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RESUMO

O tomate tipo grape é uma linhagem hibrida de minitomate, muito apreciado pelo
consumidor pelo sabor doce e versatilidade culinéria. A firmeza € um importante
parametro de qualidade do tomate, sendo determinante para sua
comercializacao e vida pos-colheita. Um dos principais problemas relacionados
a baixa firmeza sao as rachaduras do fruto, que podem ser prevenidas atraves
de manejo especifico com tratamentos de suplementacdo nutricional a base de
calcio e boro. A rachadura consiste em uma fissura do pericarpo, e pode ser
contida através de tecidos de cicatrizacdo produzidos no local da lesdo. A
literatura especializada considera a firmeza uma propriedade multifatorial, a qual
€ influenciada por um conjunto de variaveis fenotipicas. Sendo assim, esse
trabalho avaliou os efeitos das inter-relagdes entre 15 atributos fisico-quimicos,
anatdémicos e morfolégicos do fruto (varidveis preditoras) com a firmeza (variavel
resposta) do tomate tipo grape. As seguintes caracteristicas foram mensuradas:
diametro (d1, d2), massa fresca (Massafresca), teor de solidos soluveis (TSS),
acidez total titulavel (ATT), teores de célcio e boro (Ca e B), teores de
carboidratos estruturais (Celulose, Hemicelulose, Lignina), espessura de tecidos
do exocarpo. Foram aplicados tratamentos de suplementacdo nutricional com
calcio e boro (grupo Ca, 3 mmol/L; grupo B, 2,5 umol/L; e controle), via substrato,
para avaliar o efeito nos atributos fenotipicos dos frutos. Utilizou-se 30 tomateiros
(10 individuos por grupo). A anatomia do pericarpo do fruto intacto e com
rachadura foram descritas, e a natureza quimica da contencao foi verificada por
meio de testes histoquimicos. O estudo das inter-relagdes da firmeza com as
variaveis fenotipicas analisadas apontou que Ca e TSS sao as variaveis mais
influentes, mas possuem efeitos antagonicos. Variagdes positivas de Ca estao
diretamente associadas ao aumento da firmeza; enquanto o TSS promove o
inverso. O Ca influencia positivamente a espessura do exocarpo e a espessura
da cuticula, mas nao gera efeitos na firmeza por meio das variaveis anatomicas.
Observou-se também que Ca nao promove a firmeza através dos efeitos nos
teores de carboidratos estruturais. Dentre as variaveis morfoldgicas, diametro
equatorial se destacou pelo efeito direto e negativo em firmeza. Verificou-se
também que o aumento da espessura da epiderme esta relacionado a baixa

firmeza; mas o exocarpo de forma integral desempenha efeito positivo. Os



tratamentos de suplementacédo nutricional ndo promoveram maior firmeza do
fruto, possivelmente devido a aplicacdo via substrato e baixa mobilidade dos
nutrientes. As rachaduras do tomate tipo grape possuem padréo longitudinal e
sdo contidas através do desenvolvimento local de um ténue tecido de
cicatrizacdo, que consiste no espessamento da parede celular das células
expostas pela lesdo. A natureza quimica desse tecido é lipidica, verificada pelo
teste do sudan IV. O tomate tipo grape nao desenvolve a periderme de

cicatrizagdo, comum em cultivares de tomate-salada.

Palavras-chave: Anatomia e cicatrizagéo- fruto » qualidade *Solanum
lycopersicum



ABSTRACT

The grape tomato is a minitomato hibryd strain, much appreciated by the
consumer for its sweet taste and culinary versatility. Firmness is an important
parameter of tomato quality, being crucial for its commercialization and post-
harvest life. One of the main problems related to low firmness is fruit cracking,
which can be prevented through specific nutritional calcium and boron
manegment. The tomato crack it’s a pericarp fissure that can be healing at injury
site through scar tissue development. Specialized literature considers firmness a
multifactorial property, which is influenced by a set of phenotypic variables.
Therefore, this work evaluated the effects of the interrelationships between 15
physicochemical, anatomical and morphological fruit's attributes (predictor
variables) and grape tomato’s firmness (response variable). The following
characteristics were assessed: diameter (d1, d2), fresh mass (Massafresca), total
soluble solids (TSS), total titratable acidity (TTA), calcium and boron contents (Ca
and B), structural carbohydrates (Cellulose, Hemicellulose, Lignin) and exocarp
tissue thickness. Calcium and boron nutritional supplementation treatments
(group Ca, 3 mmol/L; group B, 2.5 umol/L; and control) were applied through
substrate and the efects on phenotypic attributes of the fruits were evaluate. The
anatomy of the intact and cracked prericarp was described, and the healing tissue
chemical containment was verified by histochemical tests. The interrelationships
among firmness and phenotypic variables showed that Ca and TSS are the most
influential variables, but they have antagonistic effects in firmness. Positive
changes in Ca are directly associated with increased firmness; while TSS
promotes the oposite. Ca positively influences exocarp thickness and cuticle
thickness, but does not promotes the firmness through anatomical variables.
Also, Ca does not promote firmness through effects on structural carbohydrate
contents. Among the morphological variables, equatorial diameter stood out for
its direct and negative effect on firmness. It was also verified that the increase in
the epidermis thickness is related to low firmness; but the exocarp (set of
exocarpo tissues) has a positive effect. Nutritional supplementation treatments
did increase fruit firmness, possibly due to via substrate intake and low nutrient
mobility. The grape tomato’s cracks has longitudinal pattern, and the lesion is

local contained through a tenuous healing tissue, which consists in cell wall



thickening process developed by injured cell. The chemical contend of healing
tissue is lipid, verified by the sudan IV test. The grape tomato do not develop the

healing periderm common in salad tomato cultivars.

Keywords: Anatomy ¢ healing * fruit « quality *Solanum lycopersicum
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1. INTRODUCAO

O tomate tipo grape (Solanum lycopersicum L.) € uma linhagem hibrida
derivada da variedade cereja (JUNQUEIRA; PEETZ; ONODA, 2007), e destaca-
se no segmento de minitomates pelo sabor doce e pouco &cido, sendo
amplamente utilizado na gastronomia gourmet como aperitivos ou couvert
(ALVARENGA, 2013). Sao considerados alimentos funcionais, ricos em
vitaminas A e C, acido folico, potassio, licopeno e beta caroteno (JUNQUEIRA,;
PEETZ; ONODA, 2007).

A firmeza € um importante parametro de qualidade do tomate, sendo
determinante para sua comercializa¢do e vida pés-colheita; uma vez que um
fruto mais firme € mais resistente ao transporte, armazenamento, manuseio e
pode ter seu tempo de prateleira estendido (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Essa propriedade fisica € comumente avaliada pelo consumidor através do
toque e aspecto externo do tomate: frutos amolecidos sédo pouco firmes, e podem
apresentar a superficie enrugada ou com rachaduras; enquanto frutos firmes sao
considerados rigidos ao toque, possuem a superficie lisa e sem rugas (BATU,
2004).

A literatura cientifica descreve algumas relacdes entre variaveis fisico-
quimicas, anatbmicas e morfolégicas do fruto (variaveis fenotipicas) que
possivelmente geram efeitos na variacdo da firmeza do fruto. A estrutura e
composicdo das paredes celulares (JIANG et al., 2019), influenciadas pelos
teores de célcio e boro (LIU et al., 2013; YANG et al., 2016; JIANG et al., 2019)
sao positivamente associadas a firmeza, devido aos seus efeitos na estabilidade
dos tecidos anatdmicos (DOMINGUEZ et al., 2012; VELA-HINOJOSA et al.,
2018; ZHANG et al., 2020). Consequentemente, os tecidos desenvolvem maior
forca e elasticidade necessarias a variacdo de volume celular que ocorre durante
0 amadurecimento. Decorrente disso, sdo observados aumento da espessura
dos tecidos pericarpicos, massa fresca e diametro equatorial do fruto; variaveis
correlacionadas negativamente a firmeza (DOMINGUEZ et al., 2012; VELA-
HINOJOSA et al., 2018). Apenas o exocarpo, camada mais externa do pericarpo,
tende a ficar mais estratificado, em resposta ao aumento da presséao interna do
fruto (YANG et al., 2016; ZHANG et al., 2020). Dessa forma, a espessura do

exocarpo € negativamente associada a firmeza, e sua reducao traduz-se como
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susceptibilidade a ruptura do fruto e consequentemente, a formacédo de
rachaduras (YANG et al., 2016; ZHANG et al., 2020). Dentre os fatores
associados a esse fendbmeno, esta a elevacao do teor de sélidos soluveis, que
aumenta a medida que o tomate amadurece, e influencia as propriedades de
turgescéncia dos tecidos (CORREIA et al., 2018). Da mesma forma, o pH
aumenta a medida que o fruto atinge os estagios finais de maturacao,
promovendo a reducao da acidez total titulavel (ALMEIDA; HUBER, 2001).

As variaveis fenotipicas, descritas pela literatura como possiveis preditoras,
sdo intimamente inter-relacionadas, seja por relacdes causa e efeito ou por
correlacdo (ZHENHUA, 1995). Devido a isso, € possivel que as repostas que
modulam e firmeza do tomate sejam determinadas de forma sistémica, por meio
de relacbes diretas e indiretas entre as variaveis apontadas. Apesar disso, a
maior parte dos estudos aborda apenas efeitos isolados de uma variavel
preditora sob a resposta, desconsiderando a influéncia de mdiltiplas variaveis
associadas.

A fim de verificar como sdo estabelecidas as relacbes entre variaveis
fenotipicas que promovem a variacdo da firmeza e quais sédo as variaveis mais
determinantes para esse atributo, foram avaliadas caracteristicas morfolégicas
(diametros e massa fresca), fisico-quimicas (teores de calcio, boro, teor de
sélidos soluveis, pH, acidez total titulavel, celulose, hemicelulose e lignina), e
anatdmicas (espessura de tecidos pericarpicos) dos frutos do tomate tipo grape.

A suplementacdo nutricional a base dos elementos calcio e boro € um tipo
de manejo muito utilizado na cultura do tomate para aumentar a firmeza do fruto;
tendo em vista que esses elementos possuem papel estrutural e aumentam a
resisténcia da parede e jungdes intercelulares (KHADIVI-KHUB, 2015; YANG et
al., 2016). Muitos trabalhos correlacionam o aumento da firmeza com a reducédo
da taxa de frutos com rachaduras e sua severidade (HUANG et al., 2008;
LIEBISCH et al., 2009; KHADIVI-KHUB, 2015; DAVARPANAH et al., 2018).

Dessa forma, hipotetiza-se que a firmeza do tomate seja determinada de
forma sistémica, por meio de relacdes diretas e indiretas entre as variaveis
fenotipicas relacionadas por correlacdo ou causa-efeito. E esperado que as
variaveis anatdbmicas e morfologicas promovam efeitos diretos na firmeza, e que
sejam influenciadas por atributos fisico-quimicos. Sendo assim, € possivel que

TSS desempenhe efeito negativo na firmeza, devido a sua influéncia no potencial
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osmoticos dos tecidos e, indiretamente, na espessura dos tecidos pericarpicos.
Espera-se que Ca e B estejam positivamente associados a firmeza, devido aos
seus efeitos na composi¢ado da parede celuldsica e anatomia do exocarpo. Além
disso, hipotetiza-se que os tratamentos de suplementacdo com calcio e boro
incrementem a firmeza do fruto, e que possam ser utilizados como manejo

nutricional especifico para o tomate tipo grape.

2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho é realizar o estudo anatdmico do pericarpo intacto e com
rachadura do tomate tipo grape, e avaliar os efeitos de tratamentos de

suplementacao com calcio e boro em atributos do fruto relacionados a firmeza.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a anatomia do pericarpo intacto e com rachaduras do tomate grape.

e |nvestigar os efeitos de tratamentos de suplementacdo com célcio e boro na
firmeza e em atributos fenotipicos no tomate tipo grape.

e Avaliar como os atributos fenotipicos do tomate tipo grape se relacionam e
promovem feito na firmeza do fruto, e quais séo as variaveis mais determinantes

do processo.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Caracteristicas gerais do tomate tipo grape

O tomateiro tipo grape é uma eudicotiledénea, pertencente a familia
Solanaceae, espécie Solanum lycopersicum var. cerasiforme. Trata-se de uma
linhagem hibrida, derivada da variedade cereja, e desenvolvida por empresas
especializadas na producdo de sementes (JUNQUEIRA; PEETZ; ONODA,
2007). O ciclo de vida da planta é anual e precoce, levando 60 dias da
semeadura ao inicio da colheita. A frutificagcdo ocorre durante seis meses.
Quando cultivado em ambiente protegido, o tomateiro apresenta potencial
produtivo de 6 a 8 kg (JUNQUEIRA; PEETZ; ONODA, 2007).
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O mini tomate tipo grape, conhecido como tomate-uva, foi introduzido no
Brasil em 2007, e vem se destacando no mercado por ser uma variedade
altamente produtiva que se adaptou bem as condic¢des climaticas da regiao Sul,
Sudeste e Centro Oeste do Brasil (DE MELLO, 2022).

O tomate tipo grape possui tamanho pequeno, formato alongado (cerca de
trés e dois centimetros de diametros longitudinal e transversal, respectivamente),
peso médio entre 10 e 20g, dois léculos, casca fina e lisa de coloragdo vermelho
intenso (ALVARENGA, 2013). Seu grande diferencial é o sabor suave e doce;
devido aos altos niveis de teor de sélidos sollveis que a variedade pode alcancar
(entre 9 e 12 °Brix) e o baixo indice de acidez (pH médio 4,69) (HEATH, 2012).
O conteldo de acgucar, acidos e compostos volateis determina o sabor do tomate
(JUNQUEIRA; PEETZ; ONODA, 2007), e frutos que apresentam baixa acidez
titulavel, alto conteldo de acucares totais, solidos solaveis e conteudo
intermediario de compostos volateis sdo qualificados como aqueles de melhor
sabor (TANDO et al., 2003).

Apresenta grande versatilidade culinaria, sendo muito utilizado como
adorno, acompanhamento e na confeccéo de pratos diversos (GUSMAO et al.,
2000). Este tipo de tomate tem mercado diferenciado, sendo amplamente
utilizado na gastronomia gourmet, como aperitivos ou couvert (ALVARENGA,
2013). Além disso, os frutos séo ricos em acidos organicos, vitaminas A, B e C,
e carotenoides, além de auxiliar na prevencao de doencas cardiacas ja que é a

fonte alimentar mais rica em antioxidantes (CARVALHO, 2006).

4.2 Estagios de desenvolvimento do tomate-cereja

De acordo com Gillaspy et al. (1993), o desenvolvimento do tomate-cereja
pode ser subdividido em quatro fases que abordam os processos de divisdo
celular, crescimento e amadurecimento do fruto.

A primeira fase ocorre antes e durante a antese floral, e consiste no
desenvolvimento do ovario e fertilizagdo. Imediatamente ap0s esse evento, a
segunda fase tem inicio no ovario; iniciando com divisdes celulares (sete a dez
dias de duracédo), seguidas de diferenciacédo tecidual, desenvolvimento das
sementes e crescimento inicial do embrido (GILLASPY et al., 1993).
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Durante a segunda fase, até 9 DPA, a epiderme externa divide-se, e produz
cerca de 30 trinta vezes sua quantidade inicial de células. Esse numero de
células é constante até o final do desenvolvimento do tomate-cereja (RENAUDIN
et al.,, 2017). Os processos de formacdo da cuticula (cuticularizagdo) e de
cutinizacdo (impregnacéo com cutina), que ocorrem na epiderme em 11-12 DPA,
limitam o aumento de volume celular, que cessa nesse periodo (DOMINGUEZ;
HEREDIA-GUERRERO; HEREDIA, 2017; RENAUDIN et al., 2017).

A maior parte das divisbes celulares nas camadas subepidérmicas e do
mesocarpo inicial ocorrem entre 4-9 DAP (RENAUDIN et al., 2017). As divisdes
celulares do mesocarpo central sdo limitadas ao periodo do ovario pré-antese,
ndo ocorrendo no fruto. As células endocérpicas (epiderme interna e camada
subepidérmica) dividem-se e sofrem expansao entre 3-9 DPA (RENAUDIN et al.,
2017).

Apods o término da maior parte das divisdes celulares, comeca a terceira
fase, em que ocorre o crescimento do fruto devido a expansao celular. A terceira
fase tem duracdo variavel de seis a sete semanas, e finaliza quando o fruto
atinge seu tamanho definitivo (GILLASPY et al., 1993). Tratando-se do tomate-
cereja, o volume dos tecidos da placenta, locular e mesocarpo podem aumentar
mais de dez vezes devido a expansao celular (GILLASPY et al., 1993). A area
superficial do tomate acompanha o aumento de volume, devido ao alongamento
das células epicarpicas e da cuticula. Como os processos dos processos de
divisdo e crescimento das células epicarpicas termina precocemente
(RENAUDIN et al., 2017), o aumento de area superficial ocorre devido as
propriedades elasticas dos tecidos; que tendem a reduzir de espessura nesse
processo ((DOMINGUEZ; HEREDIA-GUERRERO; HEREDIA, 2017).

De acordo com Renaudin et al. (2017) o mesocarpo é a camada do
pericarpo que mais se desenvolve nesse periodo, podendo alcancar até 1550
vezes o0 volume celular inicial em 20 DAP. O aumento de volume celular
prossegue até o final do desenvolvimento do fruto (36 DAP), mas em taxas
menos elevadas) (RENAUDIN et al.,, 2017). Na fase em que atingem seu
tamanho final, os frutos ainda séo verdes e tém a maior parte do seu peso final
(GILLASPY et al., 1993).

A quarta fase comeca apds o tomate-cereja atingir o tamanho final, e seu

desenvolvimento continua com o amadurecimento quando o influxo de
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carboidratos para o fruto cessa (RANCIC; QUARRIE; PECINAR, 2010) e ocorre
a mudanga de cor de verde para laranja (estagio “Breaker”), e finalmente
vermelho (estagio “Red”) (CARRARI; FERNIE, 2006). A mudanca de cor €
consequéncia da transformacéo de cloroplastos em cromoplastos, e diminuicao
da concentracdo de clorofila, seguido de aumento na concentracdo de beta
caroteno que da a cor laranja. A cor vermelha final deve-se a alta concentracéo
de licopeno (RANCIC; QUARRIE; PECINAR, 2010). Simultaneamente com as
mudancgas de cor, ocorrem mudangas no metabolismo. Nesta fase, ocorre a
desintegracdo da camada interna e central das paredes do carpelo; e como
consequéncia da degradacdo enzimatica, o tecido placentario torna-se
gelatinoso (RANCIC; QUARRIE; PECINAR, 2010). Os principais eventos
bioquimicos nesta fase s&do: aumento da sintese de etileno, aumento da
respiracdo, aumento rapido da acidez, reducdo do teor de amido e aumento do
teor de solidos soluveis (TOIVONEN; BRUMMELL, 2008).

O estagio de desenvolvimento pode ser classificado de acordo com a cor
de sua superficie. A Tabela 1 relaciona o estagio de desenvolvimento com a cor,
de acordo com Padrdes dos Estados Unidos para Graus de Tomates Frescos
(USDA, 1991). Essa classificacdo € geral, sendo amplamente adotada para
diferentes cultivares (SHINOZAKI et al., 2018; THENGANE; GAWANDE, 2018;
LIU et al., 2020).

Tabela 1: Estagios de maturacao do tomate a partir da antese floral. Adaptado de Padrbes dos
Estados Unidos para Graus de Tomates Frescos (USDA, 1991). DAP = dias apoés antese.

Estagio DPA Descricao visual

Green D 0-5 Superficie completamente verde

Breaker (2) 0-15 Até 10% da superficie amarela, rosa ou laranja

Turning  (3) 19-23 10 — 30% da superficie amarela, rosa ou laranja
Pink (4) 24 - 29 30 — 60% da superficie rosa ou laranja

Lightred (5) 30-35 60 — 90% da superficie laranja ou vermelha
Red (6) 36 -40 Mais de 90% da superficie vermelha
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4.3 Fatores que influenciam a Firmeza e a formacao de rachaduras do

tomate

A firmeza é determinada em grande parte pela resisténcia das paredes
celulares e anatomia fisica dos tecidos internos do fruto; particularmente por
caracteristicas como tamanho, forma e adeséo entre as células (TOIVONEN;
BRUMMELL, 2007). Muitos desses fatores estdo inter-relacionados, por
exemplo, tecidos com células pequenas tendem a apresentar paredes celulares
mais espessas, menor quantidade relativa de citoplasma e vacuolo (seiva
celular), maior area de contato célula a célula e espacos intercelulares ausentes
ou com area reduzida, tornando o tecido mais compacto e firme (TOIVONEN,;
BRUMMELL, 2008).

Além dos aspectos anatémicos, a firmeza também esta relacionada as
propriedades de turgescéncia dos tecidos do fruto, que sdo afetadas por fatores
como o acumulo de fotossintatos e o estado hidrico das células (KHADIVI-KHUB,
2015). A dgua chega ao pericarpo por meio dos tecidos vasculares do pedunculo,
promovendo um aumento na pressao de turgor e na rigidez das paredes
celulares (WEI et al., 2018). Consequentemente, a pressao interna do fruto
aumenta e tensiona o exocarpo, 0 que externamente é percebido pela superficie
lisa e sem rugas do fruto. As rachaduras podem ocorrer quando a pressao
interna do fruto n&o é mais sustentada pelo exocarpo (DOMINGUEZ et al., 2012).

O processo de formacéo das rachaduras é complexo, e ha muitos fatores
relacionados a sua ocorréncia. A composicdo e desempenho mecanico do
pericarpo; tipo de manejo (irrigacéo e nutricdo) e fatores climéticos (temperatura,
umidade e iluminacdo) sdo os fatores mais comumente relatados que
influenciam a ocorréncia do problema (LIEBISCH et al., 2009; KHADIVI-KHUB,
2015). A morfologia do fruto contribui para a distribuicdo irregular da tensao em
sua superficie, o que determina areas com maior estresse e que tendem a sofrer
rupturas (CONSIDINE; BROWN, 1981).

Durante o amadurecimento do tomate, os polissacarideos da parede celular
sao extensivamente modificados por uma variedade de enzimas, que degradam
as pectinas e os glicanos da matriz. Essas mudancas afetam a estrutura e a
resisténcia da parede, provocam a reducdo da firmeza, e o amolecimento
caracteristico do tomate maduro (TOIVONEN; BRUMMELL, 2008). Estudos
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sobre o metabolismo da parede celular durante o amadurecimento indicam que
se trata de um processo ordenado; em que ocorrem o relaxamento da parede
celular e degradacéo de hemicelulose nos estadios iniciais, despolimeriza¢éo da
pectina, ao final (YAMAUCHI; HARA; SONODA, 1986).

O aumento da solubilidade dos polissacarideos pécticos € uma das
caracteristicas indiscutivelmente associadas ao amadurecimento de frutos
frescos (YAMAUCHI; HARA; SONODA, 1986). As ligacdes inter e
intramoleculares entre as cadeias de pectina e o célcio na lamela média e parede
celular, dificultam a acdo de enzimas pectoliticas produzidas pelo fruto que
causam seu amaciamento e reducado da firmeza (YAMAMOTO et al., 2011).
Dessa forma, a associacdo do calcio com a pectina, que forma o pectato de
calcio, aumenta a estabilidade da parede celular e conserva a rigidez dos tecidos
pericarpicos do fruto maduro (DE MELO et al., 2022).

Mas o papel estrutural do calcio ndo é restrito as fases finais do
desenvolvimento do tomate. O calcio é responsavel pelo crescimento, espessura
e remodelacgdo da parede celular, bem como para o desenvolvimento dos tecidos
do fruto (MARTINEZ et al., 2020). Além das funcBes estruturais, o célcio &
necessario em processos fisiolégicos, como extensdo celular, processos
secretores, estabilizacdo da membrana, equilibrio cation-anion e
osmorregulacao, e atua como segundo mensageiro (MARSCHNER, 2012). Da
mesma forma, o boro tem um efeito estabilizador nos complexos de célcio das
lamelas médias e, portanto, € essencial para manter a estrutura da parede
celular (JOBIN-LAWLER et al., 2002). Além disso, a deficiéncia de boro no
tomate pode diminuir a concentracdo de calcio associada a compostos pécticos
(JOBIN-LAWLER et al., 2002).
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Area experimental

O experimento foi conduzido de fevereiro a junho de 2021, em uma estufa
urbana, localizada em Vitéria, Espirito Santo, Brasil (20° 19 '01.524" Sul e 40°
20" 58.2" Oeste) (Figura 1-A), a 50 m acima do nivel do mar. Segundo a
classificacdo de Koppen (ALVARES et al., 2013), o clima da regido é o Aw:
tropical de savana, com inverno seco e verédo chuvoso. Os valores mensais de
temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade registrados durante o periodo
experimental (INMET, 2022) estdo descritos na Tabela 2.

A estufa (Figura 1-B) possui trés metros de pé direito, area total de 136 m?,
e capacidade total para 260 tomateiros, distribuidos em cinco fileiras. O local é
totalmente revestido por telas laterais de sombreamento e coberto com plastico
difusor (150 pm).

Figura 1: Area experimental. A: Localizac&o da estufa urbana. B: Estrutura interna da estufa
(acervo proprio).
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Tabela 2: Dados climaticos mensais do periodo experimental. Temperatura instantanea média
(Temp.; °C), Umidade relativa do ar instantanea média (Umi.; %), Pressdo atmosférica
instantanea média (Pressao; hPa), Radiagcéo (Rad; KJ/mA2) e Pluviosidade média (Chuva; mm)

Més Temp.  Umi. Pressédo Rad. Chuva

Fevereiro 2596 76,99 1012,07 1310,47 0,38

Margo 26,01 76,52 1013,32 1660,12 0,35

Abril 24,12 76,62 1015,33 130159 0,11
Maio 23,01 7736 1017,25 850,34 0,19
Junho 21,55 79,79 1018,89 788,61 0,12

5.2 Material vegetal e condi¢gdes de crescimento

A semeadura ocorreu em fevereiro de 2021 e foram utilizadas sementes do
cultivar hibrido de minitomate tipo grape (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme) (Mascot-F1, AGRISTAR®). O plantio das sementes foi realizado em
bandejas plasticas rasas, e a irrigacdo foi feita manualmente, sempre que
necessario para manter o substrato umido. Adotou-se a solugdo nutritiva de
Papadopoulos (1991) com modifica¢des, contendo: 4,8; 1,5; 6,8; 3,3; 3,3, 1,6
mmol Lt de Ca, N, K, Mg, S e P; e, 5,6; 24,6; 25,0; 1,5; 1,7; 0,5 umol L de Fe,
Mn, B, Cu, Zn e Mo (pH = 5,82). Durante a primeira semana ap0os a semeadura,
a CE da solugdo nutritiva foi mantida em 1,2 mS; ap0s esse periodo, foi
gradualmente alterada para 2,2 mS, e esse valor foi mantido para o restante do
ciclo vegetativo e durante o ciclo reprodutivo (PAPADOPOULOS, 1991). O
periodo de desenvolvimento nas bandejas durou 30 dias, até marco 2021, em
que os juvenis sadios foram transplantados para os vasos plasticos.

Os tomateiros foram cultivados sistema semi-hidroponico, em vasos
plasticos (perfurados na base) com capacidade de 8,5 L, preenchidos com
substrato para fixacado do sistema radicular. O substrato utilizado foi composto
por 45% de fibra de coco (substrato comercial GoldenMix 98, Amafibra®), 45%
de casca de Pinus e 10% de palha de arroz (substrato comercial Max Fértil®).
Os tomateiros foram conduzidos em duas hastes e tutorados com fitilho,
mantendo o espacamento de 0,4m x 1,0m entre plantas e linhas,

respectivamente. Nao foram realizadas podas apicais, mas semanalmente foram
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feitas desbrotas e podas sanitarias das folhas abaixo dos cachos de frutos que
iniciaram o amadurecimento. A planta possui crescimento indeterminado, com
ciclo de aproximadamente 60 dias, da semeadura ao inicio da colheita
(JUNQUEIRA; PEETZ; ONODA, 2007).

5.3Delineamento experimental e Tratamentos de Suplementacéao

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
composto por trés tratamentos de suplementacdo com dez individuos cada. As
unidades amostrais (tomateiros) foram selecionadas utilizando a funcéo
‘“ALEATORIOENTRE” do software Microsoft Excel. A funcdo forneceu um
namero aleatorio entre 1 e 260, que correspondem ao nimero minimo e maximo
de plantas que a estufa comporta. Quando a funcéo indicou alguma posicéo ja
ocupada, o procedimento foi repetido até o sorteio de uma vaga disponivel.

Os tratamentos consistiram na adicao isolada de solucbes contendo calcio
(3 mmol/L-Tratamento Calcio) e boro (2,5 pmol/L-Tratamento Boro) a solucdo
nutritiva padréo, completando do volume de 200 mL por aplicacdo. O Tratamento
Controle administrou 200 mL de solucao nutritiva padréo a cada individuo, sem
outros acréscimos. A concentracdo das solucdes aplicadas segue de Mello
(2022). Como fonte dos elementos, foram utilizados cloreto de célcio (CaClz) e
acido bérico (HsBOs3) (DE MELLO, 2022). O pH médio das solu¢bes Tratamento
Célcio, Boro e Controle foram 5,92, 5,60 e 5,82, respectivamente. O volume
adotado para suplementacdo equivale a quantidade de solugcdo nutritiva
necessaria para saturar o substrato sem que ocorresse o extravasamento, nas
condi¢cBes em que ele se encontrava antes dos pulsos de irrigacédo padrao.

As aplicacOes dos tratamentos de suplementacéo foram realizadas uma
vez por semana, durante oito semanas, de abril a junho de 2021. A primeira
aplicacéo ocorreu 25 dias ap0s transplantio (DAT), com o inicio do aparecimento
das inflorescéncias; e finalizou em 72 DAT, durante o periodo de periodo de
frutificagéo.

Os tomateiros utilizados para pesquisa fazem parte de um cultivo comercial
de tomate tipo grape, que apresenta cerca de 5-8% da produgcéo comprometida

por rachaduras (dados ndo publicados). As rachaduras prejudicam a integridade,
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sabor e estética do tomate; o que inviabiliza sua comercializacdo para o consumo
in natura. Considerando que cada tomateiro desse cultivo produz cerca de 10 kg
de frutos durante seu ciclo de vida (dados ndo publicados), estima-se que o
prejuizo seja de 0,5-0,8 kg por planta. Por conta das perdas observadas nesse
cultivo em particular, buscou-se avaliar os efeitos dos tratamentos de
suplementacao na firmeza do fruto e variaveis associadas como forma indireta

do controle das rachaduras.

5.4 Colheita e processamento das amostras

A colheita foi realizada em junho, uma semana apés a ultima aplicacdo das
solugdes (79 DAP). Os frutos foram coletados no estagio desenvolvimento “pink”
(Figura 2-A), de acordo com Padrées dos Estados Unidos para Graus de
Tomates Frescos (Figura 2-B) (USDA, 1991). Nesse estagio, os tomates séo
visualmente caracterizados pela coloracao alaranjada, podendo apresentar mais
de 30% da superficie avermelhada ou vermelha, mas ndo mais que 60% (USDA,
1991).

O tomate “pink” € o mais adequado para verificar diferencas de firmeza que
podem estar relacionadas a rachadura do pericarpo, porque a transicdo para
esse estagio é marcada pelo aumento de volume do fruto, devido a expansao
celular, tornando-o mais susceptivel as rupturas (KHADIVI-KHUB, 2015; WANG
et al., 2011; DOMINGUEZ et al., 2012).

Para as analises anatbmicas qualitativas (descricdo anatbmica do
pericarpo, andlise histoquimica e andlise ultra-estrutural) foram coletados dez
frutos intactos e dez com rachaduras de tomateiros que nao participaram do
experimento de suplementacdo. Para a mensuracao das variaveis quantitativas,
foram coletados 16 tomates saudaveis e sem rachaduras por individuo;

totalizando 160 frutos por tratamento e 480 por experimento.
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Green

Light red Red

Figura 2: Tomate tipo grape (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) no estagio de maturagao
“pink”. A: Tomate selecionado para a coleta (seta branca) (acervo préprio). B: Identificacao visual
dos estagios de maturagdo com estagio “pink” selecionado (quadrado azul) (adaptado;
THENGANE; GAWANDE, 2018).

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, e transportadas em
caixas de isopor ao Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal
do Espirito Santo, onde o processamento foi realizado. Todos frutos foram
lavados uma vez em agua corrente; em seguida, lavados uma vez em agua
destilada e secos a temperatura ambiente.

As amostras reservadas as analises quimicas de determinacdo de
carboidratos estruturais e teores de Ca e B passaram pelos seguintes processos:
o pericarpo foi separado dos demais tecidos do fruto, cortado em pequenos
fragmentos e seco em estufa a 50°C até alcancar massa constante (sete a dez
dias). Em seguida, as amostras secas foram maceradas com pistilo, identificadas
e acondicionadas em recipientes de plastico hermético para posteriores analises

quimicas.

5.5 Anatomia do pericarpo

Os frutos reservados ao estudo anatdbmico foram cortados
transversalmente, as sementes e tecidos internos removidos, e as amostras de
pericarpo intacto e com rachadura da regido equatorial do fruto foram fixadas em
FAA 50 (JOHANSEN, 1940). Em frutos de forma elipsoide, o pericarpo da regiao
equatorial € submetido a maiores tensfes em comparagcdo os tecidos das
extremidades (CONSIDINE; BROWN, 1981; CIESLAK et al., 2016; LIU et al.,
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2020). Portanto, cortes dessa regiao sdao mais indicados para avaliar efeitos na
anatomia dos tecidos. Apo6s dois dias, o fixador foi descartado e substituido por
etanol 70%.

As descricfes anatdbmicas foram realizadas a partir de observacdes de
laminas permanentes. Para isso, as amostras foram desidratadas em série
etandlica crescente (90%, 100%, 100%) com duracdo de trés horas cada e
incluidas em historesina glicol-metacrilato (Leica®). Durante a pré-infiltragéo o
material foi submetido a mistura de etanol 100% e historesina pura (Leica®) na
proporcdo de 1:1 (v:v) por oito horas. A infiltracdo foi feita com resina pura,
durante 24 horas. Os blocos foram cortados transversalmente em microtomo
rotativo, utilizando-se navalha de perfil C. Os cortes, com cerca de 10 um de
espessura, foram corados com azul de toluidina pH 4,0 (O’ BRIEN, 1981) e as
laminas montadas com balsamo do Canada sintético (Synth®).

As fotomicrografias foram obtidas com camera fotografica digital (Nikon
digital DS-Ri1, unidade digital DS-U3, Nikon Tec. Corporation, Tokyo, Japan)
acoplada ao microscopio 6ptico (Nikon Eclipse 50i, Nikon Tec. Corporation,
Tokyo, Japan) e a um microcomputador com software de captura de imagem

(Nikon NIS-Elements, Nikon Tec. Corporation, Tokyo, Japan).

5.5.1 Andlise histoquimica

Para da determinacdo da natureza quimica das paredes de células
expostas ao meio externo pela rachadura, sec¢gdes de material fresco, realizadas
a mao livre, foram submetidas aos seguintes testes histoquimicos: sudan IV,
para a deteccdo de substancias lipidicas; solucdo de floroglucina acidificada,
para a deteccao de lignina e solucdo de vermelho de ruténio, para evidenciar
substancias pécticas (JOHANSEN, 1940).

5.5.2 Mensuracdao das variaveis anatdmicas quantitativas

As analises anatbmicas quantitativas consistiram na medicao da espessura
de tecidos (Tabela 3), em laminas semipermanentes de sessdes transversais do
pericarpo intacto da regido equatorial do fruto. Os cortes foram realizados a méao

livre, corados com vermelho de ruténio, e montadas utilizando gelatina
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glicerinada (JOHANSEN, 1940). As medicOes foram feitas no software Nis
Elements - BR (Nikon Tec. Corporation, Tokyo, Japan).

O pericarpo é estruturalmente delimitado em trés regides: exocarpo,
mesocarpo e endocarpo. A composicao tecidual de cada regiao e a terminologia
utilizada séo divergentes na literatura especializada, e variam de acordo com a
concepcao de cada autor (CERRI; REALE, 2022). Portanto, nesse trabalho
adotou-se como padréo o estudo de Renaudin et al. (2017), que propde uma
divisado do pericarpo do tomate-cereja (cultivar West Virginia 106) baseado nas
semelhancas dos padrdes de desenvolvimento dos tecidos (divisédo e expansao
celular). Os autores consideram que o exocarpo € formado por epiderme
(unisseriada) e camadas subepidérmicas externas (dois estratos); o mesocarpo
€ composto por estratos iniciais do mesocarpo (numero variavel de camadas
proximo as camadas subepidérmicas externas) e mesocarpo central; e o
endocarpo € constituido por epiderme (unisseriada) e camada de células

subepidérmicas internas.

5.5.3 Anélise ultra-estrutural

A ultraestrutura do pericarpo com rachadura foi observada por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para isso, amostras de pericarpo
com rachadura foram fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2% e tamp&o cacodilato 0,1M). Em sequéncia, o foi adicionado
o crioprotetor (glicerol 30% e tamp&o cacodilato 0,1M) e as amostras levadas ao
freezer -80°C para congelamento total dos tecidos. Para fratura da amostra,
utilizou-se o nitrogénio liquido, que foi vertido diretamente sobre o tecido. Seguiu-
se com a desidratagcdo em etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), secagem no
ponto critico de CO2 (Autosandri-815, Tousimis), revestimento com 10 nm de
ouro puro em um aspersor a vacuo (Desk V, Denton Vacuum) e analise em modo
direto usando um microscépio eletrénico de varredura (Jeol, JEM-6610 LV).
Todos os processos foram realizados no Laboratorio de Ultraestrutura Celular
Carlos Alberto Redins — LUCCAR-UFES.
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5.6 Estimativas das variaveis

Foram avaliadas ao todo 21 variaveis quantitativas do fruto, subdivididas
em trés em grupos: morfolégicas, fisico-quimicas e anatdmicas (Tabela 3).
Dentre esse conjunto de variaveis, a literatura cientifica destaca 15 como
possiveis preditoras da firmeza (resposta), que sdo: (1) diametro longitudinal
(d1), (2) diametro equatorial (d2), (3) massa fresca do fruto (Massafresca), (4)
teor de solidos soluveis (TSS), (5) acidez total titulavel (ATT), (6) pH, (7) teor de
calcio do pericarpo (Ca), (8) teor de boro do pericarpo (B), (9) teor de celulose
no pericarpo (Celulose) , (10) teor de hemicelulose no pericarpo (Hemicelulose),
(11) teor de lignina (Lignina), (12) espessura do exocarpo (EspExo), (13)
espessura da cuticula da epiderme externa (EspCut), (14) espessura da
epiderme externa (EspEpiex) e (15) espessura das camadas subepidérmicas
externas (EspCsl) (Tabela 3). Os efeitos das solu¢cdes de suplementacao
nutricional foram avaliados em todo o conjunto de variaveis, enquanto que, o
estudo das inter-relacBes que influenciam a firmeza utilizou apenas as citadas

pela literatura especializada.
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Tabela 3: Variaveis do fruto e pericarpo, abreviaturas, breve descricao e unidades. As variaveis destacadas com asterisco foram utilizadas nas andlises de

equacdes estruturais.

Abreviatura Descrigcéo Unidade
Firmeza Forca necessaria para romper o pericarpo N
Varidveis morfologicas
*dl Diametro longitudinal do fruto mm
*d2 Diametro equatorial do fruto mm
*Massafresca Massa fresca do fruto g
Variaveis fisico-quimicas
*TSS Teor de sdlidos soluveis °Brix
*ATT Acidez total titulavel g/100g de acido citrico
*pH pH sem unidade
*Ca Teor de calcio no pericarpo g/Kg de massa seca
*B Teor de boro no pericarpo mg/Kg de massa seca
*Celulose Teor de celulose no pericarpo mg/g de massa seca

*Hemicelulose
*Lignina
Variaveis anatbmicas
EspPer
EspMes
*EspExo

Teor de hemicelulose no pericarpo

Teor de lignina no pericarpo

Espessura pericarpo
Espessura mesocarpo

Espessura exocarpo

mg/g de massa seca

mg/g de massa seca

um
um

pum



EspEnd
*EspCut
*EspEpiex
*EspCsl
EspEpien
EspCs2

Espessura endocarpo

Espessura cuticula

Espessura epiderme externa

Espessura das camadas subepidérmicas externas
Espessura epiderme interna

Espessura da camada subepidérmica interna

pum
pum
pm
pum
gum

um
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5.6.1 Determinagdo da massa e dimensdes do fruto

Os frutos in natura foram pesados em balanca analitica, e mensurados os
diametros equatorial (d1) e longitudinal (d2) com paquimetro (modelo 316119,
MTX). Cada amostra consistiu em cinco frutos, totalizando 150 frutos por

experimento.

5.6.2 Determinacéo da Firmeza

A Firmeza (N) foi mensurada com o uso de um durémetro de frutas digital
(MOD, PTR-300, Instrutherm), com ponteira de 6 mm. Cada fruto foi perfurado
uma vez, préximo a linha equatorial, e a forca maxima de resisténcia a puncao
foi registrada. Frutos pouco firmes (firmeza baixa) resistem por menos tempo ao
rompimento sob a administracdo da mesma forca em comparacdo aos de
firmeza elevada (firmeza alta). Os resultados por amostra foram expressos como

a média da forca registrada em cinco frutos por unidade amostral.

6.6.3 Determinacdo da acidez total titulavel e Ph

A determinacdo da acidez total titulavel seguiu a metodologia do Instituto
Adolfo Lutz (2005) com modificagdes, seguindo Silva (2019). As amostras,
compostas por cinco frutos cada, foram completamente homogeneizadas
utilizando mixer. Em seguida, o homogenato liquido foi filtrado com compressas
nao aderentes, sendo esse processo alternativo a centrifugacdo recomendada
no protocolo original. A determinacdo do pH foi realizada diretamente pela
imerséao do eletrodo do pHmetro (Tecnal) no homogenato liquido apos a filtracao.
Depois disso, 1 mL do filtrado foi diluido em 50 mL de agua ultrapura, e a mistura
foi titulada com solugdo de NaOH (1 mol/L) até atingir pH 8,2. Os resultados
foram expressos em porcentagem de acido citrico, sendo obtidos pela seguinte

expressao matematica: ATT=(MxV xF)/3xV’

Em que:
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V = volume em ml da solucéo de hidroxido de sédio gasto na titulagéo
F = massa molar do &cido citrico, a qual é de 192,12 g.mol*

M = molaridade da solucéo de hidroxido de sodio usada na titulacéo
V’ = volume em mL da amostra analisada

6.6.4 Determinacao do teor de sélidos soluveis

Para a determinacéo do teor de sdlidos soluveis (TSS), as amostras, compostas
por cinco frutos cada, foram completamente homogeneizadas utilizando mixer e
filtradas com compressas ndo aderentes. A leitura foi realizada utilizado
refratbmetro manual (modelo 103, Biobrix), através da leitura direta do
homogenato das amostras. Para cada amostra, foram aferidas cinco leituras, e
resultados por unidade amostral foram expressos como a média desses valores,

expressos em °Brix.

6.6.5 Determinacédo do teor de célcio e boro

Os teores de célcio (Ca) e boro (B) foram determinados de acordo com o método
de Malavolta, Vitti e de Oliveira (1997). Para a afericdo do boro, foram utilizadas
incineracdo via seca com determinacdo colorimétrica, seguindo 0s mesmos

autores.

6.6.6. Determinacao do teor de celulose

A determinacédo de celulose das amostras foi realizada de acordo com Brendel
et al. (2000), utilizando 100 mg de massa seca inicial para cada unidade
amostral. O processo foi realizado quatro vezes, sendo o resultado final a média
obtida.

6.6.7 Determinacao do teor de hemicelulose

A metodologia utilizada para a determinacdo de hemicelulose seguiu
Shédel et al. (2010), com modificacdes no processo de extracdo do amido.
Nessa etapa foi utilizado o dimetilsulféxido (DMSO), de acordo com Carpita e

Kanabus (1987). Foi utilizada massa inicial de 50 mg de massa seca inicial para
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cada unidade amostral. O processo foi realizado quatro vezes, sendo o resultado

final a média obtida.

6.6.8 Determinacgéao do teor de lignina

A metodologia utilizada para a determinacéo da lignina segue dos Santos
et al. (2008). Foi utilizada massa inicial de 50 mg de massa seca inicial para cada
unidade amostral. O processo foi realizado quatro vezes, sendo o resultado final
a média obtida.

6.7 Andlise de dados

6.7.1Comparag0Oes entre Tratamentos de Suplementagéo

As comparacdes entre os tratamentos de suplementacéo (B, Ca, Ctr) em
relacdo ao conjunto de variaveis mensuradas (Tabela 3) foram realizadas por
meio do teste de Kruskal-Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952). Foram avaliados
27 individuos (tomateiros); sendo nove do grupo B, dez do grupo Ca e oito do
grupo Ctr. Inicialmente, adotou-se 30 individuos para o estudo, mas trés
unidades amostrais (tomateiros 3,5,24) foram apontadas como outliers
multivariados e foram removidas. Os valores multivariados discrepantes foram
detectados através do método Mahalanobis (AGGARWAL, 2017), utilizando
como valor critico o critério do lambda Wilks e distribuicdo #2, considerando a =
0,05.

O teste de Kruskal-Wallis é uma alternativa ndo parameétrica ao teste F da
Andlise de Variancia (SOUSA; LIRA; FERREIRA, 2012), sendo utilizado para
comparacdes entre trés ou mais grupos quando os dados nao alcancam o0s
pressupostos de homoscedasticidade das varidncias e normalidade dos
residuos. Convencionou-se adotar a = 0,05, o que significa que ha uma
probabilidade de rejeitar erroneamente HO igual a 5%. Dessa forma, se p-valor
> q, rejeita-se HO e assume-se que os grupos diferem significativamente; mas se
p-valor = a os grupos sao considerados semelhantes.

O teste de Kruskal-Wallis indica que pelo menos um dos grupos é diferente,
mas nao informa quais pares de grupos sdo semelhantes ou nao (SIEGEL,

CASTELLAN, 2006), sendo necessario aplicar um teste post-hoc em caso de
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resultado significativo. Nesse caso, adotou-se o teste de Nemenyi (NEMENY]I,
1963) de comparacdes multiplas, que é comumente utilizado apos a aplicacao
de teste ndo paramétricos com trés ou mais fatores (HECKE, 2012). As andlises
foram realizadas em ambiente de software R (R Core Team 2022), utilizando o
pacote DescTools (SIGNORELL et. al., 2022).

6.7.2 Estudo das inter-relacdes entre Firmeza e variaveis fenotipicas

As 15 variaveis citadas pela literatura especializada como potenciais
preditoras a firmeza do fruto (variaveis fenotipicas) (Tabela 3) foram exploradas
nas analises de correlacdo linear de Spearman e equacfes de modelagem
estruturais por partes (SEM).

Os valores multivariados discrepantes foram detectados através do método
Mahalanobis (AGGARWAL, 2017), utilizando como valor critico o critério do
lambda Wilks e distribuicdo y?, considerando a = 0,05. Apds a remogéao das trés
unidades amostrais indicadas (individuos 3, 5, 24), os dados alcancaram a
normalidade multivariada, verificada pelo teste Mardia (MARDIA, 1970).

Algumas distribui¢des (pH, Ca, Hemicelulose e EspCsl) ndo obtiveram a
normalidade univariada, avaliada por meio do teste Shapiro Wilk (SHAPIRO;
WILK, 1965). Dessa forma, optou -se pelo método ndo paramétrico de correlacao
de Spearman (SPEARMAN, 1904). O coeficiente de correlagéo de Spearman (p)
determina o grau de correlacdo entre as variaveis através de valores situados
entre +1 e -1. Correlagbes com valor de p (+ ou -) maior que 0,9 séo consideradas
muito fortes; entre 0,9 e 0,7 séo fortes; entre 0,7 e 0,5 sdo moderadas e entre
0,5 e 0,3 séo fracas.

Posteriormente, as variaveis foram selecionadas através da andlise de
selecdo direta (BLANCHET; LEGENDRE; BORCARD, 2008), e foram
construidos os modelos de equacdes estruturais por partes (LEFCHECK, 2016)
para a analise de efeitos independentes (GRACE et al., 2012). As variaveis
preditoras selecionadas para a SEM por partes foram: (A) Analise das inter-
relacdes entre Firmeza, variaveis morfologicas e anatdbmicas: d2, Massafresca,
EspExo, EspEpiex, EspCs1; (B) Andlise das inter-relagdes entre firmeza, teores
de célcio e boro, e variaveis anatdmicas: B, Ca, EspExo, EspCut, EspEpiex; (C)

Andlise das inter-relagbes entre Firmeza, teor de solidos sollveis e variaveis
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anatdmicas: TSS, EspExo, EspCut, EspCs1; (D) Andlise das inter-relacdes entre
Firmeza e variaveis fisico-quimicas: TSS, pH, Celulose, Hemicelulose.

Os SEMs permitem testar hipoteses sobre a rede de relagfes causais entre
observaveis em um sistema e suas forgas relativas, sem saber antecipadamente
quais variaveis terdo efeitos positivos, negativos, diretos ou indiretos sobre esses
observaveis. As equacdes foram utilizadas para revelar relacdes entre variaveis
preditoras (fenotipicas) e a variavel resposta (Firmeza) (MICHALETZ;
KERKHOFF; ENQUIST, 2018).

A analise SEM por partes foi realizada com a selecdo do modelo AIC
(SHIPLEY, 2013), sendo considerada melhor do que a SEM tradicional para
pequenos conjuntos de dados e aqueles contendo observagbes nao
independentes de varidveis multivariadas nédo distribuidas normalmente
(MICHALETZ; KERKHOFF; ENQUIST, 2018). As correlacdes de Spearman nao
participam dos modelos da SEM, mas foram utilizadas separadamente para a
melhor interpretacdo das relagbes entre as variaveis. Foram utilizamos o0s
pacotes piecewiseSEM (LEFCHECK, 2016) em ambiente de software R (R Core
Team 2022) para realizar a construcdo e analise do modelo de equacéo

estrutural por partes.

7 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas gerais do fruto

O tomate grape tipo no estagio “pink” possui cerca de 7,8 g, e forma
elipsoide, com diametro longitudinal superior ao equatorial (28,0 e 21,6 cm,
respectivamente). Possui aproximadamente 9,9 N, 6,6 °Brix, 0,3 mg de acido
citrico/mL e 4,7 para as caracteristicas firmeza, teor de sélidos solaveis, de
acidez total titulavel e pH, respectivamente (Tabela 4).

Os grupos apresentaram valores médios proOximos para as caracteristicas
avaliadas entre si e em relagdo a média total. Apesar disso, foi verificado que
Ctr possui médias de d2, Massafresca e Firmeza um pouco superiores a média

total e a dos demais grupos. O grupo B destacou-se pelo maior TSS e menor



38

ATT, caracteristicas associadas ao melhor sabor do tomate. O grupo Ca possui

meédias inferiores a total, exceto o pH, que € superior (Tabela 4).

Tabela 4: Caracteristicas gerais do tomate tipo grape. Os valores correspondem as médias das
variaveis nos tratamentos boro (B), célcio (Ca) e controle (Ctr); e a média total (Total) nos trés
tratamentos.

Variaveis B Ca Ctr Total
di 21,429 21,636 21,768 21,606
d2 27,950 27,902 28,941 28,226
Massafesca 7,854 7,609 8,140 7,848
Firmeza 9,729 9,416 10,388 9,808
TSS 6,757 6,598 6,465 6,611
ATT 0,300 0,367 0,344 0,338
pH 4,758 4,769 4,698 4,744

7.2 Anatomia do pericarpo

A partir das analises microscopicas de amostras de pericarpo intacto e com
rachaduras, provenientes de frutos nao suplementados, foram realizadas

descri¢cdes anatdmicas gerais para o tomate tipo grape.

7.2.1 Anatomia do pericarpo intacto

O tomate tipo grape intacto no estagio “pink” possui pericarpo com cerca
de 3 mm de espessura. O exocarpo possui em média 37,3 ym, sendo composto
por epiderme e duas camadas subepidérmicas (Tabela 5). A epiderme é
unisseriada, glabra e sem estbmatos; formada por células retangulares ou
quadradas em seccao transversal, de paredes primarias retas. A cuticula possui
em média 7,7 um de espessura e impregna fortemente as paredes periclinais e
radiais das células epidérmicas (Figura 3:A). Pregas anticlinais de material
cuticular ocorrem entre as células da epiderme e alcangam o primeiro estrato
das camadas subepidérmicas, depositando-se sobretudo nas paredes periclinais

superiores (Figura 3:A). A lamela média (Figura 3:A) encontra-se entre as
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paredes radiais de células vizinhas, interrompendo a deposicdo do material
cuticular.

As camadas subepidérmicas externas (EspCsl) consistem em dois
estratos celulares, sendo que o externo (Csla) esta localizado proximo a
epiderme, e o interno (Cslb), ao mesocarpo (Figura 3: A). Ambas sédo formadas
por células de formato eliptico, de comprimentos e largura variados, que dao
aspecto descontinuo ao tecido. As células possuem paredes espessas, de
natureza péctico-celulésica conforme evidenciado com o teste com vermelho de
ruténio. Cslb diferencia as camadas celulares mais externas do mesocarpo,
caracterizadas por células menos volumosas e com diametro periclinal (em
seccao transversal) mais pronunciado em relagdo as do mesocarpo central.

O mesocarpo é a camada mais espessa do pericarpo, e possui espessura
média de 29,0 mm. Esse tecido corresponde aproximadamente 93,6% do
pericarpo fresco; enquanto o endocarpo ocupa 5,2%, e 0 exocarpo, apenas
1,2%. As células mesocéarpicas maduras sdo volumosas e apresentam formato
elipsoide, com parede celular primaria delgada (Figura 3:B). Em secdo
transversal, possuem areas variaveis. Na regido central do mesocarpo estédo
distribuidos os feixes vasculares colaterais, com maior propor¢cdo de floema
primario em relacdo ao xilema (Figura 3:B).

O endocarpo possui em média 159,8 uym de espessura; € formado pela
epiderme interna e camada de células subepidérmicas (EspCs2) que possuem
em média 58,2 e 101,6 ym de espessura, respectivamente. A camada
subepidérmica é composta por um estrato celular, formada por células
elipsoides, de parede priméaria delgada, com poucos espacos intercelulares
(Figura 3:C). A epiderme interna é unisseriada, formada por células globosas,
com paredes primarias finas e cobertas por fina cuticula. Assim como a epiderme

externa, ndo apresenta tricomas ou estématos (Figura 3:C).
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Figura 3: Fotomicrografias de seccdes transversais do pericarpo de tomate tipo grape (S.
lycopersicum var. cerasiforme), coradas com azul de toluidina. A: Exocarpo (Exo) composto por
epiderme externa unisseriada (Epiex) com cuticula (triangulo vermelho), e camadas
subepidérmicas (Csl). Prega anticlinal de material cuticular (asterisco preto), que alcanga o
estrato externo de Csl (seta vermelha). Lamela média (seta preta) entre as paredes radiais de
células epidérmicas vizinhas. Aspecto do mesocarpo inicial (Mes’), porgéo externa do mesocarpo
diferenciada por Csl1l.B: Mesocarpo central (Mes) formado por células parenquiméaticas
(asterisco), que circundam feixes vasculares (Fv). C: Endocarpo (End), composto por epiderme
interna unisseriada (Epien) e camada subepidérmica (Cs2). A: 50 ym, B-C: 200 ym.

7.2.2 Anatomia do pericarpo com rachadura

As rachaduras externas do tomate tipo grape consistem em rupturas
externas e longitudinais do fruto. Sob a rachadura desenvolve-se uma ténue
camada de contencéo, de aspecto branco e brilhante (Figuras 4: A-B). As lesdes
mais severas expdem os tecidos pericarpicos, loculares e sementes ao meio
externo (Figura 4:C). Em vista frontal, a rachadura mostra que a contencgéo
possui aspecto estriado e distribui-se irregularmente sob as superficies celulares
(Figura 4:D). Constatou-se que a hatureza quimica da contencéo é lipidica,
devido a reacéao positiva ao sudan IV (Figura 4:E). Observou-se que a contencao
é formada por um espessamento das paredes celulares periclinais de células
exocarpicas e mesocarpicas na regiao da lesdo ou préximas a mesma (Figuras
4:F-G). Além disso, as células envolvidas na contencdo tornam-se mais
compactas.

A Figura 4.G mostra a integracdo entre as células mesocarpicas, que
produzem a camada de contencdo que cobre a rachadura; e células do
exocarpo, responsaveis por estruturar lateralmente a contencdo. Em corte
transversal, observa-se que 0s tecidos exocarpicos proximos a rachadura,
apresentam maior estratificacdo e menor espessura em comparagdo aos

mesmos tecidos oriundos de um fruto intacto (Figuras 4:H-I).
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Figura 4: Anatomia do tomate tipo grape (S. lycopersicum var. cerasiforme) com rachadura. A:
Fruto com rachadura no ramo do tomateiro. B: Fruto com rachadura cicatrizada e camada
contencédo. C: Fruto com rachadura néo cicatrizada. D: Ultraestrutura da camada de contencao,
em vista frontal, observados por meio de microscopia eletrénica de varredura. E: Reacao positiva
ao sudan IV na rachadura. F-I: Fotomicrografias de secc¢des transversais do pericarpo de tomate
tipo grape, coradas com azul de toluidina. F: Aspecto geral do pericarpo com rachadura ao nivel
do mesocarpo inicial (Mes’) e contencao local (seta preta). O mesocarpo central (Mes),
endocarpo (End) e cavidade locular (CL) ndo foram comprometidos pela rachadura. G: Detalhe
da rachadura, mostrando a contencéo (seta preta) formada pelo espessamento de parede das
células mesocarpicas (asterisco preto) e espessamento de parede das células epicarpicas
proximas a regido de ruptura (asterisco vermelho). H: Aspecto compacto do exocarpo (seta
dupla) localizado préximo a rachadura. I: Exocarpo de fruto intacto (seta dupla). D = 100; ym E
=200 ym; F =500 pm; G= 200 ym; H-1 =50 um.
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7.3 Suplementacdo com Calcio e Boro

As concentracfes de Ca e B utilizadas nos tratamentos de suplementacao
via substrato ndo produziram aumento na Firmeza, que foi estatisticamente
semelhante entre os grupos (Tabela 5)

A média de Firmeza alcancada foi de 9,8 N, sendo o maior valor alcancado
no tratamento Ctr (10,6 N) e o menor, em Ca (9,4 N). O teor de célcio também
foi mais elevado no tratamento Ctr (2,9 g/Kg), e menor no tratamento Ca (2,2
g/Kg); apesar de nao haver diferencas estatisticas entre os grupos (Tabela 5)

Os tratamentos de suplementacg&o promoveram diferencas entre 0s grupos
apenas em relacéo as variaveis S, Mg, P e N (Tabela 5). O tratamento Ctr possui
teor de S superior aos demais grupos (1,3g/kg), enquanto o tratamento B
apresentou o menor teor desse nutriente (1,1 g/Kg). O tratamento Ca obteve os
maiores teores de Mg, P e N (1,6; 3,9; 17,0 g/Kg, respectivamente).

N&o foram observados entre os tratamentos diferencas em relacdo as
variaveis anatbmicas (Tabela 5). Apesar disso, as médias de Ctr para espessura
do endocarpo e hipoderme interna sdo superiores as dos demais tratamentos, e
a meédia geral (Tabela 5). As amostras Ctr também apresentaram maior
espessura da espessura da hipoderme externa, como mostra a tabela 5. O grupo
Ca apresentou maiores médias de espessura do pericarpo, mesocarpo e cuticula
(Tabela 5). O grupo B possui, em média, o0 exocarpo e epiderme externa mais

€SpPessos.

Tabela 5: Resumo dos testes Kruskal Wallis de comparag6es mdltiplas entre os tratamentos de
suplementacao nutricional boro (B), calcio (Ca) e controle (Ctr). Os valores correspondem as
médias das variaveis por tratamento, e a média total (Total) nos trés tratamentos.

Variaveis B Ca Ctr Total p-valor
dl 21,429 21,636 21,768 21,606 0,614
d2 27,950 27,902 28,941 28,226 0,810
Massafesca 7,854 7,609 8,140 7,848 0,626
Firmeza 9,729 9,416 10,388 9,808 0,182
TSS 6,757 6,598 6,465 6,611 0,575
ATT 0,300 0,367 0,344 0,338 0,461

pH 4,758 4,769 4,698 4,744 0,133
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Ca 2,204 1,846 2,339 2,111 0,313
B 14,889 15,600 16,625 15,667 0,156
Celulose 0,194 0,090 0,086 0,123 0,134
Hemicelulose 7,00E-03 7,20E-03 7,76E-03 7,30E-03 0,174

Lignina 2,68E-05 2,98E-05 2,97E-05 2,88E-05 0,358
EspPer 2951,733 3133,153 3099,154 3062,606 0,623
EspMes 2773,292 2945,068 2884,634 2869,903 0,686
EspExo 37,452 34,967 38,114 36,728 0,174
EspEnd 140,987 153,114 176,405 155,973 0,078
EspCut 7,476 7,564 8,020 7,670 0,931
EspEpiex 17,586 15,553 15,733 16,284 0,329
EspCsl 12,390 11,852 14,363 12,775 0,161
EspEpien 51,608 58,770 60,490 56,892 0,130
EspCs2 89,382 94,346 115,916 99,083 0,082

Probabilidade de significancia (p-valor): ***, p < 0,001; **, 0,01< p < 0,05; *, 0,05 < p < 0,10.
Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Nemenyi, a
5% de probabilidade.

7.4 Inter-relagBes entre Firmeza e variaveis fenotipicas

7.4.1 Correlacdes

A Firmeza possui correlacéo significativa com as variaveis fisico-quimicas
TSS e pH (Tabela 6). Em ambos os casos, as associacfes sdo negativas e
consideradas fracas (p < 0,5). Esses resultados informam que o aumento da
Firmeza esta linearmente associado a reducdo de TSS e pH, assim como sua
reducao esta associada ao aumento dessas duas variaveis. As correlacdes entre

as variaveis fenotipicas estdo descritas na Tabela-7 (Anexos).
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Tabela 6: Correlacdes de Spearman entre firmeza do fruto e variaveis fenotipicas. p = coeficiente

de correlagé@o de Spearman.

Variaveis p p-valor
Firmeza di -0,0855 0,6714
Firmeza d2 -0,0927 0,6455
Firmeza Massafresca -0,0046 0,9819
Firmeza TSS -0,4290 0,0255*
Firmeza ATT -0,0914 0,6503
Firmeza pH -0,3845 0,0476*
Firmeza Ca 0,1532 0,4456
Firmeza B -0,0914 0,6503
Firmeza Celulose 0,1060 0,5986
Firmeza Hemicelulose 0,2032 0,3093
Firmeza Lignina -0,1889 0,3454
Firmeza EspPer -0,1738 0,3860
Firmeza EspExo 0,0544 0,7877
Firmeza EspCut 0,3439 0,0790
Firmeza EspEpiex -0,1753 0,3818
Firmeza EspCsl -0,0139 0,9451

Probabilidade de significancia (p-valor): ***, p < 0,001;

7.4.2 Equagdes de modelagem estruturais

**,0,01<p<0,05;* 0,056 <p=<0,10.

Considerando todo o conjunto de caracteristicas selecionadas, observou-

se que duas podem ser consideradas como variaveis-chave no sistema, devido

a magnitude de influéncia sob a firmeza do fruto e/ou pela capacidade de

estabelecer outras relacfes. Nesse contexto, destacam-se o Ca e TSS em

sistemas distintos; sendo que o primeiro atua em conjunto com as variaveis

anatbmicas, e 0 segundo, é determinante junto as variaveis fisico-quimicas.

Ambas apresentam efeitos diretos e significativos, mas antagonicos, em relacao

a firmeza: enquanto elevagdes do teor de célcio promovem a firmeza do fruto,

elevagbes do TSS a reduzem. Por esse motivo foram consideradas em sistemas

diferentes, sempre levando em conta as relacdes em conformidade com a

literatura.
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7.4.2.1 Analise das inter-relacfes entre Firmeza, variaveis morfoldgicas e

anatbmicas

A Firmeza foi influenciada negativamente por d2 (R2=-,69; p-valor=0,02),
indicando que o aumento do didmetro equatorial promove a reducéo da variavel-
resposta. A EspExo promoveu efeitos positivos na Firmeza (R?%=0,34; p-
valor=0,03), apesar de EspEpiex desempenhar efeito negativo (R?=0,34; p-
valor=0,03) (R2=-0,43; p-valor= 0,01). A relacéo positiva de casualidade entre d2
e Massafresca (R?=0,52, p-valor=0,00) demostram que aumentos de diametro
equatorial estdo relacionados ao aumento de massa. As variaveis morfolégicas
nao foram influenciadas pelas variaveis anatbmicas, e suas inter-relagcdes néo

explicaram a variacdes de Firmeza (p-valor =1; AIC = 50) (Figura 5).
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Figura 5: Modelo simplificado das inter-relagbes entre Firmeza, variaveis morfologicas e
anatbmicas do tomate tipo grape (S. lycopersicum var. cerasiforme) (p-valor=1, AIC=50), obtido
por modelagem de equacdes estruturais por partes. As variaveis foram selecionadas por meio
de andlise de selec¢édo direta, e estédo representadas pelas caixas com abreviatura. As relagfes
foram estabelecidas de acordo com a literatura cientifica, e estdo representadas por setas que
partem da variavel preditora (cauda) e chegam na resposta (seta). Efeitos de maior magnitude
S&80 expressos por setas mais robustas. Os efeitos estatisticamente insignificantes nas relacdes
preditor-resposta (p-valor <0,05) sdo mostrados por meio das setas vazadas. Os numeros
correspondem aos coeficientes de regressédo estimados. NUmeros positivos (setas pretas) e
nameros negativos (setas vermelhas), representam efeitos positivos e negativos,
respectivamente, entre uma variavel preditora e uma resposta.
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7.4.2.2. Analise das inter-relacdes entre Firmeza, teores de calcio e boro, e

variaveis anatbémicas

A Firmeza foi positivamente influenciada por Ca (R%=0,69; p-valor=0,05),
que promovei seu efeito diretamente. Além disso, Ca possui relacdo de causa
efeito, positiva e direta com EspCut (R2=0,84; p-valor = 0,02). EspExo é
influenciada positivamente por EspEpiex (R2= 0,08; p-valor=5E#), mas nédo por
EspCut. Ca e B ndo promoveram efeitos na espessura dos componentes do
exocarpo, e a variacao de firmeza néo foi explicada por meio das inter-relacdes

entre essas variaveis (p-valor= 1; AIC = 50) (Figura 6).
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Figura 6: Modelo simplificado das inter-relagbes entre Firmeza, teor de célcio e variaveis
anatbmicas (S. lycopersicum var. cerasiforme) (p-valor= 1; AIC = 50), obtido por modelagem de
equag0es estruturais por partes. As variaveis foram selecionadas por meio de analise de selecao
direta, e estdo representadas pelas caixas com abreviatura. As relagdes foram estabelecidas de
acordo com a literatura cientifica, e estdo representadas pelas setas que partem da variavel
preditora (cauda) e chegam na resposta (seta). Efeitos de maior magnitude sé&o expressos por
setas mais robustas. Os efeitos estatisticamente insignificantes nas relagdes preditor-resposta
(p-valor <0,05) sdo mostrados por meio das setas vazadas. Os numeros correspondem aos
coeficientes de regressao estimados. NUmeros positivos (setas pretas) e nimeros negativos
(setas vermelhas), representam efeitos positivos e negativos, respectivamente, entre uma
variavel preditora e uma resposta.

7.4.2.3 Analise das inter-relacdes entre Firmeza, teor de solidos solluveis e

variaveis anatomicas

A Firmeza é negativamente influenciada por TSS (p-valor=1, AIC=36),
indicando que o aumento do teor de acUcares solUveis promove reducdo da

variavel-resposta. EspCsl promove efeito positivo em EspExo (R2=0,82, p-
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valor=2,00 E*#), e € 0 componente do exocarpo mais determinante para sua
variacdo de espessura. TSS nao promoveu efeitos nas variaveis anatdbmicas, e
estas néo estdo relacionadas por causa-efeito com Firmeza. Dessa forma, as
inter-relacdes entre as variaveis preditoras ndo explicou a variagdo de Firmeza
(p-valor=1, AIC=36) (Figura 7).
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Figura 7: Modelo simplificado das inter-relagBes entre Firmeza, teor de sélidos sollaveis e
varidveis anatbmicas (S. lycopersicum var. cerasiforme) (p-valor=1, AIC=36), obtido por
modelagem de equacdes estruturais por partes. As varidveis foram selecionadas por meio de
andlise de selec¢do direta, e estao representadas pelas caixas com abreviatura. As relag6es foram
estabelecidas de acordo com a literatura cientifica, e estdo representadas pelas setas que partem
da variavel preditora (cauda) e chegam na resposta (seta). Efeitos de maior magnitude séo
expressos por setas mais robustas. Os efeitos estatisticamente insignificantes nas relacdes
preditor-resposta (p-valor <0,05) sdo mostrados por meio das setas vazadas. Os numeros
correspondem aos coeficientes de regressdo estimados. NUmeros positivos (setas pretas) e
niomeros negativos (setas vermelhas), representam efeitos positivos e negativos,
respectivamente, entre uma variavel preditora e uma resposta.

7.4.2.4 Andlise das inter-relacfes entre Firmeza e variaveis fisico-quimicas

A Firmeza é negativamente influencia por TSS, indicando que o aumento
do teor de acucares solluveis promove reducédo da variavel-resposta (R2=-1,12,
p-valor = 0,014). pH e Hemicelulose estdo associadas negativamente por causa-
efeito, (R2=0,48, p-valor=0,0092). Os carboidratos estruturais nao estéo
associados, e nao influenciam a Firmeza. As inter-relagdes entre as variaveis
preditoras nao explicaram a variacao de firmeza do fruto ndo foi confirmada (p-
valor =1,00, AIC = 36) (Figura 8).
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Figura 8: Modelo simplificado das inter-relacdes entre Firmeza e variaveis fisico-quimicas (S.
lycopersicum var. cerasiforme) (p-valor=1, AIC=36), obtido por modelagem de equacdes
estruturais por partes. As variaveis foram selecionadas por meio de analise de sele¢édo direta, e
estdo representadas pelas caixas com abreviatura. As relacdes foram estabelecidas de acordo
com a literatura cientifica, e estdo representadas pelas setas que partem da variavel preditora
(cauda) e chegam na resposta (seta). Efeitos de maior magnitude sao expressos por setas mais
robustas. Os efeitos estatisticamente insignificantes nas relagBes preditor-resposta (p-valor
<0,05) sdo mostrados por meio das setas vazadas. Os numeros correspondem aos coeficientes
de regressdo estimados. NUmeros positivos (setas pretas) e ndmeros negativos (setas
vermelhas), representam efeitos positivos e negativos, respectivamente, entre uma variavel
preditora e uma resposta.

8 DISCUSSAO

8.1Caracteristicas gerais do fruto

O tomate tipo grape apresenta semelhancas morfolégicas com linhagens da
variedade cereja, com excec¢do da massa fresca, que é inferior. Além disso,
destaca-se pela maior espessura do exocarpo. Possui menor pH, e maior
Firmeza e ATT, em comparacdo ao cultivares tipo salada. De forma geral, as
amostras utilizadas apresentam as caracteristicas gerais e aspectos de
qualidade esperados para a linhagem, ou semelhantes a de outros minitomates.
Devido a auséncia de informagBes especificas sobre o estagio de
desenvolvimento “pink”, algumas caracteristicas foram comparadas ao estagio
‘red”, que € amplamente utilizado em pesquisas sobre a qualidade geral do
tomate.

As caracteristicas morfologicas do tomate tipo grape no estagio “pink”

foram semelhantes as observadas em cultivares de minitomate no estagio “red”.
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O d1 meédio verificado nesse estudo € semelhante ao relatado para linhagens
hibridas de minitomate por Maciel et al. (2016) e Finzi et al. (2019). O d2 médio
€ superior ao verificado por Preczenhak et al. (2014) em frutos de 64 linhagens
de minitomates, que obtiveram média de 27,8 mm. A média de Massafresca foi
inferior as do cultivar Sweet grape em Preczenhak et al. (2014) e Cunha et al.
(2014), com 14,5 e 9,169, respectivamente.

A Firmeza média do tomate tipo grape no estagio “pink” foi inferior a do
tomate-cereja “Unicorn” no mesmo estagio de desenvolvimento (18,2 N) (ISLAM
et al., 2018). Em comparacéo a cultivares de tomates de mesa, de tamanho
médio e no estagio “red”, a Firmeza do tomate tipo grape € superior (BATU, 2004;
MODOLON et al., 2012; JIANG et al., 2019, CONSTANTINO et al., 2021).

O TSS médio do tomate tipo grape no estagio “pink” foi semelhante ao
minimo esperado para essa linhagem no estagio “red” pela SAKATA
(JUNQUEIRA; PEETZ; ONODA, 2007). A média no estagio “pink” foi inferior a
de Mundim et al. (2014) e Finzi et al (2019), que obtiveram 8,5 e 7,3 °Brix em
tomate tipo grape no estagio “red”. Em relagdo ao cultivar de tomate-cereja Alisa
Craig (5,7 °Brix) no estagio “pink”, o TSS médio do tomate tipo grape foi superior
(ISLAM et al., 2018).

A média de ATT obtida é inferior ao verificado por Islam et al. (2018), para
a variedade ‘Unicorn’ no estagio “pink” (0,58 g/100g de acido citrico). Em
comparacao com tomates destinados a processamento (0,24 g/100g de acido
‘red”, o tomate tipo grape possui maior ATT média
(WILKERSON et al., 2013).

O pH foi semelhante ao obtido por Heath (2012) para a variedade Sweet

citrico), no estagio

grape no estagio “red”. Comparado a cultivares tipo salada, o hibrido tipo grape
possui menor acidez (THYLBO et al., 2006; MODOLON et al., 2012; LIU et al,
2020).

Em relacdo aos teores de Ca e B, o tomate tipo grape apresentou medias
superiores aos da cultivar Sweet grape no estagio “red”, que possui 0,84 g/Kg de
Cae 3,22 mg/Kg de B (DE MELLO, 2022). Os teores de carboidratos estruturais
médios estdo abaixo do obtido por Lenucci et al., (2008); Szymanska-Chargot et
al., (2017).

A EspCut média do tomate tipo grape no estagio “pink” é superior ao das

variedades de tomate-cereja Cascada, Gardner’s Delight e RIL115 no estagio
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‘red” (7,2; 5,2 e 6,4 uym, respectivamente); e inferior ao Cornell (9,4 pum) no
mesmo estagio de desenvolvimento (DOMINGUEZ et. al, 2008). A espessura da
cuticula pode variar entre 0,66-4,40 ym em diferentes cultivares (VELA-
HINOJOSA, 2008), o que esta de acordo com o observado nesse trabalho para
comparacoes realizadas. A EspEpiex média foi de 16,3 um; valor superior ao
observado em gendétipos de minitomates LA1698 e LA2683, que possuem em
média 15,96 e 15,90 um, respectivamente (YANG et al., 2016). A EspExo foi
superior ao verificado por Ranci¢, Quarrie e Pecinar (2010), que obtiveram
médias de 31,7 um para tomate-cereja (39 DAP). Os mesmos autores
registraram média superior de EspCs1 (20,0 um), considerando trés camadas de
células subepidérmicas. As médias de EspPer, EspMes e EspEnd foram
superiores aos obtidos por Ranci¢; Quarrie; Pecéinar (2010) para as mesmas

variaveis, cuja a média foi de 1740,6, 1670, 9 e 31.5 um.

8.2 Anatomia do pericarpo com rachadura

PRECISO FALAR MAIS SOBRE A RACHADURA. TRAZER MAIS
INFORMACOES SOBRE O PADRAO DA FISSURA E FORMA DO FRUTO,
FALAR MAIS DA RACHADURA NO TOMATE

A cicatrizagcdo do tomate tipo grape consiste na producdo de uma
contencédo local, sem o desenvolvimento da periderme de cicatrizacdo. Essa
caracteristica € incomum, ja que a producado da periderme ocorre em cultivares
de tomate de mesa (GRACA, 2015), incluindo a variedade cereja (TAO et al.,
2016), da qual a linhagem tipo grape foi derivada.

A contencao é formada pela camada de células pericarpicas diretamente
lesionadas, expostas ou préximas ao local da ruptura. Observa-se que, em
sessdo transversal, essas células apresentam paredes mais espessas, menor
area e organizam-se de forma compacta.

A maior compactacao celular é decorrente da dessecacao que as celulas
expostas ao meio externo sofrem (DEAN; KOLATTUKUDY, 1976).
Consequentemente, as células perdem volume e apresentam menor area em
sessdo transversal. Os mesmos autores relatam que a primeira mudanca

observavel na superficie cortada de um tecido vegetal € a dessecacdo da
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primeira camada de células danificadas e de uma a poucas camadas de células
proximas.

O espessamento das paredes primarias é provavelmente devido processo
de suberizacéo priméria, que ocorre em superficies cortadas de tecidos vegetais
(KOLATTUKUDY, 2001). A impregnacédo das paredes com suberina é coerente
ao resultado positivo do sudan IV, que detecta a presencas de substancias de
natureza lipidica. As macromoléculas de suberina contém dominios poli
aromaticos e poli alifaticos, reticulados por esterificacdo de glicerol, e estdo
localizados entre a parede celular primaria e a membrana plasmatica
(KOLATTUKUDY, 2001). Além disso, a literatura cientifica relata que a
suberizacado ocorre em varios tipos olericolas (batata, inhame, batata-doce,
cenouras feijao, vagem, pepino), inclusive no tomate (KOLATTUKUDY, 2001).

O primeiro estagio de suberizacdo, considerado como suberizacao
primaria, inclui a formacdo de uma barreira por meio da qual biopolimeros de
suberina se acumulam nas paredes celulares na superficie da rachadura
(GRACA, 2015). A anatomia da contencao produzida pelo tomate tipo grape é
semelhante aos tecidos desse estagio; que consiste em uma protecao provisoria
de células adjacentes a leséo, de arranjo compacto, e paredes espessadas (TAO
et al., 2016).

O segundo estagio de suberizacdo, considerada como suberizacdo
secundaria, envolve o desenvolvimento da periderme de cicatrizacdo pelo
meristema secundario felogénio (GRACA, 2015). Ndo foram encontrados na
literatura exemplos de espécies vegetais que promovem a suberizacao primaria,
mas ndo a secundaria. Até mesmo danos mecanicos leves, como rachaduras
pequenas e pouco profundas, passam pelo processo de suberizacao secundaria
no maximo de trés a cinco dias apds a lesdo (SERRA et al., 2012; MACNEE et
al., 2020).

Dessa forma, sdo necessarios mais estudos que investiguem as etapas de
cicatrizacdo do tomate tipo grape, e a composi¢cao quimica das substancias que
gue impregnam as paredes celulares que foram a barreira de contencgao. O teste
histoquimico realizado evidenciou a presenca de substancias lipidicas, mas néo
foi comprovado que se trata da suberina. E necessario considerar que o hibrido
tipo grape @ um produto com caracteristicas altamente selecionadas, que

possivelmente foram adquiridas por melhoramento genético (JUNQUEIRA;
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PEETZ; ONODA, 2007). As informac¢des acerca dos procedimentos realizados
sao confidenciais, mas é possivel especular sobre possiveis explicacdes para a
cicatrizagédo observada no tomate tipo grape.

Rachaduras ou danos mecénicos superficiais s&o limitantes para a
comercializacdo do tomate tipo grape; ja que esse produto € muito utilizado na
culinaria para fins estéticos, como enfeite de pratos, acompanhamentos ou
courvet (ALVARENGA, 2013). Os frutos com rachadura perdem seu valor de
mercado, e ndo sdo destinados ao consumo in natura; mas podem ser utilizados
para fabricacdo de molhos, geleias, extratos, recheios, conservas, entre outros.
Dessa forma, considerando as diversas aplicacfes do tomate tipo grape, € mais
vantajoso comercialmente que o fruto rachado desenvolva apenas a cicatrizacéo
superficial.

Estudos recentes descrevem que 0 processo de suberizacdo esta
negativamente relacionado ao de biossintese de cuticula nas regides lesionadas
do tomate (MACNEE et al.,, 2020). De acordo com 0s mesmos autores, a
expressao génica dos genes relacionados a suberizagéo esta associada a menor
atividade dos genes de biossintese da cuticula, o que impede que o tecido de
cicatrizacdo desenvolva cuticula. Panikashvili et al. (2009) verificaram que o
gene Defective in cuticular ridges estd envolvido na sintese de enzimas
responsaveis pela incorporacdo do mondmero mais abundante da cutina na flor
de Arabidopsis. Posteriormente, o mesmo gene foi identificado no tomate, e seu
silenciamento promoveu a suberizacdo secundéaria por toda a superficie do
exocarpo, mostrando que o0 processo ocorre quando a biossintese de cuticula
nao ocorrer (PANIKASHVILI et al. 2009). Dessa forma, a literatura contém
informacOes sobre o trade-off de expressdo génica entre suberizacdo e
biossintese de cuticula, e é possivel que essa relacéo tenha sido explorada em
programas de melhoramento genético. Apesar disso, a auséncia de suberizagéo
nas lesdes, mas com continuidade de deposicdo de cuticula ndo foi descrita,
trata-se apenas de uma possivel explicacdo para o padrdo de cicatrizacéo
observado, considerando a natureza quimica das substancias presentes na

rachadura.
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8.3 Suplementacédo Nutricional com Calcio e Boro

Os tratamentos de suplementacao nutricional de Ca e B ndo promoveram
aumento da firmeza do fruto. Além disso, as concentracdes desses elementos
também foram estatisticamente semelhantes entre os tratamentos, indicando
gue a maior oferta desses nutrientes ndo foi acompanhada de maior absorcao.
Apesar dos resultados nao significativos, as amostras do tratamento Citr
apresentaram as maiores concentragdes desses nutrientes.

O tomate grape tipo ainda é pouco estudado, em compara¢do com outros
cultivares que estdo no mercado brasileiro. Ainda sdo necessarias pesquisas
gue determinem a marcha de nutrientes especifica para essa linhagem. De
maneira geral, os produtores adotam para seu cultivo o manejo nutricional
utilizado para a variedade cereja, com modificacdes. Nesse trabalho, foi utilizada
a solucéo nutritiva modificada de Papadopoulos (1991), que contém 4,8 mmol L-
1 de Ca e 25,0 umol L't de B. Mesmo sem a suplementacédo nutricional, a
concentracdo de Ca ofertada é mais que suficiente para o desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo do tomate-cereja (PAPADOPOULOS, 1991; HALEEMA
et al., 2018; MATINEZ et al., 2018; DE MELLO, 2022). Dessa forma, é possivel
que o tratamento Ctr, que utilizou apenas a solucdo nutritiva padréo, ja

funcionasse como uma suplementagéo nutricional.

8.4 Inter relagdes entre Firmeza variaveis fenotipicas

8.4.1 Analise das inter-relacdes entre Firmeza, varidveis morfoldgicas e

anatbmicas

Nesse trabalho, foi verificado que o diametro equatorial dos tomates tipo
grape influencia negativamente a Firmeza, o que esta de acordo com Gill e
Nandpurl, (1970); Considine e Brown, (1981), e Peet (1992). Mas a Massa fresca
do fruto, que é positivamente influenciada por d2, ndo desempenha efeito na
Firmeza. Dessa forma, o diametro equatorial € a Unica caracteristica morfologica
relevante para a Firmeza, considerando o sistema de variaveis proposto.

Considine e Brown (1981) avaliaram como a forma do fruto esta

relacionada a distribuicdo da tensdo interna em sua superficie. Com excecao
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dos frutos esféricos, a intensidade e distribuicdo do estresse mecanico variam
de acordo com a morfologia do fruto; sendo diretamente proporcional ao
diametro de curvatura e inversamente a espessura do pericarpo de determinada
de uma regidao (CONSIDINE; BROWN, 1981).

O tomate tipo grape possui formato elipsoide; com as extremidades
equidistantes do centro e com diametros semelhantes, e uma regiao equatorial
com didmetro maior que os dos 4pices. De acordo com esses autores, a regido
equatorial recebe maior intensidade de estresse mecanico em detrimento das
extremidades devido ao seu maior diametro de curvatura. Essa regido € a mais
susceptivel ao aparecimento das fissuras, que provavelmente, processam-se
internamente no pericarpo, e depois alcancam a superficie (JACKMAN;
MARANGONI; STANLEY, 1992). Dessa forma, o incremento de d2 no tomate
tipo grape aumenta a tensdo direcionada a regido equatorial do fruto, e
consequentemente, reduz a firmeza na area, tornando-a susceptivel a ruptura.

Esperava-se que a espessura dos tecidos exocarpicos estivessem
relacionadas positivamente as caracteristicas morfologicas do fruto; assim como
verificado por Liu et al. (2020). No entanto, ndo foram observadas nesse estudo
relacfes causais ou de correlacao entre as variaveis desses grupos. Da mesma
forma que EsSpExo é pouco representativa para a espessura total do pericarpo,
€ possivel que as relacdes nao significativas estabelecidas entre essa variavel
com d2 e Massafresca ocorram devido a sua espessura muito reduzida.

Essa possibilidade seria valida se fossem verificadas relacbes de
casualidade significativas entre a espessura do pericarpo e as variaveis
morfologicas, o que ndo foi confirmado pelas andlises de regressao linear
simples (R?= 0,03; p-valor=0,73, EspPer e Massafresca; R?=-0,03; p-valor=0,73,
EspPer e d2) (dados ndo publicados). Dessa forma, é possivel que os outros
tecidos internos do fruto (septo, columela, placenta, tecidos loculares)
desempenhem efeitos mais importantes na variacdo dessas caracteristicas que
O pericarpo, e consequentemente, 0 exocarpo. A mensuracao das variaveis
morfoldgicas levou em consideracao todos os tecidos internos do fruto; mas essa
analise considerou apenas o pericarpo.

O volume que cada tecido interno do fruto ocupa é muito variavel entre os
diferentes cultivares de tomate (SZYMANSKA-CHARGOT et al., 2017), e essas

informacdes ainda ndo estdo disponiveis na literatura especializada para o
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tomate tipo grape. Apesar disso, Kaur et al. (2008) verificaram que em tomates
destinados para processamento, cerca de 33% do volume total € ocupado do
sementes; 27%, pelo exocarpo; e 40% pela polpa (pericarpo e demais tecidos
internos). Liu et al. (2020) verificaram quer as células mesocarpicas, que
possuem o0 maior volume médio do pericarpo, possuem volume médio
significativamente inferior ao observado nas células dos septos nos trés estagios
de maturacao avaliados (“green”, “pink” e “red”). Apesar disso, o volume médio
das células mesocérpicas foi superior em todos os estagios ao das células do
exocarpo, endocarpo e columela. Dessa forma, existem algumas sugestdes de
gue os tecidos internos sao muito representativos no fruto, e, portanto, deveriam

ter sido considerados na andlise para resultados mais fidedignos.

8.4.2 Andlise das inter-relacdes entre Firmeza, teores de calcio e boro, e

variaveis anatémicas

A hipotese que os teores de Ca e B influenciariam positivamente a Firmeza
por meio de suas relagdes com os componentes do exocarpo nao foi confirmada.
Dentre as variaveis avaliadas, apenas Ca possui relacdo de casualidade com
Firmeza. Essa mesma variavel também influencia EspCut positivamente.

Especula-se que as relacdes de Ca e B com os componentes do exocarpo
ocorrem devido as suas associacfes com a pectina, varidvel que néo foi
mensurada. Simultaneamente, Ca e B estabelecem ligacGes covalentes de
carater ibnico entre as cadeias de pectina adjacentes, formando uma matriz de
gel tridimensional, cristalina, e altamente hidratada (YANG et al., 2016). O calcio
liga-se a grupos carboxila livres de pectinas de baixa esterificagdo, formando o
pectato de calcio (WILLATS et al., 2006). Nestes géis pécticos, 0s grupos
carboxila (COO") carregados de cadeias de pectina vizinhas séo ligados via Ca?*,
e forma um complexo firme com a pectina, denominado pectato de célcio (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

O teor total de célcio do fruto estd positivamente correlacionado a
concentracdo de pectato de calcio, e cerca de 77-86% do calcio total do tomate
esta associado a pectina (DONG et al., 2004). O boro também se associa a
pectina por meio de ligagbes cruzadas, mas apenas entre os dominios RG-Il. A

associacdo de boro com RG-Il foi encontrada em 24 espécies de plantas
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superiores, 0 que sugere a onipresenca de um complexo B-RG Il nas paredes
celulares das plantas superiores (MATOH; KAWAGUCHI; KOBAYASHI,1996).

A pectina e suas fragbes ndo foram mensuradas nesse estudo, mas é
conhecido que a epiderme e camadas subepidérmicas externas séo os tecidos
pericarpicos com maior quantidade de pectina, expressa como equivalente de
acido galacturénico (DONG et al., 2004; LAHAYE et al., 2013; RUIZ et al., 2015;
SEGADO, DOMINGUEZ; HERIDIA, 2016). Lahaye et al. (2013) verificaram
correlacdes positivas e significativas entre teor de pectina e espessura do
pericarpo para genétipos das linhagens Levovil e MoneyBerg. Dessa forma,
levando em conta a contribuicdo do célcio e boro com na formacao e estabilidade
da rede de pectina, e que EspEpiex (R2 = 0,32; p-valor = 6,4E7°) e EspCsl (R2 =
0,48; p-valor=1,1E®) influenciam significativamente a EspExo (dados n&o
publicados); esperava-se que Ca e B influenciassem indiretamente EspEXxo.

A mensuracdo dos tecidos exocarpicos foi avaliada em seccles
transversais de pericarpo, e as espessuras das paredes periclinais foram
consideradas. Possivelmente, a variacdo de Ca e B associada a pectina dessas
paredes ndo gerou efeitos significativos na espessura dos tecidos. Esse
resultado pode ser explicado devido a independéncia entre espessura da parede
primaria e a matriz de pectina que ancora outros componentes estruturais. De
acordo com McCann e Roberts (1996), a espessura da parede primaria é
concentracdo e arranjo espacial da rede de celulose-hemicelulose, estando a
matriz de pectina subordinada ao desenvolvimento da rede celulose-
hemicelulose. Os mesmos autores removeram a pectina da parede primaria de
cebola utilizando uma técnica de congelamento rapido, e verificaram que a
arquitetura da rede celulose-hemicelulose continua preservada. Apesar do
distanciamento e ordenacdo entre os polissacarideos néo ter sido alterada, a
remocao da matriz de pectina aumentou o tamanho dos poros na malha de micro
fibrilas; mas a distancia entre protoplasto e lamela média nédo foi alterada pela
auséncia da pectina.

Em oposicdo a McCann e Roberts (1996), Shea, Gibeaut e Carpita (1989)
demonstraram que o quando uma parede celular é regenerada por um
protoplasto de cenoura, a matriz de pectina € estabelecida primeiro, por meio da
qual a rede celulose/hemicelulose é posteriormente intercalada. Outra evidéncia

de que a pectina pode formar uma rede independente e determinar a espessura
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da parede foi verificada por Shedletzky et al. (1990), em células de tomate
cultivadas em solucao inibidora de sintese de celulose (2,6-diclorobenzonitrila,
12uM). Mesmo na auséncia de celulose, a parede priméria € estabelecida
através da matriz de pectinas, principalmente, e por quantidades reduzidas de
xiloglucanos. Ha evidéncias crescentes de que o0s polissacarideos pécticos
contribuem para a resisténcia mecanica e as propriedades fisicas das paredes
primérias (RIDLEY et al., 2001). A analise comparativa dos mutantes murl e
mur2 de Arabidopsis também implica que a pectina, em vez de xiloglucano, € o
parceiro mais importante de micro fibrilas de celulose em proporciona forca as
paredes celulares das plantas (HOFTE, 2001; O'NEILL et al., 2001; VANZIN et
al., 2002).

Em todos os casos citados, independentemente da matriz de pectina
(ligada ao Ca e B) estar ou ndo positivamente associada a espessura da parede
primaria, como foi proposto; é necessario levar em conta as relacfes dessa
variavel com os demais carboidratos estruturais. Nesse caso, avaliou-se a
relagdo do Ca e B com essas variaveis, como forma indireta de considerar suas
relacBes com pectina. Nao existem relacdes significativas de causa-efeito entre
essas variaveis os carboidratos estruturais (avaliadas por meio de regressao
linear simples; dados n&o publicados); apenas o Ca foi positivamente
correlacionado a Celulose (p = 0,38, p-valor=0,05) (Tabela 6).

Nesse estudo foi verificada uma relacdo causal e direta entre o teor de Ca
e EspCut. O esperado era que EspCut ndo apresentasse relacao de causa-efeito
com o Ca, levando em conta que o célcio estrutural se encontra principalmente
na epiderme e camadas subepidérmicas, associado a pectina (DONG et al.,
2004; RUIZ et al., 2015).

A cuticula do tomate-cereja é composta principalmente por uma fragdo de
ceras, depositas sob uma matriz insolavel de cutina, que constitui seu principal
componente (SEGADO; DOMINGUEZ; HEREDIA, 2016). A membrana cuticular
repousa sobre e se funde com a parede periclinal externa das células
epidérmicas (DOMINGUEZ et al., 2008; YEATS et al., 2012). Assim, uma fracéo
de polissacarideos da parede celular é incorporada a cuticula e pode ser
considerada como um de seus componentes (DOMINGUEZ et al., 2008; YEATS
et al., 2012). De acordo com Thompson (2001), devido a profunda associagcéo
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entre a cuticula e a parede celular, ambas tém propriedades e funcdes
sobrepostas.

Dessa forma, a contribuicdo do Ca para a espessura da cuticula pode ter
relacdo com a presenca do pectato de calcio na parede primaria incorporada
pela cuticula. Além disso, como foi mencionado anteriormente, Ca foi
positivamente correlacionado a Celulose (p = 0,38, p-valor=0,05) (Tabela 6); mas
nao possui relagdes de causa efeito significativas com os carboidratos
estruturais (avaliadas por meio de regressdes lineares simples, dados né&o
publicados).

A associacao positiva entre espessura do exocarpo e seus constituintes
com a firmeza é abordada por varios estudos (DEMIRSOY; DEMIRSOY, 2004;
MATAS et al., 2004; MATAS et al., 2005; BARGEL; NEINHUIS, 2005; PESCHE;
KNOCH, 2005). Essas -caracteristicas também sdo negativamente
correlacionadas a taxa de ruptura dos frutos (CORREIA et al., 2018; LICHTER
et al., 2002; ZHANG et al., 2020).

A avaliacao da firmeza do fruto consiste na medicao da forca (N) necesséria
para romper o exocarpo por meio de uma puncdo externa. Sendo assim, em
condicbes semelhantes (duracdo do procedimento, local do fruto, area do
instrumento de puncéo) é preciso aplicar maior forca para romper o exocarpo de
um fruto firme, em comparacao ao de um fruto menos firme. Frutos com pressao
interna elevada tendem a apresentar menor firmeza devido a tensao
desenvolvida no exocarpo (ZHANG et a., 2020). Em geral, & medida que a
tensdo interna aumenta durante o amadurecimento do fruto, o exocarpo é
tensionado e torna-se mais delgado e fragil (ZHANG et a., 2020).

A resisténcia de um tecido tem duas propriedades: a for¢a (capacidade de
conter a pressao interna) e a elasticidade (capacidade do tecido de adequar-se
para conter variagdes de volume)(LAHAYE et al., 2013).Ambas as propriedades
estdo relacionadas estrutura e composicao das paredes primarias e juncdes
intercelulares. Até o tecido atingir seu médulo maximo de elasticidade, aumentos
da pressao de turgor (ou da forca aplicada na pungao) promovem a distenséo
das paredes celulares, e do tecido como um todo, aumentando sua rigidez, mas
sem causar fraturas (CONSIDINE; BROWN, 1981). Quando o médulo maximo

de forca é atingido, o tecido adquire sua espessura minima e sua superficie fica
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tensionada, rigida e esticada. Nesse cenario, os tecidos tornam-se frageis e o
fruto assume valores reduzidos de firmeza.

Sendo assim, era esperado que a variacdo de espessura dos tecidos
estivesse relacionada a variagcdo de Firmeza do fruto. No entanto, € possivel que
a pressao interna das amostras avaliadas ndo promovesse os fendbmenos
descritos, levando em conta que cada a microestrutura de cada tecido/material
pOSsui suas caracteristicas mecanicas proprias.

A investigagéao sofre o efeito da anatomia sob a Firmeza deveria considerar,
além das variaveis avaliadas nesse trabalho, as propriedades mecéanicas dos
componentes do exocarpo, composi¢ao quimica das paredes celulares, e outros
aspectos da anatomia (como &rea e densidade celular, grau de compactacéo do
tecido, espessura das paredes priméarias) (BARGEL; NEINHUIS, 2005;
DOMINGUEZ et al., 2012; LAHAYE et al., 2013). Apesar disso, Lahaye et al.
(2013), que consideraram esses atributos em seu trabalho, ndo encontraram
correlacdes entre firmeza e propriedades mecéanicas do pericarpo (linhagens
Levovil, VilB, Moneyberg, M82) com area celular e grau de compactacdo dos
tecidos. Esses autores sugerem que a variagdo de TSS entre as linhagens foi 0
fator mais importante na variagcdo das propriedades mecanicas, e que as
caracteristicas anatdmicas e histolégicas devem ser avaliadas em conjunto com

os parametros fisico quimicos do fruto.

8.4.3 Andlise das inter-relacdes entre Firmeza, teor de sdlidos sollveis e

variaveis anatdémicas

A analises das inter-relacfes entre Firmeza, teor de sélidos sollveis e
variaveis anatbmicas; e Firmeza e variaveis fisico-quimicas serao discutidas em
conjunto, devido as variaveis em comum. Dessa forma, nessa sessdo, as
equacbes de modelagem estrutural serdo denominadas SEM-C e SEM-D,
respectivamente.

O TSS é a variavel fisico-quimica determinante para a variagdo de Firmeza
em SEM-C e SEM-D. Em ambos os sistemas, TSS promove efeito negativo e
direto na variavel resposta; mas o esperado era que sua influéncia fosse

estabelecida indiretamente, por meio de sua influéncia nos na espessura dos
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tecidos do exocarpo (SEM-C) ou nos teores de carboidratos estruturais (SEM-
D).

As propriedades de turgescéncia dos tecidos, assim como a estrutura e
composicdo das paredes primarias e propriedades mecéanicas dos tecidos
exocarpicos, sado determinantes para a firmeza do fruto (TOIVONEN;
BRUMMELL, 2008). Essas propriedades séo determinadas pela capacidade das
células em ganhar agua e gerar turgor, sem haver danos ao tecido ou 6rgdo. O
estresse osmoético devido aporte hidrico gera lesdes por meio de dois
mecanismos: a ruptura da parede primaria, e a desconexao da célula do tecido
(perda de vinculo entre as células) (JACKMAN; MARANGONI; STANLEY, 1992).

O turgor pode ser afetado pelo acumulo de sélidos soluveis decorrente do
amadurecimento (HAYWARD, 1938). Apos atingir seu tamanho final, o influxo
de carboidratos para o tomate cessa, e a producdo de foto assimilados vai
gradualmente sendo reduzida, devido a conversdo dos cloroplastos em
cromoplastos (HAYWARD, 1938). Dessa forma, mudancas bioquimicas
importantes ocorrem para que o fruto maduro sobreviva, e mantenha condigdes
favoraveis para a viabilidade das sementes. Os principais eventos bioquimicos
nesta fase sdo: aumento da sintese de etileno, da respiracéo, da acidez, do teor
de sdlidos soluveis e reducdo do teor de amido (TOIVONEN; BRUMMELL,
2008).

O aumento dos acucares sollaveis leva a diminui¢do do potencial osmético
dos tecidos pericarpicos (JIANG et al., 2019). Caso o suprimento de agua ao
tomateiro seja adequado, ha aumento do aporte hidrico ao fruto, o que promove
a elevacdo da presséao de turgescéncia das células. A presséao interna do fruto
tende a aumentar e gera tensdo sob 0 exocarpo, que desempenha a contencao
gue mantém o fruto integro. O aumento da tensdo no exocarpo esta associado
a reducéo da espessura dos tecidos, e reducéo da firmeza (ZHANG et al., 2020).
Apesar disso, ndo ocorreram associa¢gOes de correlacdo ou causa-efeito entre
TSS e variaveis anatomicas.

E possivel que a concentracdo de acglicares sollveis do tomate no estagio
“pink” ndo seja insuficiente para promover aumento significativo dos tecidos do
mesocarpo, ao ponto de causar reducao de espessura do exocarpo devido a
elevacdo da presséo interna. De fato, o valor médio de TSS obtido nesse

trabalho é muito inferior ao do tomate tipo grape vermelho, que comumente varia
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entre 9-12 °Brix (CUNHA et al., 2014; DE MELO et al., 2022; JUNQUEIRA; A.H.;
PEETZ; DA M. S.; ONODA; S.M., 2011; NEGRISOLI et al., 2015). Observou-se
que, apesar de essas relagcbes nao serem significativas, todas sao negativas;
destacando-se a influéncia de TSS em EspCut, que foi superior as demais. Esse
resultado é semelhante ao de Bargel et al. (2005), que demostraram que a forca
de contencdo desempenhada pelo exocarpo quando o fruto possui pressao
interna baixa € desempenhada pela cuticula; e em situacfes de presséo interna
elevada, as camadas subepidérmicas sdo mais importantes.

Outra possibilidade para explicar a auséncia de associacdes entre TSS e
variaveis anatdbmicas do exocarpo (SEM-C) sdo o0s processos de amaciamento
do fruto, e reducdo de firmeza, decorrentes do amadurecimento. Durante o
amadurecimento dos frutos, h4 um declinio no turgor que contribui para
mudancas de textura (SHACKEL et al., 1991; HARKER, SUTHERLAND, 1993),
provavelmente devido a degradacdo enzimética das paredes primarias e
acumulo de solutos osméticos no apoplasto (ALMEIDA; HUBER, 1999).

De acordo com Gillaspy et al. (1993), o tomate finaliza seu crescimento no
final da quarta fase, quando termina os processos de expansao celular e atinge
seu tamanho final. Nessa etapa, apesar de ainda possuir coloragéo parcialmente
verde, comegam a atuar enzimas gue alteram a textura e a firmeza do fruto como
resultado da degradacdo dos componentes estruturais da parede celular e
lamela média (MARTIN; ROSE, 2014). A diminuicdo da firmeza (textura da
polpa) nesse periodo estd correlacionada a reducdo dos teores totais de
celulose, hemiceluloses e, sobretudo, de pectinas (HOPKINS; HUNER, 2004).
Sendo assim, é possivel que TSS nao produza efeito na turgescéncia e aumento
da espessura dos tecidos devido a diminuicdo da resisténcia das paredes
primarias.

As variacoes de Celulose e Hemicelulose nao foram influenciadas por TSS
na SEM-D, e ndo estdo associadas a variacdo de Firmeza. Esperava-se que
Firmeza fosse positivamente influenciada pelos carboidratos estruturais, mas
essas relacbes nao foram observadas. De acordo com Brumell (2006), as
pectinas sdo a classe de polissacarideos da parede celular que sofrem as
modificacdes mais marcantes durante o amadurecimento do tomate, sendo o
aumento de sua solubilizacdo e despolimerizacdo determinantes para o

amolecimento e reducéo de firmeza do fruto.
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Dessa forma, € possivel que o teor total de pectina e suas fracOes
desempenhem papel importante nas inter relacbes que explicam a firmeza.
Apesar disso, essas variaveis ndo foram avaliadas nesse estudo, e sugere-se
fortemente que estudos posteriores considerem essa variavel em analises de
equacOes estruturais, em conjunto com as demais -caracteristicas fisico
quimicas. Além disso, é importante que a composi¢cao quimica da parede
priméria do tomate tipo grape seja investigada em outros estudos; porque 0s
resultados obtidos para Celulose, Hemicelulose e Lignina estdo muito abaixo da
meédia encontrada para a variedade cereja (LAHAYE et al., 2013; LENUCCI et
al., 2008; SZYMANSKA-CHARGOT et al., 2017).

Verificou-se na SEM-D que Hemicelulose e pH estdo associadas
negativamente, por relagdo de causa-efeito. Em linhas gerais, esse resultado
mostra que o aumento do pH promove a reducao do teor de hemicelulose. Essas
variaveis estéo relacionadas devido ao processo de degradacéo enzimatica da
hemicelulose durante o amadurecimento do tomate, que é dependente de pH
especifico (JACKMAN; STANLEY, 1995).

A atividade enzimética € influenciada pelo pH, e as condi¢des ideais séo as
verificadas no fruto em estadios finais de maturacdo, com pH apoplastico
proximo a 4.5 e aumento da permeabilidade aos ions de K* (ALMEIDA; HUBER,
2001). O pH médio do tomate tipo grape no estagio “pink” é de 4,7, préximo ao
pH 6timo para a acéo das hidrolases e semelhante ao observado no estagio “red”
em diversos cultivares de tomate-cereja (SAPERS et al, 1990; HEATH, 2012;
MODOLON et al., 2012; WILKERSON et al. ,2013).

Sendo assim, a reducao do pH promoveria maior atividade enzimatica, e
consequentemente, diminuicdo do teor de hemicelulose. A relacédo observada
entre essas variaveis na SEM-D descreve o inverso, ou seja, 0 que nao €
sustentado pela literatura. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos sobre o
teor de carboidratos estruturais e suas relacbes com demais variaveis
fenotipicas para verificar essas inconsisténcias.

Lahaye et al. (2013) verificaram que os teores de celulose e hemicelulose
estdo positivamente correlacionados a Firmeza; mas nesse estudo, o0s
carboidratos estruturais ndo apresentaram correlacbes com a variavel resposta.
Houve correlacéo positiva entre os teores de Hemicelulose e Lignina; associacao

que pode ser explicada devido ao processo de reticulagdo da lignina. A



63

reticulacéo entre hemiceluloses e lignina ocorre por meio de dois mecanismos:
incorporacao na lignina por acoplamento radical de substituicdes do ferulado no
xilano em monocotileddneas e incorporacdo de residuos de glicosil
hemicelulésicos por re-aromatizacdo de intermediarios de lignificacdo em
eudicotiledéneas (VAN DONGEN et al., 2011). O tomate possui parede celular
secundaria apenas nas ceélulas do xilema, que estdo presentes nos feixes
vasculares mesocérpicos. Como as amostras analisadas continham o pericarpo
integral, incluindo os feixes vasculares, é possivel que essa associacao esteja

relacionada a esse processo.

9 CONCLUSOES

O pericarpo com rachadura apresenta lesdo que compromete o epicarpo e
mesocarpo inicial, principalmente; e desenvolve uma conten¢édo local que
cicatrizante. Foi verificado por meio do teste do sudan 1V, que a natureza quimica
da regido cicatrizada ¢ lipidica, indicando que a substancia presente pode ser a
suberina. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos que investiguem as
etapas da cicatrizacdo, assim como a composicdo quimica da substancia
presente nas paredes.

Os tratamentos de suplementacdo aplicados via substrato ndo foram
produziram efeitos na firmeza do fruto. Provavelmente, a auséncia de efeitos foi
devido a concentracdo mais que suficiente desses elementos na solucéo padrao
para o ciclo reprodutivo do tomate. Dessa forma, o manejo nutritivo adotado €
adequado para a cultura.

O estudo das inter-relacdes entre variaveis fenotipicas por meio das SEMs
nao explicou a variacdo de firmeza. Em nenhum sistema as relacfes
estabelecidas entre as variaveis explicaram como a Firmeza varia, mas duas
variaveis se destacaram pela influéncia individual na variavel resposta: Ca e
TSS. Ambas se associam a Firmeza diretamente, por meio de relacbes de
causa-efeito e de correlagdo, e produzem efeitos antagdnicos. Ca esta
relacionado ao aumento da Firmeza, e possivelmente esse efeito esta
relacionado & sua associa¢éo com a pectina. E possivel que o efeito direto entre

Ca e Firmeza, observado nesse trabalho, seja decorrente da auséncia dos teores
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de pectina no sistema. O mesmo ocorreu com TSS, que promove reducdo na
Firmeza diretamente, mas é possivel que esse efeito esteja associado as
propriedades de turgescéncia dos tecidos e resisténcia das paredes primarias.
Dessa forma, sugere-se que estudos posteriores considerem a inclusdo dessas
variaveis no sistema de equacdes. Além disso, é indicada a inclusédo de variaveis
anatbmicas que avaliem a espessura das paredes primarias, além da

composicdo quimica.
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10 ANEXOS

Tabela 7: Resumo das correlagcdes de Spearman significativas entre variaveis fenotipicas (P-
valor <0,05). p = coeficiente de correlacdo de Spearman.

Variaveis p P-valor
dl Massafresca 0,9090 5,42E-11
d2 Massafresca 0,9050 9,05E-11
EspExo EspCsl 0,7526 5,95E-06
d2 di 0,7389 1,08E-05

ATT Lignina 0,5051 0,0072




Hemicelulose
EspExo
pH
Firmeza
Massafresca
di
Firmeza
B
TSS

Lignina
EspExoex
Hemicelulose
TSS
ATT
ATT
pH
EspPer
Ca

0,4996
0,4451
-0,4358
-0,4290
0,4011
0,3906
-0,3845
0,3835
-0,3760

0,0080
0,0200
0,0231
0,0255
0,0381
0,0440
0,0476
0,0483
0,0532
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