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RESUMO

FILGUEIRAS, Heloisa Almeida Cunha. Bioquimica do amadurecimento de tomates hibridos
heterozigotos no loco ‘alcobaca’. Lavras: UFLA, 1996. 118p. (Tese - Doutorado em Ciéncia
dos Alimentos).

Foram analisados frutos hibridos F, de cruzamento entre tomateiro ‘alcobaga’ e
trés cultivares de amadurecimento normal. Os frutos foram colhidos em cinco estadios de
maturagdo e avaliados quanto ao amaciamento, pH, acidez total titulavel, sdlidos solaveis totais,
agucares soliveis, pigmentos, solubilizagdo de pectinas, calcio total e atividades de
poligalacmronése € pectinametilesterase. No material de parede celular do pericarpo foram
determinados celulose, 4cido galacturénico, grau de esterificagdo, célcio ligado e agiicares
neutros. Todos os gendtipos produziram frutos firmes quando maduros. N3o houve diferengas
significativas quanto a pH, acidez, sélidos soltveis e relagdo SST/ATT. A acidez foi baixa em
todos os gendtipos, indicando interferéncia ambiental e/ou de condigdes de cultivo. Todos os
hibridos foram mais pigmentados do que o parental mutante e a testemunha. A solubilizagdo de
pectinas ndo variou nos mutantes e permaneceu abaixo de 24% nos frutos maduros de todos os

outros gendtipos, tendo apresentado correlagdo inversa com a textura. O efeito do gene mutante

" Orientadora: Maria Isabel Fernandes Chitarra. Membros da banca: Adimilson Bosco Chitarra,
Jodo Pratagil Pereira de Arajo, Vania Déa de Carvalho e Wilson Roberto Maluf.



xi
em heterozigose foi observado no retardamento dos processos de solubilizagdo de pectinas e
amaciamento. Houve correlagdo inversa entre as atividades de poligalacturonase e
pectinametileterase, porém nio das enzimas com a textura e a solubilizagdo de pectinas. Grau de
esterificagdo, acido galacturdnico, arabinose e galactose apresentaram correlagdo com textura e
solubilizagdo de pectinas. O alto coeficiente de correlagdo entre arabinose e galactose sugere que

tenham sido solubilizados dos mesmos polimeros.



SUMMARY

FRUIT RIPENING BIOCHEMISTRY OF TOMATOES HETEROZYGOUS IN THE
LOCUS ‘ALCOBACA’

Tomato fruits F, hybrids between the ripening mutant ‘alcobaga’ and three normal
ripening cultivars were harvested at five degrees of maturation. Fruits were evaluated for
firmness, pH, titrable acidity, soluble solids, soluble sugars, pigments, pectin solubilization, total
calcium, polygalacturonase and pectinmethylesterase activities. Cell wall material from the
pericarp was analysed for cellulose, galacturonic acid, degree of esterification, bound calcium
and neutral sugars. Fruits of all genotypes were firm when ripe. No differences were found
among the genotypes for pH, titrable acidity, soluble solids and TSS/TTA ratio. All genotypes
produced low acid fruits, suggesting interference from breeding ambient and/or conditions. All
hybrids had better color than both the mutant and the control. Pectin solubilization did not
increase during ripening for mutant fruits, remained below 24% in ripe fruits of all the other
genotypes and was inversely correlated with firmness, The effect of the alc gene in heterozygosis
was the slowing down of pectin solubilization and softening. The activities of the pectic enzymes
were inversely correlated with each other, but not with firmness or pectin solubilization. Degree
of esterification, galacturonic acid, arabinose an galactose, all correlated with both firmness and
pectin solubilization. The hi gh correlation coefficient between arabinose and galactose suggested

that they were solubilized from the same polymers.



1 INTRODUCAO

A importincia do tomate, tanto do ponto de vista comercial quanto nutricional,
nao esta diretamente ligada aos valores absolutos de seus constituintes, mas sim a sua grande
aceitabilidade e consumo per capita. Dentre as culturas olericolas, o tomateiro ¢ a mais
difundida em todo o mundo, e entre os frutos comestiveis sua produgdo perde apenas para a de
citros (Hobson e Grierson, 1993).

Os habitos de consumo de alimentos tém se modificado acentuadamente nos
ultimos anos. Com o surgimento das grandes cadeias de supermercados, o aperfeigoamento dos
meios de comunicagio, a valorizagdo dos conceitos de qualidade de alimentos, o aumento da
conscientizagdo das pessoas no sentido de evitar desperdicios, o consumidor vai se tornando mais
exigente e privilegia cada vez mais os produtos de boa qualidade.

Para atender a essa demanda, do produtor ao consumidor, as pesquisas tém sido
desenvolvidas visando 0 melhoramento genético de linhagens de polinizagio aberta, a adaptagdo
de genétipos importados ou a produgdo de hibridos de 1° geragdo (Fy) (Flori, 1993). Em geral,
essas alternativas sdo trabalhadas simultaneamente dentro de um programa amplo de
melhoramento genético.

A maioria das sementes usadas atualmente em cultivo intensivo ou protegido é do

tipo hibrido, principalmente obtidas por polinizagdo manual, sendo que as qualidades dos frutos
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de certas combinagdes hibridas nio sdo igualadas por nenhuma variedade de polinizacio aberta

(Aratjo, 1987).

No Brasil, a adogio de cultivares hibridas de tomate seria favorecida por uma série

~ de fatores (Melo, Miranda e Costa, 1988), entre os quais:

Os hibridos F; manifestam menor interagiio com o ambiente (fenétipos mais estaveis), e
portanto poderiam se adaptar melhor as diferengas edafo-climéticas entre as regides
produtoras;

O mecanismo de resisténcia a doengas de importincia econémica ¢ governado por agdo
monogénica dominante, fazendo com que um hibrido resultante de duas variedades resistentes
a doengas distintas seja também resistente a essas doengas;

A semente hibrida passa por um controle de qualidade mais rigoroso, que diminui os riscos de
transmissio de contaminagdes a cultura;

O custo financeiro da semente hibrida, devido ao seu melhor aproveitamento, é pequeno em
relagdo ao custo total de produggo;

A disponibilidade de genotipos com boas caracteristicas de qualidade, resisténcia, potencial
produtivo e boa capacidade combinatéria no grupo ‘Salada; (multilocular) ¢ maior do que no
‘Santa Cruz’ (bilocular).

A equipe de pesquisa em melhoramento genctico do Departamento de Agricultura

da Universidade Federal de Lavras, vem desenvolvendo trabathos no sentido de obter hibridos F 1

entre linhagem portadora do gene ‘alcobaga’ em homozigose, de frutos firmes e longa

conservacdo pés-colheita, ¢ linhagens de amadurecimento normal com boas caracteristicas

agronomicas e boa aceitagio comercial, visando combinar os atributos positivos de ambas,



O presente trabalho foi desenvolvido tendo como objetivos:

o Caracterizar quimica e bioquimicamente, durante o amadurecimento na planta, frutos de trés
hibridos F), obtidos pela UFLA, entre a linhagem TOM-559, homozigota para o caréter
‘alcobaga’, e as linhagens Florida 1B, Rotam 4 e Piedmont;

® Identificar caracteristicas que possam estar relacionadas a longa conservagio dos frutos

homozigotos ‘alcobaga’ e estejam presentes nos hibridos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

O tomateiro ¢ um membro da familia Solanaceae, que retne cerca de 1500
espécies tropicais e subtropicais com origem provéavel na América Central e do Sul. Dentro das
solanaceas, o género Lycopersicon engloba um numero relativamente pequeno de especies,
divididas em dois subgéneros, Eulycopersicon e Eriopersicon. Os frutos do subgénero
Eulycopersicon sio geralmente de coloragdo vermelha ou amarela quando maduros, e incluem o
tomate cultivado, Lycopersicon esculentum Mill. (Davies e Hobson, 1981 ).

O tomate ¢ classificado como fruto climatérico, por apresentar aumento na taxa
respiratoria durante o amadurecimento, e produzir etileno em resposta a exposi¢do a baixas
concentragoes desse hormonio.

O fisiologista vegetal identifica o amédurecimento como o periodo final da
maturacdo, durante o qual o fruto atinge seu pleno desenvolvimento e sua méxima qualidade
estética e comestivel (Gortner, Pull e Krauss, 1967).

Durante o amadurecimento do tomate desenvolve-se uma série de processos que
afetam a qualidade. Basicamente, quando o crescimento diminui, o fruto torna-se ‘maturo’, isto

€, embora ainda verde ele pode ser colhido e amadurecer fora da planta com um minimo prejuizo
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para suas caracteristicas depois de maduro. No final do desenvolvimento os carboidratos de
reserva desaparecem e ocorre aumento nos teores de glicose e frutose. A acidez méxima em geral
coincide com os primeiros sinais de pigmentagio amarela, e diminui progressivamente até o
‘amadurecimento completo. A clorofila comecga a ser quebrada com o inicio do amadurecimento,
e alguns dos produtos s3o transformados em carotenéides (Hobson, 1982).

Assim como a cor, 0 aroma dos frutos também torna-se mais evidente e agradavel
com o amadurecimento. Ocorre ainda acentuada perda de firmeza, causada por uma reducdo na
espessura das paredes celulares e na adesdo entre as células. A maioria dessas transformagdes
depende da atividade de enzimas, algumas das quais estio presentes no inicio do
amadurecimento, enquanto que outras sio formadas ou ativadas em sequéncia, com o
desenvolvimento do processo (Hobson, 1982).

Do ponto de vista de fisiologia e bioquimica, as reagdes que levam ao
amaciamento sfio significativas porque envolvem modificagdes que ndo ocorrem em outros
tecidos vegetais (Brady, 1987). Do ponto de vista econdmico, 0 amaciamento limita a vida util

dos frutos, por torna-los mais susceptiveis a danos mecanicos que conduzem a deterioragdo.
2.2 Melhoramento genético do tomate

Através do melhoramento genético tem-se buscado obter cultivares que, além de
mais produtivas e resistentes, produzam frutos com melhor conservagdo pos-colheita. Diversas
pesquisas t8m sido conduzidas com o uso de mutantes naturalmente resistentes ao

amadurecimento.
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Praticamente todo o tomate comercializado in natura ¢ colhido antes de
amadurecer. O procedimento usual ¢ colher os frutos verde maturos ou no estidio breaker para
que amaduregam em trénsito ou no local de destino. Como ¢ muito dificil ‘determinar o estadio
verde maturo sem cortar os frutos, ¢ bastante provavel, em colheita comercial, que sejam
colhidos muitos frutos imaturos.

Por outro lado, se a colheita ¢ feita apos o inicio do desenvolvimento de cor,
garantindo a maturidade fisiologica, a vida util dos frutos pode ndio assegurar o prazo necessario
4 comercializagdo.

O aumento de vida itil conseguido através do uso de hibridos portadores de genes
do que retardam o amadurecimento e prolongam a conservagio, como o gene 'alcobaga' (alc),
permite que os frutos sejam colhidos em estadio mais adiantado de amadurecimento do que o
usual.

Procura-se com o uso de genes mutantes, possibilitar a colheita dos frutos nos
estadios iniciais do desenvolvimento da pigmentagdo vermelha, assegurando a colheita de frutos
fisiolégicamente maturos, e ainda conseguir prolongamento da vida util devido ao retardamento
de processos metabélicos que levam ao amadurecimento (Mufschler etal., 1992)

Diversos genes mutantes sdo hoje conhecidos, conforme revisiio feita por Martin
(1987). Dentre eles os mais estudados s@o o gene rin (ripening inhibitor), localizado no
Cromossomo 35, € o gene nor ( non-ripening), localizado no cromossomo 10 (Brady, 1987). Ambos
sdo recessivos e resultam em frutos ndo climatéricos, Esses mutantes j4 foram bastante estudados
no sentido de transferir suas caracteristicas de conservacdo para cultivares comerciais
(Kopeliovitch et al., 1982). Entretanto, segundo Mutschler (1984a), mutantes homozigotos

recessivos como rin e nor bloqueiam o amadurecimento, e em heterozigose tém pouca influencia
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sobre a conserva¢do dos frutos. Kopeliovitch et al. (1982) verificaram que a introducgfio desses
genes melhorou a conservagiio, mas teve efeito negativo sobre o sabor dos frutos hibridos,
Nguyen et al. (1991) melhoraram a conservagdo de uma cultivar comercial pela introdugdo de

gene rin em heterozigose, mas nio avaliaram o sabor dos frutos obtidos.

2.2.1 O mutante ‘alcobaca’

2.2.1.1 Caracteristicas gerais

O tomateiro ‘alcobaga’ foi primeiramente descrito em Portugal na regido do
mesmo nome (Almeida, citado por Leal e Shimoya, 1973a). Leal e Shimoya (1973a) descrevem
esse mutante como possuidor de plantas de excelente crescimento vegetativo e que produzem
frutos amarelos, multiloculares e de longa conservagio. Os frutos permanecem na planta em
perfeitas condiges por mais tempo do que os de outras cultivares.

Desde a descoberta do mutante, muitos pesquisadores t&m procurado caracterizar
seus frutos na tentativa de identificar os fatores que condicionam a sua longa conservagdo e o
amadurecimento anormal (Leal e Shimoya, 1973b; Kopeliovitch et al,, 1980 e 1981; Lobo, 1981;
Mutschler, 1984a ¢ 1984b; Mutschler et al., 1988 e 1992). Todos sdo unanimes em afirmar que
os frutos ‘alcobaga’, quando colhidos nos estidios iniciais de coloragio ndo completam seu
amadurecimento, enquanto que, se deixados na planta, podem atingir coloragio proxima da de
frutos normais.

O ‘alcobaga’ foi descrito como um mutante de amadurecimento Iento,

condicionado por um tnico gene recessivo (alc) localizado no brago menor do cromossomo 10,
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que exerce efeito sobre diversos aspectos como cor, velocidade de amadurecimento, picos
respiratério e de etileno, atividade de poligalacturonase e vida util do fruto (Lobo, 1981 e
Mutschler, 1984a).

O desenvolvimento dos frutos ‘alcobaga’, da floragéio até o estadio verde-maturo ¢
semelhante ao de frutos normais. O amadurecimento, do estadio verde-maturo até o
completamente maduro porém, ¢ mais lento do que nos normais. A longa conservagdio dos
tomates ‘alcobaga’ deve-se a atenuacdio do amaciamento, e ¢ possivel obter hibridos de
conservacdo prolongada se o gene for transferido para cultivares de frutos firmes (Mutschler,
1984b).

Observando frutos ‘alcobaga’ amadurecidos na planta, Kopeliovitch et al. ( 1981)
constataram o desenvolvimento de um amplo espectro de. cores, de laranja a vermelho, e
verificaram que os frutos mais claros apresentaram atividade pectolitica mais baixa do que os
vermelhos. Esses resultados podem indicar a presenca de fatores modificadores que interagem
com o gene principal alc.

Mutschler (1984b) também acredita que o amadurecimento de linhagens contendo
© gene alc pode ser afetado por outros genes, devido a variagio de cor entre as linhagens
disponiveis, de laranja avermelhado claro até quase normal. A alteragdo da cor nos frutos de
linhagens homozigotas ‘alcobaga’ ¢ devida a uma redugiio nos pigmentos totéis e na relagéio
licopeno/carotenéides totais (Mutschler et al., 1992).

Kopeliovitch et al. (1980) verificaram que frutos ‘alcobaga’ amadurecidos na
planta foram semelhantes aos normais quanto ao flavor, pH, sélidos soliiveis totais, acidez total
tituldvel e agicares soliuveis. Em painel sensorial com técnica para mascarar a cor, nio

encontraram rejeicdio ao flavor do ‘alcobaga’. Além disso, os frutos apresentaram padrio
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respiratério ¢ de liberagiio de etileno semelhantes aos climatéricos, porém com os picos
atenuados. Os mutantes diferiram dos normais quanto & prolongada vida wtil e atividade
relativamente baixa de poligalacturonase. Os resultados foram confirmados por Lobo (1981),
-quanto & conservag#o, produgiio de etileno e padrdo respiratério. No entanto esse autor constatou
atividade de poligalacturonase muito baixa, diferenga que pode ser atribuida a metodologia
empregada. Apesar de ambos os pesquisadores concordarem em que os frutos ‘alcobaca’nfio
completam seu amadurecimento fora da planta, Lobo (1981) colheu os tomates no estadio verde
maturo ¢ avaliou a atividade da enzima 5 dias apos o inicio ‘da coloragiio. Mesmo tendo colhido
os frutos para seu experimento em estidio mais adiantado (14 dias apés o inicio da coloragio),
Kopeliovitch et al. (1980) nio especificam a intensidade de cor ou a porgdo colorida do fruto,
para possibilitar a melhor identificagio do estidio em que foram feitas as determinagdes de
atividade enzimatica.

Em sua revisio sobre os efeitos de genes mutantes de amadurecimento em
heterozigose, Tigchelaar, McGlasson e Buescher (1978) constataram que em hibridos F, obtidos
de cruzamentos de mutantes com cultivares de amadurecimento normal, h4 um aumento no
tempo transcorrido entre a antese e o inicio das modificages visiveis de amadurecimento.

No caso do gene mutante a/c, Mutschler (1984b) observa que ndio ha efeito sobre o
tempo transcorrido entre a floragio e o estadio verde maturo, mas sim na velocidade de
amadurecimento posterior.

O efeito retardador do amadurecimento do gene mutante muitas vezes representa
um problema na amostragem de frutos de genotipos diferentes para comparacées fisioldgicas.
Esta pode ser a causa de muitas divergéncias entre os resultados de pesquisas sobre os efeitos dos

genes.
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Como observaram Kopeliovitch et al. (1982), frutos hibridos amadurecem em
épocas diferentes entre si, conforme o background genético, e em relagéio aos parentais. Portanto,
a idade cronolégica dos frutos nio pode ser usada como base de comparagéo, uma vez que frutos
da mesma idade nio estdio necessariamente no mesmo estadio fisiolégico.

Em estudo mais detalhado, Mutschler et al. (1988) analisaram frutos verde
maturos, verde maturos mais 5 dias na planta e recém-maduros, Verificaram que em linhagens
‘alcobaga’ tanto a proteina quanto a atividade de poligalacturonase foram reduzidas a menos de
5% do normal, nfio foram produzidas as isoenzimas PG2a e PG2b e que o nivel de mRNA
especifico foi reduzido. No entanto, como ressalta Lobo (1981) com relagfio aos seus proéprios
resultados, ndo se pode concluir que a baixa atividade de poligalacturonase seja o unico fator que
determina o aumento da vida util dos mutantes ‘alcobaga’.

Deve-se lembrar, de acordo com Tigchelaar, McGlasson e Buescher (1978), que
os diferentes processos de amadurecimento nio sdo independentes e ocorrem de maneira

altamente sincronizada.

2.1.2 Produciio de hibridos

Desde o inicio da década de 70 tem-se pesquisado a utilizagdo de linhagens
‘alcobaca’ para a producdo de hibridos, buscando prolongar a conservagio pés-colheita. As
primeiras tentativas, no Brasil, foram feitas com o objetivo de introduzir o gene alc em cultivares
biloculares (Leal e Shimoya, 1973a; Leal e Tabim, 1974; Leal e Mitzubuti, 1975). Posteriormente
esses estudos voltaram-se para a produgiio de hibridos com cultivares multiloculares (Lobo,

1981; Kopeliovitch et al., 1981 e Mutschler et al., 1992).
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O uso do mutante ‘alcobaga’ em condic#io de heterozigose oferece vantagens sobre
outros genes mutantes de amadurecimento, porque tem o potencial de prolongar a conservagiio
sem efeito prejudicial a cor e ao flavor do fruto, ao contririo de outros mutantes como rin e nor
(Kopeliovitch et al., 1982).

Os resultados iniciais que mostram melhor conservagiio em frutos heterozigotos
para o gene alc do que em normais, foram obtidos de cruzamentos com o uso da linhagem
‘alcobaga’ original, de frutos amarelos, Pequenos e macios (Mutschler, 1984b)

Lobo (1981), armazenando frutos colhidos no estidio verde maturo, constatou que
hibridos F, entre linhagens ‘alcobaga’ e de amadurecimento normal tiveram conservagio de duas
a trés vezes maior do que seus parentais normais, porém, tanto os frutos mutantes quanto os
hibridos foram macios. Entretanto, a diminui¢do da firmeza durante o armazenamento foi menos
pronunciada nos hibridos que nos normais. De modo geral, os hibridos amadurecidos fora da
planta alcangaram cor normal e os processos de amadurecimento foram intermediarios aos
parentais, ou seja, 0 amaciamento foi mais lento, e os picos respiratério e de etileno, assim como
a aﬁvidade de poligalacturonase foram reduzidos em relacfio aos parentais normais. No entanto,
como destaca Lobo (1981), as modificagdes nos aspectos-relacionados ao amadurecimento
dependeram do parental normal, ou seja, variaram conforme o background em que foi
introduzido o gene alc.

Kopeliovitch et al. (1981), examinando diversos parimetros fisioldgicos
relacionados ao amadurecimento, como cor e atividade pectolitica, entre hibridos F, e seus
parentais normais, ndo encontraram diferengas 4s quais pudessem atribuir 0 aumento na

conservacgio.,
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De acordo com Mutschler et al. (1992), a selegéio do background para o qual o
gene alc serd transferido para a obtengio de linhagem homozigota é importante para a qualidade
do hibrido. Nesse sentido, esses pesquisadores criaram linhagens ‘alcobaga’ de boa qualidade

~agrondmica e utilizaram-nas para cruzamentos com cultivares normais também de boa qualidade.
Como resultado, nio foram observadas diferengas entre os hibridos e os parentais normais quanto
a solidos solitveis totais, pH, cor e firmeza. Porém a conservagio dos hibridos foi maior do que a
dos normais. O aumento de vida util dos hibridos F, em relaggio ao parental normal conseguido
por Mutschler et al. (1992) foi em média 60% e variou entre 2 e 8 dias, dependendo do
background de ambos os progenitores. Como a vida util nos hibridos foi aumentada
significativamente em relagdio aos parentais normais, mas a firmeza ndo aumentou, Mutschler et
al. (1 992) concluiram que algum fator além da textura deve estar envolvido no prolongamento da

conservagdo.
2.3 Amadurecimento do tomate

O tomate, dentre todos os frutos climatéricos, é sem diavida aquele do qual se
conhecem melhor os mecanismos que controlam o amadurecimento. O fato dg a planta ter um
ciclo vital relativamente curto e apresentar facilidade de ser genéticamente transformada e
regenerada a partir de cultura de tecidos, tem feito com que ela sirva como uma espécie de
modelo para estudos de fisiologia e bioquimica do amadurecimento de frutos (Hobson e
Grierson, 1993).

Durante o amadurecimento de tomates, desenvolvem-se processos que

influenciam a sintese e agio de horménios, a sintese e deposigdo de pigmentos, o metabolismo de
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agiicares e acidos envolvidos na determinagiio do sabor, e modificagdes na estrutura e
composi¢do das paredes celulares que afetam a firmeza e a vida util (Schuch, 1994). As
alteragBes em geral se processam de maneira rapida e afetam todos os compartimentos celulares.

Davies e Hobson (1981) apresentaram ampla revisdo sobre as modificagdes na
composicdo de tomates durante o amadurecimento. Revisdes mais recentes (Grierson,1985;
Brady, 1987 e Gross, 1990) tém procurado enfatizar a natureza dinimica dos processos que
controlam essas transformagges.

Nas primeiras décadas deste século, o amadurecimento era explicado como um
colapso progressivo da compartimentalizagio celular. Essa teoria de “resisténcia organizacional”
persistiu por bastante tempo. Porém, foram sendo gradualmente acumuladas evidéncias de que o
amadurecimento ¢ um processo coordenado que envolve tanto sintese quanto degradagfio
(Hobson e Grierson, 1993), e de que a organizagio celular, de modo global, é preservada
(Awad,1993),

Embora alguns componentes dos cloroplastos sejam degradados, eles sdo
substituidos por outros, para formar os cromoplastos. A lamela média da parede celular é
parcialmente dissolvida, mas a membrana plasmética permanece intacta e a atividade

mitocondrial continua (Brady, 1987).

2.3.1 Textura

A textura ¢ um dos principais atributos de qualidade em tomates. Frutos firmes

apresentam a possibilidade de serem colhidos em estidio mais adiantado de maturagdo, com

consequente expectativa de melhor qualidade (Hall e Augustine, 1981).
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As propriedades mecanicas e a resisténcia dos tecidos de frutos dependem das
caracteristicas estruturais do conglomerado celular. Como observa Pantastico (1975), a textura
depende da coesividade, tamanho, forma e turgidez das células que compdem o tecido. O
componente mais resistente do tecido é a parede celular, que consiste de microfibrilas de
celulose embebidas em matriz polissacaridica flexivel. As células sio mantidas unidas pela
lamela média, constituida principalmente por substincias pecticas, que fornece a coesdo
necessaria para manter a unidade estrutural do conglomerado.

As membranas celulares- plasmalema e tonoplasto- sdo permeaveis a agua e certos
solutos, de forma que a 4gua é mantida dentro delas sob a pressdo originada pela concentragdo
interna relativamente alta de solutos, isto €, o potencial osmético. A pressdo interna ou pressdo
de turgor de uma célula exerce um estresse na parede celular, que por sua vez exerce uma contra-
pressdo nos conteudos celulares. A pressdo de turgor é responsavel, em grande parte, pela forma
da célula (Jackman, Marangoni e Stanley, 1992). Bourne (1966) atribuiu ao turgor da célula
grande parte da rigidez e da firmeza dos frutos frescos. Shackel et al. (1991) sugeriram que a
perda de turgor durante o amadurecimento seja uma causa alternativa ou auxiliar do
amaciamento, considerado tradicionalmente como sendo causado primariamente por alteragdes
bioquimicas na estrutura da parede celular.

Os fatores que contribuem para a perda de firmeza durante o amadurecimento de
tomates sdo diversos e t&m sido estudados em profundidade, principalmente do ponto de vista de
bioquimica da parede celular.

Observagbes microscopicas e ultra-microscopicas da parede celular e lamela
média durante o amadurecimento de tomate, mostram uma desintegragio da lamela média e

diminui¢do progressiva na organizagdo da parede celular (Hobson e Davies, 1971 e Awad, 1993).
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As substancias Pécticas, principais constituintes da lamela média, tém ligacdes
intra e intermoleculares por pontes de cilcio. Essas ligagdes as tornam menos vulneriveis a
solubilizagfio, e ajudam a manter a coesdo entre as células e a firmeza do tecido (Buescher e
Hobson, 1982). Rigney e Wills (1981), entre outros, observaram que os niveis de calcio ligado as
substincias pécticas diminuem no inicio do amadurecimento de tomates. Antes disso, Hamson
(1952) j& havia constatado qQue tomates de textura mais firme contém mais calcio ligado as
pectinas.

Os métodos para medir a firmeza envolvem testes de resisténcia a penetragiio, de
compresséo, de deformag#io, ou de aplanagio, medidas de presséio de turgor, etc. (Shackel et al.,
1991; Awad, 1993; Calbo e Nery, 1995). Cada um desses testes fisicos avalia propriedades
diferentes; alguns sio destrutivos outros n3o, ¢ nem sempre ha uma correlacdo entre eles.

Os valores de firmeza, obtidos por testes de penetragdo refletem a integridade do
pericarpo, onde estdio localizadas as enzimas relacionadas ao amaciamento (Jackman, Marangoni
¢ Stanley, 1992).

Para verificar se existe ou ndo efeito de enzimas pectoliticas sobre a firmeza,
Ahrens e Huber (1990) recomendam que as medidas sejam feitas no tecido parenquimatoso, e
ndo no fruto inteiro. A firmeza do fruto inteiro, como destacam Ahrens, Huber e Scott (1987), é
um pardmetro composto, influenciado por diversos componentes como quantidﬁde e textura do
material locular, morfologia do carpelo e espessura da parede celular, e desta forma ndo fornece
uma indica¢3o direta da firmeza do pericarpo. Ainda segundo Ahrens, Huber e Scott (1987), a

firmeza do pericarpo, no estadio maduro ¢ a principal determinante da firmeza do fruto inteiro.
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2.3.2 Acidez total tituldvel (ATT) epH

Como na maioria dos frutos, do ponto de vista de sabor, os ééidos representam um
 dos principais componentes em tomates. A aceitacdo dos frutos depende do balango entre dcidos
e agucares, sendo que a preferéncia recai sobre os que contém altos teores dos dois constituintes
(Hobson e Grierson, 1993). Os écidos orgénicos sdo acumulados durante o crescimento e
utilizados como substratos respiratérios durate o amadurecimento (Knee e Finger, 1992).

Existem evidéncias da operagio do ciclo de Krebs (TCA) em tomates (Wang,
Hansen e Christensen, 1953), uma vez que a maioria dos acidos deste ciclo foi encontrada nos
frutos. No entanto, os acidos predominantes sdo o citrico e o malico. A revisdo feita por Davies e
Hobson (1981) indica ser o acido malico predominante no fruto imaturo, com o 4cido citrico
contribuindo para apenas 25% da acidez total. Com o avango da maturagdo e do
amadurecimento, a contribuiciio do 4cido malico para a acidez total cai rapidamente. O teor de
acido citrico ¢ muito mais estavel, € a maior parte da acidez ¢ encontrada no conteudo locular
(Hobson e Grierson, 1993).

Davies e Maw (1972) injetaram é4cidos citrico e malico marcados em tomates em
virios estadios de maturagiio, e acompanharam seu metabolismo. Os resultados mostraram que
no fruto verde maturo os dois cidos sdo metabolisados com intensidade comparavel havendo
interconversdio entre eles e oxidagfio a CO,, além de alguma incorporagfio a aminoacidos. No
fruto vermelho houve muito menos oxidagdo de 4cido citrico e pouca interconversdo, ao
contrario do acido malico.

Essa diferenga foi explicada por Goodenough, Prosser e Young (1985), que

sugeriram ser a operagio do ciclo TCA restringida em tomates ja em processo de
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amadurecimento, e que o metabolismo do malato se dé no citosol através da enzima NADP"-
malica, que catalisa sua descarboxilagdo a piruvato, O CO, gerado pela atividade dessa enzima
contribuiria para o aumento climatérico na respiragao,

Knee e Finger (1992), no entanto, acreditam que o papel da descarboxilagdo do
malato pela enzima malica seja fornecer piruvato para manter ativo o ciclo TCA,
independentemente da glicélise.

As cultivares de tomates podem variar acentuadamente em acidez, e muito dessa
variagdo ¢ atribuida a diferengas nos teores dos acidos malico e citrico. A relagdo acido malico:
citrico ¢ considerada um atributo varietal (Davies e Winsor, 1969).

Segundo Davies e Hobson (1981), o acido citrico, porém nio o malico, e a acidez
total titulavel tém correlagio proxima.

Seria de se esperar que Acidez total titulavel e pH estivessem proximamente
associados, mas alguns pesquisadores niio constataram essa associagdo (Sapers, Phillips e Stoner,
1977). Stevens (1972) destacou que quando a relagdo entre acido malico e citrico de uma
populagdo de frutos varia muito, as diferentes constantes de dissociagdo podem explicar a
correlagdo fraca.

Knee e Finger (1992) observaram que, além dos 4cidos orginicos, o pH ¢

influenciado também pelo teor de potassio.

2.3.3 Solidos soliveis totais (SST) e relacio SST/ATT

Em sua revisdo, Davies e Hobson (1981) observam que aproximadamente metade

da matéria seca em tomates € constituida por agucares redutores, cerca de 25% ¢é constituida por



18

acidos orgiinicos e aminoécidos, lipides e minerais, € o restante compde os chamados solidos
insoliiveis em 4lcool. Essa distribui¢io evidencia a importincia dos agicares e dcidos orgéinicos
como constituintes principais tanto da matéria seca total como dos sélidos soltveis totais em
tomates (Young, Juvik e Sullivan, 1993),

Durante 0 amadurecimento de tomates hd uma diminuigsio na porcentagem de
sélidos soluveis totais, atribuida ao consumo respiratério e também a diluig3io provocada pela
absorgéio de dgua (Young, Juvik e Sullivan, 1993).

Existem grandes variagdes no teor de sélidos soluveis totais entre os genotipos de
tomate, que so atribuidas a diversos fatores, entre os quais a capacidade do fruto de importar
assimilados fotossintéticos. Essa capacidade ¢ definida como atividade de dreno (Hewitt, Dinar e
Stevens, 1982). As linhagens com teores mais altos de s6lidos soliveis totais possivelmente s3o
drenos mais fortes. Parece que uma certa quantidade de fotossintatos é essencial para a estrutura
basica do 6rgdo (sélidos insolaveis). Uma vez alcangado esse requisito, os assimilados passam a
ser armazenados como agicares redutores (Stevens, 1972).

A capacidade dos frutos de importar e metabolisar sacarose tem papel importante
no teor de sélidos soluveis totais, embora ndo se tenha dembnstrado acumulo de sacarose em
tomates (Hewitt, Dinar e Stevens, 1982). Entretanto, ja& foi demonstrado um aumento de
atividade da enzima invertase durante o amadurecimento (Hobson e Grierson, 1993), e sabe-se
qQue essa enzima esta envolvida com a translocagfio e a hidrélise de sacarose.

De acordo com Kader et al. (1978), o consumidor avalia a qualidade do tomate
fresco principalmente pela aparéncia, firmeza e Slavor. A primeira compra é determinada pela

aparéncia, € as subsequentes pelo flavor e textura.
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Stevens et al. (1977) demonstraram claramente a importincia da interagdo entre
solidos soluveis totais e acidez para a intensidade global do flavor. Observaram, no entanto, que
duas cultivares com a mesma relagdo SST/ATT podem ser diferentes em flavor, sendo preferida
aquela que tiver os dois componentes em teores mais altos.

Tanto os Sélidos soluveis totais quanto a relagdo SST/ATT podem variar de
acordo com a cultivar, local e época de colheita (Davies e Hobson, 1981), mas durante o
amadurecimento a relagio SST/ATT tende a aumentar, principalmente devido a tendéncia de

diminui¢do na acidez (Carvalho et al., 1984).

2.3.4 Aciicares solaveis

Depois da dgua os aglicares sdo, em quantidade, os principais constituintes de
tomates. Eles representam em torno de 53 e 65% dos sélidos soluveis totais do suco de
variedades norte-americanas e inglesas respectivamente, e aproximadamente 50% da matéria
seca total (Davies e Hobson, 1981).

Os teores de agucares soliveis totais em tomates tendem a aumentar na passagem
entre os estadios verde maturo e vermelho comestivel. Nos tomates cultivados, os agucares livres
$30 quase que totalmente agucares redutores, e a relacio glicose: frutose ¢ em torno de 2 : 1 no
fruto imaturo. Com o amadurecimento, ha inversio dessa proporgdo, resultando em ligeira
predomindncia de frutose (Davies e Kempton, 1975; Kader et al., 1977; Stevens et al., 1977).

Em contraste com os frutos da espécie L. esculentum Mill,, os de espécies
selvagens apresentam teores elevados de sacarose. Essa diferenca parece ser devida a niveis

diferentes de atividade de invertase (Bucheli e Dévaud, 1993). Na espécie L. esculentum Mill., ha
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um aumento na atividade de invertase com o amadurecimento (Hobson e Grierson, 1993), e nas
que acumulam sacarose a atividade de invertase diminui, resultando no acimulo do dissacarideo
(Bucheli e Dévaud, 1993),

Stommel e Haynes (1993) demonstraram que frutos das espécies que acumulam
sacarose atingem teores duas vezes mais elevados de agucares e solidos soltveis totais, e Bucheli
€ Dévaud (1993) demonstraram que ha uma correlagdo positiva entre a atividade de invertase e o
acumulo de agiicares redutores em tomates culti vados.

Dentre os fatores ambientais, ¢ provavel que a luz tenha o efeito mais acentuado
sobre a concentragio de agucares em tomates do que qualquer outro. Mesmo o leve
sombreamento causado pelas folhas pode interferir no teor de agucares (Davies e Hobson, 1981).

Muitos pesquisadores tém estudado as modificagSes nos teores de agucares com o
amadurecimento. Alguns concluiram que hd um aumento, outros constataram diminuigdo
proximo ao final do amadurecimento (Winsor et al., 1962). Em geral, concorda-se que o

aparecimento da pigmentagio amarela seja acompanhado por aumento no teor de agucares.

2.3.5 Pigmentos

No tomate cultivado a clorofila, localizada nas membranas tilacdides dos
cloroplastos, atinge o pico de concentragdo no inicio do crescimento do fruto. Quando o
crescimento termina, no final do desenvolvimento, o fruto comegca a amadurecer, a produgio de
etileno e a respiragio aumentam, e os cloroplastos comegam a transformar-se em cromoplastos.
A transformagéo tem inicio no gel intralocular que envolve as sementes e continua no pericarpo,

a partir da extremidade apical em diregdo a cicatriz do pedinculo (Hobson e Grierson, 1993).
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Nos frutos normais, durante o amadurecimento, a clorofila ¢ substituida por
carotenos e xantofilas. A mistura de clorofilas, com predominancia da clorofila a , parece
desempenhar um papel fotossintético nos frutos imaturos. Com 0 inicio do amadurecimento sdo
produzidos primeiramente os pigmentos amarelos B-caroteno e xantofilas, que se tornam mais
evidentes 4 medida em que a clorofila vai sendo degradada. Subsequentemente,o licopeno,
carotendide de coloragdo vermelha, passa a influenciar a cor apesar de os amarelos serem
reforgados pela luteina e licoxantina (Hobson e Davies, 1971).

O B-caroteno atinge a concentragdo maxima antes do final do amadurecimento,
enquanto que licopeno continua a ser acumulado e as xantofilas diminuem (Davies e Hobson,
1981). Portanto, no fruto completamente maduro o pigmento predominante ¢ o licopeno, que
passa a representar cerca de 90% dos carotendides visiveis no fruto (Thompson, 1961), e
B-caroteno ¢ o segundo em quantidade.

A temperatura durante o amadurecimento influencia tanto a velocidade quanto a
extensdo das modificagdes de cor (Davies e Hobson, 1981). Temperaturas abaixo do normal ou
acima de 30°C inibem a sintese de licopeno e favorecem o actmulo de -caroteno (Thompson,
1961).

A cor ¢ reconhecida como um importante critério de avaliagdo de qualidade de
tomates, e € condicionada ndo s6 pela quantidade total de carotendides, mas também pela relacdo
licopeno/B-caroteno (McCollum, 1955 e Thompson et al., 1965). Segundo Medina e Medina
(1981), a relagdo licopeno/B-caroteno ¢ importante na coloragio final, variando com o grau de
maturagdo. Os frutos muito amarelados s3o associados com sabor fraco, e 0s muito intensamente

vermelhos com superamadurecimento.
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2.4 Mecanismos bioquimicos do amaciamento do tomate

As consequéncias econdmicas da perda de firmeza de tomates durante o
amadurecimento, causadas pelo aumento de perdas por danos mecénicos e invasdo por
patogenos, tém levado ao desenvolvimento de intimeras pesquisas no sentido de esclarecer os
mecanismos e propor procedimentos que resultem em frutos mais firmes.

O amaciamento é um evento tipico do amadurecimento de frutos, e é atribuido
principalmente a modificagdes no complexo lamela média-parede celular primaria (Seymour et
al., 1990). As modificagdes durante o amadurecimento podem ser causadas por degradagio,

alteragdo nas interagdes entre polimeros ou alteragdes nos polimeros.

2.4.1 Solubilizagiio de pectina

Nas paredes celulares primarias, existem propor¢oes semelhantes de pectinas,
hemiceluloses e celulose. De modo simplificado, as hemiceluloses e as substincias pécticas
conferem plasticidade e elasticidade, eénquanto que a celulose tem fungdo de conferir rigidez e
resisténcia ao cisalhamento.

As substancias pécticas sdo constituidas principalmente por polimeros de acido
galacturdnico, esterificados ou ndo, cuja linearidade ¢ interrompida pela inserg@o de residuos de
ramnose, aos quais se ligam cadeias de agucares neutros (Fishman, 1992). As hemiceluloses sio
polimeros formados por diferentes aglcares neutros, como xilose, glicose, fucose e manose.
Esses agucares polimerizam-se de formas diversas, como xiloglucanas, glucomananas, ou

galactoglucomananas, que podem ligar-se covalentemente as pectinas ou ndo covalentemente,
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via pontes de hidrogénio, as microfibrilas de celulose (Gross, 1990). A celulose ¢ um
homopoliero constituido de cadeias lineares de glicose.

A lamela média pode ser considerada uma extensio da parede priméria que néo
- contém celulose. Nessa porgio, as substincias pecticas s3o os polimeros predominantes, com o
papel fundamental de promover a adesio entre as células. Como contribuem para a resisténcia
mecanica da parede e para a adesio entre as células, qualquer modificagiio nas caracteristicas das
substéncias pécticas resulta em alteragBes na textura dos frutos (Van Buren, 1979).

Na maioria dos frutos, a frago solivel das substancias pécticas aumenta durante o
amadurecimento, num processo atribuido & agdo de enzimas pectoliticas (Gross e Wallner, 1979).
E possivel que a hidrolise das substincias pécticas enfraqueca a complexa malha de
polissacarideos na parede celular e provoque perda de coesdo entre as células. Em geral ha uma
correlagdo entre o teor de pectina total e a firmeza dos frutos. Mas, a inibi¢dio do
amadurecimento, como em mutantes de tomate, diminui a solubilizagio de pectinas e resulta em
pouca variagdo de firmeza. Nas cultivares de frutos macios, observa-se acentuado aumento de
pectina soluvel durante o amadurecimento (Malis-Arad et al., 1983).

A causa do aumento de solubilidade tem sido objeto de constantes estudos. O
equilibrio dinamico entre os constituintes da parede celular sugere que haja quebra de ligagoes
covalentes, mas também que haja incorporagdo constante de material recém-sintetizado
(Labavitch, 1981; Mitcham, Gross e Ng, 1991).

A continuagdo da quebra de ligacdes glicosidicas durante a fase do ciclo vital dos
frutos em que a incorporacdo de novos polimeros e a formagio de novas ligagdes glicosidicas

diminuem, reduz a extensdo de interagdes covalentes entre os polimeros na matriz da parede
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celular. Quando esse processo se estende a lamela média, o resultado € a diminui¢do da adesio
entre células (Van Buren, 1979).

Ja foi constatado, entretanto, que a solubilizagdo de pectinas ndo é o tnico fator
que afeta a firmeza, ou que diferencia frutos firmes de macios. Além disso, a associagdo entre
pectinas e outros polimeros pode afetar sua sensibilidade a solubilizagdo. Portanto, o estudo da
solubilidade de pectinas ndo deve ser dissociado dos outros constituintes da parede celular e suas

possiveis interagdes (Malis-Arad et al., 1983).

2.4.2 Enzimas pectoliticas

As modificagGes no tamanho molecular e na solubilidade de polimeros de parede
celular que acompanham o amadurecimento de frutos envolvem a agiio de enzimas capazes de
degradar componentes especificos.

A solubilizagio e a despolimerizagdo de poliuronideos durante o amadurecimento
sao atribuidas a duas enzimas  a poligalacturonase- PG e a pectinametilesterase- PME (Seymour,
Lasslet e Tucker, 1987). A primeira catalisa a hidrélise de ligagdes o (1-4) entre dois residuos
adjacentes de 4cido galacturénico, e a segunda promove a desmetilagio na posi¢do C6 de
residuos de acido metilgalacturdnico. A PG € mais ativa na degradagio de pectinas pelo menos
parcialmente desmetiladas. Portanto, a PME parece ter um papel importante para determinar a
extensdo na qual a pectina ¢ acessivel a degradagiio pela PG (Pilnik e Voragen, 1970: Fisher e

Bennett, 1991).
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2.4.2.1 Pectinametilesterase (PME)

A PME ¢ a segunda enzima pectolitica encontrada em tomates cuja atividade se
modifica com o amadurecimento, e que pode estar relacionada com o amaciamento. Parece claro
que, embora tanto a PG quanto a PME estejam presentes em quantidades consideraveis em
células de tomates, uma vez que a desmetoxilagdo, solubilizagdo e redugdo no peso molecular
das pectinas acontecem de forma estritamente controlada (Hobson e Grierson, 1993).

Pressey (1986) demonstrou que as enzimas pécticas encontram-se fortemente
adsorvidas no material de parede celular.

E possivel que PG e PME ocupem sitios diferentes na parede celular e na lamela
média, acrescentando assim um ponto de controle sobre suas atividades (Rushing e Huber, 1990).

A atividade de PME foi detectada em todas as partes das plantas, tendo sido
identificadas cinco isoformas da enzima. As diferentes isoformas podem ser separadas em dois
grupos. As trés do primeiro grupo sio sintetizadas durante o desenvolvimento do fruto, e as do
segundo grupo estdo presentes durante todo o crescimento e desenvolvimento da planta e
também do fruto (Gaffe, Tieman e Handa, 1994).

Nio se conhece exatamente a histo-especificidade e o papel das diferentes
isoformas de PME, mas as principais consequéncias propostas para a desesterificagdo de pectinas
incluem a redugdo localizada do pH, o aumento da susceptibilidade a agdo da PG (Gaffe, Tieman
e Handa, 1994), e a geragdo de grupos carboxilicos livres (COO) que facilitam a formagdo de
novas ligagdes cruzadas nas paredes (Fry, 1986).

Pressey e Avants (1982) observaram que, embora exista atividade de PME em

todos os estadios de desenvolvimento do fruto, ela aumenta um pouco durante o
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amadurecimento. Além disso, a pectina da parede celular de frutos maturos ¢ altamente
esterificada e permanece assim durante o amadurecimento. A pectina solubilizada em frutos
maduros também ¢ altamente esterificada, conforme foi constatado em péssegos (Pressey e
Avants, 1983).

Fry (1986) apresentou a possibilidade de que a PME catalise também a
transesterificacdo, levando a formagio de ligagGes cruzadas uronoil-éster.

Considerando o alto nivel de atividade endogena da PME, e o fato de que a
pectina nunca € totalmente desesterificada durante o amadurecimento, Hobson (1981) sugeriu
que pelo menos a atividade de PME, se niio as de ambas as enzimas pectoliticas, seja restringida
in vivo.

Pressey e Avants (1982) e Seymour et al. (1987) demonstraram in vitro efeito
promotor da atividade de PME sobre a hidrélise de parede celular pela PG. Entretanto, altos
niveis de PME inibiram completamente a hidrélise, possivelmente pelo excesso de
desesterificagdo (Pressey e Avants, 1982), indicando que a PG deve agir sobre um substrato com
uma extensao limitada de desesterificag3o.

O papel do grau de esterificagdo das pectinas durante o amadurecimento tem sido
questionado, uma vez que ainda ndo se esclareceu se o aumento ou a diminuigdo pode explicar
melhor 0 amaciamento e a solubiliza¢do de pectinas (Fisher, Arrigoni e Amado, 1994). Um alto
grau de esterificagdo leva 4 fraca interagdo idnica dos polimeros com calcio, e menos coesdo na
lamela média. Knee (1978a,b) observou aumento no grau de esterificagdo da pectina solavel em
agua, sem alteragdo no grau de esterificagdo global da parede. Ele sugeriu que, durante o
amadurecimento, a pectina da lamela média, uma vez degradada seja substiuida por uma nova,

altamente esterificada. Por outro lado, uma diminui¢do no grau de esterificagdo poderia favorecer



27

a acdo da PG, que quebra ligagdes entre residuos nio esterificados de acido galacturdnico.
Entretanto, as correlagdes entre PG e PME ainda ndo estio completamente esclarecidas (Huber,
1983a,b). Da mesma forma, até o presente ainda ndo foram explicadas as relagdes entre PME,

grau de esterificagiio e amadurecimento (Fisher, Arrigoni e Amado, 1994).

2.4.2.2 Poligalacturonase PG)

Entre as enzimas associadas ao amadurecimento de tomates, a PG foi estudada
com mais detalhes.

Pressey e Avants (1973) identificaram duas isoenzimas com atividade de PG em
tomates maduros, as quais designaram PG1 e PG2. Verificaram ainda que PGI tem peso
molecular muito mais alto e ¢ mais termoestavel do que PG2. Desde entdo, t€m sido feitos
esfor¢os consideraveis para se atribuir papéis especificos as duas isoenzimas no processo de
amadurecimento.

Em frutos nos estadios iniciais do amadurecimento, Crookes e Grierson (1983)
encontraram apenas PG1. Com a evolucéo do processo, observaram um aumento nessa forma da
enzima, até a estabilizagio, que coincidiu com o aparecimento da forma PG2. PG2 continuou a
aumentar, até corresponder a 73% da atividade total de PG. Esses autores sugeriram que a forma
PG1 fosse responséavel por iniciar a degradagdo da parede celular através do ataque da lamela
média, e a PG2 catalisaria a hidrolise posterior da parede celular primaria. Essa hipétese
encontrou reforco no fato de que em tomates mutantes de amadurecimento lento sé foi

constatada a presenca de PG1.
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A nilo ser pelas diferengas em peso molecular e termoestabilidade, PG1 e PG2 tém
propriedades nitidamente semelhantes, como o pH o6timo; ponto isoelétrico; ambas sdo
glicoproteinas que reagem com os mesmos anticorpos, e portanto apresentam por¢des idénticas;
ambas sdo endoenzimas igualmente eficientes em degradar paredes celulares isoladas de tomates
(Pressey, 1988).

A relagdo entre essas duas isoenzimas foi atribuida por Pressey (1984) a um
polipeptideo termoestavel, a que o autor chamou de conversor, que reagiria com PG2 para formar
PGI. Esse conversor, identificado como um glicopeptideo, foi denominado por Pogson e Brady
(1993) de subunidade B. Aparentemente a subunidade B regula a agdo da PG in vivo (Zheng,
Watson e DellaPenna, 1994).

Como o conversor € encontrado tanto em tomates verdes quanto em maduros,
sendo detectado muito antes do aparecimento da PG, Pressey (1988) sugeriu que 4 medida em
que PG2 vai sendo formada, reage com o conversor transformando-se em PG1, a forma que é
detectada primeiro. Eventualmente, com o aumento no nivel de PG2, essa forma excede a
quantidade disponivel de conversor, e ¢ possivel detectar tanto PG1 quanto PG2 nos extratos.

A forma PG2, por sua vez, de acordo com DellaPenna et al. (1990), é composta
por duas isoenzimas, PG2a e PG2b, que diferem apenas quanto ao grau de glicosilagdo. A PGl
seria entdo constituida por uma dessas duas 1soenzimas, PG2a ou PG2b, associada ao
polipeptideo conversor (Hobson e Grierson, 1993).

Existem controvérsias quanto a formagdo e ao papel atribuido in vivo a PGI.
Brady et al. (1987) defenderam que a subunidade B teria o papel de ligar a PG a parede celular.
Para Pressey (1988), PG1 seria um artificio de extragdo, formado quando PG2 e a subunidade sio

extraidos juntos, e ndo uma forma existente in vivo. Ja DellaPenna et al.(1990) defenderam a
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hipétese PG1 seria a unica forma ativa , apesar de ndo explicarem o acimulo de PG2a ¢ PG2b
nos frutos maduros.

Analisando as proposigdes apresentadas por todos esses autores, Pogson € Brady
(1993) encontraram evidéncias das duas formas no tecido intacto.

Acredita-se que as trés isoformas, PG1, PG2a e PG2b sejam derivadas de um
unico mRNA, por glicosilagio e processamento do polipeptideo apés a tradugdo, ou por
interagdo com outras proteinas. A ativagdo e transcrigdo do gene da PG ocorreria um ou dois dias
apos o inicio do aumento na sintese de etileno que desencadeia o amadurecimento (Hobson e
Grierson, 1993). Quanto ao gene da subunidade B, sua expressdo ¢ independente de etileno tanto
antes quanto durante o amadurecimento (Zheng, Watson e DellaPenna, 1994).

Embora a agdo da PG in vitro seja bem conhecida, pouco se sabe sobre sua
atividade no ambiente da parede celular, onde diversos fatores reguladores podem afetar sua
mobilidade (Rushing e Huber, 1990).

A “tenacidade” da ligagdo da PG a parede celular é evidenciada pela necessidade
de tampdes de alta forga idnica para remové-la (Pressey, 1986). Além de interagdes idnicas com
a parede, pode haver oclusdo estérica, interagio com lectinas ou ligagdo com substratos. A
imobilidade da PG na parede indica que as moléculas atuam individualmente em um
microambiente limitado, com capacidade hidrolitica restringida por um sistema estatico fechado
(Rushing e Huber, 1990).

As técnicas de biologia molecular tém sido empregadas na tentativa de esclarecer
o papel das poligalacturonases no amaciamento de tomates. Dois experimentos complementares
foram desenvolvidos por Smith et al. (1988) e Giovannoni et al. (1989) para abordar essa

questdo. A redug@o da atividade de PG a 1% da normal pela tecnologia de RNA antisense,
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embora tenha impedido a despolimerizagdo, teve pouco efeito sobre a solubilizagdo de pectinas e
a firmeza dos frutos (Smith et al., 1988). Apesar da falta de efeito sobre a firmeza, tomates
transgénicos com baixa atividade de PG foram menos sensiveis a injurias mecanicas (Schuch et
- al., 1991).

A insergdo, por meio de um promotor, de um gene normal em linhagem mutante
rin, que tem a sintese de PG quase completamente bloqueada mesmo nos frutos maduros,
resultou no acimulo da enzima ativa (Giovannoni et al., 1989). Entretanto, ainda assim os frutos
ndo amaciaram. Para os autores, embora nio se possa descartar os efeitos pleiotropicos do gene
mutante rin impedindo a agdo da PG, esses resultados sustentam o ponto de vista de que a PG
ndo € o determinante primario do amaciamento.

Frutos como morango (Huber, 1984) e meldo (McCollum, Huber e Cantliff, 1989)
amaciam-se em auséncia de atividade de PG. O mutante dg de tomate contém nivel normal de
atividade de PG e ndo amacia (Tong e Gross, 1988), e mesmo quando a atividade da enzima é
inibida em frutos transgénicos ha solubilizagdo de poliuronideos (Seymour et al., 1987).

Consequentemente, pelo exposto, deve-se buscar outras explicagdes para as
modificagdes de textura que ocorrem no amadurecimento. Acredita-se hoje que a PG esteja mais

envolvida com o superamaciamento que se verifica no final do amadurecimento (Gross, 1990).

2.4.3 Fung¢do do cdlcio

A importancia do célcio como regulador do amadurecimento de frutos tem sido

estudada ha algum tempo. Ferguson (1984), observou que o aumento do teor de calcio em frutos
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climatéricos retarda o amadurecimento, como pode ser constatado pela inibigio na modificagio
de cor, no amaciamento e na producgo de etileno e CO,.

Apesar de terem sido atribuidos ao célcio diversos papéis na fisiologia de frutos,
Brady (1987) destaca que as concentragdes necessarias para afetar o amadurecimento e
senescéncia sugerem que o efeito seja sobre a parede celular. Em trabalho anterior, Swaan e
Poovaiah (1978) haviam observado aumento na solubilizacgio do célcio ligado & parede durante o
amadurecimento de tomates normais, mas ndo em mutantes rin, indicando que o calcio tenha
relagio com o amadurecimento. Os dados apresentados por Brady et al. (1985), em diferentes
cultivares mostram que o célcio ¢ liberado mais ficilmente em frutos macios do que em frutos
firmes.

Burns e Pressey (1987) observaram que a maior parte do calcio introduzido em
tecidos de frutos acumula-se no complexo parede celular-lamela média. Rigney e Wills (1981),
medindo o teor de cilcio nesse complexo durante o amadurecimento de tomates, constataram
que a solubilizagdio do cation coincidia com os estadios iniciais do amadurecimento.

Existem evidéncias de que, em tomates, o cdlcio limita a hidrdlise de
poliuronideos de parede celular pelas enzimas pectoliticas (Buescher e Hobson, 1982; Brady et
al., 1985). Rigney e Wills (1981) apresentaram a hipétese de que a solubilizagio do calcio
facilite a agdo da poligalacturonase, resultando na degradacdo da parede celular, que por sua vez
ativa o sistema de produggo de etileno. Por outro lado, 0 aumento de célcio livre no citoplasma
estimularia a atividade de mitocondrias intactas, contribuindo para 0 aumento da atividade
respiratoria.

A proporgdio de Ca’* ligado 4 parede celular parece ser um fator importante no

desencadear da maturag3o. Assim, em tomates, o Ca®* total do pericarpo mantém-se constante ao
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longo do desenvolvimento, verificando-se no entanto um decréscimo na razdio Ca ligado/Ca livre
a medida que a maturagdo se aproxima (Ricardo, 1983). Frutos mutantes, em que esta razio e o
teor total de cdlcio aumentam marcadamente durante o amadurecimento nunca amadurecem
(Poovaiah, 1979).

O decréscimo do teor de Ca ligado a parede facilita a produgdo de etileno e
aumenta a permeabilidade das membranas, que é outro passo essencial da maturagdo (Ricardo

>

1983).

2.4.4 Outros mecanismos

Em sua revisdo, Gross (1990) sugeriu que, para compreender o processo de
amaciamento devem ser considerados os mecanismos que regulam a perda liquida de agucares
neutros da parede celular, as modificagdes nas hemiceluloses, a biosintese de compostos de
parede celular e a desagregagdo niio enzimatica de pectinas.

Como a atividade potencial de PG nio parece ser o unico determinante do
amaciamento de frutos, devem ser estudados outros mecanismos de solubilizagdo da parede,
assim como caracteristicas estruturais dos substratos pécticos que possam regular a agdo da PG in
situ, como pontes de calcio, grau de esterificagdo, e a presenca de cadeias laterais de agucares
neutros (Gross, 1990).

Devem ser considerados também o envolvimento de outras hidrolases (Fisher e
Bennett, 1991), e as modificagdes na biosintese dos diversos compostos. Mitcham, Gross e Ng,
(1989) demonstraram sintese de celulose e hemiceluloses durante todo o desenvolvimento e

amadurecimento.
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Apesar de ser impossivel, com o conhecimento atual, avaliar exatamente o papel

in vivo dos vérios mecanismos que podem contribuir para a perda de firmeza no final do

desenvolvimento de tomates, Hobson e Grierson (1993) procuraram resumir as evidéncias

disponiveis sobre as relacdes entre as modificagdes bioquimicas e fisiologicas da seguinte
maneira;

1. Fruto verde imaturo - Glicosidases removem cadeias laterais de polimeros pécticos como
uma possivel preparagio para a subsequente acdo da PG (Huber, 1983b). Autélise do gel
locular ocorre na auséncia de PG, com algum amaciamento do tecido por mecanismo ndo
esclarecido.

2. Fruto verde maturo - No inicio do amadurecimento comega a fase autocatalitica da produgio
de etileno; mais galactose ¢ liberada das paredes celulares (Kim, Gross e Solomos, 1991).
Sintese de PG, solubilizagio e despolimerizagdo de pectinas ocorrem, mas nio sdo
necessariamente ligados. Acidificagio da parede celular, como consequéncia da agdo da PME,
talvez envolvendo também outros mecanismos; quebra das ligagdes cruzadas de calcio na
parede, possivelmente por complexagdo do célcio pelo citrato vindo do vaciiolo (Buescher e
Hobson, 1982). H4 também, provavelmente, um redirecionamento na incorporagdo de
polimeros de parede nos varios tipos de componentes celulares (Mitcham, Gross e Ng, 1989:
Gross, 1990).

3. Fruto maduro - Intumescimento da lamela média devido & sua desintegragdo, permitindo
movimento das células. A pressio de turgor diminui com o enfraquecimento da parede
celular. Ha uma correlago geral, que pode ser coincidéncia, entre a atividade total de PG e a
firmeza do fruto. A degradagdo de pectina como resultado da agdo da atividade de PME e PG

parece ser bastante limitada nesse estadio (Seymour et al., 1987).
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4. Fruto super maduro - A atividade de PG continua a aumentar; com a desintegragido das
c€lulas, a despolimerizagdo e degradaciio progressivas das substancias pécticas resultam de
um colapso dos mecanismos de controle e descompartimentalizagio de enzimas e substratos

(Hobson e Grierson, 1993).

2.5 Paredes celulares

2.5.1 Composicio

A célula vegetal deposita os constituintes de sua parede em uma série de camadas.
O primeiro material formado é encontrado na regido onde a parede de uma célula se une a da
célula vizinha, e o ultimo encontra-se proximo ao plasmalema (Brett e Waldron, 1990).

No tecido parenquimatoso de frutos comestiveis, a camada mais externa ¢ a
lamela média, que ¢ a primeira a ser depositada na divisdo celular e une células adjacentes,
agindo como uma espécie de cimento entre elas. A lamela média € composta principalmente por
substdncias pécticas e tem influéncia decisiva na textura (Fischer, Arrigoni € Amado, 1994).
Devido ao tipo de polimeros que a compdem, a lamela média ¢ uma camada amorfa. A camada
seguinte € a parede celular primaria, que ¢ depositada durante o crescimento celular. Tem um
grau de organizagdo mais alto do que a lamela média, e contém principalmente pectinas,
celulose, hemiceluloses e proteinas (Brett e Waldron, 1990). E bifasica, consistindo de uma fase
microfibrilar e uma matriz. A fase microfibrilar, com alto grau de cristalinidade e composigdo
relativamente homogénea, consiste de moléculas de celulose alinhadas paralelamente em feixes

que, agrupados, constituem as microfibrilas, que se agregam numa malha altamente estruturada e
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estavel ao redor da qual se organizam os outros polimeros, que compoem o gel da matriz (Brett e
Waldron, 1990).

Em sua maioria, os polimeros que constituem a matriz da parede celular sio
moléculas polihidroxiladas, hidrofilicas, poli-idnicas e, no tecido vivo, altamente hidratadas. No
entanto, a matriz ¢ insoliivel em 4gua e bastante consistente. Isto sugere que existam associagdes
entre os polimeros, que os tornam insoluveis (Fry, 1986). As associagdes podem ser quimicas ou
covalentes, fisicas ou niio covalentes, ou de ambos os tipos (Bacic, Harris e Stone, 1988).

A natureza polihidroxilica dos principais polimeros possibilita a formagdo de
inimeras pontes de hidrogénio na parede celular (Brett e Waldron, 1990). Essas ligagdes tornam-
se¢ estruturalmente importantes quando ocorrem em grande quantidade entre duas
macromoléculas como nas microfibrilas de celulose. O grande numero de pontes de hidrogénio
que se forma entre a superficie das microfibrilas e as hemiceluloses € um dos principais fatores
que as mantém na matriz.

As substincias pécticas sdo constituidas por um esqueleto basico de a-1,4-
galacturonana entremeado com residuos de ramnose em ligagdes 2- e 2,4-. Os residuos de
ramnose podem servir de pontos de ramificagdo, onde se ligam cadeias laterais de agucares
neutros, principalmente arabinose e galactose. Mais da metade dos grupos carboxilicos C6 dos
residuos de 4cido galacturénico encontram-se esterificados com grupos metil. As carboxilas
livres desses residuos podem estar ainda envolvidas em ligagdes inter ou intra-polimeros por
pontes de calcio (Gross, 1990, Hobson e Grierson, 1993).

Entre as substincias pécticas encontram-se ainda homopolimeros como
homogalacturonanas, galactanas e arabinanas, estes wltimos altamente ramificados.

Arabinogalactanas, compostas por cadeias de galactanas com ramificagdes curtas de arabinana,
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podem existir na parede como moléculas independentes ou como cadeias laterais das
ramnogalacturonanas. Alguns residuos de arabinose e galactose podem ligar-se a 4cido feriilico e
envolver-se em ligagdes cruzadas na parede celular (Brett e Waldron, 1990).

As cadeias laterais de agucares neutros tendem a formar blocos que resultam em
regides muito ramificadas e ligam pectinas com hemiceluloses (Mangas et al., 1992).

Os polimeros pécticos da lamela média diferem dos da parede celular priméria. Na
lamela média, eles sio essencialmente lineares, com cadeias laterais curtas e com grau de
esterificacdo global alto. As regides ndo esterificadas sio mantidas unidas por ligagdes idnicas
com calcio (Brett ¢ Waldron, 1990). Na parede primaria, os polimeros pécticos sio mais
altamente ramificados, as cadeias laterais sio mais longas, e o grau de esterificagdo da
ramnogalacturonana ¢ menor (Selvendran, citado por Fisher, Arrigoni e Amado, 1994). Tanto na
lamela média quanto na parede primaria, segmentos de homogalacturonana podem alternar-se
com a ramnogalacturonana na mesma molécula.

John e Dey (1986) propdem que as fragdes pécticas estejam fortemente ligadas por
pontes de hidrogénio as xiloglucanas, e Seymour et al. (1990) encontraram pequena quantidade
de complexo pectina-xilana em tomates.

Ao contrario das pectinas, as hemiceluloses variam conforme a espécie ou tipo de
célula. Em células de dicotiledéneas, em geral, a principal hemicelulose ¢ a xiloglucana,
constituida por um esqueleto de B(1-4)-glicose. A maioria dos residuos de glicose unem-se
residuos de xilose em ligagdo o(1-6), aos quais podem se ligar residuos de galactose e arabinose
(Brett e Waldron, 1990).

Em meio aquoso, as cadeias de polissacarideos de parede celular interagem nio

covalentemente para formar uma malha continua, tridimensional, que imobiliza agua. Existem



37

dois tipos de regides nas cadeias polissacaridicas do gel : regides abertas, hidratadas, n#o
associadas e regides conhecidas como “zonas de Juncdo”, nas quais conformagdes
complementares de duas ou mais cadeias permitem a associag3o entre fragmentos restritos. Essas
zonas de juncio sio estabilizadas por ligagbes de hidrogénio intermoleculares ou por forgas
i6nicas. Quanto maior o nimero e a extensdo das zonas de juncdo, maior a rigidez do gel. As
zonas de jun¢io podem ser delimitadas por caracteristicas estruturais que introduzam
irregularidades na cadeia do polimero, como modificagGes na sequéncia de monossacarideos ou
no tipo de ligagdo entre os residuos, ou na conformagdo do anel, a presenca de cadeias laterais
volumosas e a presenca de residuos carregados miituamente repulsivos (Bacic, Harris e Stone,
1988).

As ramnogalacturonanas sfo polissacarideos anidnicos de reconhecida capacidade
de formar gel. Em soluggio, o esqueleto de galacturonana assume a conformacdo de dupla hélice,
que permite que ions calcio se liguem de maneira cooperativa a grupos carboxilicos de
segmentos n#o esterificados e ndo ramificados de cadeias adjacentes. A zona de jungdo formada,
em modelo denominado egg-box, estabiliza o gel (Fry, 1986; John e Dey, 1986; Bacic, Harris e
Stone, 1988).

Residuos de ramnose interrompem as zonas de jungdo através da alteragdo na
conformacdo da cadeia, e a esterificagdo dos grupos carboxilicos impede a formagdo das pontes
de célcio (Bacic, Harris e Stone, 1988).

A desesterificacfio enzimatica das galacturonanas, que resulta na formacdo de
blocos n#o esterificados favorece a formacdo das zonas de jungio. Sio necessarios sete ou mais
grupos carboxilicos livres ao longo de cada face participante da jungio (Knee e Bartley, 1981;

Markovic e Kohn, 1984),
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As lectinas, glicoproteinas de parede celular que se ligam ndo covalentemente a
residuos de agucares neutros podem ser importantes na estrutura da parede, pela formagdo de

complexos com polimeros contendo arabinose, galactose e glicose (Fry, 1986).

2.5.2 Modificagdes com o amadurecimento do tomate

Em tomates, sdo duas as principais modificagdes na estrutura da parede celular
durante o amadurecimento 1) aumento na quantidade de poliuronideos solaveis (Huber, 1983a;
Seymour et al., 1990); 2) perda liquida de agucares neutros ndo celuldsicos, particularmente
galactose e arabinose (Gross, 1984; Seymour et al., 1990).

Fisher e Amado (1994) sugerem que a dissolugdo das pectinas, acompanhada por
perda de cadeias laterais de arabinanas e galactanas, modifique as interagdes entre os varios
polimeros de parade celular. Esse mecanismo implica em turnover dindmico dos polimeros, e
ndo um simples processo degradativo.

Durante muito tempo, atribuiu-se o amaciamento de frutos a degradagdo das
substancias pécticas pela poligalacturonase. Entretanto, ja se constatou que a solubilizagdo de
pectinas afeta a firmeza, mas ndo ¢ o unico fator responsavel pelas diferengas entre cultivares
firmes e macias (Malis-Arad et al., 1983). Além disso, a agdo da poligalacturonase sozinha nio é
suficiente para explicar a perda de aciicares neutros que se observa in vivo.

A agdo da PG também ndo se correlaciona com a solubilizag¢do, mas sim com a
despolimerizagdo dos poliuronideos (Seymour et al., 1987). A susceptibilidade das paredes
celulares & degradagdo enzimatica varia muito entre cultivares. Wallner e Bloom (1977) e Tong e

Gross (1988) sugeriram que essa variagio possa ser devida a diferengas no teor de substincias
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pécticas ou em caracteristicas estruturais que afetam a interagio enzima-substrato, como grau de
esterificagéio, ligagdes de calcio, etc. Wallner e Bloom (1977) sugeriram ainda que comparagdes
na susceptibilidade da parede & degradagiio enzimética podem ter mais significado do que a
determinagdio da atividade da PG, na tentativa de esclarecer as bases bioquimicas das diferencas
varietais de firmeza.

Gross e Wallner (1979), caracterizando modificag3es nos agicares neutros, acidos
urdnicos e proteinas da parede celular de tomates durante o amadurecimento, constataram que os
inicos componentes que diminuiram foram arabinose, galactose e acido galacturdnico. De
acordo com esses autores, a hidrélise de polimeros de agiicares neutros pode enfraquecer a
complexa rede de polissacarideos da parede celular, contribuindo diretamente para a perda de
fireza. Além disso, as modificagdes das cadeias laterais de agiicares neutros podem afetar a
atividade da PG contra as cadeias principais.

Com seu experimento, Gross ¢ Wallner (1979) demonstraram que a perda de
arabinose e galactose ¢ separada e independente da solubilizagdo de poliuronideos, e que a PG
atué liberando poliuronideos com relativamente poucos acticares neutros. Os autores afirmaram
que o efeito direto da diminuigsio das galactanas na ﬁrme}.a é pequeno. E possivel que uma
galactana ou arabino-galactana regule a atividade de PG restringindo o acesso da enzima ao
substrato no complexo polissacaridico, uma vez que o sitio de agfio da PG parece ser um
polimero de 4cido galacturénico com poucos agicares neutros (Gross, 1986). Knee (1978a)
observou que os poliuronideos insoluveis, ligados & parede, contém mais arabinose e galactose
do que os soltveis.

Embora possa ocorrer perda de galactose e arabinose sem solubiliza¢do de

poliuronideos, o inverso nfo foi demonstrado (Gross e Wallner, 1979).
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O mecanismo pelo qual as galactanas sio solubilizadas e o seu destino ndo foram
ainda esclarecidos. Se as galactanas solubilizadas fossem hidrolisadas a seus monémeros,
formar-se-ia um pool de galactose livre, que € toxica para os tecidos vegetais (Gross e Saltveit
Junior, 1982).

Gross (1983) sugeriu que o pericarpo de tomates maduros perderia
progressivamente a capacidade de metabolisar residuos de galactose livre, o que causaria o
aumento desse agiicar observado em linhagens de amadurecimento normal. Esse aumento ndo foi
verificado em frutos rin e nor, o que levou o autor a supor que esses frutos manteriam a
capacidade de metabolizar galactose livre, uma vez que também perdem galactose ligada a
parede. Entretanto, Kim, Gross e Solomos (1991) demonstraram que o aumento de galactose
livre em tomates maduros normais esta relacionado com 0 aumento na solubilizagdo da parede e
ndo com a perda de capacidade para metabolisar. Pelo menos dois tipos de polimeros estdo
envolvidos na perda de galactose da parede celular: as pectinas ionicamente ligadas (lamela
média) e as covalentemente associadas (parede primaria) (Gross, 1984).

O aumento de galactose livre ¢ importante, segundo Kim, Gross e Solomos (1987),
pois foi demonstrado que a mesma estimula a atividade de ACC-sintase e consequentemente a
produgdo de etileno em tomates de amadurecimento normal.

Carrington, Greve e Labavitch (1993) estudaram os efeitos do gene antisense para
PG sobre as modificagdes de paredes celulares de tomates durante o amadurecimento,
especialmente as relacionadas aos agucares neutros arabinose e galactose. Teoricamente o gene
antisense para PG deveria afetar apenas a expressdo de PG. Por outro lado, acredita-se que a acdo
dessa enzima na parede celular libere fragmentos que, agindo como elicitores, estimulem a

expressdo de outras hidrolases de parede celular. Para avaliar essas possibilidades, os autores
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examinaram outras glicosidases e verificaram que, em geral, suas atividades foram semelhantes
nos frutos normais e nos transgénicos. Os frutos transgénicos, no entanto, apresentaram algumas
diferencas marcantes como as atividades de a-arabinosidase e B-galactosidase mais baixas no
estadio verde maturo e niveis mais altos de agucares neutros, principalmente galactose e
arabinose na lamela média e na parede primaria em todos os estadios.

A redugdo de galactose com o amadurecimento ocorre tanto na lamela média
qQuanto na parede primaria, enquanto que ramnose e arabinose diminuem na parede primaria.
Greve e Labavitch (1991) relataram diminuigdo na incorporagio de galactose na lamela média.

Carrington, Greve e Labavitch (1993) sugeriram que um polimero péctico
contendo ramnose, arabinose e galactose seja solubilizado por acdo da PG. Observaram, no
entanto, que ha uma perda de galactose independente de PG, comum aos frutos normais e aos
transgénicos, o que pode ser um evento importante no amaciamento. Ja a perda de arabinose nio
ocorre na parede primaria dos frutos transgénicos.

Ja foi demonstrado ha algum tempo, que uma B-1,4-galactosidase, capaz de
hidrolisar B-1,4-galactana ¢ encontrada em tomates, e que sua atividade aumenta com o
amadurecimento. A B-galactosidase ¢ uma enzima que apafece no inicio do amadurecimento,
anteriormente ao aparecimento da PG (Pressey, 1983).

De Veau et al. (1993) verificaram que P-galactosidases purificadas de abacate
solubilizaram pectinas isoladas de tomate.

As subunidades macromoleculares que compdem as pectinas formam grandes
agregados mantidos unidos por ligagGes ndo covalentes. Essas subunidades sdo compostas de um
esqueleto de rammnogalacturonana ao qual se ligam covalentemente cadeias laterais

polissacaridicas. Algumas dessas cadeias laterais sio compostas de residuos de B(1-4)-galactose.
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Nio se conhece a natureza exata das interagdo niio covalentes entre as subunidades, mas os
efeitos da B-galactosidase sobre a solubilidade de pectinas indicam que as cadeias laterais t¢ém
um papel importante (De Veau et al., 1993). A capacidade da B-galactosidase de solubilizar
pectinas poderia explicar parcialmente como frutos carnosos amaciam, pelo menos parcialmente,
na auséncia de PG (Gross, 1984; Smith et al., 1988; Giovannoni et al., 1989).

Huber (1983b) observou modificagsio no peso molecular dos polimeros na fragio
hemicelulose, durante 0 amadurecimento de tomates. Houve uma diminuig#io na populagiio de
polimeros de alto peso molecular e aumento na de baixo peso molecular. Huber (1983a) sugeriu
que essa modificagio poderia estar relacionada a perda de arabinose e galactose que ocorre sem
solubilizacdio de poliuronideos. As hemiceluloses de baixo peso molecular s3o particularmente
ricas em xilose e glicose. A incorporagfio de polimeros modificados pode causar uma
modificacio substancial na integridade estrutural da parede celular (Greve e Labavitch, 1991)
sem modificagdo na composigdo global da fragdo hemicelulésica (Huber, 1983a).

Tong e Gross (1988) analisaram as ligagdes glicosidicas na fragdo hemicelulésica
durante o amadurecimento, e constataram diminui¢io de residuos de galactose e glicose, e
aumento de xilose e manose. Nas hemiceluloses de alt(; peso molecular, 0 aumento na
incorporacfio de residuos de xilose e manose nas hemiceluloses foi observado também por Greve
e Labavitch (1991). Esses dados indicam que o turnover, na verdade, pode resultar em aumento
liquido nessa fragfio. Na fracio de baixo peso molecular, Tong e Gross (1988) verificaram
aumento de manose e glicose e diminuigio de arabinose, sugerindo que cadeias laterais de
arabinose sdo substituidas por manose e/ou ocorre sintese de novo de glucomananas.

Evidéncias obtidas por Mitcham, Gross e Ng (1991) mostram que a sintese de

parede celular pode ter um papel no amaciamento de tomates. Esses autores demonstraram
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incorporagdo de precursor marcado durante todo o amadurecimento, mesmo no periodo em que
houve perda liquida de material de parede, indicando furnover com degradacdo excedendo a
sintese.

No experimento de Mitcham, Gross e Ng (1991), a incorporagdo de precursor
marcado foi muito mais lenta em frutos mutantes. Isto indica que diferengas no metabolismo de
parede celular podem interferir no amadurecimento, principalmente quando se leva em conta que
polimeros modificados sintetizados de novo podem alterar a estrutura da parede e que o
metabolismo répido nos frutos normais pode resultar na liberagdo de fragmentos biologicamente

ativos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Frutos

Foram avaliados tomates de oito genotipos, sendo um progenitor masculino, trés

progenitores femininos, trés hibridos de primeira geragdo (F)) e uma testemunha.

3.1.1 Procedéncia

Os frutos utilizados neste trabalho foram provenientes de experimento
desenvolvido por Souza (1995) na Fazenda Palmital, municipio de Ijaci, Minas Gerais, localizado
a 21°14°16” de latitude e 45°08°00” de longitude W.Gr., com uma altitude média de 918m. A
temperatura média anual situa-se entre 18°C e 21°C, e a precipitagdo anual varia entre 1100 e

2000mm, sendo a estagio chuvosa de aproximadamente cinco meses.

3.1.2 Progenitores e testemunha

Flora Dade - Cultivar de amadurecimento normal utilizada como testemunha. Proveniente da
Universidade da Florida (EUA), de crescimento determinado, frutos grandes, firmes e

mutiloculares, com indicagdo de resisténcia as ragas 1 e 2 de Fusarium oxysporum f. lycopersici
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(Sacc.) Synd & Hans, a Verticillium albo-atrum Reinke & Berth e a Stemphyllium solani Weber

(Volin e Bryan, 1976 ).

TOM-559 - Progenitor masculino para todos os hibridos, de frutos multiloculares, homozigoto
para o carater ‘alcobaca’ em background isogénico a cultivar norte-americana Flora Dade.

Mutante de amadurecimento lento.

Florida 1B - Progenitor feminino. Cultivar de crescimento determinado, frutos multiloculares,
firmes de amadurecimento normal e de bom tamanho, procedente da Universidade da Florida
(EUA). Resistente s ragas 1 e 2 de Fusarium oxysporum f. lycopersici (Sacc.) Synd & Hans e a

Verticillium albo-atrum Reinke & Berth. (Augustine et al., 1981).

Piedmont - Progenitor feminino. Cultivar de crescimento determinado, frutos multiloculares, de
amadurecimento normal, procedente da Carolina do Norte (EUA). Resistente as racas 1 e 2 de
Fusarium oxysporum f. lycopersici (Sacc.) Synd & Hans e a Verticillium albo-atrum Reinke &
Berth. Frutos ligeiramente mais firmes, com maior tamanho e melhor cor que os da cultivar

‘Flora Dade’ (Gardner,1985).

Rotam-4 - Progenitor feminino. Cultivar procedente da Africa do Sul, resistente a nematéides e a
multiplas doengas. Crescimento determinado, frutos firmes, redondos ou oblatos (Bosch et al.,

1990), de amadurecimento normal.
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Considerando as notagdes (+/+) para frutos de amadurecimento normal, (a/c/alc)
para homozigotos ‘alcobaga’ e (+/alc) para heterozigotos ‘alcobaga’, os frutos analisados

possuiam as seguintes caracteristicas:

Flora Dade (++)
TOM-559 (alclalc)
Florida 1B (+H)

F, (Florida 1B x TOM-559) (+/alc)
Piedmont (+H)

F, (Piedmont x TOM-559) (+/alc)
Rotam 4 (++)

F; (Rotam 4 x TOM-559) (+aic)

3.1.3 Obtenciio dos hibridos

Os hibridos foram obtidos conforme metodologia descrita por Souza (1995),
segundo as etapas resumidas a seguir:

- Multiplicagdo das linhagens parentais para a obtengiio das sementes e uniformizagiio do vigor;

- Obtencdo das sementes hibridas. As flores dos parentais femininos foram emasculadas e
polinizadas manualmente, com o polen coletado do progenitor masculino. Os frutos que
continham sementes hibridas foram colhidos maduros. As sementes foram retiradas e tratadas

para retirada da mucilagem e secas a sombra.

- Instalagio da cultura. As sementes foram semeadas em bandejas, ¢ as mudas foram

transplantadas para estufa plastica e cultivadas em sistema de ferti-irrigagio.
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3.2 Colheita e preparo dos frutos para o experimento em laboratério

O frutos foram colhidos em cinco estadios de maturagdo, identificados pelo
desenvolvimento de cor descritos como a seguir e identificados nas Figuras] e 2.

O desenvolvimento de cor foi usado neste trabalho como pardmetro para definir
estadios de maturagdo, como realizado por Nguyen et al. (1991), devido a variedade de materiais

genéticos estudados.

Estédio 1 - Verde Maturo - frutos verde claro, com formagdo de material gelatinoso na cavidade
locular, coloragdo creme na regido apical e anel marrom ao redor da cicatriz do pedunculo.
Estadio 2 - Breaker - frutos verde claro com mancha rosa clara de at¢ lcm de didmetro na
extremidade apical.

Estidio 3 - Turning - frutos com mancha rosa intensa na extremidade apical, com pelo menos
2cm de didmetro.

Estédio 4 - Maduro - frutos com pelo menos 50% da superficie vermelha.

Estadio 5 - Vermelho Maduro - frutos completamente vermelhos, porém firmes.

A decisio de deixar os frutos na planta, colhendo-os de acordo com o
desenvolvimento da cor, foi devida ao fato de que em frutos mutantes ‘alcobaga’ o grau de
amadurecimento depende do estadio de maturagdo na colheita (Mutschler, 1984b). Ou seja, em
frutos colhidos verde maturos ou nos estadios iniciais de desenvolvimento de cor o
amadurecimento ndo evolui. Assim sendo, se frutos de todos os genotipos fossem colhidos no
mesmo estadio para que o amadurecimento fosse acompanhado fora da planta, nio seriam

possiveis comparagdes com o parental masculino.
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FIGURA 1. Estadios de maturagdo dos frutos homozigotos ‘alcobaga’. A: Verde maturo; B:
Breaker; C: Turning, D: Maduro; E: Vermelho maduro.

FIGURA 2. Estadios de maturagdo dos frutos normais. A: Verde maturo; B: Breaker; C: Turning;
D: Maduro; E: Vermelho maduro.

7,7+ mm ae diametro. As medidas foram realizadas apos remogdo de pequena porgdo da casca na
regido equatorial do fruto. Foram feitas trés leituras por fruto, evitando-se as paredes radiais, por

visualizagao das linhas que saem da regido apical.

As leituras, em Ibf, foram multiplicadas por 4,4482 para expressar o resultado em

Newtons (N). Valores mais altos correspondem a frutos mais firmes.
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As colheitas foram feitas nas primeiras horas da manh3, selecionando-se frutos da
por¢do mediana das plantas. Transportado o material para o Laboratério de Bioquimica de Frutos
e Fisiologia Pos-Colheita da UFLA, foi feita lavagem em dgua corrente e selegdo quanto a
auséncia de defeitos, uniformidade de tamanho e grau de maturagio.

Cada unidade experimental foi constituida por pelo menos 4 frutos, totalizando
cerca de 700 g por parcela. Os frutos de cada parcela foram selecionados dentre 2,0 kg, colhidos
de uma populagdo de 17 plantas.

Ap6s as medigdes de textura, os frutos foram cortados, descartando-se o contetido
locular e reservando-se o pericarpo para as analises laboratoriais. Parte do material foi titurado
em multiprocessador de alimentos para as avaliagdes de pH, solidos soluveis totais e acidez total
titulavel. O restante foi congelado em nitogénio liquido e armazenado a -20°C para analises

posteriores.

3.3 Anilises

3.3.1 Textura

Foi determinada com auxilio de texturometro de Magness-Taylor com ponta de
7,94 mm de didmetro. As medidas foram realizadas apds remogio de pequena porgio da casca na
regido equatorial do fruto. Foram feitas trés leituras por fruto, evitando-se as paredes radiais, por
visualizagdo das linhas que saem da regido apical.

As leituras, em Ibf, foram multiplicadas por 4,4482 para expressar o resultado em

Newtons (N). Valores mais altos correspondem a frutos mais firmes.
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3.3.2 Avaliagdes fisico-quimicas

O homogenato resultante da porcdo do pericarpo que foi triturada em
multiprocessador foi filtrado em gase dobrada 8 vezes, O filtrado obtido foi utilizado para as

determinagdes de:
-PH - por potenciometro Digimed modelo DMpH-2

- Sélidos soliiveis - por refratometro digital ATAGO PR-1000 e expressos em °Brix, segundo
AOAC(1992).

3.3.3" Avaliagdes quimicas e bioquimicas

- Acidez total tituldvel - por titulagdo do filtrado com NaOH 0,IN, de acordo com Instituto

Adolfo Lutz (1985) e expressa em gramas de é4cido citrico por 100ml de suco.

- Acucares soliiveis - foram extraidos no extrato preparado por maceragdio a quente do
homogenato de pericarpo e determinados segundo a técnica de Somogyi adaptada por Nelson

(1944). Os resultados foram expressos em porcentagem de fruto fresco.

- Substéincias pécticas - foram extraidas segundo a técnica adaptada por McCready e McComb
(1952) e analisadas pela técnica modificada por Bitter ¢ Muir (1962). Foram determinadas as
substincias pécticas totais e a porgio soliivel. Pela porcentagem de pectina solivel em relagdo

obteve-se a porcentagem de solubilidade.
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- Pigmentos carotenéides-foram extraidos em discos cortados da regido equatorial dos frutos
vermelho maduros, e determinados segundo a técnica de Nagata e Yamashita (1992) . A
epiderme dos discos foi removida, para evitar a contaminagio com o pigmento amarelo
* naringenina chalcona (Nagata, comunicagdo pessoal em 14/06/95).

Amostras de lg foram colocadas em tubos de ensaio de aproximadamente
18 x 130 mm e trituradas por um minuto em homogeneizador de tecidos com 10 ml de mistura
acetona:hexano (4:6). O extrato sobrenadante foi usado para a leitura da absorbancia em
espectrofotometro Shimadzu UV-190, em quatro compriinentos de onda: 453, 505, 645 e
663 nm. Os calculos das concentrages de licopeno ¢ f-caroteno foram feitos segundo as
seguintes equagdes (Nagata e Yamashita, 1992):

| Licopeno (mg/100ml) = - 0,0458A€63 +0,204A55 + 0,372A505 - 0,0806A 453

B-caroteno (mg/100ml) = 0,216A ¢; - 1,22A ¢45 - 0,304A 505 + 0,452A 455

Os resultados foram multiplicados por 1000 para serem expressos em pig/100ml.
- Célcio total - O pericarpo em cubos foi liofilizado, triturado em moinho tipo Wiley e
homogeneizado. O calcio total foi determinado, apés digestio nitroperclorica, por
espectrofotometria de absorgdio atémica, conforme metodologia descrita por Sarruge e Haag

(1974).

- Atividade de pectinametilesterase - foi determinada de acordo com a técnica descrita por Jen
e Robinson (1984). O substrato usado foi pectina citrica a 1% em NaCl 0,1M pH 7,0, a
temperatura ambiente. A taxa de desmetilagio da pectina, adicionada do extrato enzimatico, foi
medida pela titulagio da mistura de reagio com NaOH 0,025N, mantendo o pH 7,0 por 10

minutos.
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Uma unidade de atividade de pectinametilesterase foi considerada como sendo a
quantidade de enzima capaz de catalisar a desmetilagdo de pectina correspondente a um
micromol de NaOH por minuto nas condigdes do ensaio. Os resultados foram €Xpressos em

unidades por grama de peso fresco.

- Atividade de poligalacturonase - a obteng@o do extrato bruto e a determinagdo da atividade
enzimatica foram feitas conforme Pressey e Avants (1973). A atividade foi determinada por
incubagdo do extrato com solugdo a 0,25% de cido galacturénico (lavado com etanol 80% antes
do uso) em tampdo acetato de sédio 37,5mM PH 5,0 a 30°C por 3 horas. A reacdo foi
interrompida em banho-maria fervente, e os grupos redutores liberados foram determinados pela
técnica de Somogyi modificada por Nelson(1944), usando glicose anidra como padrdo. Como
branco foi usado extrato inativado térmicamente e incubado nas mesmas condigdes.

Uma unidade de atividade de poligalacturonase foi considerada como sendo a
quantidade de enzima capaz de catalisar a formagdo de um nanomol de grupos redutores por

minuto nas condigdes do ensaio. Os resultados foram expressos em unidades por grama de peso

fresco.

3.3.4 Compostos de parede celular

O material bruto de parede celular foi obtido conforme Rushing e Huber (1984). O

pericarpo foi triturado com agua destilada a 4°C em homogeneizador de tecidos TEKMAR,

modelo Tissumizer. O homogenato foi filtrado em tecido tipo organza dobrado e lavado
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sucessivamente com agua destilada gelada até retirada de todo o material solavel. O residuo foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e liofilizado.

O matenial liofilizado foi triturado em moinho tipo Wiley e foram eliminadas as
particulas com granulometria superior a 80 mesh. As amostras secas ¢ uniformizadas foram
acondicionadas em frascos porta-amostra e mantidas em dessecador & temperatura ambiente até

sua utilizagdo (Hoebler et al., 1989).

- Celulose - foi utilizado o procedimento modificado de Updegraff (1969). O material bruto de
parede celular foi tratado com acido trifluoracético 2N para solubilizar a porgdo ndo celuldsica.
O residuo foi lavado com 4gua destilada e dissolvido em acido sulfirico 72% (v/v). Os agtcares
liberados foram determinados colorimetricamente pelo reagente de antrona (Dische, 1962),
usando celulose microcristalina como padrdo. Os resultados foram expressos em porcentagem

(p/p) do material de parede celular.

- Acido galacturdnico (uronideos totais) - foi empregado o procedimento descrito por Ahmed e
Labavitch (1977). O material de parede celular foi dissolvido em acido sulfurico a 67% (v/v), em
banho de gelo, e os acidos urénicos liberados foram determinados colorimetricamente, de acordo
com Blumenkrantz e Ashboe-Hansen (1973), apos reagdo com meta-hidroxidifenil. Os resultados

foram expressos em porcentagem (p/p) de acido galacturénico no material de parede celular.

- Grau de esterificacdo de pectinas - foi empregado o método modificado por Lurie et al.
(1994), segundo o qual se determinam as quantidades de 4cido galacturdnico na parede celular

antes e depois de incubagio com boroidreto de sodio.
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Primeiramente foi feita a determinago do conteido total de 4cido galacturdnico
no material de parede celular, Em seguida, uma outra aliquota de amostra foi incubada com
solugdo alcoélica de boroidreto de sédio. Com essa incubagiio, os residuos esterificados de acido
-galacturénico foram reduzidos, deixando de reagir com meta-hidroxidifenil. Depois de
neutralizada, a mistura de reaggo foi evaporada e lavada, e ressuspendida em 4cido sulfiirico 67%
(v/v). Na solugdo sulfirica foi feita novamente a determinagiio colorimétrica de &cido
galacturdnico. Por diferenca obteve-se a por¢éo nio esterificada.

O grau de esterificagsio foi definido como a porcentagem de acido galacturénico

esterificado em relagdo ao total.

- Cilcio ligado a parede celular - o teor de cdlcio no material de parede celular foi determinado
pela mesma técnica, de absorggio atdmica, empregada para anilise de cilcio total. Os resultados

foram expressos em porcentagem de célcio (p/p) no material de parede celular.

- Agiicares neutros de parede celular - o materia] de parede celular liofilizado foi hidrolisado a
agucares simples por meio de acido trifluoracético contendo inositol. Em seguida os
monossacarideos foram metilados e reduzidos aos seus aldité6is correspondentes por reagdo com
boroidreto de sodio, e a derivatizagdo dos alditéis foi feita por acetilagio com anidrido acético
(Alberscheim et al., 1967).

A determinagdo dos agiicares neutros foi feita por cromatografia gas-liquido, em
cromatografo Intralab Modelo 3000, utilizando como padrdes ramnose, fucose, arabinose, xilose,
manose, galactose, glicose e inositol, sendo este tltimo o padrdo interno.

Como fase estaciondria foi usada coluna capilar OV-DB225, com 0,25 mm de

didmetro e 25m de comprimento, e como fase mével, ar sintético e hidrogénio.
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As temperaturas empregadas foram de 210°C, 250°C e 300°C para coluna, injetor
e detector respectivamente. A pressdo na coluna foi de 24 psi, e os fluxos na coluna, make-up, de
gis de amraste ¢ de ar foram respectivamente 4,65 ml/min, 47,32 ml/min, 60 ml/min e

300 mi/min. A razdio de split foi de 1:90, e o tempo total de cada corrida foi de 30 minutos.

3.3.5 Delineamento experimental e andlise dos resultados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 8 x 5, consistindo de 8 genotipos (parentais, hibridos e testemunha) e 5 estddios
de maturagdio, com 3 repeticdes.

Analises de compostos de parede celular foram foi feitas em duas repeticdes.

Os resultados foram submetidos a anslise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa SANEST-
Sistema de Analise Estatistica, de autoria de Elio Paulo Zonta e Amauri Almeida Machado, do
Instituto Agrondmico de Campinas.

Foram feitas anilises de correlacio linear entre os resultados de textura,

solubilizacdo de pectinas e componentes de parede celular.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modificactes com o amadurecimento

4.1.1 Textura

Todos os frutos, conforme o esperado, amaciaram-se acentuadamente com o

amadurecimento (Tabela 1).

TABELA 1. Valores médios de textura (N) em tomates de amadurecimento normal, homozigotos
‘alcobaga’, seus hibridos heterozigotos F, e da testemunha Flora Dade, em cinco

estidios de maturagsio.”
Estadio

Genétipo

Verde Breaker Turning Maduro Vermelho

Maturo Maduro
Flora Dade 5066bA 42,17bcd AB 37,60 bc B 14,51bC 12,56 bC
TOM-559 62,23aA 5441aAB 51,98aB 3501aC 23,50 aD
Florida 1B 52,22abA 36,24dB 3244c¢dB 19,10bC 15,12ab C
Fy (Florida 1B x TOM-559)  53,58abA 51,97abA 4531ab A 17,56 b B 14,99ab B
Piedmont 4444bA 4035cdA 3497bcd A 1437bB 1223bB
F (Piedmont x TOM-559) 5042bA 3932dB 2595dC 1598bD 11,58bD
Rotam 4 5LISbA 40,69dB 39,34bcB 16,83bC 14,28 ab C
Fi (Rotam 4 x TOM-559) 51,65abA 50,74abc AB 41,32abcB  20,08bC 15,60 ab C
CV(%)= 12,67

™ Médias seguidas de mesma Ietra mintscula nas colunas ¢ mainscula aas linhas nfio diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.
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O amaciamento mais acentuado em todos 0s genotipos ocorreu na passagem do
estidio Turning para maduro.

Ao final do amadurecimento, os frutos TOM-559 apresentaram uma menor |
redugdo na firmeza, em relagdo aos frutos verdes, do que os outros genétipos. E interessante
observar que, nos frutos maduros, houve diferenga significativa entre TOM-559 e a testemunha
Flora Dade, linhagens isogénicas. Isto demonstra que, em homozigose, o gene alc afetou a
textura do fruto maduro.

Os frutos TOM-559 foram em geral mais firmes desde o estadio verde maturo e
seu amaciamento foi mais lento. O valor da textura encontrado nesses frutos no estadio maduro
(4° estadio) ainda correpondeu a 56% do valor inicial, caindo para 38% do valor inicial nos frutos
vermelho maduros.

Dentre os hibridos, F, (Piedmont x TOM-559) teve amaciamento igual ao da
testemunha e de seu parental feminino, tornando-se menos firme do que TOM-559. Os outros
hibridos foram semelhantes aos parentais femininos e intermediarios entre TOM-559 e Flora
Dade.

Souza (1995) constatou que quando colhidos no estidio Breaker e amadurecidos
fora da planta, os hibridos F, (Rotam 4 x TOM-559) tiveram maior conservaqio, com base na
manutencéo da firmeza, do que F) (Florida 1B x TOM-559) ¢ F, (Piedmont x TOM-559).

E importante enfatizar a distingdo entre firmeza e amaciamento lento. Os genes
inibidores de amadurecimento, apesar de serem capazes de prolongar a vida util do fruto, nio
necessariamente melhoram a firmeza. Tais frutos, quando atingem o estidio final do
amadurecimento, podem ser firmes ou macios, dependendo do background genético ou da

presenga ou auséncia de genes que afetam especificamente a firmeza (Kopeliovitch et al., 1979).
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Os resultados das determinagdes de textura mostram que, mesmo que o gene alc
em heterozigose ndo interfira na textura do fruto completamente maduro, ele pode ter um efeito
de retardar o amaciamento do hibrido em relagdo ao parental feminino normal. Isto ocorreu com
- 0 hibrido F, (Florida 1B x TOM-559), que até o 32 estidio (Turning) foi mais firme do que
Florida 1B e igual a TOM-559, e também com o hibrido F, (Rotam 4 x TOM-559), que depois do
inicio da pigmentagfio, no estidio Breaker, ainda foi mais firme do que Rotam 4. Apenas o
hibrido F, (Piedmont x TOM-559) teve amaciamento igual ao de seu parental feminino durante
todo o amadurecimento.

Nota-se, porém, que este trabalho nio teve por objetivo avaliar o tempo necessario
para que cada um dos gendtipos atingisse o estadio seguinte de maturacéo. Portanto, como ja foi
descrito por diversos pesquisadores (Kopeliovitch et al., 1982 ¢ Mutschler, 1984b) o fato de o
hibrido ¢ o parental normal terem a mesma firmeza em determinado estidio ndo significa que
eles demoraram o mesmo tempo para amaciar. Hibridos heterozigotos para o gene alc
apresentam fenétipo normal, porém amadurecem mais lentamente ¢ tém vida atil mais
prolongada.

Deve-se destacar que os resultados obtidos para todos os genétipos avaliados, nos
frutos completamente maduros, encontram-se dentro da faixa para frutos inteiros de cultivares
firmes (Resende, 1995).

Kader, Morris e Chen (1978) destacam que em testes de firmeza de tomates
medida por pressdo, ¢ indispensavel especificar, além do dizmetro da ponta empregada, se a
casca foi removida ou ndo. Segundo esses autores, os testes nos frutos semn casca refletem
primariamente a firmeza da parede do léculo. Para isto, também, especificam que as medidas

devem ser posicionadas nas paredes do léculo, evitando as paredes radiais. O teste de pressdo
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feito sobre paredes radiais pode resultar em valores mais altos, dai a necessidade de, para efeito
de comparagio de dados, especificar também a posigio, no fruto, em que foram feitas as medidas
(Polderdijk et al., 1993).

A firmeza de tomates maduros pode ser influenciada por uma série de fatores,
além das caracteristicas morfo-anatomicas e quimicas do préprio fruto.

De acordo com Mutschler et al. (1992), a linhagem “alcobaga’ original produz
frutos pequenos, ocos e macios. Esta foi a raziio para que se buscasse transferir a caracteristica de
longa conservagdo para cultivares de frutos firmes,

Os resultados do presente trabalho mostram que, transferindo o gene alc em
homozigose para a cultivar Flora Dade, de frutos considerados firmes, foi possivel obter uma
linhagem, a TOM-559, superior com relagdio a essa caracteristica. Mutschler et al. (1992),
utilizando linhagens ‘alcobaga’ melhoradas em cruzamento com cultivares de amadurecimento
normal, entre elas a Piedmont, verificaram que os hibridos F, n#o foram significativamente mais
firmes que os parentais normais, mas tiveram vida util mais prolongada. Uma vez que a vida itil
foi melhorada nos hibridos, mas a firmeza nio, pode-se concluir que deve haver algum fator além
da firmeza envolvido no aumento da vida util (Mutschler et al., 1992).

Além disso, como observaram Kopeliovitch et al. (1981) e Mutschler (1984b), o
amadurecimento de linhagens contendo o gene alc pode ser afetado por outros genes, e portanto
depende dorbackground, 0 que sugere que a conservacdo ¢ melhor quando o gene é transferido
para cultivares de frutos firmes.

Lobo (1981) niio encontrou correlagdo significativa entre a firmeza de frutos
‘alcobaca’ e hibridos F) completamente maduros com a vida Util, mas sim entre a firmeza 15 dias

apos os frutos terem completado o amadurecimento e a vida atil.
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4.1.2 Acidez total titulivel (ATT) e pH

A andlise de varidncia mostrou que ndo houve interagdo significativa entre
genotipos e estidios de maturagiio para a varidvel ATT. Como esta variavel ¢ considerada um
componente importante do sabor de frutos maduros, os valores obtidos para o ultimo estidio de
maturaciio dos diferentes genétipos estiio representados na Tabela 2, e as demais médias

encontram-se na Tabela 1A.

TABELA 2. Valores médios de Acidez total tituldvel (ATT) em tomates de amadurecimento
normal, homozigotos ‘alcobaga’, seus hibridos heterozigotos F, e da testemunha
Flora Dade, no estidio vermelho maduro.

Genotipo ATT (% 4cido citrico)®
Flora Dade 0,19
TOM-559 0,20
Florida 1B 0,17
F, (Florida 1B x TOM-559) 0,22
Piedmont 0,17
F, (Piedmont x TOM-559) 0,20
Rotam 4 . 0,18
F, (Rotam 4 x TOM-559) 0,16
CV (%) 13,40
(1) P>0,05

Embora a variagio de ATT durante o amadurecimento niio tenha sido significativa
dentro dos diferentes genétipos, a maioria dos frutos atingiu valores numericamente mais altos
no estidio maduro comestivel. Essa constatagiio coincide com o relato de Brecht et al. (1976),

que observaram ATT mais alta no fruto maduro comestivel do que no verde maturo.



61

Comparando-se as médias encontradas (Tabela 2) observa-se que houve uma
tendéncia de superioridade, embora ndo estatisticamente significativa, dos hibridos F, (Florida
1B x TOM-559) e F, (Piedmont x TOM-559) em relagio aos seus respectivos parentais normais
~€ ao hibrido F, (Rotam 4 x TOM-559). Ndo foram observadas outras diferengas entre os
genotipos. Da mesma forma, Kopeliovitch et al. (1980), ndo encontraram diferencas de ATT
entre tomates ‘alcobaga’, normais e hibridos.

Os valores de ATT encontrados neste trabalho, entre 0,16% e 0,22% de 4cido
citrico, sio consideravelmente mais baixos do que os normalmente relatados para tomates
multiloculares (Mutschler et al, 1992 e Resende, 1995). Os valores de ATT em tomates
normalmente encontram-se acima de 0,25% de 4cido citrico (Stevens, 1972 e Kader et al., 1978),
podendo atingir até 0,58% (Young, Juvik e Sullivan, 1993). Para a cultivar Flora Dade foi
encontrada uma variagio no pericarpo de 0,29% (Picha e Hall, 1982 e Nguyen et al., 1991) até
0,41% (Nguyen et al., 1991) conforme as condigdes de cutlivo. Kader et al. ( 1978) recomendam
que tomates para consumo fresco, para serem considerados de boa qualidade, devem conter ATT
correspondente a pelo menos 0,32%.

A acidez no pericarpo em geral é mais baixa do que no conteudo locular (Hobson
e Davies, 1981), podendo a diferenga variar de cerca de 50% até 100% (Brecht et al., 1976; Picha
e Hall, 1982). Entretanto, a maioria dos dados apresentados para ATT em tomates sdo obtidos de
analises do pericarpo (Picha e Hall, 1982; Lima, 1992 ¢ Resende, 1995).

A ATT pode ser influenciada por fatores como local, €poca e condigdes de
cultivo, tamanho do fruto, teor de potassio, etc. Picha e Hall (1982) observaram que a ATT de
frutos de diversas cultivares de tomate aumentou com a dose de potassio no solo. Explicaram que

0 aumento de potissio ¢ contrabalangado por uma quantidade maior de anions de acidos



62

orgénicos, e conseqiiente elevagdo da ATT. A variagdo no pH € praticamente nula, devido ao
efeito tampdo.

Lower ¢ Thompson (1966) afirmaram que frutos amadurecidos na planta tém
acidez mais baixa do que os amadurecidos em cimara, Diversos pesquisadores encontraram
qualidade superior em tomates amadurecidos no campo do que em casa de vegetagio (Bisogni,
Armbruster e Brecht, 1976 e Kader et al., 1977).

Os valores de pH em geral apresentaram uma tendéncia de baixar com o
amadurecimento, em comportamento coerente com a tendéncia de aumento na ATT (Tabela 3).
Conforme seria de se esperar, devido a baixa acidez os valores de pH nos frutos maduros, de 4,37
a 4,64 (Tabela 3) foram um pouco mais elevados do que os encontrados com mais frequéncia em
tomates (Mutschler, 1984b; Young, Juvik e Sullivan, 1993). Entretanto, encontram-se dentro da

faixa citada por Davies e Hobson (1981), de 4,0 a 4,70 para cultivares padrio.

TABELA 3. Valores médios de PH em tomates homozigotos ‘alcobaga’, de amadurecimento
normal, seus hibridos heterozigotos F, e a testemunha Flora Dade, colhidos em

cinco estadios de maturagéo.

Estadio

Genotipo

Verde Breaker Turning Maduro Vermelho

Maturo Maduro
Flora Dade 4,79 ab A 4,66 a AB 4,56 b BC 445bC 4,43 bc C
TOM-559 482ab A 4,71 a AB 4,59abB 4,58 ab B 437c¢C
Flérida 1B 472b A 477aA 473 ab A 472a A 4,51 abc B
Fy (Florida 1B x TOM-559) 483 ab A 4,73 a AB 4,60 ab B 4,62aB 445bc C
Piedmont 467bAB 479a A 4,74a A 4,57 ab B 4,64 a AB
F (Piedmont x TOM-559) 4,76 ab A 4,69 a AB 4,60abBC  4,60abBC 4,51 abc C
Rotam 4 480ab A 4,76 a AB 4,74 a AB 4,62 aBC 4,59ab C
F, (Rotam-4 x TOM-559) 48%aA 4,75 a AB 4,60 ab C 4,62 aBC 4,54 ab C

CV(%) = 1,39

M Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maitscula nas linhas n3o diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.
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Nos frutos completamente maduros, embora os hibridos ndo tenham diferido entre
s1 quanto a esta variavel, os hibridos F 1 (Rotham 4 x TOM-559) tiveram pH mais alto do que o
do parental masculino e equivalente aos do parental feminino e da testemunha. Os demais
hibridos ndo diferiram do parental masculino. Kopeliovitch et al. (1980) e Mutschler (1984b) nao

encontraram diferengas de pH entre frutos ‘alcobaga’, normais e heterozigotos F).

4.1.3 Solidoes soliiveis totais (SST) e relaciio SST/ATT

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores médios de SST e da relagio SST/ATT
nos frutos completamente maduros. As médias observadas para SST durante o amadurecimento

constam da Tabela 2A.

TABELA 4. Valores médios de sélidos soluveis totais (SST) e relagio SST/ATT em tomates de
amadurecimento normal, homozigotos ‘alcobaga’, seus hibridos heterozigotos F, e

da testemunha Flora Dade, no estadio vermelho maduro.

Genoétipo SST (°Brix) SST/ATT
Flora Dade 3,54 18,71
TOM-559 4,14 21,23
Florida 1B 3,90 22,68
F, (Florida 1B x TOM-559) 4,03 19,05
Piedmont 4,10 2473
F, (Piedmont x TOM-559) 3,88 20,21
Rotam 4 3,81 22,05
F) (Rotam 4 x TOM-559) 3,53 22,26
CV (%) 7,49 13,10

(1)P> 0,05,
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Kader et al. (1978) definiram como frutos de alta qualidade aqueles que
apresentam ATT acima de 0,32% e SST acima de 3%, de modo a garantir uma relagio SST/ATT
maior que 10.

Os valores de SST encontrados neste trabalho foram em geral inferiores aos
relatados para tomates, que podem variar de 3,6°Brix (Mencarelli e Salveit Junior, 1988) a mais
de 6,0°Brix (Brecht et al., 1976; Young, Juvik e Sullivan, 1993), com média em torno de 4,5°Brix
(Hobson e Grierson, 1993). Nio houve diferenca entre os gendtipos quanto a esta variavel.

Os frutos utilizados neste experimento tiveram peso médio maior do que em
experimentos anteriores, fato que foi explicado pelo uso de plasticultura e ferti-irrigagdo. Esse
sistema de cultivo em geral resulta aumento da produtividade das plantas e do tamanho dos
frutos (Souza, 1995). De fato, comparando-se 0s pesos médios da testemunha Flora Dade que
foram usados neste trabalho, de 194 g (Souza, 1995) com os obtidos para a mesma cultivar por
McGlasson et al. (1983),de 113 g, observa-se uma diferenga média superior a 70%.

De acordo com Young, Juvik e Sullivan (1993), um problema importante
associado ao aumento no rendimento de tomates & que freqiientemente ha uma relagdo inversa
entre rendimento e sélidos soluveis totais, devida principalmente a limitagées fisiologicas como
eficiéncia fotossintética, relagéio fonte/dreno e perdas respiratorias. Tentativas para aumentar
uma dessas duas variaveis geralmente afetam a outra. Uma diferenga de aperias 0,2% em SST
pode ser importante comercialmente (Brecht et al., 1976).

O valor observado para sélidos soluveis totais, medido por refratometria em °Brix,
representa o conteido em agucares redutores, acidos organicos e outros constituintes menores
(Hobson e Grierson, 1993). Portanto, valores baixos para essa variavel representam teores baixos

de um ou mais dos constituintes que contribuem para o indice de refragdo.
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Para a cultivar Flora Dade, Nguyen et al. (1991) encontraram valores de 3,0 a
4,9°Brix, em diferentes condigdes de cultivo. Entretanto, todos os frutos produzidos em cultivo
rasteiro, ndo tutorado, atingiram mais de 4,2°Brix.

Mutschler (1984b) encontrou 5,8°Brix em frutos homozigotos para o gene alc e
em hibridos F, entre estes e cultivares normais. Esses dados mostram que os frutos da cultivar
Flora Dade em geral tém menos sélidos soliiveis totais do que o homozigoto alc. E o que se pode
observar quando se comparam as médias por genotipo obtidas neste experimento (Tabela 4).

Todos os frutos estudados neste trabalho foram produzidos por plantas de
crescimento determinado. Brecht et al. (1976) observaram que plantas de crescimento
indeterminado produziram frutos com teores mais altos de SST do que as de crescimento
determinado de mesmo background genético. Isto foi atribuido 4 maior capacidade fotossintética
dada pelo maior niimero de folhas.

Kader te al. (1978) observaram que na primeira compra de tomates, o consumidor
avalia principalmente a aparéncia, e nas subsequentes considera mais o flavor e a textura, que
compdem a qualidade comestivel.

Dos quatro gostos basicos percebidos pelo paladar humano (doce, salgado, amargo
e acido), ndo ha amargo em tomates, e o salgado contribui pouco para o sabor, a menos que os
frutos tenham sido produzidos em solo de alta salinidade (Hobson e Grierson, 1993). Assim
sendo, os aglcares e os 4cidos e o equilibrio entre eles sio fundamentais para a defini¢io do
sabor.

De acordo com Stevens, Kader e Allbright (1979), os sélidos séluveis sozinhos
contribuem para 65% das variagées genotipicas de flavor, enquanto acidez total titulavel e

solidos soliveis totais juntos contribuem com 83%.
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Entretanto, como observam Stevens et al. (1977), quando se usa a relagio

SST/ATT, deve-se informar sobre as concentrages de agucares e acidos, pois sdo favorecidas as
cultivares com teores altos dos dois componentes. No painel sensorial organizado por Stevens,
Kader e Allbright (1979), apesar de os frutos controle possuirem a relagdo SST/ATT mais alta
(20,9), alcangaram o score mais baixo, devido as baixas concentragdes de ambos os
componentes. Os frutos preferidos tiveram relagdo SST/ATT entre 13,0 e 15,0, porém com teores
mais altos tanto de agucares quanto de acidos.

Bisogni, Armbruster e Brecht (1976) descrevem o sabor de frutos com relagdo
SST/ATT muito alta como insipido, apagado, e com relagdo muito baixa como 4cido e cortante.
Como os teores de sélidos soliveis totais observados no presente experimento, apesar de ndo
serem elevados ainda podem ser considerados normais, € 0s de acidez serem mais baixos que os
normais, os valores obtidos para a relagdo SST/ATT foram elevados, sem diferengas
significativas entre os tratamentos, e variando de 18,7 a 24,7 nos frutos completamente maduros.
Se forem considerados os padrdes norte-americanos de preferéncia (Stevens, Kader e Allbright,
1979), esses valores indicariam sabor nio satisfatorio. Ndo se pode, por€ém, extrapolar essas
avaliagdo para os padrdes de consumo brasileiros, uma vez que nfo se dispde de dados de painéis

sensoriais para os frutos analisados neste trabalho.

4.1.4 Acucares soliveis

A andlise de varidncia mostrou que ndo houve interagdo significativa entre

genotipos e estadios de maturagdo, ou seja, ndo houve variagdo significativa nos teores de agucar

durante o amadurecimento na planta, e nem entre os genotipos.
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Assim sendo, a Tabela 5 apresenta os teores de agucares encontrados nos frutos

completamente maduros, e as demais médias estio contidas na Tabela 3A.

TABELA 5. Valores médios de agiicares redutores totais em tomates de amadurecimento normal,
homozigotos ‘alcobaga’, seus hibridos heterozigotos F, e da testemunha Flora Dade,
no estadio vermelho maduro. V

Genétipo Agucares redutores totais (% de glicose)
Flora Dade 2,01
TOM-559 2,38
Florida 1B ' 2,54
F, (Florida 1B x TOM-559) 2,11
Piedmont 2,56
F; (Piedmont x TOM-559) 2,19
Rotam 4 2,17
F) (Rotam 4 x TOM-559) 2,34
CV (%) 9,55
(H)P>0,05.

Os aguicares redutores, praticamente os tinicos presentes, foram encontrados em
teores consideravelmente baixos nos frutos analisados. Apesar disso, os valores estdo dentro da
faixa obtida por Stevens (1972) quando realizou um amplo estudo de caracterizagio de 55
linhagens norte-americanas de tomates, cujos teores foram de 1,66% a 3,99%; dos valores
relatados na revisdo feita por Davies e Hobson (1971), de 1,5% a 4,5%, ¢ em geral superiores aos
obtidos por Resende (1995), que encontrou um teor maximo menor que 2,5% ao comparar 10
hibridos F; de cultivares multiloculares. Os baixos teores de agucares estdo coerentes com os
resultados obtidos para sélidos soluveis totais.

Young, Juvik e Sullivan (1993), observaram diminui¢io do teor de agucares

durante 0 amadurecimento de tomates. De acordo com esses pesquisadores, o principal agiicar
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presente em tomates € a frutose, cujo teor aumenta com o amadurecimento, enquanto o de
glicose diminui. A diminui¢io no conteudo total de agucares seria resultante de baixa
acumulagdo de frutose, com decréscimo ligeiramente mais acentuado na quantidade de glicose.
Além disto, provavelmente haja um efeito de diluicdo na concentragdo de agiicares resultante da

absor¢do de agua pelo fruto.

4.1.5 Pigmentos carotendides

As determinagdes de pigmentos carotendides foram feitas apenas nos frutos
completamente maduros, para avaliagdo do efeito do gene alc na cor final dos hibridos. Os
resultados para licopeno, B-caroteno e a relagdo licopeno/B-caroteno nos oito genotipos estdo
apresentados na Figura 3. Observa-se, pela figura, comparando-se os resultados para TOM-559 e
Flora Dade, que o gene alc em homozigose afetou o conteado de ambos os pigmentos, mas no a
relagdo entre eles.

A testemunha, Flora Dade, dentre as cultivares de amadurecimento normal, foi a
que produziu frutos com teor mais baixo de licopeno, superior apenas a linhagem TOM-559. A
relativa proximidade no teor de licopeno entre essas duas linhagens, veio comprovar a
expectativa de que frutos homozigotos ‘alcobaga’ quando amadurecidos na planta atingem
coloragdo proxima da de frutos de amadurecimento normal. E quanto mais tempo permanecem
na planta, mais intensa € a cor final (Kopeliovitch et al., 1981).

Mutschler (1984b) observou que a cor final alcangada por frutos homozigotos
‘alcobaca’ depende do background no qual o gene € introduzido. Nos frutos estudados neste

trabalho, da linhagem TOM-559, o background foi o de linhagem isogénica a Flora Dade, de
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FIGURA 3. Valores médios para teor de licopeno (A), B-caroteno (B) e relagdo
licopeno/B-caroteno (C) em pericarpo de tomates no estadio vermelho maduro. FD:
Flora Dade; TOM: TOM-559; FLO: Florida 1B; F,F: F, (Florida 1B x TOM-559);
PIE: Piedmont, F,P: F, (Piedmont x TOM-559); ROT: Rotam 4; F,R: F,
(Rotam 4 x TOM-559). Barras com letras iguais as médias ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em P <0,05.
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frutos vermelho pouco intenso quando maduros. Possivelmente, se fosse usada uma linhagem de
frutos de coloragdo mais intensa, o homozigoto alc poderia alcangar cor ainda mais proxima da
normal. Porém, isto poderia ter outros efeitos nio desejaveis, pois linhagem homozigota alc com
cor mais intensa ndo teria vida util tdo prolongada (Mutscher, 1984b).

Os hibridos F, (Florida 1B x TOM-559) e F, (Rotam 4 x TOM-559) apresentaram
teor mais baixo de licopeno do que seus parentais normais, Florida 1B e Rotam 4, mas ainda
assim significativamente superiores & testemunha. O hibrido F, (Piedmont x TOM-559) teve teor
de licopeno igual ao parental normal.

O teor de B-caroteno nos frutos TOM-559 foi mais baixo do que na linhagem
Flora Dade, mostrando que, em homozigose, o gene alc afeta também esse pigmento.

Nos hibridos F; (Florida 1B x TOM-559) o teor de B-caroteno foi mais baixo do
que no parental normal Florida 1B, que apresentou também para esse pigmento o valor mais alto
entre todos os genotipos analisados. Os hibridos F, (Piedmont x TOM-559) e F, (Rotam 4 x
TOM-559), ao contrario, apresentaram teores de B-caroteno significativamente superiores aos de
seus parentais normais.

Isto mostra que o efeito do gene alc sobre o teor de B-caroteno depende do
background. Portanto a sintese desse pigmento pode ser afetada por outros fatores.

Mutschler et al. (1992), analisando frutos heterozigotos para o gene alc
verificaram que os hibridos F, foram intermediarios aos parentais, porém mais parecidos com o
parental normal. Esses resultados foram baseados em leituras nio destrutivas por meio de
colorimetro, que fornece os valores de a* para intensidade de vermelho e b* para intensidade de
amarelo. As comparagdes de Mutschler et al. (1992) foram feitas com base na relagdo a*/b*, que,

segundo D’Souza, Singha e Ingle (1992), correlaciona-se com o teor de licopeno, mas ndo com o
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de B-caroteno. Com base nessa observagdo, os resultados encontrados no presente trabalho
confirmam a constatagdo de Mutschler et al. (1992), pois os teores de pigmentos nos hibridos,
especialmente os de licopeno, aproximam-se mais dos do parental normal (Figura 3).

A diversidade de métodos analiticos e de formas de expressar teores de pigmentos
em tomates, torna dificil comparar os resultados aqui apresentados, em termos absolutos, com os
de outros trabalhos. Entretanto os resultados sio claros quando se comparam, em termos
relativos, como foi feito neste estudo, os frutos heterozigotos com seus respectivos parentais e
com uma testemunha.

No presente trabalho, considerando os teores de licopeno e B-caroteno, todos os
hibridos foram mais intensamente coloridos do que a testemunha, ¢ o hibrido F,
(Florida 1B x TOM-559) teve cor mais intensa do que os ouﬁos heterozigotos (Figura 3).

A relagdo licopeno/B-caroteno, neste trabalho, nio se mostrou util para ilustrar as
diferengas de cor entre os genétipos. Observe-se que os frutos TOM-559, com os teores mais
baixos dos dois pigmentos, e Florida 1B, com os teores mais altos, tiveram a mesma relagdo
licopeno/B-caroteno. Nota-se também que todos os hibridos tiveram mais pigmentos do que o
parental mutante e a testemunha, e apresentaram relagdo licopeno/B-caroteno semelhante.

Os valores para a relagdio licopeno/B-caroteno encontrados na literatura para
tomates frescos variam desde menos de 2,0 (Medina e Medina, 1981; Wilberg e Amaya, 1993)
at¢ acima de 15,0 (Thompson et al., 1965) sendo que os valores mais altos em geral sao obtidos
em frutos destinados ao processamento. Assim sendo, todos os genotipos analisados tiveram

relagdo licopeno/B-caroteno dentro da faixa aceitavel.
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4.1.6 Solubilizacdo de pectinas

Nao houve variagdo significativa nos teores de pectina total durante o
~ amadurecimento, € nem entre os genotipos. Observou-se uma oscilagio nos estadios
intermediarios, denotando sintese e degradacio.

O valor do coeficiente de variagio (CV) encontrado na analise desta variavel é
considerado razoavel quando se leva em conta a variabilidade do material amadurecido na planta
e selecionado por estadio de maturagio, e portanto com idades cronologicas diferentes. No caso
de substancias pécticas, nas quais ocorre furnover durante toda a vida vegetativa do fruto,
Justifica-se a tolerdncia a esse nivel de variabilidade (Tabela 4A).

Ao se avaliarem os valores de porcentagem de solubilizagdo de pectinas
(Tabela 6), observam-se algumas diferengas entre os tratamentos. Em geral, houve aumento na
proporg¢do de pectina solavel com o amadurecimento, com excegio dos frutos TOM-559. Nos
frutos completamente maduros, exceto TOM-559, as quantidades de pectina solubilizada foram
equivalentes, e consideravelmente baixas, sendo inferiores a 24% em todos os genotipos.

O aumento na solubilizagdo de pectinas ocorreu em estddio mais avangado nos
hibridos F, (Florida 1B x TOM-559) (estadio maduro) e F, (Rotam 4 x TOM-559) (estadio
vermelho maduro) do que nos respectivos parentais normais Florida 1B (turning) e Rotam 4
(maduro) (Tabela 6). Os frutos Piedmont e de seu hibrido apresentaram aumento na solubilizagio
de pectinas no mesmo estadio de maturagdo, € em igual intensidade.

Pode-se dizer, portanto, que o gene ‘alcobaga’ em homozigose teve efeito de
impedir a solubilizagfio de pectinas, e que em heterozigose teve efeito de retardar a solubiliza¢do

nos hibridos de Florida 1B e Rotam 4 comparativamente aos parentais femininos. Considerando
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que os frutos heterozigotos ‘alcobaga’ demoram mais a atingir os estadios mais avancados de
maturagdo do que seus parentais normais, cronologicamente os hibridos F, (Piedmont x

TOM-559) também demoraram mais a apresentar aumento na solubilizag@o de pectinas.

TABELA 6. Valores médios de solubilidade de pectinas (% de pectina solivel em relagdo a
pectina total) em tomates de amadurecimento normal, homozigotos ‘alcobacga’, seus
hibridos heterozigotos F, e da testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios

de maturagzo.

Estadio

GenoOtipo

Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho

Maduro

Flora Dade 467aB 477aB 4,56b B 19,73b A 21,87aA
TOM-559 502aA 3,99a A 507b A 6,36c A 6,56b A
Florida 1B 4,26aC 632aB 1442aB 20,05b A 2265aA
F, (Florida 1B x TOM-559) 3,22aB 391aB 408bB 23,52ab A 23,68a A
Piedmont 409aB 4,13aB 6,19b B 20,19b A 2265aA
F, (Piedmont x TOM-559) 400aB 5,13aB 7.58bB 21,64 ab A 20,53a A
Rotam 4 3,87aC 3,18aB 6,89bC 25,02a A 19,67 aB
F, (Rotam-4 x TOM-559) 3,54aB 3,89aB 3,74bB 6,27cB 238laA

CV(%)= 17,30

(1) Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas e maitscula nas linhas nao diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.

Comparando-se a solubilizagdo de pectinas dos frutos analisados neste trabalho
com os hibridos analisados por Resende (1995), observa-se que as porcentagens maximas aqui
obtidas (Tabela 6) estdo proximas as mais baixas encontradas naquele trabalho. Entre os hibridos
com menor porcentagem de solubilizagdo de pectina, ainda assim superior a 25%, analisados por
Resende (1995) encontra-se o F) (BPX 308 Bhv x BPX 127H), que tem como parental masculino

um homozigoto alc, porém background de frutos mais macios do que os avaliados neste trabalho.



74

No presente trabalho, o efeito do gene alc em heterozigose nio foi evidenciado na
porcentagem final de solubilizagio de pectinas, mas sim no retardamento do processo,
confirmando observagdio anterior de que os heterozigotos tém fenétipo normal (Kopeliovitch et
al., 1981).

Comparando-se os resultados de solubilizagiio de pectinas com os de textura,
observa-se que houve alta correlagdio negativa entre eles, com R = - 0,7685 (P < 0,01).

Deve-se observar também que, apesar de os frutos TOM-559 ndo terem
apresentado aumento na proporgdo de pectina soltvel, eles amaciaram-se significativamente com
o amadurecimento. O amaciamento dos frutos TOM-559 pode ser atribuido & perda de turgor
(Schakel et al., 1991) e também ao rompimento de ligagdes entre os polimeros, sem que tenha
havido despolimerizagio (Giovannoni et al., 1989).

Os mutantes ‘alcobaga’ nfio sio considerados frutos firmes, a menos que o gene
seja inserido em background de frutos firmes, e experimentos anteriores relatam que esses €
frutos normais estavam igualmente macios ao final do experimentos (Mutschler, 1984b e

Mutschler et al., 1992).

4.1.7 Atividade de pectinametilesterase (PME)

A Tabela 7 mostra que houve variagdo na atividade de PME durante o

amadurecimento em todos os genétipos. No entanto, os picos de atividade foram atingidos em

estadios de maturacgo diferentes.
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O parental mutante apresentou atividade méxima de PME no estadio intermediério
- Turning, a testemunha e o hibrido F, (Florida 1B x TOM-559) no tltimo estadio, e os demais no
estadio maduro.

Em homozigose, o gene alc teve efeito de antecipar a atividade maxima de PME,
como se observa quando se comparam os resultados para TOM-559 e Flora Dade (Tabela 7). Em
heterozigose, houve diminuigso significativa do pico de atividade de PME nos hibridos

F\(Florida 1B x TOM-559) e F,(Rotam 4 x TOM-559).

TABELA 7. Valores médios de atividade de pectinametilesterase (unidades) em tomates de
amadurecimento normal, homozigotos ‘alcobaca’, seus hibridos heterozigotos F, e
da testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturaggo. "

Estadio

Genétipo

Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermetho

Maduro

Flora Dade 7.86bC 12,40bc B 13,75bB 59eC 18,80 abc A
TOM-559 16,12aC 21,14aABC 22,763 A 11,18dC 17,29 bc BC
Florida 1B 13,64aB 12,55bcB 16,30 b AB 71,66 a A 15,94 c AB
F; (Florida 1B x TOM-559) 12,86aC 9,74cC 17,40bB 1253dB 2281aA
Piedmont 13,28aC 15,05 bBC 26,30a A 46,95b A 18,44 abc B
F, (Piedmont x TOM-559) 13,75aB 14,12bcB 1484bB 4402b A 21,35ab A
Rotam 4 12,14 ab B 1596b A 1458bB 43,04b A 18,96 abc A
F; (Rotam 4 x TOM-559) 13,49 a ABC 942¢C 15,94b AB 21,60c A 10,00d BC

CV(%) = 12,08

» Médias seguidas de mesma letra minascula nas colunas o maiiscula nas linhas néio diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.

Os hibridos F,(Piedmont x TOM-559) em geral mantiveram os mesmos niveis que
seu parental normal. Isto pode ser vantajoso do ponto de vista de vida util, pois conforme
observam Tieman e Handa (1994), niveis reduzidos de PG ¢ PME tém efeitos opostos sobre a

firmeza dos frutos durante o armazenamento prolongado. Em frutos com atividade reduzida de
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PME, Tieman e Handa observaram perda quase completa de integridade no final da vida wtil,
devido 4 diminuig#o dos sitios de ligagdo com calcio.
A atividade de PME, entretanto, assim como a de PG, isoladamente nio ¢

suficiente para explicar as alteragdes na arquitetura da parede celular que levam ao amaciamento.

4.1.8 Atividade de poligalacturonase (PG)

De modo geral, a atividade de PG foi baixa em todos os genotipos até o 32 estadio
de maturacio. Apenas nos frutos Piedmont a atividade de PG comegou a aumentar entre o 22 e 32
estadios. Para os demais, esse aumento verificou-se no estidio seguinte (Tabela 8). Os frutos
testemunha, os hibridos F, (Florida 1B x TOM-559) e F, (Piedmont x TOM-559) e seus parentais
normais apresentaram picos de atividade de PG no estadio maduro. Para os frutos TOM-559,
Rotam 4 ¢ F, (Rotam 4 x TOM-559), a atividade méxima da enzima foi observada apenas no
ultimo estadio de maturagdo. Comparando as atividades maximas de PG entre os hibridos e seus
parentais observa-se que os comportamentos foram diferentes para os trés backgrounds. O
hibrido F, (Florida 1B x TOM-559) atingiu atividade méaxima mais baixa do que ambos os
parentais e a testemunha. A atividade maxima de PG observada em F 1 (Piedmont x TOM-559)
foi igual ao parental feminino Piedmont, € mais alta que o0 masculino TOM-559 ¢ a testemunha.
Fi(Rotam 4 x TOM-559) atingiu atividade mais alta do que ambos os parentais € a testemunha.
Se forem comparados os resultados de solubilizagio de pectinas (Tabela 6) com os de atividade
maxima de PG (Tabela 8) separadamente, para cada um dos gendtipos, observa-se-a que, com
excegdo de TOM-559 e Florida 1B, os picos de atividade de PG coincidem com 0 aumento

brusco na solubiliza¢iio de pectinas. No entanto, a atividade de PG mais alta ndo foi a que
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resultou em maior solubilizagio de pectinas, o que deixa claro que existem outros fatores que

regulam essa transformagao.

TABELA 8. Valores médios de atividade de poligalacturonase (unidades) em tomates de
amadurecimento normal, homozigotos ‘alcobaga’, seus hibridos heterozigotos F; e
da testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturaggo. ®

Estadio

Genotipo

Verde Breaker Turning Maduro Vermelho

Maturo Maduro
Flora Dade LI4bD  6,34abcC 542bcC 2824cA 1592dB
TOM-559 293abC 1,14dC 1,60 cC 1233¢B 3461b A
Florida 1B 2,67abC  6,46abC 512bcC 70,01 a A 56,08aB
F) (Florida 1B x TOM-559) 191bC  344bcdBC  6,19bcB 1935d A 1694d A
Piedmont 298abD 1,60cdD 1538aC  46,90b A 2466cB
F (Piedmont x TOM-559) 1,60 bD 237bcd D 6,65bC 46,42b A 14,07dB
Rotam 4 L60bD  512bcdCD 7,57bC 18,54d A 3768b A
Fi (Rotam-4 x TOM-559) 6,96 aC 880ac 7576 C 20,07dB 52,50a A

CV(%)= 9,74

¥ Médias seguidas de mesma letra minuiscula nas colunas e maiGscula nas Linhas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.

Como os oito genétipos analisados neste trabalho apresentaram niveis de atividade
maxima de PG significativamente diferentes, embora a porcentagem final de solubilizagdio de
pectinas tenha sido semelhante, nfio foi possivel obter uma correlagdo entre as duas varidveis.
Com relag8o a presenca de atividade de PG nos frutos homozigotos ‘alcobaca’, o resultado difere
dos trabalhos anteriores (Kopeliovitch et al., 1980; Lobo, 1981 e Mutschler et al, 1988). Essa
diferenca pode ser explicada pelo estadio fisiologico em que os frutos foram analisados.

Em todos os trabalhos realizados com o mutante “alcobaga’, concorda-se em que

os frutos nido completam seu amadurecimento fora da planta (Mutschler, 1984b). Mesmo assim,
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em alguns trabalhos a atividade de PG foi determinada em frutos colhidos no estidio verde
maturo ou Breaker e “amadurecidos” em cidmara (Lobo, 1981). Outros pesquisadores, mesmo
reconhecendo que frutos ‘alcobaga’ homozigotos e heterozigotos amadurecem em épocas
diferentes, usaram a idade cronolégica para compara-los (Kopeliovitch et al., 1980 e Mutschler et
al., 1992).

Apenas no experimento de Mutschler et al. (1988), os frutos mutantes foram
deixados na planta até atingirem o estadio maduro, identificado pelos autores como tendo 90%
ou mais de cor na superficie. Neste trabalho, como os frutos foram deixados na planta até o
maximo desenvolvimento de cor, pode-se supor que estivessem em estadio fisiolégico mais
avancado do que os analisados por Mutschler et al. (1988). Por outro lado, se as linhagens
‘alcobaga’ variam em cor e em vida til, como admitem Mutschler et al. (1992), ¢ possivel que
também variem em atividade de PG.

Tong e Gross (1989) observaram que em um outro mutante de tomate, o dg,
embora a atividade de PG seja mais elevada do que em frutos normais, a solubilizagdio de
pectinas ¢ muito menor e os frutos sdo mais firmes, Isto demonstra que as diferencas de atividade
in vitro ndo explicam as diferencas na solubilidade de pectinas.

Gross ¢ Wallner (1979) sugeriram que cadeias laterias ou outras interagdes dos
polimeros possam restringir o acesso da PG ao substrato.

Em homozigose, o gene alc teve o efeito de atrasar a elevagdo da atividade de PG.
Isto ¢ percebido quando se observa que na linhagem TOM-559, o méximo de atividade da
enzima foi verificado apenas nos frutos vermelho maduros, enquanto que na linhagem Flora

Dade foi no estadio anterior.
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Em heterozigose, o gene alc diminuiu a atividade de PG nos dois ultimos estidios
dos hibridos F, (Florida 1B x TOM-559) e F, (Piedmont x TOM-559). Para o hibrido F,
(Piedmont x TOM-559) o efeito é mais perceptivel no ultimo estidio, o que pode ser
' significativo para a vida qtil se for considerada a observacdo de Gross (1990), de que a PG esteja
mais relacionada com o superamaciamento que se verifica no final do amadurecimento.

Nos hibridos F, (Rotam 4 x TOM-559) nio se observou efeito redutor da atividade
de PG, sendo que no estadio vermelho maduro, esses frutos apresentaram atividade mais alta que
os demais.

Apesar de as atividades das enzimas analisadas n3o terem, de modo geral se
correlacionado com a textura e a solubilizagdo de pectinas, observou-se correlagdo negativa
significativa entre elas nos frutos vermelho maduros, com R = -0,8373 (P<0,05). Esse fato
confirma a observagio anterior de Medina e Medina (1981), de que o pico de atividade de PME

para frutos amadurecidos na planta, em geral, antecede o de PG.

4.1.9 Cilcio total

Os teores de cidlcio total ndio apresentaram variag@o significativa durante o
amadurecimento para nenhum dos genétipos. Os valores médios obtidos para os diversos estadios
encontram-se na Tabela SA. Comparando-se as médias por genétipo (Tabela 9), observa-se que o
teor de calcio total em geral foi mais alto nos frutos F, (Rotam 4 x TOM-559), comparaveis
apenas ao seu parental normal Rotam 4. As diferengas entre os demais hibridos e seus parentais
normais, possivelmente nfo sejam devidas ao gene alc, uma vez que ndo houve efeito em

homozigose, como se observa quando ¢ feita a comparagiio entre Flora dade ¢ TOM-559. Em
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geral, os valores encontrados estio dentro da faixa de 0,10% a 0,24% de matéria seca prevista na
revisio de Hobson e Davies (1971), segundo a qual teores abaixo de 0,08% da matéria seca

resultam em podridio apical.

TABELA 9. Teores médios de célcio total (% de matéria seca) em pericarpo de tomates de
amadurecimento normal, homozigotos “alcobaga’, seus hibridos heterozigotos F, e
da testemunha Flora Dade, no estadio vermetho maduro, "

Genétipo Cilcio total
Flora Dade 0,1550
TOM-559 0,1500
Florida 1B 0,1700
F, (Florida 1B x TOM-559) 0,0950
Piedmont 0,1300
F; (Piedmont x TOM-559) 0,1850
Rotam 4 0,2000
F; (Rotam 4 x TOM-559) ) 0,2050
CV (%) 14,44
()P >0,05.

4.1.10 Grau de esterificaciio de pectinas

A variag@o no grau de esterificagio com o amadurecimento foi dependente do
genotipo, conforme se observa na Tabela 10. Nos frutos TOM-559, Florida 1B, F,
(Florida 1B x TOM-559) e F, (Rotam 4 x TOM-559), o grau de esterificagio manteve-se
constante durante o amadurecimento. A testemunha e o hibrido F; (Piedmont x TOM-559), assim
como o parental Piedmont apresentaram diminui¢dio no grau de esterificagio no final do
amadurecimento. Apenas no parental Rotam 4 foi observado um aumento nessa caracteristica

nos ultimos estadios.
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TABELA 10. Valores médios de grau de esterificagio de pectinas (%) em tomates de
amadurecimento normal, homozigotos ‘alcobaga’, seus hibridos heterozigotos F; e
da testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturaggo.

Estadio

Genoétipo

Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho

Maduro

Flora Dade 58,80 ab AB 68,68a A 32,06cd C 49,18b¢cB 2464cdC
TOM-559 68,26a A 66,11a A 69,03a A 6825a A 66,73a A
Florida 1B 4793 bcd A 5348a A 5097b A 5043bA 50,54ab A
F, (Florida 1B x TOM-559) 47,16 bed AB 3414bB 41,07 bc AB 41,48bc AB 53,56 ab AB
Piedmont 36,86cd A 32,12bAB  12,28eC 14,56eC 17,16d BC
F, (Piedmont x TOM-559) 52,20 abc A 60,83aA 18,38de B 32,61cdB 32,16cdB
Rotam 4 35,10dB 3446bB 36,89bc A 54,86ab A 58,99a A
F; (Rotam-4 x TOM-559) 39,62cd A 3414b A 35,09bc A 2554de A 39,50bc A

CV(%)= 11,64

Y Médias seguidas de mesma letra mintiscula nas colunas ¢ maitscula nas linhas n#io diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.

A diferenga entre a testemunha e 0 mutante mostra que o gene alc em homozigose
teve o efeito de manter o grau de esterificagiio dos frutos mais alto, principalmente a partir do
estadio turning.

Em heterozigose, o efeito do gene alc foi pouco evidente. Ao final do
amadurecimento, os hibridos tenderam a ser mais semelhant;:s ao parental feminino. O hibrido
F\(Piedmont x TOM-559) mostrou grau de esterificag@io mais préximo ao do parental masculino
até o inicio do desenvolvimento de cor, no estidio breaker. |

Nos frutos completamente maduros, o grau de esterificagdo foi superior a
testemunha apenas para os hibridos F,(Florida 1B x TOM-559), que se mantiveram iguais a seu
parental feminino Florida 1B.

A andlise de correlaggio linear entre grau de esterificacio (Tabela 10) e textura

(Tabela 1), mostrou-se positiva e significativa, com R= 0,6525 (P< 0,01), quando se consideram
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todos os gendtipos. Isto indica que os frutos com grau de esterificagdo mais altos sdo em geral
mais firmes, embora este ndo seja o inico fator envolvido.

Os dados sobre esterificagio de pectina em tomates variam consideravelmente,
principalmente em fungiio do método empregado e da cultivar analisada. Por exemplo, Pressey e
Avants (1982) afirmam que as pectinas da parede celular de tomates tém 47% de esterifica¢do no
estadio verde maturo e permanecem assim até o final do amadurecimento.

Pelos resultados de Koch e Nevins (1989), o grau de esterificagio no fruto verde
maturo ¢ de 90%, caindo para cerca de 30% no estddio vermelho maduro. Pressey e Avants
(1982) observaram que o grau de esterificagio 6timo para a hidrélise da pectina pela PG estaria
ligeiramente abaixo de 47%, e que os 30% de esterificagdo que restam apds o tratamento da
parede com PME in vitro (Pressey e Avants, 1982; Koch e Nevins, 1989) seriam excessivamente
baixos para a hidrélise.

Esse residuo de 30% de esterificago pode representar outros ésteres ou a
inacessibilidade da PME ao substrato devido a interagdes hidrofobicas entre metilésteres, ou a
pontes de calcio (Koch e Nevins, 1989).

Deve-se destacar que, conforme se observa na Tabela 10, os frutos mutantes,
assim como os hibridos e a testemunha, quando maduros, apresentaram grau de esterificagiio
acima ou abaixo da faixa considerada ¢tima para a atividade de PG, de acordo com Pressey e
Avants (1982).

Knee (1978b) observou que os polimeros pécticos soliiveis tém grau de
esterificagdo mais alto, sugerindo que eles estejam sendo sintetizados de novo, para substituir
polimeros degradados. Como os grupos metil para a esterificagio sdo doados pela S-

adenosilmetionina (SAM), a metilagdo deve ocorrer no citoplasma, 4 medida em que o polimero
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vai sendo sintetizado. S6 depois de exportado para a regido da parede-lamela média, os ésteres
sio rompidos pela PME.

Essa interpretagfio sugere que a propriedade coesiva da lamela média dependa do
grau de esterificagdio. .Em parte é o que significa a correlagdo encontrada Vnwte trabalho.
Seymour, Lasslet e Tucker (1987) destacam que durante 0 amadurecimento a lamela média é que
é o sitio primario de atividade pectolitica. Sendo assim, fica ainda mais evidente seu papel na
coesdo entre as células.

Por outro lado, os frutos analisados neste trabalho apresentaram atividade de PME
durante todo o amadurecimento (Tabela 7), mas essa atividade n3o se correlacionou com o grau
de esterificag3o, e nem com a textura.

Fry (1986) sugeriu que um dos papéis da PME no tecido vivo seria catalisar
reagdes de transesterificagdo, gerando grupos carboxilicos livres para formar liga¢des éster com
hidroxilas de agiicares neutros. O uronoil-éster assim formado manteria o polimero ligado a
parede ao invés de torns-lo mais solivel,

O método empregado neste trabalho para determinar o grau de esterificagio (Lurie
et al,, 1994) quantifica os residuos de écido galacturénico envolvidos em ligacdo éster, ndio
necessariamente metilico. Assim sendo, uma possivel explicagio para que em alguns dos
genotipos analisados o grau de esterificagfio tenha sido alto e ainda assim a solubiliza¢io de
pectinas relativamente baixa, seria a hipétese de que outras ligagBes éster tenham impedido a
acdo das enzimas hidroliticas, principalmente no caso dos mutantes.

Quanto aos frutos F, (Rotam-4 x TOM-559) ¢ F, (Piedmont x TOM-559), que
apresentaram grau de esterificac@io baixo possivelmente os polimeros estivessem excessivamente

desesterificados para serem reconhecidos pela PG.



4.1.11 Cilcio ligado 2 parede celular

O teor de célcio ligado & parede celular manteve-se relativamente constante
durante o amadurecimento para praticamente todos os genotipos. As médias constam da
Tabela 11. Os valores para os frutos no estadio vermelho maduro ndo apresentaram diferengas
significativas entre os genétipos.

Os valores médios observados coincidem com os apresentados por Burns e Pressey
(1987), entre 0,20% e 0,30% da parede celular, quando existe atividade de PME.

Destacam-se porém os resultados obtidos para a linhagem TOM-559, o tnico
genotipo em que houve aumento na quantidade de célcio ligado no final do amadurecimento,
passando de 0,18% no estadio verde maturo para 0,32% no vermelho maduro. E interessante
observar que esse aumento de calcio ligado nos frutos homozigotos ‘alcobaga’ coincidiu com o
aumento na atividade de PG. Isto explica em parte a baixa solubilizagdo de pectinas nesses
frutos.

O valor do coeficiente de variagdo (CV) encontrado na analise desta caracteristica,
15,87%, considerado razoivel para experimentos de campo, dificulta a interpretacio dos
resultados de analises quimicas. Esse valor de CV, embora seja aceitavel neste caso devido ao
fato de os frutos terem sido amadurecidos na planta, mascarou diferengas que poderiam ser
significativas em experimento em cidmara. Por exemplo, a diferenga numérica entre os hibridos
pode ndo ser desprezivel do ponto de vista de efeito fisiolégico, pois houve correlagdo inversa
significativa, com R =-0,4424 (P < 0,05), entre calcio ligado e pectina soluvel, quando

considerados todos os gendtipos. Apesar de o valor do coeficiente de correlagdo ser baixo, o fato
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de ser significativo o indica como um dos fatores que contribuem para explicar a solubiliza¢do de

pectinas.

TABELA 11. Valores médios de célcio ligado & parede celular (%) em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a
testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturaggo. (V

Estadio

Genoétipo

Verde Breaker Turning Maduro Vermelho Médias

Maturo Maduro
Flora Dade 021abA 021abA 024abA 024a A 0,26a A 0,23 bc
TOM-559 0,18bB 0,18bB 0,16bB 022aAB 032aA 02l¢
Florida 1B 020abA 025abA 0,20ab A 0308A 028aA 0,25 be
F, (Florida 1B x TOM-559) 0,16bB 032aA 027abAB 025aA 0,20aB 0,24 be
Piedmont 0,22abA 024abA 022abA 027a A 0,243 A 0,24 be
F) (Piedmont x TOM-559) 0,20abA 0,26abA 0,27abA 025aA 025aA 0,24 be
Rotam 4 024abA 026abA 031aA 0,27a A 029aA 0,27 ab
F) (Rotam-4 x TOM-559) 032aA 031aA 026abA 034aA 0,30a A 0,30a

CV(%)= 15,87

) Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas 6 maiiscula nas linhas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.

A agio da PME de tomates sobre as pectinas resulta na formagdo de blocos de
grupos carboxilicos livres, que se unem por pontes de célcio formando as estruturas denominadas
egg-box. Markoﬁ ¢ e Kohn (1984) demonstraram que o coeficiente de atividade do Ca®* é uma
fungdio da densidade linear de cargas, isto é, da distincia média entre dois grupos COQ" livres.
Assim, as moléculas muito desesterificadas apresentam coeficiente baixo. De acordo com esses
autores, em pectinas com grau de esterificagio acima de 40%, o calcio se liga por ligacdes
eletrostaticas intramoleculares. Em pectinas com menos de 40% de esterificacdio a forma de

ligagdo, quelante e ndio eletrostatica, & mais forte.
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Diferentemente dos resultados aqui apresentados, Rigney e Wills (1981)
observaram que o calcio acumulado na regido da parede celular-lamela média em pericarpo de
tomates foi solubilizado nos estadios iniciais do amadurecimento. A partir dessa observagio,
levantaram a hipétese de que a solubif%, seja necessaria para desencadear o processo de
amadurecimento. 7

Em trabalhg anterior, Suwwan e Poovaiah (1978) haviam detectado essa
solubilizagiio em tomates macios de amadurecimento normal, destacando que ela nfo ocorre em
mutantes rin, que ndo amadurecem. Hamson (1952) ja havia observado que o célcio de cultivares
de frutos macios é mais facilmente solubilizado do que o de firmes, o que foi postetiorménte
confirmado por Brady et al. (1985).

Os resultados obtidos confirmam essas observagdes, pois todos os genétipos
analisados sdo de frutos firmes e ndo houve solubilizagdo . do. cilcio_ ligado—.com o
gﬁa_gilr%e_nt_q Na linhagem mutante de amadurecimento lento, ao contrario, houve aumento
no calcio ligado.

A constatagio de que a agfio da PG ¢ inibida por ions calcio (Buescher e Hobson,
1982), confirma a idéia de que as substancias pécticas da pare;le celular-lamela média servem de
sitio de ligagdo para o metal, e que o complexo ¢ resistente ao ataque da enzima.

As ligagBes com o célcio s@o comprovadamente importantes para evitar que as
pectinas sejam solubilizadas como se percebe nos frutos analisados, em especial os homozigotos
‘alcobaga’. Entretanto, como observa Jarvis (1982), elas provavelmente ndo sfio as tnicas
importantes, o que é confirmado pelo valor do coeficiente de correlagdo entre calcio e pectina

soliivel aqui apresentado. Deve-se destacar o papel das ligagSes covalentes entre os polimeros.
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As estimativas de célcio ligado 2 parede variam amplamente, mesmo dentro da
mesma cultivar (Brady et al., 1985), sendo que o0 método de doseamento e/ou extrago pode ser
influenciado pelas interagdes com citrato, malato, ou outras moléculas que tenham capacidade de
se ligar com esse c4tion.

De acordo com Ferguson, Turner e Bollard (1980) a principal forma de imobilizar
o célcio em tomates, além de pectato, é oxalato, havendo pouca evidéncia da formagdo de outros
sais insoliiveis. Assim sendo, o processo de separagiio do material de parede celular usado no
presente trabalho, provavelmente eliminou o oxalato de calcio, mantendo o pectato. Isto porque,
como afirmam Ferguson, Turner e Bollard (1980), os extratos aquosos devem ser vistos como

acidos diluidos, nos quais o oxalato é significativamente solivel.

4.1.12 Celulose

Em geral ndo houve perda liquida de celulose durante o amadurecimento. As
médias obtidas para os diversos estadios constam da Tabela 12.

Os valores médios para os frutos no estadio vermelho maduro mostram que nio
houve diferenca significativa entre os genétipos. Os resultados encontrados estiio dentro da faixa
de 17% a 30%, prevista na revisdo feita por Davies ¢ Hobson (1981), assim como a pouca
variag@io durante 0 amadurecimento.

A realizacio das anilises se justifica pelo desconhecimento quanto ao
metabolismo de celulose em frutos homozigotos ‘alcobaga’ € pela necessidade de se buscar

explicagdo para o seu amaciamento durante o amadurecimento,
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TABELA 12. Valores médios de celulose (%) na parede celular em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a
testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturagiio. (¥

Estadio

Genétipo

Verde Breaker Turning Maduro Vermelho Médias

Maturo Maduro

Flora Dade 26,10abA  18,263bB 2348abAB 1891 bAB 24462 AB 2224 gb
TOM-559 1891bcAB 1564bB  20,54abAB 19,89abAB 24,793 A 19,96 b
Florida 1B 3067aA  2642aAB 23,16abB  21,20abB 24,792 AB 2525a
Fy (Florida 1B x TOM-559) 20,22bc A  21,20abA 23,48ab A 19.80abA 21,85aA 21,33 b
Piedmont 20,54bc AB 2348abAB 24,79ab AB 27,402 A 1924aB 23,09 ab
F) (Piedmont x TOM-559) 1531cC  25448AB 27.73aA 19,56 abBC 19,24 a BC 21,46b
Rotam 4 1695¢cB 21,858ab AB 27,73a A 1891bB 1891aB 20,87b

F, (Rotam-4 x TOM-559) 1858bcA  1956abA 1890bA 2544abA 238l1aA 21,26 b

CV(%)= 11,98

) Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas 6 maiGscala nas linhas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05,

Embora a atividade de celulase possa ser detectada em tomates (Fisher e Bennett,
1991), e em alguns casos tenha sido observada alguma erosdo nas microfibrilas coincidente com
0 amaciamento, niio existe evidéncia convincente de que elas sejam degradadas por celulases
(Dévies ¢ Hobson, 1981).

As celulases constituem uma classe cie enzimas com atividade de
endo-B-(1-4)-glucanases, que podem agir sobre diferentes substratos, entre os quais as
xiloglucanas (Fisher e Bennett, 1991), que mantém a associagiio entre as microﬁbrilas € a matriz
da parede. Considerando essa possibilidade, Babbit, Powers e Patterson (1973) propuseram que
talvez 0 amaciamento se inicie pela agfio das celulases no entrelacmento das microfibrilas,

possibilitando que outras enzimas, inclusive PG, tenham acesso a seus substratos.
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4.2.13 Carboidratos nio celulésicos de parede celular

A variagdo nos carboidratos nio celulésicos mostrou atividade intensa de sintese e
degradagdo durante o amadurecimento dos frutos na plénta. Em geral, a degradagiio excedeu a
sintese para a maioria dos compostos, resultando em perda liquida. Como as variagdes
intermediérias foram de intensidades diferentes devido aos diferentes backgrounds dos genétipos
analisados, foi considerada apenas a variagio liquida, entre o estddio inicial e o final do
amadurecimento. Os valores médios para os carboidratos ndo celuldsicos nos estadios verde
maturo e vermelho maduro estdo apresentados na Tabela 13. Os resultados médios para os
demais estadios encontram-se nas Tabelas 6A a 12A.

Dos carboidratos que constam na Tabela 13, 4cido galacturénico, ramnose,
arabinose e galactose sdo componentes principalmente de polissacarideos pécticos. Xilose,
glicose € manose s3o constituintes principais da fragio hemiceluldsica.

Observa-se, pela Tabela 13, que os frutos TOM-559 destacaram-se por
apresentarem aumento acentuado de 4cido galacturdnico na parede celular entre o inicio e o final
do amadurecimento, chegando ao estadio vermelho maduro com teor médio superior a todos os
demais.

Comparando-se os frutos TOM-559 com os da testemunha, observa-se que o gene
alc em homozigose teve o efeito de aumentar a retengio de uronideos na parede celular.

O aumento de uronideos nos frutos homozigotos ‘alcobaga’ coincidiu com o
aumento no teor de célcio ligado a parede. Esse fato pode ter contribuido para impedir a agdo da

enzima PG, cuja atividade também aumenta no final do amadurecimento. Além disto, sugere que



TABELA 13. Variagdo de carboidratos ndo celulésicos (%) na parede celular de tomates homozigotos ‘alcobaca’, de amadurecimento

normal, seus hibridos heterozigotos F, e a testemunha Flora Dade, amadurecidos na planta,

Genétipo Ac. Galacturénico Arabinose Galactose Ramnose Xilose Manose Glicose

VM“)MM(”VMMMVMMMVMMMVMMMVMMMVMMM

Flora Dade 3207ab  29,01b 1,82bc 1,40d 540c 3,07d 0,18cde 021b 0,59bc 095b 184c 131b 764c 3,46b
TOM-559 3283ab  4287a 1,54d 2,02a 335e 604a 052a 021b 0,44 cd 083b 1,13d 0,80d 500e 1,90¢
Florida 1B 36,66 a 29,77b 237a 1,73b 6,14b 3,66c 023bc 021b 0,73b 0,72b 192c 225a 6,05d 8,66a
F, (Florida 1B x TOM-559) 27,62 abc  27,62bc 193b 121de 6,54a 3,13d 025b 0,14c 1,15a 086b 1,84c 086cd 5,68de 1,62 ¢
Piedmont 24,42 be 1906c 1,77bc 039f 431d 039f 0,14de 009¢c 076b 091b 2,62a 1,06c 11,82a 1,49¢
Fy (Piemont x TOM-559) 28,06 abc  30,26b 1,66cd 096e 342e 188e 012¢ 0,09¢ 032d 026c 224b 1,07c¢ 10,07b 3,66b
Rotam 4 19,67 ¢ 28,50bc 1,68cd 097e 4,17d 3,00d 0,18 cde 0,392 0,67bc 021c 2,67a 026e 1267a 1,15¢
F, (Rotam x TOM-559) 28,06 abc 28,94b 1,65cd 1,56bc 4,29d 4,00b 0,19bed 022b 0,76b 1,27a 1,83¢ 097cd 7,26¢ 1,13 ¢
CV (%) 10,94 5,69 2,38 9,86 10,75 4,67 5,67

O Estadios de maturagdo. VM - verde maturo; MM - vermelho maduro.
Meédias seguidas de mesma letra nas colunas n#o diferem entre si em P < 0,05.

06
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a lamela média tenha sido preservada, pois € nessa regido que se formam as ligagdes entre
pectinas e calcio.

Os frutos de amadurecimento normal, com exce¢do de Rotam 4, apresentaram
perda de uronideos ligados a parede celular. Na cultivar Rotam 4, apesar de ter havido aumento,
0 teor médio no estadio vermelho maduro ndo diferiu dos demais.

Os hibridos F, (Florida 1B x TOM-559) ¢ F, (Rotam 4 x TOM-559) praticamente
nao apresentaram varia¢do no teor de acido galacturénico, com resultados iguais aos de seus
parentais normais e da testemunha.

Os hibridos F; (Piedmont x TOM-559) tiveram variagio oposta aos frutos de
amadurecimento normal, aumentando o teor de 4cido galactur6nico, e atingindo o estadio
vermelho maduro com teor significativamente superior ao do parental normal e igual ao da
testemunha.

Dentre os agicares neutros da parede celular, 0os que mostraram maior efeito do
gene alc foram arabinose e galactose.

Nos frutos homozigotos ‘alcobaga’ houve aumento desses dois agucares, enquanto
em todos os outros houve perda liquida durante o amadurecimento. No entanto, a perda nos
hibridos F, (Piedmont x TOM-559) e F, (Rotam 4 x TOM-559) foi significativamente menor do
que nos parentais femininos. Porém, apenas para F) (Rotam 4 x TOM-559) os teores de arabinose
e galactose no estddio vermelho maduro foram superiores aos da testemunha.

Nos hibridos F; (Florida 1B x TOM-559) a perda liquida foi maior do que no
parental normal, mas os teores nos frutos maduros foram equivalentes a testemunha.

A perda de firmeza que em geral acompanha o amadurecimento, é consequéncia,

principalmente, de modificagdes no metabolismo dos carboidratos que compdem a parede
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celular, resultando em modificagdes da sua estrutura. As alterages mais evidentes e mais
estudadas na composigdo de paredes celulares sio a perda de polimeros de 4cidos urdnicos.
Observa-se em tomates, além dos uronideos, uma redugdo acentuada de arabinose e galactose
(Gross e Wallner, 1979; Gross e Sams, 1984; Carrington, Greve e Labavitch, 1991).

Como as perdas de acido galacturdnico e de arabinose e galactose estdo
frequentemente associadas ao amaciamento e/ou a solubilizagdo de pectinas, foram feitas
andlises de correlag@o linear entre essas caracteristicas e com variaveis também associadas a

perda de firmeza. Essas correlagdes estio apresentadas na Tabela 14.

TABELA 14. Matriz de correlagdo entre textura e caracteristicas de parede celular de tomates
homozigotos ‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos

F, e a testemunha Flora Dade, colhidos no estadio vermelho maduro.

Fator Textura Solubilidade ~ Grau de Calcio Acido Arabinose
de pectinas  esterificagdo ligado galacturénico

Solubilidade de pectinas - 0,7685%*

Grau de esterificagio 0,6525** -0,016™

Calcio ligado 0,4475* - 0,4424* 0,3211™

Acido galacturGnico 0,7196** -0.7293** 0,6899** 0,4849*

Arabinose 0,6963** - 0,4768* 0,5912** 0,4889* 0.7255%*

Galactose 0,8186** -0,6189%* 0,7530** 0,4606* 0,8653** 0,9416**

*, ** Cocficientes de correlagdo linear significativos respectivamente em P < 0,05 ¢ P < 0,01.
ns P> 0,05.

As relagdes entre as caracteristicas apresentadas na Tabela 14 demonstram o que
foi sugerido anteriormente (Tong e Gross, 1988 e Gross, 1990), que a solubilizagio de
poliuronideos, assim como o amaciamento envolvem outros fatores além da atividade de PG,

como grau de esterificagdo, ligagdes com o célcio e cadeias laterais de agucares neutros.
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A correlagdo entre 4acido galacturénico e grau de esterificagdo contraria as
observagdes anteriores (Knee, 1978b) de que os poliuronideos menos esterificados sio menos
soluveis.

Gross e Sams (1984) sugeriram que o furnover de arabinose e galactose em
tomates ndo estivesse relacionado com a firmeza do fruto, ao contrario do que mostra a
Tabela 14. A correlagdo negativa com a solubilidade de pectinas estd de acordo com a
proposicdo de que as cadeias laterais exercam efeito protetor contra a agdo da PG (Gross e
Wallner, 1979).

Carrington, Greve e Labavitch (1991) demonstraram que as pectinas solubilizadas
pela PG se originaram da fragio soluvel em carbonato, ou seja, da parede primaria. Nessa mesma
fragdo Seymour et al. (1990) observaram maior perda de arabinose e galactose.

Dentre os frutos analisados neste trabalho, s6 nio houve aumento na solubilizagdo
de pectinas naqueles em que ndo houve perda liquida de arabinose e galactose, isto é, nos
homozigotos ‘alcobaga’.

As correlagdes negativas entre esses dois agucares € a solubilizagdo de pectinas
ilustram essa interdependéncia. O valor mais baixo do coeficiente de correlagdo com arabinose
pode ser explicado pelo fato de que a perda desse agucar ¢ quantitativamente menor do que a de
galactose, mas pode se originar do fato de que a galactose livre tem um papel importante no
amadurecimento.

O significado da solubilizagdo de galactanas para o amadurecimento de frutos
parece ndo se limitar ao fato de facilitar o acesso da PG ao seu substrato. O aumento de galactose

livre no pericarpo de tomates estimula a sintese de novo de ACC-sintase (Kim, Gross e Solomos,
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1987), e consequentemente a produgdo de etileno. A atividade de PG em tomate sé aumenta apds
o inicio da biosintese de etileno (Kim, Gross e Solomos, 1991).

Quando se observam os valores dos coeficientes de correla§§o entre arabinose,
galactose e 4cido galacturénico ligado & parede (Tabela 14), a associag#io torna-se mais nitida,
evidenciando a importincia dos dois aglcares neutros para a integridade dos poliuronideos.

O alto coeficiente de correlagio positiva entre arabinose e galactose sugere que
eles estejam sendo solubilizados dos mesmos polimeros.

Os coeficientes de correlagio com o cilcio mostram que esse cation influiu na
retencdo da integridade dos polimeros, embora tenha contribuido menos do que o grau de
esterificagdo. Isto porque os teores de calcio ligado foram muito semelhantes entre os genotipos,
a0 contrario do grau de esterificag3o.

O teor de ramnose na parede celular de frutos TOM-559 diminuiu acentuadamente
com o amadurecimento, ao contréario de acido galacturdnico, arabinose e galactose (Tabelal3).
Isto indica que as cadeias principais tornaram-se mais lineares, pois os residuos de ramnose
introduzem pontos de “quebra” na conformagdo. Além disso, como cadeias laterais de
arabinogalactanas se ligam ao C4 dos residuos de ramnose, o aumento de arabinose e galactose
indica que as ramificagdes tornaram-se mais volumosas,

As regides muito ramificadas, constituidas por agucares neutros, possibilitam a
ligagdo entre pectinas e hemiceluloses (Mangas et al., 1992).

Mais uma vez as alteragdes na composigiio da parede celular demonstraram a
insensibilidade dos polimeros pécticos dos frutos homozigotos “alcobaga’ a degradagiio pela PG.

Comparando-se os resultados para TOM-559 e Flora Dade, verifica-se que o gene

alc em homozigose teve o efeito de diminuir os residuos de ramnose nos polimeros pécticos.
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Dentre os hibridos, o tmico que apresentou comportamento semethante ao parental
mutante, embora menos acentuado, foi F,(Piedmont x TOM-559). Nesses frutos houve perda de
ramnose ¢ aumento de uronideos, e as perdas de arabinose e galactose forain menos acentuadas
do que no parental normal, embora os teores finais tenham sido mais baixos do que nos outros
hibridos (Tabela 13).

Os hibridos F, (Florida 1B x TOM-559) perderam ramnose e mantiveram
constantes os uronideos. Entretanto, a diminui¢io de arabinose e galactose foi mais acentuvada do
que no parental feminino.

Nos hibridos F; (Rotam 4 x TOM-559) houve aumento no teor de ramnose,
indicando que as cadeias principais de ramnogalacturonanas tornaram-se menos lineares. Porém,
os teores finais de arabinose e galactose foram mais altos, indicando cadeias laterais mais
volumosas.

O aumento na proporgio de ramnogalacturonanas mais ramificadas sugere que a
parede priméria esti mais preservada do que a lamela média.

Os principais polissacarideos hemicelulésicos identificados por Seymour et al.
(1990) no pericarpo de tomates foram xiloglucanas, com evidéncia de pequena quantidade de
complexo xilana-pectina. A composi¢do global das hemiceluloses, de acordo com esses
pesquisadores, praticamente nio apresentou diferenca entre os estadios verde ma-turo e vermelho
maduro.

A Tabela 13 mostra que houve variagio nos teores de xilose, manose e glicose
durante o amadurecimento dos frutos analisados, que aparentemente dependeram do gendtipo.

Néo houve efeito claro do gene alc, nem mesmo em homozigose. Os teores proporcionalmente
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menores nos frutos TOM-559 do que nos Flora Dade podem ter sido resultantes do aumento de
polisacarideos pécticos nos primeiros.

Para TOM-559, Flora Dade, Piedmont e F; (Rotam 4 x TOM-559) houve aumento
de xilose e perda de manose ¢ glicose. Para Florida 1B, o teor de xilose permaneceu constante e
houve aumento de manose e glicose, e para os demais, verificou-se perda nos trés agucares.

Como o material de parede celular analisado neste trabalho nfio foi fracionado,
ndo foi possivel verificar as variagdes de peso molecular nas hemiceluloses, mencionadas por
Huber (1983a) e Tong e Gross(1988).

A diminuigdio de xiloglucanas no final do amadurecimento foi observada por
Carrington, Greve e Labavitch (1991).

No presente trabalho, porém, nio se pode ex(-:luir a possibilidade de que os teores
de glicose no estadio verde maturo tenham sido superestimados devido 4 presenga de amido.
Ainda que em pequena quantidade, ¢ possivel detectar amido em tomates até o estadio verde
maturo, mas néio em estadio mais avangado (Mitcham, Gross e Ng, 1989; Tong e Gross, 1989).

Nenhum dos agucares neutros hemicelulésicos correlacionou-se com a textura dos

frutos ou com a solubilizaggo de pectinas durante o amadurecimento.



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que, nas condigdes em que o

experimento foi realizado :

® O gene alc nio interferiu em pH, acidez total titulavel, sélidos solaveis totais, agiicares
redutores, calcio total e nas variagdes de celulose e agticares hemicelulésicos.

® O gene alc em homozigose resultou em frutos mais firmes e menos pigmentados; com
minima solubilizagio de pectinas; maior grau de esterificagdio de pectinas; aumento nos teores
de célcio ligado, 4cido galacturénico, arabinose e galactose e diminui¢io no de ramnose na
parede celular ao final do amadurecimento; antecipagdo da atividade maxima de PME e atraso
na elevagdo da atividade de PG.

* Os efeitos do gene alc em heterozigose dependeram do .background. Em geral, o0 gene teve
o efeito de retardar os processos de amaciamento e solubilizagdo de pectinas durante o
amadurecimento dos hibridos, embora tenha interferido pouco nos frutos completamente
maduros.

® O gene alc em heterozigose ndo prejudicou a coloragiio dos hibridos, que foram mais
pigmentados do que a testemunha, com destaque para o F,(Florida 1B x TOM-559).

A relagdo licopeno/B-caroteno niio se mostrou ttil para ilustrar as diferengas de intensidade

de cor entre os genétipos.
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¢ Nio houve solubilizagiio de calcio ligado & parede celular em nenhum dos genétipos
durante 0 amadurecimento.

* O gene alc em heterozigose atenuou os picos de atividade de PME nds hibridos F,(Florida
1B x TOM-559) e F;(Rotam 4 x TOM-559), e diminuiu a atividade de PG nos iltimos estidios
para todos os hibridos.

® As atividades d¢ PME e PG correlacionaram-se entre si, porém ndo com textura,
solubilizaggio de pectinas e grau de esterificagio.

¢ Os frutos com grau de esterificagio mais elevado foram em geral mais firmes, mas n#o
houve efeito claro do gene alc em heterozigose.

* Para a maioria dos carboidratos nio celulésicos a degradacdo excedeu a sintese durante o
amadurecimento, resuitando em perda liquida, € os teores de 4cido galacturdnico, arabinose e
galactose correlacionaram-se entre si e com textura ¢ solubilizaggio de pectinas.

® O gene alc em heterozigose atenuou as perdas de 4acido galacturdnico, arabinose e

galactose.

Os frutos hibridos colhidos no estidio vermelho maduro, adequado para o
consumo, foram mais semelhantes aos parentais normais, nfio apresentando efeitos negativos do
gene mutante. Este fato, se considerado juntamente com os resultados de experimentos
anteriores, de que os hibridos colhidos apos o inicio da pigmentago vermelha demoram mais do
que os parentais normais para atingir o estidio vermelho maduro, demonstra a viabilidade de

utilizacdo comercial dos hibridos.
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TABELA 1A. Valores médios de Acidez total titulavel (% écido citrico)) em tomates
homozigotos ‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos

F) e a testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estidios de maturagio.

Estadio

Genétipo

Verde Breaker  Turning  Maduro Vermelho  Médias

Maturo Maduro
Flora Dade 0,1480 0,1397 0,1656 0,1843 0.1893 0,1654 ab
TOM-559 0,1302 0,1480 0,1758 0,1708 0,1958 0,1641 ab
Flérida 1B 0,1601 0,1181 0,1457 0,1559 0,1722  0,1504 ab
F, (Florida 1B x TOM-559) 0,1480 0,1473 0,1750 0,1750 0,2192 0,1729a
Piedmont 0,1558 0,1739 0.1497 0,1822 0,1680 0,1659a
F, (Piedmont x TOM-559) 0,1480 0,1692 0,1789 0,1601 0,2006 0,1714a
Rotam 4 0,1523 0,1430 0.1288 0,1672 0,1758 0,1534 ab

F, (Rotam-4 x TOM-559) 0.1132 0,1487 0,1509 0,1359 0,1587 0,1415b

CV(%)= 13,40

) Médias seguidas de mesma letra minascala nas colunas ¢ maiscala nas linhas nio diferem entre si pelo
teste d_e Tukey em P < 0,05.

TABELA 2A. Valores médios de Sélidos solaveis totais (°Brix) em tomates homozigotos
‘alcobaca’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, ¢ a

testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturagiio.

Estadio

Genétipo

Verde Breaker Turning Mazaduro Vermelho Médias

Maturo Maduro

Flora Dade 3,75aA 260cdB 265cB 363aA 354a A 3,23 cd
TOM-559 390aA 3,73aA 360aA 3,80aA 4,14a A 383a
Florida 1-B 405aA 283bcdB 283bcB  4,19aA 390aA 3,56 ab
F, (Florida 1B x TOM-559) 3.89aAB 230deC 342abB  390aAB 403a A 3,51bc
Piedmont 393aAB 343abB 3.40abB  4,00a AB 4108 A 3,77 ab
F) (Piedmont x TOM-559) 401aA 3,18abcBC 298abcC 3,67aAB 388aA 3,54 ab
Rotam 4 380aAB 3,67aA 268cB 3,70a A 38laA 3,55ab
F; (Rotam—<4 x TOM-559) 3,52aA 1,82 eB 3,60aA 3,55aA 3,53aA 3,214

CV(%) = 7,49

")Médiassegtﬁdasdemmaleuaminﬁsculanascolmasemaiﬁsmﬂanasﬁnhasnﬁodiferemenn'esipelo
teste de Tukey em P < 0,05,
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TABELA 3A. Valores médios de agucares soluveis totais (%) em tomates homozigotos

‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a

testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturagio.

Estadio
- Genoétipo

Verde Breaker  Turning  Maduro  Vermelho  Médias

Maturo Maduro
Flora Dade 2,38 2,46 2,29 2,19 2,01 2,27b
TOM-559 2,59 2,67 2,56 2,32 2,38 2,50 ab
Florida 1B 2,58 2,34 2.23 2,60 2,54 2,46 ab
F, (Florida 1B x TOM-559) 2,64 2,66 2,48 2,38 2,11 2,45 ab
Piedmont 2,76 2,74 2,78 2,13 2,56 2,59a
F; (Piedmont x TOM-559) 2,29 2,74 2,34 217 2,19 2,35ab
Rotam 4 2,38 2,38 2,38 2,13 2,17 2,29b
Fi (Rotam-4 x TOM-559) 2,46 2,25 2,51 2,34 2,34 2,38 ab

CV(%) = 9,55

) Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas e maitiscula nas linhas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.

TABELA 4A. Valores médios de pectina total (mg de 4cido galacturénico / 100g) em tomates

homozigotos ‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos

F, e a testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturagdo.

Estadio
Gendtipo
Verde Breaker  Turning ~ Maduro  Vermelho Médias
Maturo Maduro
Flora Dade 435,10 435,10 458,00 677,67 652,65 531,70 a
TOM-559 532,43 480,90 561,05 587,77 561,05 544,64 a
Flérida 1B 582,07 465,63 679,37 572,50 618,30 583,57 a

F) (Florida 1B x TOM-559) 538,15 538,15 480,90 561,05 564,87 536,62 a

Piedmont 549,60 667,58 477,25 603,03 652,65 590,02 a
F, (Piedmont x TOM-559) 557,23 496,17 518,07 496,17 587,77 531,08 a
Rotam 4 599,22 545,78 473,27 618,30 526,70 552,65a
F; (Rotam-4 x TOM-559) 625,93 583,95 549,07 645,02 687,00 618,19 a

CV(%)= 17,99

) Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey em P < 0,05.
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TABELA 5A. Valores médios de calcio total (%) em tomates homozigotos ‘alcobaga’, de
amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a testemunha Flora
Dade, colhidos em cinco estadios de maturacéo.

Estadio

Genbtipo

Verde  Breaker  Turning  Maduro Vermelho Médias

Maturo Maduro
Flora Dade 0,1150 0,1300 0,1650 0,1600 0,1550 0,1450 cd
TOM-559 0,1450 0,1200 0,1700 0,1550 0,1500 0,1480 cd
Florida 1B 0,1000 0,1550 0,1300 0,1335 0,1700 0,1380 cd
Fy (Florida 1B x TOM-559) 0,1000 0,1350 0,1250 0,1350 0,0950 0,1180d
Piedmont 0,1150 0,0950 0,1200 0,1450 0,1300 0,1210d
F; (Piedmont x TOM-559) 0,1400 0,1600 0,1500 0,1500 0,1850 0,1610 be
Rotam 4 0,1450 0,1950 0,1750 0,1850 0,2000 0,1800 ab
F; (Rotam-4 x TOM-559) 0,1800 0,2700 0,2000 0,2000 0,2050 0,2090 a

CV(%)= 14,44

) Médias seguidas de mesma letra ndio diferem cntre 5 pelo teste de Tukey em P < 0,05,

TABELA 6A. Valores médios de icido galacturénico (%) na parede celular em tomates
homozigotos ‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos
Fy e a testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturaggo.

Estadio

Genétipo

Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho

Maduro

Flora Dade 3207abAB  38,19aA 3283aAB  30,16ab AB 2901 bB
TOM-559 3283abB 33,22aB 32,07abB 33,228 B 42,78a A
Florida 1B 36,66a A 3551aA 3283aA 3475a A 29,77b A
F; (Florida 1B x TOM-559) 27,62 abc A 3467aA 33,7aA 32,02abA 27,62bc A
Piedmont 2442bc A 2097b A 22,88b A 24,04b A 19,06 c A
F; (Piedmont x TOM-559) 28,06 abc A 3247aA 3556aA 3291ab A 30,26 b A
Rotam 4 19.,67¢B 17,03bB 3202ab A 36,88a A 2850bc A
F; (Rotam-4 x TOM-559) 28,06 abc A 35,02aA 30,26ab A 32,91ab A 2894b A

CV(%)= 10,94

) Médias seguidas de mesma letra mintiscula nas colunas e maitscula nas lnhas nan diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.
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TABELA 7A. Valores médios de arabinose (%) na parede celular em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a
testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturagio, ©

Estadio
Genétipo
Verde Maturo Breaker Turning Meaduro Vermelho
Maduro
Flora Dade 1,82bcB 2,16aA 1,74¢dB 1,25¢C 1,40cd C
TOM - 559 1,54dC 1,54cC 1,73¢dB 0,76eD 202aA
Florida 1-B 237aA 2,12aA 1,56 d CD 1,52bcD 1,73bC
F, (Florida 1B x Tom - 559) 193bA 1,59¢B 191bcA 1,43¢B 1,21deC
Piedmont 1,77bc A 1,24dB 099eC 1,29¢cB 0,39fD
F, (Piedmont x Tom - 559) 1,66cd B 1,50¢B 392aA 1,48cB 09eC
Rotham - 4 1,68cd C 1,85bBC 207bA 1,98 a AB 097eC
F) (Rotham—4 x Tom - 559) 1,65 cd BC 1,85b A 1,84cA 1,80 ab AB 1,56 bc C

CV(%) = 5,69

) Médias seguidas de mesma letra mintiscula nas colunas o maiiiscula nas linhas n#o diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05,

TABELA 8A. Valores médios de galactose (%) na parede celular em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, ¢ a
testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturaggo.

Estadio
Gendétipo
Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho
Maduro
Flora Dade 540cB 425¢C 5843 A 1,67gE 307dD
TOM-559 335eC 5,54aB 552bB 0,56hD 6,048 A
Florida 1-B 6,14b A 3,53eB 2,69dC 291eC 3,66¢cB
F, (Florida 1B x TOM-559) 6,54a A 484bC 560abB 505aC 3,13dD
Piedmont 431d A 3,75deB 1,03eE 201cD 0,39fD
F, (Piedmont x TOM-559) 342eC 5,77a A 546bB 3,65dC 1,88eD
Rotam 4 4,17d BC 395cdC 4,76c A 439bB 3,00cC
F; (Rotam-4 x TOM-559) 4,29dC 495bB 553bA 400cD 400bD

CV(%)= 2,38

® Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas e maiiscula nas Enbas nio diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.
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TABELA 9A. Valores médios de ramnose (%) na parede celular em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a

testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estidios de maturagio.

Estadio

Genétipo
' Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho

Maduro
Flora Dade 0,18 cde A 0,18bA 0,17bA 0,18bc A 021bA
TOM-559 052aA 0,27aB 0,i18bC 006dD 0,21bC
Florida 1B 0,23bc A 0,18b AB 0,14bcB 0,14¢cB 0,21bA
F, (Florida 1B x TOM-559) 025bA 020b A 0,20b A 0,20 bc A 0,14cB
Piedmont 0,14 de AB 0,18bA 0,09cB 0,14cB 0,09cB
F) (Piedmont x TOM-559) 0,12eBC 0,22ab A 0,17b AB 0,14¢cBC 0,09¢cC
Rotam 4 0,18 cde C 0,20bC 0,17bC 031aB 039aA
F; (Rotam-4 x TOM-559) 0,19bcd B 0,17bB 030aA 021bB 0,22bC

CV(%)= 9,86

) Médias seguidas de mesma Ietra minascula nas colunas ¢ maitscala nas linhas nio diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05,

TABELA 10A. Valores médios de xilose (%) na parede celular em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a
testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estadios de maturagdo,

Estadio

Gendtipo

Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho

Maduro

Flora Dade 0,59bcB 1,01a A 0,59dB 0,54dB 095b A
TOM-559 044cdB 0,64 bcd AB 0,69d A 0,17eC 083bA
Florida 1B 0,73bA 0,53 d AB 0,22eC 0,43 d BC 0,72b A
F, (Florida 1B x TOM-559) L15aB 0,76 abed C 1,25bcB 1,52aA 086bC
Piedmont 0,76b A 0,71bcd A 023¢eB 08lcA 091bA
F, (Piedmont x TOM-559) 0,32dC 0,85abB 2,00aA 0,33deC 0,26cC
Rotam 4 0,67bcB 0,57cdB 099cA 1,22bA 0,21cC
F; (Rotam-4 x TOM-559) 0,76bB 0,82 abc B 1,28b A LLI7TbA 1,27a A

CV(%)= 10,75

” Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas e maitscula nas linhas n3o diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.
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TABELA 11A. Valores médios de manose (%) na parede celular em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a
testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estidios de maturaggo.

Estadio

Genétipo

‘ Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho

Maduro

Flora Dade 1,84cA 1,47¢B 0,69eD 1,09¢C 1,31bB
TOM-559 1,L13dB 1,90bc A 1,99a A 0,74dC 0,80dC
Florida 1B 1,92¢CD 2,04bBC 2,13aAB 1,76aD 225aA
F, (Florida 1B x TOM-559) 1,84cA 0,76gD L18cd C 1,52bB 0,86cdD
Piedmont 262aA 1,07fB 033fC 1,08cB 1,06¢cB
F, (Piedmont x TOM-559) 2,24b A 1,67deB 1,36¢C L39bC 1,07¢D
Rotam 4 267aA 245aB 0,99dD 1,55ab C 0,26 eE
F; (Rotam-4 x TOM-559) 1,83cA L73cdA 1,74b A 1,36bB 097¢dC

CV(%)= 4,67

@ Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas e mailscula nas linhas nfo diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.

TABELA 12A. Valores médios de glicose (%) na parede celular em tomates homozigotos
‘alcobaga’, de amadurecimento normal, seus hibridos heterozigotos F, e a
testemunha Flora Dade, colhidos em cinco estidios de maturagio,

Estadio

Gendtipo

Verde Maturo Breaker Turning Maduro Vermelho

Maduro

Flora Dade 764c A 4,61dB 1,76 ef D 468bB 346bC
TOM-559 500eC 11,37a A 10,09aB 236cdD 1,90¢D
Florida 1B 6,05dC 6,67bcC 992aA 6,61aC 8,66aB
F; (Florida 1B x TOM-559) 5,68de B 1,87e¢D 39¢cC 6,84a A 1,62¢D
Piedmont 11,82a A 4,12dB 1,51dC 147cC 1,49¢C
Fy (Piedmont x TOM-559) 10,07b A 5,80cB 351cdC 3,18¢C 3,66bC
Rotam 4 1267a A 12,00a A 2,55deC 4,72bB 1L,15¢D
F; (Rotam-4 x TOM-559) 7,26 c A 7,12b A 6,88b A 491bB L13¢C

CV(%) = 5,67

) Médias seguidas de mesma letra minascula nas colunas o maiiiscula nas linhas n#o diferem entre si pelo
teste de Tukey em P < 0,05.
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