5000g, por 30 min, a 4°C. O sobrenadante resultante foi, entio,
filtrado com auxilio de papel de filtro, e novo filtrado utilizado para determinagéo

de atividade enzimatica.

Atividade de pectinametilesterase (PME) - determinada segundo Hultin, Sun e
Bulger (1966) e Ratner, Goren e Monseline (1969). 1mL do extrato enzimatico
foi adicionado sobre 30 mL de pectina citrica 1% em NaCl 0,IM. O pH da
solugéo foi mantido na faixa de 7,0 por 10 min com NaOH 0,025N. Uma unidade
de PME foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a
desmetilacdo de pectina correspondente ao consumo de 1pmol de NaOH.min. g

massa fresca, sob as condigdes de ensaio.

Atividade de poligalacturonase (PG) - foi determinada segundo Markovic,
Heinrichové e Lenkey (1975). O extrato foi incubado em solugdio a 0,25% de
acido poli-galacturénico (lavado com etanol 80% antes do uso) em tampéo
acetato de sodio 37,5mM pH 5,0 por 3 horas. A reagdo foi interrompida em
banho-maria fervente, e os grupos redutores liberados determinados pela técnica

de Somogyi modificada por Nelson (1944), usando glicose anidra como padrio.

33



e b et b -,

Como branco foi usado extrato inativado termicamente e incubado nas mesmas
condigdes.

Uma unidade de atividade de poligalacturonase foi considerada como

sendo a quantidade de enzima capaz de catalisar a formagfio de um nmol de

grupos redutores por minuto nas condigdes do ensaio. Os resultados foram

expressos em unidades por grama de peso fresco.
3.2.4 Compostos de parede celular

Extra¢io do material de parede celular - a parede celular foi extraida do tecido
pericarpico como descrito por Mitcham e Mc Donald (1992), com poucas
modificacdes. O pericarpo (350g) foi triturado em liquidificador com etanol 80%
(350mL) e filtrado a vacuo. O residuo foi lavado com tampéo fosfato 50 mM, pH
6,8 (700mL), seguido de PAW (fenol: 4cido acético: dgua 2:1:1) (300 mL) e
novamente com o mesmo tampédo fosfato (700 mL). A parede celular isolada foi
submetida ao teste com KI/1, para verificar a auséncia de amido. A parede celular
foi sucessivamente lavada com cloroférmio:metanol-1:1 V/V - (250mL) e acetona
(3 porgdes de 200mL), seguida de secagem sob vicuo i temperatura ambiente. A
parede celular isolada foi, entio, triturada em moinho tipo Wiley.

Celulose - 2mg de parede celular foram digeridos em 3mL de H,SO,; 72% e a
concentragdo de aglicares neutros (celulose + hemicelulose) foi determinada pelo
. método da antrona, segundo Dische (1962). O teor de celulose foi obtido por
diferenca [(celulose + hemicelulose) - hemicelulose)] e os resultados €xpressos em

percentagem de celulose na parede celular.
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Hemicelulose - 2 mg de parede celular foram solubilizados em 1mL de cido
triflucracético (TFA 2N) a 120°C, diluidos em 50 mL de agua destilada e
filtrados em papel de filtro. Os agiicares neutros presentes no filtrado foram
determinados através do método da antrona ( Dische, 1962) e os resultados
expressos em percentagem de hemicelulose na parede celular.

Pectina - 2mg de parede celular foram digeridos em 3mL de H,SO, 67% e o teor
de 4cidos urdnicos foi doseado pelo método do carbazol (Bitter e Muir, 1962) e

os resultados expressos em percentagem de pectina na parede celular.

Fracionamento da parede celular - realizado de acordo com Ranwala, Suematsu
¢ Masuda (1992). O material da parede celular foi incubado em EDTA 0,5% em
tampdo fosfato 50mM, pH 6,8 (200mL) por 4 horas a 100°C. O extrato, apés
filtragem, foi designado fragdo solivel em EDTA 0,5% (fragdo péctica). O
residuo foi lavado extensivamente com 4gua destilada (2 litros) e incubado com
KOH 4M por 24 horas & 30°C. O extrato foi filtrado e subseqiientemente
neutralizado com 4cido acético. O filtrado neutralizado foi submetido a dialise
com agitagdo ininterrupta por 72 horas com 12 trocas de dgua destilada, seguida
de liofilizagéio por 72 horas, obtendo-se, assim, a fragéio da parede celular solavel
em KOH 4M (fracdo hemiceluldsica).

Cromatografia gélica da fracio da parede celular soliivel em EDTA 0,5% -
quantidades equivalentes da fragio péctica (cerca de 1,5mg de uronideos) foram
solubilizadas em 4gua destilada e aplicadas na coluna, apos filtragem em papel de
filtro. A corrida gélica dos poliuronideos foi realizada em coluna pré-empacotada
Sephacryl S-300, 16/60, “High resolution”, Pharmacia Biotech, eluida com
tampido fosfato 50mM, pH 6,8. A calibragio da coluna foi feita com “blue
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dextran” (2000 kDa), dextranas de 40 e 70 kDa e glicose. O fluxo do sistema foi
ajustado em 20,0 mL por hora. Apés cada etapa de fracionamento fez-se a
lavagem do sistema permitindo-se a passagem de tampio correspondente a 2
vezes o seu volume total. Fragdes de 2mL foram coletadas e analisadas para
4cidos urénicos (Bitter e Muir, 1962) utilizando-se 1,0 mL do efluente.

Cromatografia gasosa da fracfio solivel em KOH 4M - 5 mg da fragdo
hemicelulésica foram submetidos 3 hidrélise 4acida com 0,5 mL 4cido
trifluoracético 2N, contendo inositol, por 1 h a 121°C. Os aglicares neutros
resultantes foram reduzidos, acetilados e transformados nos seus respectivos
alditois (Alberscheim et al., 1967).

A determinacdo dos agiicares neutros foi realizada por cromatografia
gasosa, em cromatdgrafo Intralab Modelo 3000, utilizando-se, como padrdes,
ramnose, fucose, arabinose, xilose, manose, galactose, glicose e inositol, sendo
este ltimo o padrdo interno. Como fase estacionaria foi utilizada coluna capilar
OV-DB 225, com 0,25mm de didmetro e 25m de comprimento, ¢ como fase
moével, nitrogénio e Hy, como gases de arraste.

As temperaturas empregadas foram de 210°C, 250°C e 300°C para
coluna, injetor e detector, respectivamente. A pressio na coluna foi de 24psi, e os
fluxos na coluna, hidrogénio, make-up, e ar sintético, acumulados, foram,
respectivamente, 1,15 mL/min, 33,60 mL/min, 66,00 mL/min e 371,00 mL/min.
A razdo de split foi de 1:90, e o tempo total de cada corrida 15 minutos.

3.2.5 Delineamento experimental e anilise estatistica
O experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados,

com quatro repeti¢es, sendo os tratamentos dispostos em esquema fatorial
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2x3x4, correspondente a 2 “status” [mormal (+/+) e heterozigoto alcobaga
(+/alc)], 3 “backgrounds” (Stevens, Piedmont ¢ NC-8276) e 4 estadios de
maturagdo (“breaker”, rosa, vermelho claro e vermelho). Cada parcela
experimental foi constituida por 8 frutos, mais uniformes possiveis, obtidos a
partir de estandes constituidos por 30 plantas.

Os resultados das virias caracteristicas avaliadas foram submetidos &
andlise de varidncia de acordo com esquema adequado para o fatorial com trés
fatores, adaptado de Gomes (1990). Quando houve efeito significativo dos
fatores, as suas respectivas médias foram comparadas através do teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. As anilises de varidncia foram efetuadas com o
emprego do “software” SANEST (Zonta e Machado, 1991).

As avaliag3es relativas a parede celular foram realizadas em apenas duas
repetigoes e ndo foram submetidas a anilise estatistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Vida pés-colheita

O alelo alcobaga retardou, eficientemente, o tempo de maturagdo dos
hibridos estudados (Tabela 1A). Os hibridos alcobaga heterozigotos gastaram,
em média, dois dias a mais que os hibridos normais para atingirem o estidio
vermelho, a partir do estidio “breaker”, durante a maturagdo sob temperatura
ambiente (Figura 1). Essa extensdo na vida pés-colheita pode ser usada como
uma importante aliada na minimizacio de perdas pés-colheita de tomates, que
podem chegar até a 50% em paises em desenvolvimento (Kays, 1991), dando
maior flexibilidade para produtores, intermediarios, varejistas e consumidores
durante o transporte, armazenamento, comercializagdo e consumo dos frutos. Na
verdade, o potencial pés-colheita de frutos e hortalicas estd intimamente
associado com fatores pré-colheita como a escolha do hibrido ideal, condigdes
edafo-climaticas, interagGes bidticas e praticas culturais; colheita adequada; e
manipulacdo adequada durante a pés-colheita, 0 que envolve, principalmente, a
utilizagdo do frio e modificagio ou controle atmosférico. Dessa forma pode-se
supor que os dois dias a mais pa vida-de-prateleira dos hibridos alcobaga
heterozigotos armazenados sob temperatura ambiente podem ser ampliados em
fungdo da adogdo de métodos propicios de conservagéo. Segundo Mutschler et al.
(1992) e Souza (1995) hibridos com o alelo alcobaga em heterozigose produzem
frutos de valor comercial e com conservagio pés-colheita significativamente

maior.
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FIGURA 1 Representagio grafica do tempo de maturagdo de tomates normais
(+/+) e alcobaga heterozigotos (+/alc), a partir do estadio “breaker”, em fungio
do estadio de maturagdo (letras diferentes, para cada par de barras, representam
diferencas significativas pelo teste de Tukey a p<0,05).

4.2 Aparéncia

4.2.1 Tamanho e formato

A caracterizagdo fisica baseada na massa e didmetros longitudinal e
transversal dos tomates estudados é apresentada na Figura 2. O resumo da analise
de variancia encontra-se na Tabela 1A. Estatisticamente (p < 0,01), os hibridos
estudados ndo- apresentaram divergéncias quanto i sua massa e didmetro
transversal, embora os hibridos alcobaga heterozigotos tenham apresentado, em
média, didmetro longitudinal ligeiramente inferior aos hibridos normais (cerca de

2,5% inferior). Os coeficientes de variagdo relativamente baixos e as diferencas
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minimas entre hibridos indicam homogeneidade dos frutos utilizados no presente

experimento.
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FIGURA 2 Representagdo grafica das médias de massa, didmetros longitudinal
(D.L.) e transversal (D.T.) de tomates normais (+/+) e alcobaga heterozigotos
(+/alc) (letras diferentes, para cada par de barras, representam diferengas
significativas pelo teste de Tukey a p<0,01).

A aparéncia, um importante atributo de qualidade de frutos e hortalias, é
visualisada pelo tamanho, forma, cor, brilho, defeitos e deterioragdes desses
produtos (Chitarra, 1998). De acordo com os dados obtidos no presente
experimento, os tomates podem ser considerados como esféricos achatados
(Filgueira, 1982). Segundo o Programa Horti & Fruti Padrdo (1998) os tomates
seriam classificados como do grupo redondo, calibre médio 7, categoria extra
(auséncia de defeitos).
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4.2.2 Coloracio

Os pigmentos clorofila, licopeno e P-caroteno foram influenciados
exclusivamente pelo estidio de maturagdo, ndo tendo sofrido influéncia do alelo
alcobaga, nem das interagdes envolvendo “status” (normal ou alcobaga),
“background” (Stevens, Piedmont ou NC-8276) e estidio de maturagio
(“breaker”, rosa, vermelho claro ou vermelho) (Tabela 1A), embora o alelo
alcobaga tenha retardado a maturagio. Observou-se uma redugfo no teor de
clorofila concomitante a um aumento no teor de licopeno & medida que os frutos
avangavam em sua maturagdo (Figura 3) . Com relagio ao B-caroteno, os frutos
vermelhos apresentaram maior teor deste pigmento em comparagdo aos frutos nos
demais estddios de coloragdo (Figura 3). A aparéncia, baseada principalmente na
cor, € o principal atributo de qualidade que afeta a comercializagdo de tomates
(Goémez et al., 1998). Uma das mais notdveis caracteristicas do amadurecimento
do tomate ¢ a drastica mudanga na pigmentagdo causada pelo acimulo macigo de
licopeno e degradagdo de clorofila (Sozzi, Cascone e Fraschina, 1996). A cor dos
tomates vermelhos € determinada, primariamente, por seu teor de licopeno,
embora o P-caroteno, outro importante carotendide, possa ser um fator

- determinante na colorag@o de tomates sob certas condi¢des ambientais, além de
determinar a atividade vitaminica A dos frutos (Stevens e Rick, 1986).

Filgueiras (1996) observou que frutos maduros provenientes de hibridos
com o alelo alcobaga em homozigose apresentam baixos teores de pigmentos
carotenéides (licopeno e B-caroteno) quando comparados com frutos oriundos de
hibridos normais, enquanto frutos oriundos de hibridos heterozigotos ndo
apresentam diferengas quanto a pigmentagfio dos frutos, a exemplo do que foi
aqui observado. A autora encontrou teores de licopeno e B-caroteno da ordem de
250 e 70 pg por 100 g de polpa, respectivamente, para o hibrido Piedmont x

TOM-559 no estddio vermelho maduro, estidio esse equivalente ao vermelho,
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FIGURA 3 Representagio grafica do comportamento médio de pigmentos
[clorofila (W), licopeno (A) e caroteno (@)] de tomates normais (+/+) e alcobaga
heterozigotos (+/alc), em fungdo do estadio de maturagso.
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abaixo das médias encontradas para os hibridos estudados no presente trabalho,
tanto no estadio vermelho quanto no vermelho claro. J4 os teores de licopeno e B-
caroteno encontrados, pela autora, para a cultivar Flora Dade no estadio
vermelho maduro foram da ordem de 450 e 120 pg por 100 g de polpa, valores
estes intermedidrios aos encontrados para os tomates vermeltho claro e vermelho,
no presente estudo. Deve-se, ainda, salientar que os tomates avaliados por
Filgueiras (1996) foram colhidos maduros, ao contrario dos usados no presente
experimento que sofreram o processo de amadurecimento ap6s colheita. Segundo
Freitas (1996) e Aratijo (1997), o alelo alcobaga em heterozigose néo prejudica a

coloragdio interna e externa dos frutos.

4.3 Compostos que afetam o “flavor”

4.3.1 pH e Acidez total tituldvel (ATT)

O pH dos frutos sofreu influéncia do estidio de maturagio, embora a
ATT tenha se mantido estavel (Tabela 1A). O alelo alcobaga, em heterozigose,
ndo influenciou o pH nem a ATT dos frutos, resultado semelhante aos observados
por Resende (1995), Filgueiras (1996) e Aratijo (1997).

Os frutos no estidio de maturagdo vermetho apresentaram um pH
ligeiramente inferior ao dos frutos nos demais estidios de maturag¢do, embora ndo
se tenham constatado oscilagdes significativas na ATT durante a maturagdo dos
mesmos (Figura 4). Os valores encontrados para pH encaixam-se na faixa de 4 a
4,7 apresentada por Davies e Hobson (1981) para cultivares padrdo. Uma
tendéncia de redugdo no pH de tomates multiloculares durante o amadurecimento
na planta de 4,66, no estiadio “breaker”, para 4,43, no estidio vermelho maduro,
foi observado por Filgueiras (1996), embora levemente superior, condizente ao

observado no presente trabalho para tomates com amadurecimento pés-colheita.
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FIGURA 4 Representagdo grifica do comportamento médio de pH (M) e acidez
total tituldvel [ATT) (A)] de tomates normais (+/+) e alcobaga heterozigotos
(+/alc), em fungdo do estidio de maturaggo.



Ja Resende (1995) observou um pH médio em torno de 4,0 para tomates do grupo
multilocular no estidio de maturagdo vermetho maduro, resultados levemente
inferiores aos aqui relatados. Ratanachinakorn, Kliecber ¢ Simons (1997) ao
estudarem tomates ‘Bermuda’ nio constataram diferencas no pH entre os estadios
verde maturo, “breaker” e rosa, sendo a média observada igual a 4,3.

Os 4cidos citrico e milico sdo os 4cidos orginicos mais importantes no
tecido pericarpico do tomate (Balibrea et al., 1997). A ATT média de 0,41% é
coerente com as apresentadas por Nguyen et al. (1991) e Resende (1995), da
mesma ordem, ao estudarem tomates multiloculares. Segundo Kader et al. (1977),
tomates para consumo fresco devem apresentar ATT superior a 0,32%. A ATT
dos frutos analisados no presente experimento, a despeito do hibrido, ou estidio
de coloragdo, apresentou-se superior 2 recomendagdo minima de qualidade
sugerida por Kader et al.(1977).

4.3.2 Sélidos soliiveis totais (SST)

Os fatores “status” e estddio de maturagdo afetaram significativamente o
teor de SST do tomate (Tabela 1A) . Em média, os frutos com o alelo alcobaga
em heterozigose apresentaram um teor de SST superior aos frutos normais
(Figura 5). Segundo Filgueiras (1996), tomates homozigotos alcobaga, quando
comparados com homozigotos de amadurecimento normal Flora Dade, também
apresentaram maior teor de SST, desde o estidio verde maturo até o vermelho
maduro (Filgueiras, 1996). A média de SST encontrada pela mesma autora para
o hibrido Piedmont x TOM-559, durante o amadurecimento, foi de 3,54%,
inferior ao resultado obtido no presente trabalho para o mesmo hibrido.
Geralmente, os esforgos dos melhoristas em incrementar os niveis de SST em
tomates n3o tém sido recompensados, visto que existe, normalmente, uma relagdo

inversa entre produg@o e teor de SST (Stevens e Rick, 1986).
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FIGURA 5 Meédias de solidos soliveis totais (SST), agticares soliveis totais
(AST) e relagdo SST/ATT de tomates normais (+/+) e alcobaga heterozigotos
(+/alc) (letras diferentes, para cada par de barras, representam diferencgas
significativas pelo teste de Tukey a p<0,05).

Uma pequena oscilagdo no teor de SST foi verificada durante o
amadurecimento dos tomates, comprovada estatisticamente apenas entre o estadio
vermelho claro e os estadios “breaker” e rosa (Figura 6). De acordo com Hobson
e Grierson (1993), tomates comerciais maduros apresentam em meédia 4,5% de
solidos soluveis, sendo que Resende (1995) observou um teor médio de 4,74% de
solidos soliveis para hibridos F,(BPX 308B hv x Stevens) e F,(BPX 308B hv x
Piedmont) no estadio vermelho maduro, médias estas proximas as obtidas para os
tomates nos estadios vermelho claro e vermelho. Um teor médio de 4,5% de SST
foi encontrado por Ratanachinakorn, Klieber e Simons (1997), para tomates
‘Bermuda’ analisados nos estadios verde maturo, “breaker” e rosa, sendo que o
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FIGURA 6 Representagdo grafica dos teores médios de solidos sohiveis totais
[(SST) (W], agucares soluveis totais [(AST) (A)] e relagdo solidos soliveis
totais/acidez total titulavel [(SST/ATT) (@)] de tomates normais (+/+) e
alcobaga heterozigotos (+/alc), em fungio do estadio de maturagio.
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estddio de maturagdo nio alterou sua concentragdo, resultado semelhante aos

encontrados no presente trabalho.

4.3.3 Relagiio sélidos sohiveis totais / acidez total tituldvel (SST/ATT)

A relagdo SST/ATT apresentou, em geral, poucas oscilagdes durante a
maturagdo dos frutos (Figura 6). Em média, os tomates alcobaga heterozigotos
apresentaram uma maior relagdo SST/ATT que os normais (Figura 5). Segundo
Filgueiras (1996), genétipos alcobaga homozigotos apresentaram em média
relagdo SST/ATT superior a Flora Dade, no estidio vermelho maduro. Resende
(1995) obteve uma relagio SST/ATT média de 12,41 entre 9 hibridos no estidio
vermelho maduro, condizente com os valores encontrados no presente trabalho.
De acordo com Mencarelli e Saltveit Jr. (1988), para que o tomate seja
considerado de excelente qualidade, deve ele apresentar uma relago SST/ATT
superior a 10, embora valores minimos de sélidos e acidez, em torno de 3% e

0,32% respectivamente, sejam necessarios.

4.3.4 Aciicares soliveis totais (AST)

Os fatores “status” e estddio de maturagio afetaram a varidvel AST
(Tabela 1A). Em média, os frutos alcobaga heterozigotos mostraram-se com
maior teor de AST que os normais (Figura 5), observagio também verificada por
Filgueiras (1996), embora entre gendtipos homozigotos TOM-559 e Flora Dade.
De acordo com Resende (1995), o teor de AST oscilou, entre 9 hibridos no
estddio vermelho maduro, de 1,5 a 2,0%, enquanto a média obtida, no presente
experimento, para tomates vermelho claro e vermelho foi de 2,42 e 2,47%,
respetivamente. Uma amplitude de 2,01 a 2,56% foi observada por Filgueiras

(1996) entre homozigotos Flora Dade, alcobaga e seus hibridos heterozigotos, no
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estadio vermelho maduro. Segundo Davies ¢ Hobson (1981), o teor de AST em
tomates pode variar de 1,5 a 4,5%.

O teor de AST obtido no presente trabalho compreendeu, em média, cerca
de 55% dos SST, sendo que em geral compreende de 65-70% (Hobson e
Grierson, 1993). Tomates rosa apresentaram concentragio de AST superior aos
demais (Figura 6), o que sugere a sua sintese inicialmente, talvez devido a
hidrélise de resquicios de amido, com posterior consumo como substrato
oxidativo no processo respiratério. Incrementos nos teores de aglicares redutores
de duas linhagens melhoradas de tomates da ordem de 1,5 a 2,0% e 2,5 a 3,0%
foram observados por Bucheli e Dévaud (1994) durante o amadurecimento dos
frutos analisados entre os estidios verde maturo e maduro, aumentos estes
relacionados a uma maior atividade da invertase.

Os aglicares e os 4cidos contribuem ndo somente com a dogura ou acidez
dos frutos mas também com a intensidade do “flavor” (Jones e Scott, 1984;
Baldwin et al., 1998). Um dos principais problemas que afetam o consumo de
tomates frescos € a pobreza de “flavor” dos frutos, associada, geralmente, com o
estaidio de maturacio na colheita. Frutos colhidos ap6s o amadurecimento
apresentam o melhor “flavor”, mas neste estddio sdo facilmente danificados
durante a colheita e manuseio pés-colheita. Logo, a colheita dos frutos no estidio
verde maturo ou “breaker” € uma pratica comum, com posterior amadurecimento
dos frutos antes ou durante a comercializacdo (Kader et al., 1977; Stevens, Kader
e Albright-Holton, 1977; Jones e Scott, 1984; Ratanachinakorn, Klieber e
Simons, 1997).

4.4 Textura

A textura dos tomates foi influenciada pelo fator estidio de maturagdo

dos frutos, embora ndo tenha sido verificado efeito do alelo alcobaga ou efeitos
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interativos entre os fatores (Tabela 1A). Verificou-se uma queda consider4vel na
textura dos frutos & medida que os mesmos avangavam sua maturagdo (F igura 7).
A firmeza do fruto ¢ um importante critério para determinagdo do valor comercial
de tomates frescos, visto que ela se associa a uma boa qualidade culiniria e vida
pos-colheita longa (Wann, 1996). De acordo com Grierson e Kader (1986), a
firmeza, o mais importante fator na qualidade de tomates apés a aparéncia, estd
intimamente relacionada com o estidio de maturagdo. Um amaciamento
acentuado durante o amadurecimento de tomates do grupo multilocular também
foi observado por Filgueiras (1996). Segundo a autora, a textura dos frutos
provenientes de hibridos alcobaga heterozigotos variou de 39,32 a 51,97 N,
caindo para 11,58 a 15,60 N, enquanto em tomates de amadurecimento normal
(Flora Dade, Piedmont e Florida 1B) variou de 36,24 a 42,27 N para 12,23 a
15,12 N, nos estddios “breaker” e vermelho maduro, respectivamente, valores
estes superiores aos observados no presente trabalho. De acordo com Resende
(1995), a textura de 9 hibridos multiloculares de tomate no estidio vermelho
maduro oscilou de 6 a 18 N, sendo que o hibrido Ogata Fukuju apresentou a
textura mais préxima as observadas pelos hibridos aqui estudados. Ja, segundo
Wann (1996), a textura de tomates Flora-Dade caiu de 71,6 N para 20,6 N, nos
estadios verde maturo e maduro, respectivamente. A firmeza de tomates reduz-se

tipicamente com o amadurecimento (Brummell e Labavitch, 1997).
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4.4.1 Pectinas na polpa

O teor de pectina soltvel foi influenciado pelos fatores “status” e estidio
de maturagdo, enquanto o teor de pectina total, apenas pelo fator estidio de
maturagio (Tabela 1A). Os frutos alcobaga heterozigotos apresentaram, em
média, um menor teor de pectina solivel (Figura 8). Observou-se um aumento
marcante no teor de pectina soluvel, visivel, principalmente, a partir do estadio de
maturagdo vermelho claro. Os frutos “breaker” apresentaram um teor de pectina
total inferior aos demais. Pdde-se observar uma tendéncia de sintese de pectinas
do estadio “breaker” ao vermelho claro com posterior tendéncia de degradagdio
(Figura 7). Analisando-se a percentagem de solubilizagdo das substincias
peécticas, pdde-se observar que os hibridos alcobaga heterozigotos apresentam
uma menor tendéncia de solubilizagdo (Figura 8), sendo que a percentagem de
solubilizagdo aumentou i medida que os frutos amadureceram (Figura 7).
Resultados semelhantes, quanto a percentagem de solubilizagdo, foram
observados por Filgueiras (1996), ao comparar tomates TOM-559 (alc/alc) com
Flora-Dade. Segundo a mesma autora, hibridos heterozigotos alcobaga
apresentaram médias de solubilizagdo de pectinas da ordem de 4,31 e 22,67%,
respectivamente, nos estidios “breaker” ¢ vermelho maduro, valores coerentes
com os encontrados no presente trabalho. J4 a percentagem de solubilizagdo de
pectinas, determinada por Resende (1995), entre nove hibridos de tomates do
grupo multilocular no estadio vermelho maduro, oscilou entre 20 a 45%.

O aumento na solubilizagio das substdncias pécticas se associou
perfeitamente com a reduc@o da textura observada durante o amadurecimento dos
frutos (Figura 7) & semelhanga de resultados apresentados por outros autores
(Resende, 1995; Filgueiras, 1996).
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FIGURA 8 Representagio grafica dos teores médios de pectina solivel (PS),
percentagem de solubilizagdo (PS/PT) e pectinametilesterase (PME) de tomates
normais e alcobaga heterozigotos (letras diferentes, para cada par de barras,
representam diferengas significativas pelo teste de Tukey a p<0,05).

4.4.2 Atividade enzimitica: pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase
PG)

A atividade da PME foi influenciada apenas pelo fator “status”, nio
sendo observadas variagdes significativas durante o amadurecimento dos frutos
(Tabela 1A). Os hibridos alcobaga apresentaram, em média, menor atividade da
referida enzima (Figura 8). Segundo Koch e Nevins (1989), a atividade da PME é
inicialmente detectada no pericarpo de tomates no estiadio “breaker”, com a
desesterificagdo péctica ocorrendo na passagem desse estadio para o rosa. De
acordo com Harriman, Tieman e Handa (1991) e Resende (1995), um aumento na
atividade da PME do estadio verde maturo para o “breaker” foi observado, sendo

que a atividade da enzima voltou a niveis normais logo em seguida.
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A PME ndo apresentou, em média, oscilagbes significativas durante o
amadurecimento dos hibridos estudados (Figura 9), provavelmente, porque ji
havia atingido o seu pico de atividade, tendo-se em vista a colheita dos frutos ji
no estadio “breaker” de maturagdo. Koch e Nevins (1989) e Steele, McCann e
Roberts (1997) observaram que o grau de esterificagfo das pectinas cai de 90%
em tomates verde imaturos para 30% no estidio vermelho maduro do
amadurecimento, presumivelmente como uma conseqiiéncia direta da atividade da
PME que remove os grupos metilésteres a partir do C6 dos residuos
galacturonosil da cadeia principal do polissacarideo péctico. A cadeia
desesterificada fica, entdo, suscetivel a atividade da PG. Varia¢des na atividade
de PME durante o amadurecimento de diferentes genétipos de tomate com picos
de atividade atingidos em distintos estidios de matura¢do também tém sido
observadas (Filgueiras, 1996). A amplitude de atividade observada por Filgueiras
(1996) oscilou de 9,42 a 71,66 umol/g/min, entre os estidios “breaker” e
vermelho maduro, respectivamente, compreendendo a encontrada no presente
trabalho, cuja amplitude de variagdo foi de 34 a 40 pmol/g/min. Ainda segundo a
mesma autora, o hibrido F, (Piedmont x TOM-559) manteve, em geral, os

mesmos niveis de atividade de PME que seu parental normal.
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FIGURA 9 Representagio grafica da atividade enzimitica média de
pectinametilesterase [(PME) (W)] e poligalacturonase [(PG) (A) de tomates
normais (+/+) e alcobaga heterozigotos (+/alc), em fungio do estidio de

maturagio.
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As modificagSes dos polissacarideos pécticos dentro das paredes celulares
do tecido pericarpico em amadurecimento ocorrem em poucos dias e implicam na
a¢do de enzimas capazes de degradar componentes éspeciﬁcos desta parede
(Fischer e Bennett, 1991). A PME, uma enzima onipresente no reino vegetal,
catalisa a desmetoxilagdo de pectinas e é considerada responsavel por
modificagdes quimicas da pectina embebida na lamela média e matriz da parede
celular primdria dos vegetais, estando envolvida nas modificagdes texturais
durante o amadurecimento de frutos (Gaffe, Tiznado e Handa, 1997). Ambas as
enzimas, PME e PG, sdo expressas pelas células do tecido pericirpico em
amadurecimento no estidio “breaker” do desenvolvimento. Contudo, a
desesterificagdo plena 4das pectinas requer poucos dias de agio da PME (Koch e
Nevins, 1989) e a despolimerizagéo continua até o tomate tornar-se sobre maduro
(Huber e Lee, 1986).

A atividade da enzima PG foi afetada tanto pela interagiio entre “status” e
“background” como pela interagdo entre “status” e estadio de maturagdo (Tabela
1A). Os frutos alcobaga heterozigotos apresentaram, em média, uma menor
atividade de PG, quando comparados com os normais, nos estadios rosa,
vermelho claro e vermelho, enquanto no estadio “breaker” nenhuma diferenca foi
notada (Figura 10). Esta menor atividade de PG nio foi suficiente para diminuir a
perda de firmeza, nos estidios de maturagio estudados. Todavia, deve-se
considerar que os frutos alcobaga apresentaram uma vida pés-colheita dois dias
superior aos normais ¢ que a menor atividade da PG pode ter contribuido para
uma contensdo da firmeza durante esse periodo. Nio obstante, a baixa atividade
da PG se relaciona com a menor percentagem de solubilizagdo das substincias
pécticas notada para os tomates alcobaga. Ao contririo dos resultados obtidos,
uma relagdo inversa tem sido observada entre a retengdo da firmeza e atividade de
PG, suportada por estudos com tomates transgénicos, mutantes alcobaga, nor e
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rin, em homozigose e heterozigose, e hibridos normais. O amadurecimento e
amaciamento s3o retardados nos mutantes, que desenvolvem menor atividade de
PG (Buescher et al., 1976; Kopeliovitch et al., 1980; Tucker e Grierson, 1982;
Brady et al., 1985; Brummell e Labavitch, 1997).

O alelo alcobaga determinou menor atividade de PG nos hibridos com
“background” Stevens e NC-8276, embora sua influéncia ndo tenha sido
detectada sobre hibridos com “background” Piedmont (Figura 11). Segundo
Hobson e Grierson (1993), o alelo alcobaga afeta consideravelmente o
amadurecimento de tomates, reduzindo a atividade da PG, embora a resposta seja
variavel em fungdo do “background”.
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FIGURA 10 Representacdo grafica da atividade enzimitica de poligalacturonase

(PG) em fungdo dos estadios de maturagdo de tomates normais (+/+) e alcobaca

heterozigotos (+/alc) (letras diferentes, para cada par de barras, representam
 diferengas significativas pelo teste de Tukey a p<0,05).
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FIGURA 11 Representacio grafica da atividade enzimatica de poligalacturonase
(PG), em fungdo de trés “backgrounds™ distintos, de tomates normais (+/+) e
alcobaga heterozigotos (+/alc) (letras diferentes, para cada par de barras,
representam diferencas significativas pelo teste de Tukey a p<0,05).

A atividade da PG aumentou, tanto nos hibridos alcobaga heterozigotos
quanto nos normais, com a maturagio (Figura 9), concordantemente com outros
resultados (Tucker e Grierson, 1982; Carrington, Greve e Labavitch, 1993). Este
aumento na atividade da PG acompanhou a solubilizagdo das substincias
pécticas e reducdo da firmeza, como o ilustrado na Figura 7. Filgueiras (1996)
observou uma variagio na atividade da PG de 1,60 a 70,01 unidades durante o
amadurecimento, na planta, de tomates de amadurecimento normal, homozigotos
alcobaga e seus hibridos heterozigotos, valores estes que compreendem os obtidos
no presente trabalho, os quais variaram de 0,14 a 26,53 unidades.
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O conhecimento atual sugere que uma gama de genes especificos do
amadurecimento ou uma familia de genes seja ativada durante o amadurecimento,
destacando-se os genes que codificam a PG em tomates (Tucker, 1990). Embora
muito se saiba sobre o amaciamento de tomates, permanece incerto o preciso
papel da PG e outras hidrolases da parede celular nas mudangas texturais do
fruto (Fischer e Bennett, 1991).

4.4.3 Modificacdes na parede celular isolada

O rendimento médio de extragdo da parede celular a partir da polpa fresca
de tomate foi de 1,39%. Nao foi verificada, aparentemente, influéncia do alelo
alcobaga em heterozigose sobre os compostos avaliados a partir da parede celular
bruta. Logo, a caracterizagdo média da parede celular nos quatro estadios de
maturacgdo € apresentada na Tabela 1.

TABELA 1 Valores médios e seus respectivos erros-padrdo de compostos da
parede celular (%) de tomates em fung&o dos estidios de maturagéo.

Varidveis
Estadio de maturagdo | Celulose Hemicelulose Pectina
“breaker” 29,83 (3,57) 12,52 (1,51) 31,17 (1,04)
rosa 31,02 (1,80) 9,73 (1,31) 31,79 (1,02)
vermelho claro 33,65 (3,38) 6,17 (0,67) 31,10 (2,06)
vermelho 33,41 (1,14) 7,84 (0,69) 31,62 (1,31)

Observou-se uma redugio no teor de hemicelulose durante o
amadurecimento, embora as oscilagdes dos demais compostos de parede nio
tenham sofrido, aparentemente, influéncia do estddio de maturagdo. Filgueiras
(1996) também verificou uma certa estabilidade de celulose e redugdo na

hemicelulose durante a maturagdo de tomates do grupo multilocular. Segundo a
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mesma autora, perda, aumento e manutengio de uronideos foram observados
durante a maturagiio dos frutos. Os teores de celulose e pectina encontrados no
presente trabalho foram condizentes aos obtidos por Gross (1984) e Filgueiras
(1996), enquanto os teores de hemicelulose foram levemente inferiores. As
modificagGes que ocorrem com os polissacarideos da parede celular durante o
amadurecimento de frutos sdo os principais determinantes de suas alteragdes
texturais.

4.4.3.1 Fragio sohivel em EDTA - substincias pécticas

O amadurecimento de frutos corresponde a uma série de eventos
bioquimicos, fisiologicos e estruturais que os torna aptos para o consumo
(Leliévre et al, 1997). O amaciamento acompanha o amadurecimento
concomitantemente a um incremento na solubilizagio de pectinas da parede
celular (Huber, 1983b).

Observa-se, a partir dos cromatogramas obtidos pelas corridas gélicas
realizadas com quantidades equivalentes de poliuronideos da fragio da parede
celular solivel em EDTA, uma tendéncia de redugdo da altura do pico entre os
frutos de todos os hibridos no estidio “breaker” e vermelho, 2 excegdo do NC-
8276 x TOM-559 (Figuras 12-14), o que permite sugerir uma possivel
despolimerizagdo de substincias pécticas. Entretanto esta despolimerizagio ndo
foi visualizada a partir de uma movimentagao dos picos, uma vez que os mesmos,
independente do hibrido ou estidio de maturagdo, foram detectados préximos do
volume vazio da Sephacryl S-300, o que indica uma predominincia de
substdncias pécticas com elevado peso molecular, entre 70 kD e 2000 kD,
segundo curva de calibragdo; uma cauda representando materiais de menor peso

molecular foi observada estendendo-se através da faixa de separagio da coluna.
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FIGURA 12 Representagdo grafica do perfil gel-cromatografico de um par de
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FIGURA 14 Representagdo grafica do perfil gel-cromatografico de um par de
hibridos quase isogénicos de tomates para os quatro estddios de maturagdo (—
“breaker”,—rosa, vermelho claro, —vermelho).
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Os hibridos NC-8276 x Flora Dade e Piedmont x Flora Dade
apresentaram, aparentemente, uma ligeira recuperagd@o, no estadio vermelho, de
parte dos picos perdidos a partir do estidio “breaker”, sugerindo, assim, uma le\'/e
despolimerizagdo dos polissacarideos pécticos com o avangar do
amadurecimento. O mesmo foi observado entre o par de hibridos isogénicos tendo
em comum o parental Stevens; entretanto, a recuperagdo foi observada no estadio
vermelho claro. Esta recuperagdo pode ser visualizada por uma perda de
defini¢do no pico e ampliagdo na sua cauda. Poliuronideos de tomates verde
maturos e maduros foram eluidos no volume vazio de Sephacryl S-300, ou
préximo a ele, embora tenham apresentado perfis diferentes em Sephacryl S-400,
S-500 e Sepharose CL4B, indicando o surgimento de fragmentos menores de
poliuronideos nos tomates maduros (Della Penna et al, 1990). Os autores
sugerem que as Gltimas 3 matrizes proporcionam uma melhor separagdo
cromatografica de poliuronideos para anilises de mudancas associadas ao
amadurecimento.

Aparentemente, o alelo alcobaga em heterozigose ndo influenciou o
padrdo de despolimerizagdo das substincias pécticas soliveis em EDTA.
Poliuronideos de tomates transgénicos com PG antisense soldveis em CDTA
mostraram uma leve despolimerizagio durante o amadurecimento, visiveis apenas
nos estadios vermelho maduro e sobre maduro, enquanto frutos controle nio
transgénicos apresentaram uma despolimerizagdo um pouco mais pronunciada, a
partir de corridas realizadas em Sepharose CL-2B (Brummell e Labavitch, 1997).
Virios estudos com tomates normais e mutantes tém demonstrado que o
amadurecimento ¢ acompanhado por despolimerizagdo péctica associada & sua
elevada solubilizagdo (Huber, 1983a; Della Penna et al., 1990; Huber, 1992;
Huber e O’Donoghue, 1993). A PG ¢ uma hidrolase da parede celular que parece

desempenhar um importante papel no amaciamento de frutos, assim como a -
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galactosidase. Ambas as enzimas estio intimamente associadas com a
solubilizagdo e despolimerizagdo das pectinas da parede celular durante o
amadurecimento, sendo que em tomates duas formas de PG, de exo- e endo-ag:éb,
sdo distinguiveis (Lazan e Ali, 1993). Entretanto, a atenuagio antisense da PG
ndo previne o amaciamento de tomates (Smith et al., 1988; Schuch et al., 1991),
bem como o seu amaciamento tem sido observado iniciar antes da -galactosidase
ser detectada (Carrington e Pressey, 1996), o que sugere que o amaciamento de
tomates abrange diversos processos bioquimicos envolvendo a agdo coordenada

de diferentes enzimas durante o amadurecimento.

4.4.3.2 Fracdo solivel em KOH 4M - hemicelulose

Avaliando-se o conjunto de dados obtidos a partir da cromatografia
gasosa, ndo se verificou, aparentemente, influéncia do alelo alcobaga em
heterozigose sobre o teor de cada um dos aglicares neutros da fragdo da parede
celular soluvel em KOH 4M , a despeito do estadio de maturagdo dos tomates. As
hemiceluloses sdo extraidas da parede celular com solugdes alcalinas, mas ndo
com agua quente, agentes quelantes ou acido diluido. Em muitos casos a forte
ligagdo entre as hemiceluloses e microfibrilas de celulose através de pontes de
hidrogénio obriga a- utilizagdo de alcalis fortes na sua extragdo, o que se aplica,
provavelmente, as xilanas, glucomananas e xiloglucanas (Brett ¢ Waldron, 1990).

A recuperagio média de agicares neutros da fragdo hemiceluldsica foi
cerca de 70%. Nio obstante, algumas peculiaridades foram observadas com o
decorrer da maturagdo, sendo que as mais claras foram a redugdo nos teores de
galactose e aumento nos teores de glucose, com tendéncia de redugéo no teor de
xilose entre tomates nos estadios “breaker” e vermelho, enquanto pequenas

oscilagdes foram observadas para os demais agicares (Figuras 15-17).
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Observou-se uma tendéncia de incremento nos teores de manose durante a
maturagdo de todos os hibridos, a excegio do Piedmont x TOM-559 e NC-8276 x
Flora Dade, que apresentaram este incremento apenas até o estidio vermelho
claro ¢ uma ligeira tendéncia de redugdo da arabinose nos hibridos Stevens x
TOM-559, NC-8276 x TOM-559 e Piedmont x Flora Dade e ligeiro aumento
deste aglicar nos hibridos Piedmont x TOM-559 e NC-8276 x Flora Dade. Os
principais componentes da fragdo solivel em KOH 4M, independente do estidio
de maturagdo, foram xilose, glucose, manose, galactose e arabinose, sendo que os
agicares maior proporgio foram a xilose e glucose que compreenderam de
52,87 a 62,59% e 17,53 a 27,63%, respectivamente, da fragdo hemiceluldsica,
indicando, provavelmente, a predominincia de xilanas e xiloglucanas, ndo se
descartando a hipétese da presenca de xiloglucomananas como reportado por
Seymour et al. (1990). A fucose foi o aglicar com menor participagdo relativa da
fragdo hemicelulésica, seguido pela ramnose, agicar este caracteristico da fragio
péctica.

O perfil cromatografico encontrado no presente trabalho ¢ semelhante aos
obtidos em outros trabalhos (Gross, 1984; Tong e Gross, 1988; Seymour et al.,
1990; Huysamer, Greve e Labavitch, 1997a,b), embora, nesses, haja uma
predomindncia de glucose sobre a xilose.

As modificages dos agicares neutros observadas sugerem um
“turnover”, ou seja, um metabolismo dinimico na parede celular dos tomates
durante sua maturagio. O amadurecimento de muitos frutos é marcado,
normalmente, por uma substancial perda de sua firmeza, ditada por mudangas no
metabolismo dos carboidratos da parede celular (Labavitch, 1981). O
amaciamento ¢ marcado por um incremento na solubilizagio de substincias
pécticas (Bartley e Knee, 1982) e uma perda liquida de agucares neutros nio

celulésicos (Gross e Sams, 1984). As mudangas na estrutura hemicelulésica
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associadas ao amadurecimento sdo importantes determinantes das mudangas
texturais dos frutos, embora as bases bioquimicas do “turnover” hemiceluldsico
ainda néo estejam caracterizadas (Fischer ¢ Bennett, 1991).

A capacidade sintética da parede celular tem sido confirmada através da
incorporagdo de marcadores (isétopos pesados) nos agiicares neutros da fragdo
hemicelulésica analisados por cromatografia gasosa-espectrometria de massa
(Huysamer, Greve e Labavitch, 1997a). Mudancas na biossintese incluindo
incorporacdo de residuos xilosil e manosil na fragio hemicelulésica da parede
celular tém sido reportadas (Greve e Labavitch, 1991), embora perfis gel-
cromatograficos de fragdes hemiceluldsicas apresentem comportamentos
divergentes com relagéo a0 seu peso molecular em termos de degradacio (Huber,
1983a), ou ndo (Seymour et al., 1990). A perda liquida de agicares da parede
implica que os polimeros precursores sejam metabolisados a uma certa extensio e
que nio permanegam como componentes da parede celular isolada (Huber,
1983a).

A redugdo no teor de galactose durante a maturagio observada no
presente trabalho ¢ concordante com as observagdes feitas por Carrington, Greve
e Labavitch (1993), Carrington e Pressey (1996) e Huysamer, Greve e Labavitch
(1997a). Os autores tém associado a perda liquida de galactose duramte o
amadurecimento como uma das principais causas do amaciamento de tomates. De
acordo com Sozzi, Cascone e Fraschina (1996), as enzimas -mananase e o- e B-
galactosidases desempenham um papel importante no amaciamento de tomates.

Segundo Silva et al. (1994), a xiloglucana endotransglicosilase (XET) é
uma enzima que catalisa a degradagio e reassociagio de moléculas de
xiloglucanas. De acordo com Redgwell e Fry (1993), a XET pode desempenhar
um papel chave no inicio do amadurecimento dos frutos, enfraquecendo a parede

celular e propiciando a sua posterior modificagéo a partir da agiio coordenada de
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outras enzimas. Sakurai e Nevins (1993) associaram o amaciamento de tomates a
uma redu¢do na massa molecular da fragdo hemicelulésica ditada primariamente
por uma degradacgdio de xiloglucanas. Uma tendéncia de redugio nos residuos
xilose foi observado no presente trabalho, residuos esses componentes,
provavelmente, de xiloglucanas ou xilanas. Segundo Brett ¢ Waldron (1990), as
xiloglucanas sio as principais hemiceluloses das paredes primirias de
dicotiledéneas. Elas consistem de uma cadeia principal de residuos de glucose
unidos por ligagdes B-(1—4), a maioria dos quais ligada a residuos xilose através
de pontes a-(1—>6), sendo que alguns desses residuos xilose podem ser
substituidos por dissacarideos constituidos por fucose e galactose. Logo, pode-se
imaginar que a redugiio nos residuos galactose observada no presente trabalho
possa estar associada, a principio, a uma desestabilizagio das xiloglucanas,
intensificada pela perda de residuos xilose.

A degradacdo da parede celular é a razio primiria para o amaciamento
de frutos durante o seu amadurecimento. Isto leva 4 sugestio de que certas
enzimas hidroliticas sejam as responsaveis pela dissolugio da lamela média, bem
como pela degradagdo da prépria parede celular, levando, portanto, a uma perda
geral da coesdo do tecido, percebido como amaciamento (Huysamer, Greve e
Labavitch, 1997b). O amaciamento observado durante a maturagdo dos hibridos
estudados no presente trabalho se associa, a0 menos parcialmente, a uma redugio
de agicares neutros da fragdo hemiceluldsica, principalmente galactose e xilose,
solubilizagdo e ligeira despolimerizagio de substincias pécticas e aumento na
atividade da enzima poligalacturonase. Ndo obstante, estudos mais detalhados,
abrangendo a atividade de outras enzimas que nio somente a PME e PG, o
fracionamento mais requintado da parede celular com o seu delineamento (gel e

gas-cromatografico), a partir de colunas ainda mais adequadas associadas a
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espectrometria de massa, sd0 necessdrios para o perfeito entendimento dos

precisos mecanismos envolvidos no amaciamento de tomates.

4.5 Consideragdes finais

A partir dos objetivos propostos inicialmente pode-se observar que o alelo
alcobaga em heterozigose estendeu em dois dias a vida pds-colheita dos tomates
armazenados sob temperatura ambiente, extensdo esta caracterizada pelo retardo
do processo de maturagio, sem comprometimento da quélidade dos frutos.

A qualidade de tomates € vislumbrada, principalmente, por aquelas
varidveis que afetam a coloragdo dos frutos, como os pigmentos; as sensagdes
doce e azedo do sabor, a exemplo do pH, da acidez total titulivel (ATT), dos
solidos soliveis totais (SST), dos aglicares soliveis totais (AST) e da relagio
SST/ATT; e a sua textura, determinada pelos compostos da parede celular.

A aparéncia € o principal atributo de qualidade que afeta o valor
comercial de tomates, sendo que o seu amadurecimento é marcado pela mudanga
na sua coloragdo de verde para vermelho, resultante da degradagio de clorofila e
sintese de licopeno e B-caroteno. O alelo alcobaga em heterozigose ndo afetou a
concentracdo desses pigmentos nos estadios “breaker”, rosa, vermelho claro e
vermelho.

O pH e a ATT dos frutos também ndo foram influenciados pelo alelo
alcobaga em heterozigose. Os frutos alcobaga heterozigotos apresentaram um
teor de SST, AST e SST/ATT ligeiramente superior aos seus pares isogénicos
normais, nos estidios pré-determinados de maturagio.

A maturagdo dos frutos +/+ e +/alc foi caracterizada pelo seu
amaciamento, acompanhado por elevagdo na atividlade da enzima
poligalacturonase (PG), despolimerizag4o e solubilizagio de substincias pécticas
e “turnover” de agucares neutros da parede celular. A PG desempenha um
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importante papel no amaciamento dos frutos, uma vez que despolimeriza e
solubiliza as substincias pécticas. A sua agfio é mediada pela agdo da enzima
pectinametilésterase (PME). O alelo aicobaga determinou uma redugdo nas
atividades da PME e PG, bem como na solubilizagdo das substincias pécticas,
embora nio tenha afetado, aparentemente, a sua despolimerizagio.

A menor solubilizagdo das substincias pécticas ndo se refletiu em menor
amaciamento dos frutos. Entretanto, hi que se salientar que os frutos foram
avaliados em estidios pré-determinados de maturagdo e se o efeito do alelo
alcobaga ndo foi plenamente evidente nestes estadios, o foi no sentido de retardar
0 processo de maturagdo. Uma avaliagiio no tempo, ao invés do estidio de
maturagio, poderia ter sido util para se flagrar o pleno efeito alcobaga. O maior
potencial pés-colheita dos frutos alcobaga pode ser ainda mais valorizado quando
se considera que os hibridos tidos como normais, utilizados como controles, ji
apresentavam caracteristicas texturais de qualidade pés-colheita extra-firmes.

O processo de amaciamento de tomates durante o seu amadurecimento
ainda € alvo de especulagdo no meio cientifico. Ele tem sido associado a um
dindmico metabolismo da parede celular, envolvendo a modificagdo, e
principalmente, a parcial degradagio dos polissacarideos hemicelulose ¢ pectina.
Obviamente esse metabolismo € catalisado pela agdo enzimatica, sendo que uma
gama de enzimas de agdo coordenada parece estar envolvida no processo. A partir
do dominio pleno da bioquimica das mudangas texturais de tomates, a criagio de
novos genomas de alta qualidade, mais resistentes e de vida pés-colheita longa,
tornar-se-4 uma tarefa mais ficil e essencial na minimizagdo de perdas e

satisfagdo dos diversos segmentos do mercado consumidor.
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5 CONCLUSOES

Sob as condigdes experimentais estudadas podem-se concluir:

Hibridos de tomate, heterozigotos no loco alcobaga, apresentam uma vida
pos-colheita, sob temperatura ambiente, dois dias superior aos seus pares
isogénicos normais, baseado no estadio de maturagio .

O alelo alcobaga, em heterozigose, niio afeta a pigmentagio final de
tomates, nem tampouco o pH e acidez.

Frutos do tomateiro heterozigotos no loco alcobaga apresentam, em
média, maior teor de sdlidos soliveis totais, agicares soliveis totais e relagdo
sélidos soliveis totais/acidez total tituldvel.

O alelo alcobaga em heterozigose reduz, em média, a atividade das
enzimas pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG) e a percentagem
de solubilizagdo de substincias pécticas na polpa de tomates.

A textura, em estidios predeterminados de maturagdo baseados na
coloragdo da casca, bem como os compostos da parede celular, nio sdo
influenciados pelo alelo alcobaga em heterozigose, embora o alelo alcobaga
retarde a evolugio da maturaggo. '

O amadurecimento pés-colheita de tomates, a partir do estadio “breaker”,
¢ marcado pelo seu amaciamento que é acompanhado por elevagio na atividade
da enzima PG, solubilizagio e despolimerizagio de substincias pécticas e
“turnover” de aglcares neutros da fragdo hemicelulésica, caracterizado,
principalmente, por redugdo nos teores de galactose e xilose e aumento nos teores
de glicose.
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A utilizagdo do alelo alcobaga em heterozigose no melhoramento genético

de tomates apresenta-se como uma técnica vidvel na obtengio de hibridos de

_ elevado valor comercial.
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TABELA 1A Resumo das anélises de varidncia (graus de liberdade, quadrados médios e niveis de significancia) para as
varidveis Tempo, Massa, Didmetros longitudinal e transversal, Clorofila, Licopeno, B-caroteno, Acidez total titulével
(ATT), pH, Sélidos solaveis totais (SST), Agticares soluveis totais (AST), Textura, Pectina soltivel (PS), Pectina total
(PT) e Atividades de_pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG).

GLe Fonte de

varidveis variag#o
“Status” “Back- Estadio de AxB AxC BxC AxBxC Residuo
(A) ground”(B) maturagéo (C)

GL 1 2 3 2 3 6 6 72

Tempo 35,4903 0,5679 279,4667 0,9053 1,7497* 0,2125 0,0778 0.5107

Massa 1812,796* 7905,95**  599,3766 726,6048  1127,038* 97,6544 171,9015  376.29

(%] 0,5890**  0,6441**  0,5774%* 0,0638 0,1229 0,0046 0,0432 0.06452
longitudinal
[%)] 0,1715 1,6928**  0,1794 0,1668 0,1854 0,0399 0,0369 0.0965
transversal

Clorofila 10,3675 0,9766 60,7497+ 0,6052 1,8943 0,5089 0,9760 0.8560
Licopeno |571,8972  14417,8366 1926502,90** 1559,4890 16244,,607 5495,7406 9693,0118 9563.7102
B-caroteno |3471,8596 887,0805  30167,3141** 1665,3325 4321,1599 2197,8151 744,2189 1611.8667

ATT 0,0012 0,0492**  0,0052 0,0053 0,0019 0,0013 0,0015 0.0038
pH 0,0119 0,0316**  0,0249** 0,0020 0,0104 0,0024 0,0026 0.0041
SST 1,2150* 0,1210 0,8138** 0,1378 0,1500 0,0759 0,0553 0.1919
AST 1,0689**  0,2902* 0,4627** 0,0821 0,0597 0,0189 0,0366 0.0820
Textura 0,3116 54,4211*%  2037,5433** 9,6116 1,9737 1,3095 3,2167 4.5340

PS 4355,655** 1596,2810 88798,6005** 190,3045  1423,7708 824,2807 451,2578  555.0472
PT 1530,3292 28717,48** 28833,3159** 2646,0612 5459,4389 2470,2749 701,8589 2217,2170
PME 172,0501* 65,7904 46,8945 10,3885 15,6662 16,2948 33,3440  25.2418
PG 552,8641** 15,0603 1228,6533**  32,8085*  215,100** 10,8059 63,2943**  8.8215

*, ** significativo aos niveis de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F.
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TABELA 2A Valores médios de massa (g) por fruto, em fungfo do estédio de maturagfio de trés pares de hibridos

isogénicos de tomates.

Hibrido Estadio de maturagéo

“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: (vsate) € 14)
Stevens x TOM -559 153,75 NS 153,00 NS 168,75 NS 154,00 NS
Piedmont x TOM-559 180,50 NS 177,25 NS 171,25 NS 181,75 NS 172,27B
NC-8276 x TOM-559 175,25 NS 178,00 NS 181,00 NS 187,00 NS
Stevens x Flora Dade 170,00 NS 164,00 NS 148,25 NS 153,25 NS
Piedmont x Flora Dade 217,00 NS 190,50 NS 192,25 NS 189,00 NS 180,96 A
NC-8276 x Flora Dade 204,00 NS 185,75 NS 172,00 NS 179,00 NS
Média 183,42 a 174,75 a 172,25 a 174,00 a

CV=11,03%

TABELA 3A Valores médios de didmetro longitudinal (cm) por fruto, em fung#o do estadio de maturag#o de trés pares de
hibridos isogénicos de tomates.

Hibrido Estadio de maturagéo
“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: (ue) € +4)
Stevens x TOM -559 5,50 NS 5,25 NS 5,25 NS 5,25 NS
Piedmont x TOM-559 6,00 NS 5,75NS 5,25NS 5,25 NS 593B
NC-8276 x TOM-559 5,50 NS 5,25 NS 5,25 NS 5,25 NS
Stevens x Flora Dade 5,75 NS 5,50 NS 5,25 NS 5,25 NS
Piedmont x Flora Dade 6,00 NS 5,75 NS 6,00 NS 5,75 NS 6,08 A
NC-8276 x Flora Dade 6,00 NS 5,50 NS 5,25 NS 5,25 NS
Média 5,79 a 5,50 ab 5,37b 5,33 b

CV=8,57%

nivel de 5% de probabilidade (NS = néio significativo).

- Médias seguidas de mesma letra, mintscula na horizontal e maitiscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
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TABELA 4A Valores médios de didmetro transversal (cm) por fruto, em fungfio do estadio de maturacéo de trés pares de

hibridos isogénicos de tomates.

Hibrido Estidio de matura¢io

“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: aie) €44
Stevens x TOM -559 6,50 NS 6,50 NS 6,75 NS 6,50 NS
Piedmont x TOM-559 7,00 NS 7,00 NS 7,00 NS 7,00 NS 7,33 NS
NC-8276 x TOM-559 7,00 NS 7,00 NS 7,00 NS 7,00 NS
Stevens x Flora Dade 6,75 NS 6,75 NS 6,50 NS 6,50 NS
Piedmont x Flora Dade 7,25 NS 7,00 NS 7,00 NS 7,00 NS 7,41 NS
NC-8276 x Flora Dade 7,50 NS 7,00 NS 6,75 NS 7,00 NS
Média 7,00 a 6,87 a 6,83 a 6,83 a
CV =5,34%
TABELA 5A Valores médios de clorofila na polpa (mg/100g) de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em fungéo
do estadio de maturag#o.
Hibrido Estadio de maturagdo

“Breaker” Rosa Vermelho claro ~ Vermelho Médias: (vare) € car4)
Stevens x TOM -559 3,43 NS 2,14 NS 1,01 NS 0,33 NS
Piedmont x TOM-559 5,22 NS 1,71 NS 1,37 NS 0,39 NS 2,01 NS
NC-8276 x TOM-559 5,11 NS 1,70 NS 1,14 NS 0,26 NS
Stevens x Flora Dade 3,72 NS 1,85 NS 1,06 NS 0,42 NS
Piedmont x Flora Dade 3,12 NS 2,26 NS 1,31 NS 0,50 NS 1,88 NS
NC-8276 x Flora Dade 4,13 NS 2,48 NS 1,36 NS 0,43 NS
Média 4,12 a 2,02b 1,21 ¢ 0,39d

CV =47,52%

Médias seguidas de mesma letra, mintscula na horizontal e maitscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade (NS = ndo significativo).
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TABELA 6A Valores médios de licopeno na polpa (ug/100g) de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em fungfo
do estadio de maturagdo.

Hibrido __Estadio de maturagiio

“Breaker” Rosa Vermetho claro  Vermelho Médias: (s/aic) €414y
Stevens x TOM -559 8,50 NS 186,25 NS 401,00 NS 574,00 NS
Piedmont x TOM-559 5,00 NS 101,00 NS 415,00 NS 572,50 NS 298,84 NS
NC-8276 x TOM-559 11,50 NS 164,50 NS 424,00 NS 717,50 NS
Stevens x Flora Dade 13,00 NS 89,25 NS 328,75 NS 750,50 NS
Piedmont x Flora Dade 19,00 NS 114,00 NS 366,25 NS 610,50 NS 293,96 NS
NC-8276 x Flora Dade 36,75 NS 117,50 NS 395,25 NS 683,00 NS
Média 15,63d , 128,75 ¢ 388,38 b 651,33 a
CV = 33,03%

TABELA 7A Valores médios de B-caroteno na polpa (ug/100g) de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em fungdo
do estadio de maturacdo.

Hibrido Estadio de maturagdo

“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: (+/aic) €411y
Stevens x TOM -559 68,25 NS 57,75 NS 86,50 NS 213,75 NS
Piedmont x TOM-559 63,25 NS 59,00 NS 81,50 NS 164,75 NS 94,26 NS
NC-8276 x TOM-559 74,25 NS 55,50 NS 87,25 NS 117,75 NS
Stevens x Flora Dade 56,50 NS 62,25 NS 75,00 NS 131,50 NS
Piedmont x Flora Dade 67,75 NS 61,25 NS 87,25 NS 95,25 NS 82,23 NS
NC-8276 x Flora Dade 70,00 NS 71,00 NS 93,00 NS 113,00 NS
Média 66,67 b 61,13 b 85,08 b 139,33 a
CV =45,79%

Meédias seguidas de mesma letra, miniscula na horizontal e maitiscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (NS = nio significativo).
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TABELA 8A Valores médios de pH na polpa de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em fungéio do estddio de

maturagéo. ‘
Hibrido Estddio de maturagio
“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: ¢vuse) € i1y
Stevens x TOM -559 4,39 NS 4,39 NS 4,36 NS 4,35 NS
Piedmont x TOM-559 4,45 NS 4,47 NS 4,38 NS 4,37 NS 4,41 NS
NC-8276 x TOM-559 4,72 NS 4,42 NS 4,43 NS 4,41 NS
Stevens x Flora Dade 4,34 NS 4,35NS 4,41 NS 4,29 NS
Piedmont x Flora Dade 4,47 NS 4,39 NS 4,43 NS 4,36 NS 4,38 NS
NC-8276 x Flora Dade 4,44 NS 4,40 NS 4,43 NS 4,32 NS
Média 4,43 a 4,40 a 4,41 a 4,35b
CV=1,45%

TABELA 9A Valores médios de acidez total titulavel na polpa (%) de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em

fungdo do estadio de maturacéo.

Hibrido Estddio de maturagdo

“Breaker” Rosa Vermetho claro  Vermelho Médias: (vae) €24
Stevens x TOM -559 0,44 NS 0,48 NS 0,44 NS 0,43 NS
Piedmont x TOM-559 0,39 NS 0,38 NS 0,42 NS 0,40 NS 0,41 NS
NC-8276 x TOM-559 0,42 NS 0,40 NS 0,37 NS 0,38 NS-
Stevens x Flora Dade 0,47 NS 0,52 NS 0,45 NS 0,45 NS
Piedmont x Flora Dade 0,36 NS 0,42 NS 0,36 NS 0,36 NS 0,42 NS
NC-8276 x Flora Dade 0,40 NS 0,43 NS 0,41 NS 0,40 NS
Média 0,41 NS 0,44 NS 0,41 NS 0,40 NS
CV=1491

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na horizontal e maiiiscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade (NS = n#o significativo).
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TABELA 10A Valores médios de sélidos soliveis totais na polpa (%) de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em
fungdio do estadio de maturagfo.

Hibrido Estadio de maturagéio
“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: (1) €414
Stevens x TOM -559 4,50 NS 4,50 NS 4,88 NS 4,43 NS
Piedmont x TOM-559 4,50 NS 4,60 NS 4,88 NS 4,73 NS 4,63 A
NC-8276 x TOM-559 4,88 NS 4,58 NS 4,73 NS 4,50 NS
Stevens x Flora Dade 4,28 NS 4,28 NS 4,88 NS 4,35 NS
Piedmont x Flora Dade 4,05 NS 4,13 NS 4,65 NS 4,28 NS 441 B
NC-8276 x Flora Dade 4,28 NS 4,35 NS 4,73 NS 4,65 NS
Média 4,41b 440 b 4,79 a 4,49 ab
CV =9,64%

TABELA 11A Valores médios de agticares soluveis totais na polpa (%) de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em
fungéio do estddio de maturacdo.

Hibrido Estadio de maturagéo
“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: () €214
Stevens x TOM -559 2,46 NS 2,75 NS 2,35NS 2,47 NS
Piedmont x TOM-559 2,58 NS 2,77 NS 2,53 NS 2,64 NS 2,59 A
NC-8276 x TOM-559 2,57 NS 2,93 NS 2,63 NS 2,42 NS
Stevens x Flora Dade 2,21 NS 2,51 NS 2,19 NS 2,27 NS
Piedmont x Flora Dade 2,16 NS 2,48 NS 2,31 NS 2,34 NS 2,38B
NC-8276 x Flora Dade 2,32 NS 2,67 NS 2,49 NS 2,66 NS
Média 2,38b 2,69 a 2,42b 2,47b
CV=11,45%

Médias seguidas de mesma letra, mintscula na horizontal e maiuscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (NS = néo significativo).
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TABELA 12A Valores médios de textura (N) de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em fungfio do estidio de

maturag#o.
Hibrido Estadio de maturagéo

“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: ) €y
Stevens x TOM -559 27,25 NS 15,19 NS 10,20 NS 6,18 NS
Piedmont x TOM-559 26,34 NS 15,35 NS 9,890 NS 6,37 NS 15,66 NS
NC-8276 x TOM-559 30,79 NS 19,62 NS 12,82 NS 8,56 NS
Stevens x Flora Dade 26,75 NS 18,42 NS 10,84 NS 6,42 NS
Piedmont x Flora Dade 28,42 NS 16,58 NS 11,05 NS 5,70 NS 15,77 NS
NC-8276 x Flora Dade 28,85 NS 17,98 NS 12,67 NS 7,64 NS
Média 28,07 a 17,19 b 11,24 ¢ 6,81 d

CV =13,50%

TABELA 13A Valores médios de pectina soliivel na polpa de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em fungo do

estédio de maturagéo.
Hibrido Estadio de maturagéo
“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: (+arc) € (44
Stevens x TOM -559 20,40 NS 39,32 NS 92,76 NS 142,32 NS
Piedmont x TOM-559 13,58 NS 31,01 NS 84,90 NS 119,32 NS 66,01 B
NC-8276 x TOM-559 11,47 NS 23,63 NS 79,67 NS 133,77 NS
Stevens x Flora Dade 18,45 NS 32,29 NS 111,47 NS 186,09 NS
Piedmont x Flora Dade 12,58 NS 31,63 NS 133,41 NS 144,77 NS 79,48 A
NC-8276 x Flora Dade 12,76 NS 33,86 NS 82,17 NS 154,32 NS
Média 14,87 ¢ 31,96 ¢ 97,40 b 146,77 a

CV =32,39%

Meédias seguidas de mesma letra, minGscula na horizontal e maitscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (NS = néio significativo).



201

TABELA 14A Valores médios de pectina total na polpa de trés pares de hibridos isogénicos de tomates, em fungdio do

estddio de maturagdo.
Hibrido Estadio de maturacfo
“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: ¢+sei) € it
Stevens x TOM -559 563,17 NS 584,85 NS 603,16 NS 567,19 NS
Piedmont x TOM-559 468,89 NS 485,99 NS 563,95 NS 526,27 NS 539,42 NS
NC-8276 x TOM-559 492,33 NS 536,04 NS 570,15 NS 511,05 NS
Stevens x Flora Dade 497,32 NS 557,51 NS 574,52 NS 585,61 NS
Piedmont x Flora Dade 415,26 NS 489,78 NS 541,59 NS 563,92 NS 531,44 NS
NC-8276 x Flora Dade 503,17 NS 520,44 NS 569,04 NS 559,03 NS
Média 490,02 ¢ 529,10 b 570,40 a 552,18 ab
CV =8,79%

TABELA 15A Valores médios da atividade da enzima pectinametilesterase na polpa de trés pares de hibridos isogénicos de

tomates, em fungéo do estadio de maturago.

Hibrido Estddio de maturagiio
“Breaker” Rosa Vermelho claro  Vermelho Médias: ¢1sate) € oy
Stevens x TOM -559 38,98 NS 38,24 NS 37,68 NS 31,92 NS
Piedmont x TOM-559 29,14 NS 36,94 NS 34,43 NS 35,73 NS 35,10B
NC-8276 x TOM-559 34,34 NS 35,54 NS 33,78 NS 34,52 NS
Stevens x Flora Dade 36,19 NS 40,29 NS 39,17 NS 40,19 NS
Piedmont x Flora Dade 35,83 NS 36,14 NS 34,25 NS 37,03 NS 37,78 A
NC-8276 x Flora Dade 35,27 NS 43,16 NS 36,66 NS 38,98 NS
Média 34,96 a 38,38 a 35,99 a 36,40 a

CV=13,67%

Meédias seguidas de mesma letra, mintiscula na horizontal e maitiscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (NS = néo significativo).



TABELA 16A Valores médibs de aguicares neutros da fragéio da parede celular soliivel em KOH 4M (g/100g) de um par
de hibridos isogénicos de tomates, em fung#o do estidio de maturago.

€01

A Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Total

“Breaker” 0,76 0,10 3,83 51,85 5,82 6,15 14,56 83,07
0,10) (0,02) (0,02) (1,15) 0,27) (0,33) (1,58)

Rosa 0,49 0,06 3,38 43,74 5,21 5,05 15,64 73,57
(0,00) (0,01) (0,01) (0,24) 0,07) (0,10) (0,05)

Vermelho claro 0,47 0,06 2,82 36,92 4,35 3,62 13,77 62,01
(0,01) 0,01) 0,13) (1,29) 0,15) ©,17) (0,30)

Vermelho 0,59 0,28 3,12 39,27 5,71 3,80 17,48 70,25
o1 (0,06) 0,07 0,69 (0,09) 0,12) (0,33)

B Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Total

“Breaker” 0,59 0,06 3,27 43,05 4,31 5,64 14,36 71,28
(0,01) (0,00) (0,03) (0,90) 0,12) (0,02) (0,45)

Rosa 0,63 0,07 3,00 41,19 5,21 5,43 15,17 70,70
(0,04) (0,00) (0,03) (0,49) (0,09) (0,16) (0,09)

Vermelho claro 0,50 0,06 2,97 32,15 4,19 3,67 15,57 59,11
(0,01) (0,01) (0,04) (0,02) (0,04) (0,01) 0,14)

Vermelho 0,53 0,09 3,08 37,83 4,94 3,33 17,43 67,23

(0,03) (0,04) (0,70) (0,33) (0,02) (0,05) (0,06)

A = Hibrido F, Stevens x TOM-559 (+/alc)
B = Hibrido F, Stevens x Flora Dade (+/+)



TABELA 17A Valores médios de agiicares neutros da fragio da parede celular solivel em KOH 4M (g/100g) de um par
de hibridos isogénicos de tomates, em fung#o do estddio de maturagdo.

01

C Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Total

“Breaker” 0,61 0,09 2,89 43,57 4,19 4,87 13,40 69,62
(0,09) (0,03) (0,01) 0,71) (0,02) (0,02) (0,09)

Rosa 0,68 0,12 3,23 43,33 4,55 5,16 15,76 72,83
(0,08) (0,06) (0,05) (0,48) (0,05) (0,02) 0,07

Vermelho claro 0,42 0,06 2,95 37,38 4,20 3,82 15,62 64,45
(0,00) 0,01) (0,05) (0,38) (0,09 (0,02) ©,11)

Vermelho 0,55 0,07 3,20 42,94 4,23 3,86 16,85 70,71
(0,01) (0,00) (0,02) (0,02) (0,01) 0,12) (0,02)

D Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Total

“Breaker” 0,53 0,06 3,64 43,04 4,15 6,24 15,39 73,05
(0,02) (0,00) ©,11) (3,76) 0,07) (0,25) (0,16)

Rosa 0,38 0,07 3,42 45,67 4,96 4,48 14,92 73,90
(0,01) 0,01) (0,03) (1,32) 0,10) (0,29) (0,29)

Vermelho claro 0,49 0,06 3,00 40,38 4,21 3,73 - 17,48 69,55
(0,01) (0,00) 0,14) 0,29) (0,10) (0,08) (0,46)

Vermelho 0,45 0,05 2,74 36,23 4,73 3,38 17,52 65,10

(0,03) (0,01) 0,19 (1,03) 0,16) 0,07) 0,42)

C = Hibrido F; Piedmont x TOM-559 (+/alc)
D = Hibrido F, Piedmont x Flora Dade (+/+)



TABELA 18A Valores médios de agiicares neutros da fragéo da parede celular solavel em KOH 4M (g/100g) de um par
de hibridos isogénicos de tomates, em fungfo do estddio de maturaggo.

S0t

E Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Total

“Breaker” 0,46 0,07 4,42 41,76 4,16 5,98 16,20 73,05
(0,01) (0,00) (0,04) (0,80) (0,06) (0,20) (0,40)

Rosa 0,69 0,06 3,65 39,13 4,64 6,15 16,00 70,32
(0,01) (0,00) (0,02) (1,49) 0,15) 0,22) (0,65)

Vermelho claro 0,62 0,05 3,21 35,07 4,60 4,30 15,63 63,48
(0,05) (0,00 (0,00) 0,57) 0,14) ©,11) (0,48)

Vermelho 0,78 0,08 3,29 38,31 5,51 4,19 19,91 72,07
(0,16) (0,03) (0,25) (2,12) (0,16) 0,22) (0,88)

F Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Total

“Breaker” 0,66 0,18 3,31 41,58 4,91 5,62 16,14 72,40
0,17) 0,12) (0,09) 0,67) (0,02) (0,04) 0,19)

Rosa 0,61 0,06 3,15 41,36 4,04 4,27 14,85 68,34
(0,01) (0,01) (0,03) (1,04) 0,10) (0,05) 0,19

Vermelho claro 0,47 0,14 2,98 34,06 5,42 4,51 16,84 64,42
(0,01) (0,04) (0,06) (0,09) (0,06) 0,11) 0,10)

Vermelho 0,50 0,20 3,37 40,57 3,71 3,97 18,82 71,14

(0,08) (0,01) (0,16) (0,81) 0,13) 0,13) (0,42)

E = Hibrido F; NC-8276 x TOM-559 (+/alc)
F = Hibrido F| NC-8276 x Flora Dade (+/+)



