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RESUMO - Foram avaliadas as modificagdes ocorridas durante o amadurecimento de trés pares de
hibridos de tomates do grupo multilocular, quase isogénicos, a exce¢éo do loco alcobaga. O experimento
foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, em delineamento em blocos casualizados. Os pares de
hibridos (Stevens x Flora Dade e Stevens x TOM-559; Piedmont x Flora Dade e Piedmont x TOM-559;
NC-8276 x Flora Dade e NC-8276 x TOM-559) foram avaliados em quatro estadios de amadurecimento
(breaker, rosa, vermelho-claro e vermelho), em quatro repeti¢des. Os hibridos cujo genitor comum foi
Flora Dade corresponderam ao gendtipo normal (+/+), enquanto os hibridos heterozigotos
alcobaga (+/alc) foram provenientes do genitor comum TOM-559. A textura ndo foi afetada pelo alelo
alcobaga nos estadios predeterminados de amadurecimento. Ja a porcentagem de solubilizagdo das
substancias pécticas, bem como a atividade das enzimas pectinametilesterase e poligalacturonase,
foram influenciadas pelo alelo alcobaga, que determinou a sua conten¢fio. O amadurecimento dos
tomates (+/+) e (+/alc) foi marcado por intenso amaciamento, acompanhado por incremento na ativida-
de da poligalacturonase e solubilizagdo das substancias pécticas.

Termos para indexagdo: Lycopersicon esculentum, métodos de melhoramento, atividade enzimatica,
pectinas, solubilizagdo, amadurecimento, manutengio de qualidade.

TEXTURAL CHANGES OF HETEROZYGOUS TOMATOES IN THE ALCOBACA LOCI

ABSTRACT - Textural changes occurred during ripening of three pairs of plurilocular tomato’s hy-
brids, nearing isogenics, excepting the alcobacaloci, were studied. The trial was carried out in Universidade
Federal de Lavras (UFLA), MG, Brazil, with a randomized complete block design. The pairs of hybrids
(Stevens x Flora Dade e Stevens x TOM-559; Piedmont x Flora Dade ¢ Piedmont x TOM-559;
NC-8276 x Flora Dade e NC-8276 x TOM-559) were evaluated in four stages of ripening (breaker,
pink, light-red and red), in four replications. Hybrids whose common genitor was Flora Dade corre-
sponded to the normal genotype (+/+), whereas the alcobaca heterozygous hybrids (+/alc) were
originated from the common genitor TOM-559. Texture was not affected by the alcobaca allele in the
predetermined stages of ripening. On the other hand, the solubilization percentage of pectic substances
as well as the activity of pectinmethilesterase and polygalacturonase were influenced by the alcobaca
allele which determined its contention. Tomato ripening, (+/+) and (+/alc), was characterized by intense
softening associated with an increase in polygalacturonase activity and solubilization of pectic sub-
stances.

Index terms: Lycopersicon esculentum, breeding methods, enzimic activity, pectins, solubilizing, ripening,
keeping quality.
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Apbs a aparéncia visual, o mais importante fator
na qualidade de tomates ¢ a firmeza, que estd intima-
mente associada com o estadio de amadurecimento.
O amadurecimento dos frutos ¢ um processo com-
plexo que os habilita para o consumo (Lelievre et al.,
1997). Em tomates, como na maioria dos frutos, o
amadurecimento ¢ marcado por modificagdes
texturais, associadas ao metabolismo de carboidratos
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da parede celular, que culminam com a reducio da
sua firmeza (Huber, 1983; Huysamer ct al., 1997a,
1997b). A maioria dos consumidores prefere os fru-
tos firmes que ndo perdem muito suco quando corta-
dos, ¢ que ndo tém casca dura. A firmeza afeta a
suscetibilidade dos tomates a danos fisicos, e, con-
seqiientemente, sua aptidao para comercializagao.

As substancias pécticas constituem a classe de
polissacarideos da parede celular, que sofre a mais
marcante modificaciio durante o amadurecimento dos
tomates (Steele et al., 1997). Mudangas em pectinas,
associadas ao amadurecimento, tém sido extensiva-
mente documentadas; a solubilizagdo ¢ despoli-
merizagdo das substancias pécticas, normalmente,
acompanham o amaciamento dos tomates durante o
seu amadurecimento (Huber, 1983; Brummell &
Labavitch, 1997). Com o amadurecimento, os
poliuronideos da parede celular de tomates aumen-
tam a sua solubilidade em agua (Gross & Wallner,
1979) em resposta a sua despolimerizagio (Huber,
1983), o que culmina com o amaciamento dos frutos.

A solubilizacdo de substancias pécticas de toma-
tes tem sido associada a hidrélise mediada pela
enzima poligalacturonase (PG) (Huber, 1983; Koch &
Nevins, 1989), enzima esta que catalisa a clivagem
hidrolitica de ligagdes a-(1—4)galacturonana (Lazan
& Ali, 1993). A extensio da liberagio de poliuronideos
por PG parece ser dependente do estadio do desen-
volvimento do fruto (Koch & Nevins, 1989).

As pectinas sdo secretadas na parede celular sob
a forma metil-esterificada, onde sdo desesterificadas
pela pectinametilesterase (PME) e tornam-se dispo-
niveis para ligacdes cruzadas intermoleculares medi-
das por Ca?" (Carpita & Gibeaut, 1993). A PG ¢é mais
ativa na degradagdo de pectinas desmetiladas que
metiladas (Koch & Nevins, 1989). Portanto, a PME,
uma enzima que catalisa a desmetilagdo do grupo
carboxilico Cg de residuos galacturanosil, pode de-
sempenhar um importante papel na determinacao da
extensdo a qual a pectina ¢ acessivel a degradagao
por PG, estando envolvida no processo de
amaciamento (Gaffe et al., 1997). Na verdade, tem sido
sugerido que a maior suscetibilidade das paredes
celulares de tomates a agdo da PG durante o amadu-
recimento ¢ devida a acdo da PME (Koch & Nevins,
1989).
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O mutante de ndo-amadurecimento alcobaga afe-
ta drasticamente a taxa de amadurecimento dos to-
mates, dependendo do background genético e ma-
turidade fisioldgica no momento da colheita. A ca-
pacidade de armazenamento da cultivar Alcobaga ¢
controlada por um 1inico alelo recessivo denomina-
do alc (Mutschler, 1984). Hibridos heterozigotos para
o alelo alc ndo mostram efeitos detrimentais na colo-
racdo, firmeza, ou tamanho dos frutos, ¢ podem pro-
duzir frutos com aceitacio comercial € com conser-
vacao pds-colheita significativamente maior (Souza,
1995; Freitas, 1996; Aratjo, 1997). O efeito do alelo
alcobaga em heterozigose foi observado no retardo
¢ atenuacgio dos processos de solubilizagdo de
pectinas ¢ amaciamento de tomates, relacionado a
uma redugio nas atividades das enzimas PME ¢ PG
(Resende, 1995; Filgueiras, 1996). A atividade da PG
¢ muito baixa nestes mutantes (Hobson & Grierson,
1993).

Este trabalho teve por objetivo estudar as modifi-
cacdes texturais ocorridas durante o amadurecimen-
to dos tomates e influenciadas pelo alelo alcobaga
em heterozigose.

MATERIALE METODOS

Foram avaliados trés pares de hibridos de primeira
geragdo (F;) de tomates do grupo multilocular provenien-
tes de experimento conduzido na Universidade Federal de
Lavras. Os hibridos, dentro de cada par, eram isogénicos a
excecio do loco alcobaga. Foram utilizados os hibridos
obtidos dos seguintes cruzamentos:

[Stevenssy X TOM-559 ic/ate) | (+/ate) €

[Stevens:/+)x Flora Dade(/+) ](+/+)

[Piedmont(s/+y X TOM-559 wie/aic) | (+/aic) €

[Piedmont/+y X Flora Dade(y )]+

[NC-8276(+/+y X TOM-559 (4ic/aic) I(+/ale) €

[NC-8276¢/+) x Flora Dade(:/)]1/+)

sendo que as notagdes (+/1) correspondem a frutos de
amadurecimento normal; (alc/alc), homozigotos alcobaga;
e (+/alc), heterozigotos alcobaga.

Os frutos de segundo, terceiro e quarto cachos, colhi-
dos no estadio breaker (frutos verde claro com o primeiro
surgimento de mancha rosa, vermelha ou amarela cobrindo
até 10% de sua superficie), foram armazenados em condi-
¢des ambientais (temperatura de 21°C+2°C ¢ umidade re-
lativa de 50%+5%) ¢ analisados de acordo com o estadio
de amadurecimento (breaker, rosa, vermelho-claro e ver-
melho), segundo Estados Unidos (1976).
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A textura foi determinada com o auxilio de penetrometro
Mc-Cormick com ponta de 7,94 mm de diametro. As me-
didas foram realizadas apos remog@o criteriosa da casca na
regido equatorial do fruto. Foram feitas trés leituras por
fruto, em Ibf, evitando-se as paredes radiais, por
visualiza¢@o das linhas que saem da regido apical. Os resul-
tados foram expressos em N, considerando-se
IN = 4.,4483 Ibf.

As substancias pécticas foram extraidas segundo técni-
ca descrita por McCready & McComb (1952) e os teores
de pectina total e soluvel determinados colorimetricamente
segundo Bitter & Muir (1962). Os resultados foram ex-
pressos em mg de pectina por 100 g de polpa. A porcenta-
gem de solubilizagdo foi obtida pela seguinte equagio:
(pectina soluvel/pectina total) x 100.

A extragio enzimatica foi realizada segundo técnica de
Buescher & Furmanski (1978), com modificagdes. O tecido
pericarpico foi triturado em liquidificador com agua desti-
lada resfriada (temperatura menor que 4°C). O homogenato
foi filtrado em tecido fino (organza), e o residuo,
ressuspendido em NaCl 1M resfriado. O pH foi ajustado
para 6,0 com NaOH, e o novo homogenato foi incubado a
4°C por uma hora. Nova filtragem, em gaze, foi realizada,
sendo o filtrado centrifugado a 5.000 g, por 30 minutos, a
4°C. O sobrenadante resultante foi, entdo, filtrado em pa-
pel-de-filtro, e o novo filtrado, utilizado para determina-
¢do de atividade enzimatica.

A atividade de pectinametilesterase (PME) foi deter-
minada segundo Hultin et al. (1966) ¢ Ratner et al. (1969).
Um mililitro do extrato enzimatico foi adicionado sobre
30 mL de pectina citrica 1% em NaCl 0,1M. O pH da
solug@o foir mantido em torno de 7,0, por dez minutos,
com NaOH 0,025N. Uma unidade de PME foi definida
como a quantidade de enzima capaz de catalisar a
desmetilagdo de pectina correspondente ao consumo de
1 pmol de NaOH min-! gl de massa fresca, nas condigdes
de ensaio.

A atividade de poligalacturonase (PG) foi determinada
segundo Markovic et al. (1975). O extrato foi incubado
em solucio a 0,25% de acido galacturonico (lavado com
etanol 80% antes do uso) em tampéo acetato de sddio
37,5 mM pH 5.0 por trés horas. A reagio foi interrompi-
da em banho-maria fervente, e os grupos redutores libera-
dos determinados pela técnica de Somogyi, modificada por
Nelson (1944), usando glicose como padrdo. Como branco
foi usado extrato inativado termicamente e incubado nas
mesmas condigdes. Uma unidade de atividade de
poligalacturonase foi considerada como a quantidade de
enzima capaz de catalisar a formacéo de um nmol de gru-
pos redutores por minuto nas condi¢des do ensaio. Os
resultados foram expressos em unidades por grama de peso
fresco.
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O experimento foi realizado em delineamento em blo-
cos casualizados, com quatro repeti¢des, sendo os trata-
mentos dispostos em esquema fatorial 2x3x4, correspon-
dente a dois status [normal (+/+) e heterozigoto
alcobaga (+/alc)], trés backgrounds (Stevens, Piedmont e
NC-8276) e quatro estadios de amadurecimento (breaker,
rosa, vermelho-claro e vermelho). Cada parcela experimental
consistiu de oito frutos, obtidos a partir de estandes de
30 plantas. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia, ¢ as respectivas médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A textura dos tomates foi influenciada pelo fator
estadio de amadurecimento dos frutos, embora nao
tenha sido verificado efeito do alelo alcobaga ou
efeitos interativos entre os fatores (p<0,05). Verifi-
cou-se uma queda consideravel na textura dos fru-
tos a medida que cles amadureciam (Fig. 1). Um
amaciamento acentuado durante o amadurecimento
de tomates normais ¢ alcobaga também foi observa-
do por Filgueiras (1996). Segundo Brummell &
Labavitch (1997), a firmeza de tomates reduz-se tipi-
camente com o amadurecimento. Ela constitui um
importante critério para determinagao de tomates fres-
Cos, Visto que se associa a uma boa qualidade culi-
ndria ¢ vida pds-colheita longa (Wann, 1996).

O teor de pectina soluvel foi influenciado pelos
fatores status e estadio de amadurecimento, enquanto
o teor de pectina total, apenas pelo fator estadio de

PT (mg/100 g polpe)

Textura(N) e PS/PT (%)

0
Vermelho-claro Vermelho

Estadio de amadurecimento

0
Bredaker Rosa

FIG. 1. Representacao grafica do comportamento de
pectina total (PT (m)), textura (A) e percen-
tagem de solubilizacao (PS/PT (@)) de toma-
tes, em funcao dos estadio de amadurecimen-
to (média entre tomates normais (+/+) e
alcobaga heterozigotos (+/alc)).
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amadurecimento (p<0.,05). Os frutos alcobaga
heterozigotos apresentaram, em média, menor teor
de pectina soluvel (Fig. 2). Observou-se um aumen-
to marcante no teor de pectina soluvel, visivel, prin-
cipalmente a partir do estddio de amadurecimento
vermelho-claro. Os frutos breaker apresentaram um
teor de pectina total inferior aos demais. Pode-se
observar uma tendéncia de sintese de pectinas do
estadio breaker ao vermelho-claro com posterior ten-
déncia a degradagao (Fig. 1). Analisando-se a por-
centagem de solubilizacdo das substancias pécticas,
pode-se observar que os hibridos alcobaca
heterozigotos apresentaram menor tendéncia de
solubilizacdo (Fig. 2), ¢ que a porcentagem de
solubiliza¢do aumentou a medida que os frutos ama-
dureceram (Fig. 1). Resultados semelhantes quanto
a porcentagem de solubilizagdo foram observados
por Filgueiras (1996) ao comparar tomates
TOM-559 (alc/alc) com Flora Dade. O aumento na
solubilizagdo das substancias pécticas se associou
perfeitamente com a reducio da textura observada
durante o amadurecimento dos frutos (Fig. 1) a se-
melhanca de resultados apresentados por outros
autores (Resende, 1995; Filgueiras, 1996).

A atividade de PME foi influenciada apenas pelo
fator status, nao sendo observadas variagdes signi-
ficativas durante o amadurecimento dos frutos
(p<0,05). Os hibridos alcobaga apresentaram, em mé-

100
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5 g a . (+/alc)
w b
g
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g
£ w0 b
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>
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PS PSPT PME

Variaveis

FIG. 2. Representaciao grafica dos teores médios de
pectina soluvel (PS), porcentagem de
solubilizacao (PS/PT) e atividade de
pectinametilesterase (PME) de tomates nor-
mais (+/+) e alcobaga heterozigotos (+/alc)
(letras diferentes, em cada par de barras, re-
presentam diferencas significativas pelo tes-
te de Tukey a p<0,05).
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dia, menor atividade da referida enzima (Fig. 2). Se-
gundo Koch & Nevins (1989), a atividade da PME ¢
inicialmente detectada no pericarpo de tomates no
estadio breaker, com a desesterificagio péctica ocor-
rendo na passagem desse estddio para o rosa. De
acordo com Harriman et al. (1991) e Resende (1995),
um aumento na atividade da PME do estadio verde-
maturo para o breaker foi observado, e que a ativi-
dade da enzima voltou a niveis normais logo em se-
guida.

A PME nio apresentou, em média, oscilagdes sig-
nificativas durante o amadurecimento dos hibridos
estudados (Fig. 3), provavelmente porque ja havia
atingido o seu pico de atividade, tendo-se em vista a
colheita dos frutos ja no estadio breaker de amadu-
recimento. Variacoes na atividade de PME durante o
amadurecimento de diferentes genotipos de tomate
com picos de atividade atingidos em distintos esta-
dios de amadurecimento também tém sido observa-
das (Filgueiras, 1996).

A atividade da enzima PG foi afetada tanto pela
interacdo entre status ¢ background como pela
interagao entre status ¢ estadio de amadurecimento
(p<0,05). Os frutos alcobaga heterozigotos apresen-
taram, em média, menor atividade de PG, em compa-
ragao com os normais, nos estadios rosa, vermelho-
claro e vermelho, enquanto no estadio breaker ne-
nhuma diferenca foi notada (Fig. 4). Esta menor ati-
vidade de PG nio foi suficiente para diminuir a perda

40

/'\._—_._

30 |

20 |

PME e PG (unidades)

1 1
Bredker Rosa Vermelho-claro

Vermeho
Estadio de amadurecimento

FIG. 3. Representacao grafica da atividade
enzimatica média de pectinametileste-
rase (PME (m)) e poligalacturonase (PG) de
tomates normais (+/+) (®) e alcobaca
heterozigotos (+/alc) (), em funcao do esta-
dio de amadurecimento.
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de firmeza, nos estadios de amadurecimento estuda-
dos. Todavia, deve-se considerar que os frutos
alcobaga apresentaram uma vida pos-colheita su-
perior a dos normais, ¢ que a menor atividade da PG
pode ter contribuido para uma contengao da firmeza
durante esse processo. Nao obstante, a baixa ativi-
dade da PG se relaciona com a menor porcentagem
da solubilizagao das substancias pécticas notada nos
tomates alcobaga. Ao contrario dos resultados ob-
tidos, uma relacio inversa tem sido observada entre
a retengdo da firmeza e atividade de PG, suportada
por estudos com tomates transgénicos, mutantes
alcobaga, nor ¢ rin, em homozigose ¢ heterozigose,
¢ hibridos normais. O amadurecimento ¢ amaciamento
sdo retardados nos mutantes, que desenvolvem
menor atividade de PG (Buescher et al., 1976;
Kopeliovitch et al., 1980; Brummell & Labavitch,
1997).

O alelo alcobaga determinou menor atividade de
PG nos hibridos com background Stevens e NC-8276,
embora sua influéncia nao tenha sido detectada so-
bre hibridos com background Piedmont (Fig. 5). Se-
gundo Hobson & Grierson (1993), o alelo alcobaga
afeta consideravelmente o amadurecimento de to-
mates, reduzindo a atividade da PG, embora a res-
posta seja variavel em fungio do background.

A atividade da PG aumentou, tanto nos hibridos
alcobaga heterozigotos quanto nos normais, com o
amadurecimento (Fig. 3). Esse aumento na atividade

25

C++) a
)(+/alc)
20
£ s
< a
S b
g 1 b
5 a
a a b
0 [
Breaker Rosa Vermelho-claro Vermelho
Estadio de amadurecimento
FIG. 4. Representacao grafica da atividade

enzimatica de poligalacturonase (PG) em
funcao dos estadios de amadurecimento de
tomates normais (+/+) e alcobaca hetero-
zigotos (+/alc) (letras diferentes, em cada par
de barras, representam diferencas significa-
tivas pelo teste de Tukey a p<0,05).
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da PG acompanhou a solubilizacio das substancias
pécticas e redugio da firmeza, como o ilustrado na
Fig. 1. Filgueiras (1996) constatou, a semelhanca do
observado no presente trabalho, um incremento na
atividade da PG durante o amadurecimento, na
planta, de tomates de amadurecimento normal,
homozigotos alcobaga e seus hibridos hetero-
zigotos.

O alelo alcobaga em heterozigose foi eficaz na
supressao parcial das atividades das enzimas PME ¢
PG e solubilizacdo das substancias pécticas, um dos
mais importantes mecanismos de amaciamento de to-
mates, embora nao tenha influenciado a textura dos
frutos nos estadios de amadurecimento breaker, rosa,
vermelho-claro ¢ vermelho. Entretanto, ha que se
salientar que o alelo alcobaga em heterozigose de-
terminou um retardo de cerca de dois dias na evolu-
¢do do processo de amadurecimento dos frutos ar-
mazenados a temperatura ambiente entre os estadios
breaker ¢ vermelho. Logo, o efeito alcobaga pode-
ria ter se¢ mostrado evidente sobre a variavel textura
se ao invés de ter-se optado pelas avaliagdes em
funcdo do estddio de amadurecimento, basecado na
coloragao da casca, tivesse s¢ optado pelas avalia-
¢des em funcdo do tempo. Embora se tenha verifica-
do uma associacdo entre a atividade da PG,
solubilizagao de substancias pécticas ¢ amaciamento
do fruto, uma complexa agao enzimatica coordenada
¢ cogitada no amadurecimento do tomate.

12

[=Tom) a
10 a . (+/dc)
a
~ 8
% a
R b
R, b
2
0
Stevens Piedmont NC-8276
Background
FIG. 5. Representacao grafica da atividade

enzimatica de poligalacturonase (PG), em
funcao de trés backgrounds distintos, de to-
mates normais (+/+) e alcobaca hetero-
zigotos (+/alc) (letras diferentes, em cada par
de barras, representam diferencas significa-
tivas pelo teste Tukey a p<0,05).
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CONCLUSOES

1. A textura de tomates, em estadios predetermi-
nados de amadurecimento baseados na coloracio
da casca, ndo ¢ influenciada pelo alelo alcobaga em
heterozigose.

2. Oalelo alcobaga em heterozigose reduz a ativi-
dade das enzimas pectinametilesterase e poligalactu-
ronase ¢ a percentagem de solubilizacdo de substan-
cias pécticas na polpa dos tomates.

3. O amadurecimento pos-colheita de tomates
alcobaga heterozigotos, a partir do estadio breaker,
¢ marcado pelo seu amaciamento, que ¢ acompanha-
do por elevagio da atividade da enzima poligalactu-
ronase e pela solubilizacdo das substancia pécticas.

4. O melhoramento genético do tomate visando a
sua conservagao pos-colheita, a partir da manipula-
¢ao do loco alcobaga, apresenta-se com grande po-
tencial de utilizacAo.
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