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RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertencente a familia Solanaceae, € uma das
olericolas mais cultivadas e consumidas no mundo. Do ponto de vista de maturacao,
o tomate se enquadra no grupo de frutos climatéricos, que sdo colhidos ainda verdes
com propdésito de minimizar as perdas pos-colheita. No entanto, reduzir o desperdicio
de frutas e hortalicas continua sendo um desafio. A pratica mais comum para enfrentar
esse problema é a aplicacdo de produtos quimicos, especialmente para o controle de
patdogenos. No entanto, o uso indiscriminado desses produtos pode prejudicar o
ambiente, tornando necesséria a busca por estratégias alternativas, como o uso de
substéancias bioldgicas. Estas substancias parecem ser fundamentais para promover
uma conservacao de alimentos eficaz e segura. Com base nessa premissa, a presente
pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito do Bacillus subtilis aplicado antes da
colheita nas respostas fisico-quimicas e bioquimicas dos frutos de tomate, bem como
em seus atributos qualitativos durante o periodo pdés-colheita. A pesquisa foi
conduzida em duas etapas. A primeira etapa foi instalada para definir as doses do
produto comercial com cepas de B. subtilis quanto a eficiéncia em parametros
qualitativos e fisico-quimicos dos frutos, em delineamento de blocos ao acaso, com
quatro blocos, constituidos de cinco doses (0, 2, 4, 6 e 8 L ha') do biofungicida
contendo o microrganismo. Na primeira etapa os resultados revelaram que os frutos
de tomate tratados com B. subtilis mostraram aumento no teor de solidos solaveis,
acidez titulavel, acido citrico, acido ascoérbico e contetdo de amido. Houve também
maior capacidade antioxidante dos frutos, principalmente devido a acdo de enzimas
antioxidantes, especialmente nas doses de 4 e 6 L hal. Com base nos resultados
obtidos, foram selecionadas as doses de 4 e 6 L ha! para a segunda etapa desse
estudo. Na segunda etapa, foram avaliados os parametros bioquimicos, fisico-
quimicos e qualitativos dos frutos aos 0, 4, 8 e 12 dias de armazenamento a
temperatura ambiente com as doses 0, 4 e 6 L ha! do biofungicida. Esta etapa foi
realizada com delineamento de blocos ao acaso em parcelas subdivididas, sendo a
parcela principal as doses e a subparcela o tempo de armazenamento. Na segunda
fase do experimento, a aplicacdo do biofungicida a base de B. subtilis na dose de 6 L
ha' favoreceu as respostas fisioldgicas dos frutos de tomate até o 12° dia apés a

colheita em comparag¢do com o controle. Essas respostas ocorreram devido & maior



atividade das enzimas fenilalanina amoénia-liase, polifenol oxidase, superoxido
dismutase, catalase e peroxidase. Além disso, houve reducéo na atividade de enzimas
pectinoliticas e na peroxidacdo lipidica, o que ajudou a manter a integridade das
membranas até o final do periodo de avaliacdo. Isso contribuiu para a firmeza dos
frutos e retardou o processo de amadurecimento, prolongando assim a vida de
prateleira dos frutos. Pode-se concluir que a aplicacdo pré-colheita de B. subtilis
influencia positivamente a qualidade pos-colheita dos frutos de tomate, ao regular o
processo de amadurecimento. Esta abordagem biol6gica oferece uma alternativa
promissora aos produtos quimicos, promovendo uma conservacgao de alimentos eficaz

€ seqgura.

Palavras-chave: defesa antioxidante; biofungicida; shelf-life; Solanum lycopersicum;

tempo de prateleira, armazenamento.



ABSTRACT

The tomato plant (Solanum lycopersicum L.), belonging to the Solanaceae family, is
one of the most cultivated and consumed vegetables worldwide. From a maturation
perspective, tomatoes are classified as climacteric fruits, which are harvested while
still green to minimize post-harvest losses. However, reducing fruit and vegetable
waste remains a challenge. The most common practice to address this issue is the
application of chemical products, particularly for pathogen control. However, the
indiscriminate use of these products can harm the environment, necessitating the
search for alternative strategies, such as the use of biological substances. These
substances appear to be crucial for promoting effective and safe food preservation.
Based on this premise, the present study aimed to evaluate the effect of pre-harvest
application of Bacillus subtilis on the physicochemical and biochemical responses of
tomato fruits, as well as on their qualitative attributes during the post-harvest period.
The study was conducted in two phases. The first phase was designed to determine
the doses of the commercial product containing B. subtilis strains in terms of their
efficiency on the qualitative and physicochemical parameters of the fruits, using a
randomized block design with four blocks, comprising five doses (0, 2, 4, 6, and 8 L
hal) of the biofungicide containing the microorganism. Results from the first phase
revealed that tomato fruits treated with B. subtilis showed increased levels of soluble
solids, titratable acidity, citric acid, ascorbic acid, and starch content. There was also
an enhanced antioxidant capacity of the fruits, primarily due to the activity of antioxidant
enzymes, especially at doses of 4 and 6 L ha. Based on these results, doses of 4 and
6 L ha'! were selected for the second phase of the study. In the second phase, the
biochemical, physicochemical, and qualitative parameters of the fruits were evaluated
at 0, 4, 8, and 12 days of storage at room temperature with doses of 0, 4, and 6 L ha
of the biofungicide. This phase was carried out using a randomized block design with
subdivided plots, where the main plot represented the doses and the subplot
represented the storage time. In the second phase of the experiment, the application
of the B. subtilis-based biofungicide at a dose of 6 L ha favored the physiological
responses of the tomato fruits up to the 12th day after harvest compared to the control.
These responses were attributed to increased activity of the enzymes phenylalanine
ammonia-lyase, polyphenol oxidase, superoxide dismutase, catalase, and peroxidase.

Additionally, there was a reduction in pectinolytic enzyme activity and lipid



peroxidation, which helped maintain membrane integrity until the end of the evaluation
period. This contributed to the firmness of the fruits and delayed the maturation
process, thereby extending the shelf life of the fruits. It can be concluded that pre-
harvest application of B. subtilis positively influences the post-harvest quality of tomato
fruits by regulating the maturation process. This biological approach offers a promising

alternative to chemical products, promoting effective and safe food preservation.

Keywords: antioxidant defense; biofungicide; fruit quality; Solanum lycopersicum,
shelf-life.
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma espécie vegetal pertencente a
familia Solanaceae (Quinet et al., 2019; Rezk et al., 2021) estando seu fruto presente
na mesa da maioria dos brasileiros. Seu cultivo € de grande importancia econémica e
nutricional entre as hortalicas, sendo o segundo vegetal mais consumido no mundo,
depois da batata, com aproximadamente 182,3 milhdes de toneladas produzidas por
ano (FAOSTAT, 2019).

O Brasil esté entre os dez maiores produtores mundiais de tomate, englobando
0 consumo in natura e industrial. A producao brasileira de tomate em 2023 alcangou
aproximadamente 3,9 milhdes de toneladas. Para 2024, a estimativa € de 4,1 milhdes
de toneladas. Os estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Bahia se destacam
como os maiores produtores (IBGE, 2024; Sidra, 2022).

O consumo de tomate é amplamente difundido por apresentar compostos
antioxidantes, incluindo vitaminas, carotenoides, acidos organicos e compostos
fendlicos (Farooq et al., 2020; Li et al., 2018). Esses compostos bioativos
desempenham uma gama de propriedades fisiolégicas como efeito anti-inflamatorio,
antialergénicos, antimicrobianos, cardioprotetores e antioxidantes (Quinet et al., 2019;
Raiola et al., 2014).

Todavia, a qualidade do fruto do tomateiro e a biossintese de metabdlitos podem
ser influenciadas pelas condicbes de crescimento e desenvolvimento das plantas
(Diouf et al., 2018), bem como, por seu manuseio pds-colheita, que pode culminar em
perdas durante o armazenamento (Shehata et al., 2021). Por se tratar de fruto
climatérico e altamente perecivel, o tomate apresenta vida pés-colheita muito curta,
limitada por alta taxa respiratoria e rapido processo de maturacdo e senescéncia
(Inestroza-Lizardo et al., 2021).

Os frutos climatéricos podem ser colhidos ainda verdes e apés a colheita, os
frutos tendem a permanecer biologicamente ativos, continuando seu processo
metabodlico que rapidamente pode levar a deterioracdo da qualidade, degradando
proteinas, lipidios, acidos nucléicos e provocando disfuncao celular (Pott; Vallarino;
Osorio, 2020; Yun et al., 2012). Os mecanismos que promovem essas mudangas
indesejadas a qualidade dos frutos durante o armazenamento estdo ligados aos

fendis, processos oxidativos, reacdes enzimaticas e podriddo; no entanto, essas
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analises sdo pouco ou ndao sao avaliadas durante o amadurecimento dos frutos,
limitando-se a investigacdo de alteracdes fisico-quimicas (Belay; Caleb, 2022).

Essas mudancas estdo associadas a sintese continua de etileno, que é
responsavel pelo amadurecimento dos frutos (Igbal et al., 2017; Nazar et al., 2014). O
inicio do amadurecimento durante a pdés-colheita, regula a perda progressiva da
firmeza dos frutos de tomate e a sua decomposicdo enzimatica, que altera os
componentes da parede celular priméaria. Quando os frutos se encontram imaturos, a
pectina que é o principal agente cimentante da parede celular dos tecidos vegetais,
ocorre na forma de protopectinas insoliveis em agua, as quais sdo gradualmente
despolimerizadas em pectinas sollaveis ao longo do amadurecimento e,
consequentemente, contribuindo com o amolecimento dos frutos (Chen et al., 2022;
Li et al., 2023). O amaciamento dos frutos é considerado uma das principais causas
de perdas pos-colheitas (Patel et al., 2020).

No Brasil, as perdas oriundas da pos-colheita de frutos e vegetais situam-se em
torno de 30 a 45%, mesmo ocorrendo notavel avanco tecnoldgico de producdo nas
Ultimas décadas (Henz, 2017; Santos et al., 2020). Para reverter esse quadro, 0 Uso
de produtos quimicos sintéticos € um dos mais empregados quando se refere a
conservacgao pos-colheita de frutos e hortalicas, sobretudo, no controle de patégenos
(Schreuder et al., 2018; Shimshoni et al., 2020).

Os riscos de residuos quimicos no produto e no ambiente demanda o uso de
substancias alternativas, para evitar o desenvolvimento de cepas de patdgenos
resistentes e efeitos adversos ao consumidor (Nicosia et al., 2016; Wisniewski et al.,
2016). Atualmente, a adocéo de produtos biolégicos constituidos de materiais naturais
como plantas, bactérias e certos minerais fornecem alternativa ecoldgica e de
biosseguranca as formulacdes convencionais (Garganese et al., 2019). Estes
produtos tém maior sustentabilidade, nimero reduzido de aplicacdes e baixo efeito
residual por serem biodegradaveis (Warra; Prasad, 2020). Entretanto, apesar de seus
beneficios, poucos desses produtos foram inteiramente testados em diversas
condicbes de campo ou casa de vegetacdo, ou, seus efeitos ainda nédo foram
plenamente compreendidos.

Dentre esses agentes de biocontrole, produtos formulados com cepas benéficas,
como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), podem ser
considerados eficazes no metabolismo pos-colheita, pois estabelecem diversas

alteracbes fisiologicas no metabolismo da planta hospedeira, influenciando a
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resisténcia sistémica e prolongando a vida util sem causar efeitos nocivos as mesmas
(Arroyave-Toro; Mosquera; Villegas-Escobar, 2017; Chandrasekaran et al., 2019;
Sarma et al., 2012).

As BPCP sdo um grupo de bactérias que exercem efeitos benéficos nas plantas
por meio de mecanismos diretos e/ou indiretos, promovendo 0 crescimento,
resisténcia a patdgenos, absorcdo de agua e nutrientes, assim como, tolerancia aos
estresses abiotico e bidtico (Backer et al., 2018). Dentro do grupo das BPCP destaca-
se 0 género Bacillus spp., sendo a espécie B. subtilis, atualmente, um dos agentes
mais atraentes para formulacéo de produtos a base de micro-organismos (Lastochkina
et al., 2019). Este micro-organismo tem a capacidade de produzir enddsporos
resistentes ao calor, solventes organicos e irradiacdo UV (radiacao ultravioleta), logo,
mantém sua capacidade de alterar a defesa das plantas hospedeiras, mesmo em
condicBes adversas (Gao et al., 2016; Lastochkina et al., 2019).

Pesquisas recentes tém relatado o uso de B. subtilis na pds-colheita, em uma
variedade de frutos e vegetais, para o controle de doengas durante o manuseio,
transporte e armazenamento (Ambrico; Trupo, 2017; Fan et al., 2023; Kilani-Feki et
al., 2016; Lastochkina et al., 2020). Estudos mais aprofundados sugerem que 0S
agentes de biocontrole do género Bacillus spp. apresentam potencial para ativar
enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase, catalase, peroxidase,
polifenoloxidase entre outras (Wang et al., 2023; Zhou et al., 2019; Zhou et al., 2020),
durante o periodo pés-colheita de frutos infectados por patégenos.

Entretanto, apesar do papel bem documentado do B. subtilis no controle de
doencas patogénicas durante a pés-colheita, ainda ndo estd bem fundamentada sua
influéncia e os mecanismos subjacentes na pds-colheita de frutos saudaveis, de modo
a preservar a qualidade e prolongar o tempo de prateleira dos frutos. Portanto, a
presente pesquisa objetivou abordar as implicacbes da aplicacdo pré-colheita de
cepas benéficas de B. subtilis nas respostas fisioldgicas e bioquimicas de frutos de

tomates.
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CAPITULO 1 - IMPACTOS FiSICO-QUIMICOS DA APLICACAO PRE-COLHEITA
DE Bacillus subtilis EM FRUTOS DE TOMATE!

Isabelly Cristina da Silva Marques?, Dayane Mércia Ribeiro SilvaP, Eduardo Santana
Aires?, Fernanda Nery Vargens?, Francisco Gilvan Borges Ferreira Freitas Janior?,
Vinicius Alexandre Avila dos Santos?, José Wilker Germano de Souza®, Wesley de

Oliveira Galdino®, Francisco de Assis de Oliveira®, Elizabeth Orika Ono¢, Jodo
Domingos Rodrigues®

2 Departamento de Horticultura, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp), Botucatu 18618-000, Brasil; e.aires@unesp.br
(E.S.A); fernanda-nery.vargens@unesp.br (F.N.V.); freitas.jr@unesp.br (F.G.B.F.F.J.);
vinicius.alexandre@unesp.br (V.A.A.d.S.)

b Departamento de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Alagoas (Ufal), Arapiraca
57309-005, Brasil; dayannemercia@hotmail.com (D.M.R.S.); jose.germano@arapiraca.ufal.br
(J.W.G.d.S); wesley.galdino@arapiraca.ufal.br (W.d.O.G.)

¢ Departamento de Ciéncias Agrarias e Florestais, Universidade Federal Rural do Semi-arido
(Ufersa), Mossor6 59625-900, Brasil; thikaoamigao@ufersa.edu.br (F.d.A.d.O.)

d Departamento de Biodiversidade e Bioestatistica, Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp), Botucatu 18618-000, Brasil,
elizabeth.o.ono@unesp.br (E.0.0.); joao.domingos@unesp.br (J.D.R.)

Resumo: As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) ocorrem
naturalmente no ambiente e promovem diversos beneficios as plantas. O género
Bacillus, pertencente ao grupo da BPCP, apresenta alto desempenho no controle de
doencas poés-colheita e pode estar envolvido nos mecanismos subjacentes que
regulam a qualidade pés-colheita dos frutos. Assim, esta pesquisa tem como objetivo
avaliar a aplicacéo pré-colheita de diferentes doses de formulacdo comercial a base
de B. subtilis nas caracteristicas fisico-quimicas e qualitativas de frutos de tomate. O
ensaio experimental foi realizado em delineamento de blocos ao acaso com 5
tratamentos e 4 blocos, aplicando doses crescentes do biofungicida Serenade®
(Bacillus subtilis QST713) via pulverizacéo foliar: T1 (Controle), T2 (2,0 L hat), T3 (4,0
L hat), T4 (6,0 L ha) e T5 (8,0 L ha). Foram avaliados os teores de sélidos sollveis
(SS), pH, teores de acidez titulavel (AT), ratio (SS/AT), teores de acido ascorbico (AA)
e acido citrico (AC), firmeza, teores de compostos fendlicos totais (CFT), capacidade
antioxidante (DPPH), peroxidacdo de lipidios (PL), perdxido de hidrogénio (H202),

! Capitulo redigido de acordo com as normas do periodico Australian Journal of Crop
Science.
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atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase - SOD, catalase - CAT e
peroxidase - POD), teores de acucares soluveis totais (AST), acucares redutores (AR)
e amido, respiracdo e teor de etileno. As doses de 4 e 6 L ha' de B. subtilis
promoveram o incremento das varidveis SS (13%), AT (58%), AA (30%), AC (17%)),
CFT, DPPH (50%), H202 (30%), atividade da CAT (11%) e POD, amido (46%) e
respiracdo, enquanto a Ratio foi reduzida em 27%, assim como, PL (20%), atividade
da enzima SOD (6%) e o contetdo de AR (28%), em relagdo ao controle. A utilizacédo
do biofungicida a base de B. subtilis em pré-colheita, melhora as caracteristicas fisico-
quimicas e qualitativas de frutos de tomate, nas doses de 4 e 6 L ha* do biofungicida,
pois, atua como bioativador de importantes enzimas, potencializa o sistema

antioxidante e reduz o dano de membranas, mantendo a integridade do tecido vegetal.

Palavras-chave: analises pds-colheita; biofungicida; enzimas antioxidantes; Solanum

lycopersicum.

Abstract: Plant growth-promoting bacteria (PGPB) naturally occur in the environment
and benefit plants. The genus Bacillus, which belongs to the PGPB group, shows high
efficacy in controlling post-harvest diseases and may be involved in the underlying
mechanisms regulating the post-harvest quality of fruits. Thus, this research aims to
evaluate the pre-harvest application of different doses of a commercial formulation
based on Bacillus subtilis on the physicochemical and qualitative characteristics of
tomato fruits. The experimental trial was conducted using a randomized block design
with 5 treatments and 4 blocks, applying increasing doses of the biopesticide
Serenade® (Bacillus subtilis QST713) via foliar spraying: T1 (Control), T2 (2.0 L ha'l),
T3 (4.0L hat), T4 (6.0 L ha), and T5 (8.0 L hal). The parameters evaluated included
soluble solids (SS), pH, titratable acidity (TA), ratio (SS/TA), ascorbic acid (AA) and
citric acid (CA) levels, firmness, total phenolic compounds (TPC), antioxidant capacity
(DPPH), lipid peroxidation (LP), hydrogen peroxide (H202), antioxidant enzyme
activities (superoxide dismutase - SOD, catalase - CAT, and peroxidase - POD), total
soluble sugars (TSS), reducing sugars (RS), starch, respiration, and ethylene content.
The doses of 4 and 6 L ha! of B. subtilis led to increased SS (13%), TA (58%), AA
(30%), CA (17%), TPC, DPPH (50%), H202 (30%), CAT activity (11%) and POD, starch
(46%), and respiration, while the ratio was reduced by 27%, as well as LP (20%), SOD

enzyme activity (6%), and RS content (28%) compared to the control. The use of the
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B. subtilis-based biopesticide pre-harvest improves the physicochemical and
gualitative characteristics of tomato fruits at doses of 4 and 6 L hal, as it acts as a
bioactivator of key enzymes, enhances the antioxidant system, and reduces
membrane damage, maintaining the integrity of plant tissue.

Keywords: antioxidant enzymes; biofungicide; Solanum lycopersicum; post-harvest

analysis.

Abbreviations: O.M_Organic matter; P(resin)_Phosphor; K*_Potassium; Ca?*_Calcium;
Mg?* Magnesium; CEC_Cation exchange capacity; V_Base saturation; SS_Solube solids;
TA Titrable acidity; AA_Ascorbic acid; CA_Citric acid; TPC_Total phenolic compounds;
DPPH_ Antioxidant capacity; LP_lipid peroxidation; H.O»_Hydrogen peroxide;
SOD_superoxide dismutase; CAT_Catalase; POD_Peroxidase; RS_Reducing sugars;
TSS Total soluble sugars; RESP_Respiration; ET_Ethylene; FIRM_Firmness

1.1 INTRODUCAO

Um dos vegetais mais importantes em termos de area cultivada, producao,
rendimento, uso comercial e consumo é o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (Sinha
et al.,, 2019). Os frutos do tomateiro sdo amplamente consumidos como fonte de
vitamina C e sais minerais, Sao ricos em compostos antioxidantes e bioativos, como
compostos fendlicos, acido ascérbico e licopeno (Collins et al., 2022; Quinet et al.,
2019).

Entretanto, o tomate €& altamente perecivel devido ao seu padrdo de
amadurecimento de fruto climatérico, no qual € propenso a rapida deterioracdo apoés
a colheita, estando mais suscetivel a infeccdo microbiana. Esta perecibilidade é
atribuida a diversas modificag@es fisioldgicas e fisico-quimicas, seja pela respiracao,
perda de massa, amolecimento da polpa, entre outros, durante o seu periodo pos-
colheita (Meiramkulova et al., 2023; Shehata et al., 2021).

Os frutos climatéricos sdo colhidos comercialmente apds concluir o seu
crescimento e seu amadurecimento ocorrera desligado da planta e esta diretamente
relacionado a producdo de etileno. O amadurecimento dos frutos de tomate
compreende uma cascata de eventos sobre respostas biogquimicas, fisioldgicas e

estruturais e pode ser descrito pelo amolecimento, alteragbes na cor, sabor e
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compostos aromaticos, como acucares e acidos organicos (Al-Dairi et al., 2021;
Changwal et al., 2021).

A qualidade dos produtos agricolas é fortemente influenciada por muitos fatores
pré-colheita, tendo em vista que as praticas agrondmicas sédo reconhecidas como fator
determinante da integridade dos frutos do tomate, sobretudo em funcao de fatores
bidticos (Adhikari et al., 2015; Chandrasekaran et al., 2019). Todavia, € um grande
desafio produzir frutos com menor utilizagdo de produtos quimicos sintéticos e limitar
as perdas pos-colheita, 0 que encoraja pesquisas no uso de tecnologias baseadas em
moléculas naturais.

Diante disso, 0 uso de produtos biolégicos tem se mostrado uma alternativa
interessante para driblar o crescente niumero de micro-organismos resistentes a
fungicidas quimicos. Atualmente a utilizacdo de antagonistas naturais de patdgenos
como fungos, virus, bactérias, predadores, parasitoides e outros estdo sendo
utilizados como método seguro para reduzir os problemas de resisténcia adquirida nos
campos agricolas (Lahlali et al., 2022; Ons et al., 2020). Dentre esses agentes de
biocontrole, o Bacillus subitilis tem destaque no estabelecimento e crescimento de
plantas e em tomateiro, parece estar envolvido significativamente na qualidade dos
seus frutos, prologando o prazo de validade pdés-colheita (Chandrasekaran et al.,
2019). O género Bacillus pertence as bactérias do grupo BPCP (Bactérias promotoras
de crescimento de plantas) e a exposicédo de plantas a esse micro-organismo pode
proporcionar a conservacgao de alimentos no controle de doengas pds-colheita, o que
sugere que esse micro-organismo pode estar ligado ao metabolismo fisiolégico e
bioquimico de frutos (Kalam et al., 2020; Lastochkina et al., 2019).

Atualmente, h& diversos estudos que evidenciam o papel benéfico do B. subtilis
no controle bioldgico de patégenos em plantas e frutos de tomate (Cawoy et al., 2011;
Punja et al., 2016; Samara et al., 2021), entretanto, seu uso na qualidade pos-colheita
ainda ndo esta bem documentado. Tendo em vista essa lacuna, a realizagdo deste
estudo objetivou avaliar o efeito da aplicacdo pré-colheita de diferentes doses de
formulacdo comercial a base de B. subtilis nas caracteristicas fisico-quimicas e
qualitativas de frutos de tomate. Hipotetizamos que os efeitos benéficos dessa BPCP,
na quantidade adequada, controlam processos fisioldgicos que regulam a maturacao

dos frutos.
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Area experimental e condigdes de cultivo

O experimento foi conduzido no municipio de Mogi Guagu - SP (22°22'15" LS,
46°56'38" LW e altitude de 638 m). O clima da regido & do tipo Cwa: clima
mesotérmico, com inverno seco, no qual a temperatura média do més mais frio é
inferior a 18°C e a do més mais quente ultrapassa 22°C, de acordo com a classificacao
de Koppen. O indice pluviométrico varia de 1100 a 1700 mm, tendo uma estagao seca
entre os meses de abril a setembro, sendo julho 0 més mais seco (Sparovek et al.,
2007).

Foram utilizadas mudas de tomateiro de mesa, variedade STVE4466 do grupo
Seminis®, cujo espacamento de plantio adotado foi de 1,2 m de largura e 4,5 m de
comprimento, contendo 26 plantas por parcela, com 2 linhas de plantio e espagcamento
de 75 cm entre linhas e 35 cm entre plantas. A temperatura média e a umidade relativa
do ar durante a execucédo do experimento foi de 26°C e 50%, respectivamente. O solo
da area experimental foi caracterizado como Latossolo Vermelho Arenoso,
apresentando as seguintes propriedades quimicas: pH (CaClz)=5,1; M.O= 23,0 g dm"
3; P(resina)= 29,0 mg dm-3; H*+AI*3= 28,0 mmolc dm3; K*= 2,5 mmolc dm3; Ca?*= 22,0
mmolc dm3; Mg?*= 10 mmolc dm3; CTC= 62,7 mmolc dm3 e V= 55%. A adubacéo e
correcdo do solo foi realizada de acordo com a andlise e recomendagfes para a
cultura do tomateiro (Trani et al. 2015). O sistema de irrigacdo foi conduzido por

gotejamento com estacao de controle e sistema de tubos de polietileno flexivel.

1.2.2 Delineamento experimental e aplicacdo dos tratamentos

Foi utilizado o delineamento experimental de blocos ao acaso, com 5 tratamentos
e 4 blocos. Os tratamentos consistiram em cinco doses crescentes de biofungicida a
base de Bacillus subtilis: T1 — (Controle — sem aplicagdo), T2 — (2,0 L ha'), T3 - (4,0
L hal), T4 - (6,0 L hat) e T5 — (8,0 L hal), aplicados via pulverizacao foliar. Para os
tratamentos foi utilizado o produto comercial Serenade® (Bayer S.A) que é um
biofungicida que tem como fonte o agente biolégico Bacillus subtilis QST713 na
concentracéo de 13,68 g L™ (1,37% - 10° UFC. g!) do ingrediente ativo e formulacdo

em suspensao concentrada.
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As aplicacBes pré-colheita de Serenade® foram realizadas semanalmente, a
partir do estadio fenolégico de desenvolvimento dos frutos. Esses frutos foram
previamente identificados no 4° cacho, todos com a mesma idade. Eram realizadas
quatro aplicagcbes do produto antes da colheita (DAC), seguindo esta ordem: 21, 14,
7 e 1 dia antes da colheita. Todas as aplicacbes ocorreram no horario das 8:00 as
10:00h, com pulverizador pressurizado de operagdo de trabalho de 2,5 kgf cm,
equipado com bicos modelo 110.01, espacamento dos bicos de 40 cm, largura da
barra de 1,2 m e altura da barra de 40 cm.

1.2.3 Colheita dos frutos e variaveis analisadas

A colheita foi realizada quando os frutos apresentavam estadio “de vez” com 30
a 50% de coloracdo vermelha. Apos a colheita, os frutos foram lavados com agua
destilada e secos com auxilio de papel toalha para a realizagcdo das seguintes
analises: teor de solidos soluveis, pH, acidez titulavel, ratio , teor de acido ascorbico e
acido citrico, firmeza, teor de compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante |,
peroxidacdo de lipidios, teor de perdxido de hidrogénio, atividade das enzimas
antioxidantes (superoxido dismutase, catalase e peroxidase), teores de acgUcares
sollveis totais e acucares redutores, amido, taxa de respiracao e teor de etileno.

As caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de tomate foram obtidas a partir da
homogeneizacgao de dois frutos (com casca e semente) por unidade experimental. Os
frutos foram triturados com um mixer e nessa polpa foram determinados: os teores de
sélidos soluveis (SS) com o uso de refratbmetro digital Atago e os resultados
expressos em °Brix. Para a determinacdo do pH, a medida foi realizada através de
extrato aquoso da polpa do fruto, em potenciébmetro Micronal modelo B-221, conforme
as normas do Instituto Adolfo Lutz (Brasil, 2005). Para a determinacdo da acidez
titulavel (AT), expressa em gramas de acido citrico por 100 g de polpa, utilizou-se
também a recomendacdo do mesmo autor e os resultados foram obtidos de titulacéo
de 5 g de polpa homogeneizada e diluida para 100 mL de agua destilada, com solucao
padronizada de hidroxido de sédio a 0,1 N, tendo como indicador a fenolftaleina. A
relacdo SS/AT (ratio) foi determinada através da relacdo entre o teor de sélidos
soluveis e acidez titulavel (Tressler e Joslyn, 1961). O contetudo de acido ascorbico
(AA) foi determinado a partir de 10 g de polpa, por titulagdo em acido oxalico a 0,5%

com 2,6-diclorofenolindofenol (DCFI) a 0,01 N, com resultados expressos em mg g
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de amostra (Brasil, 2000) e a quantificacdo de acido citrico (AC) foi obtida de acordo
com metodologia proposta por Choy et al. (1963) sendo os resultados expressos em
g 100 g de amostra.

A firmeza da polpa foi medida em dois frutos inteiros com casca, em dois pontos
centrais de cada fruto, utilizando penetrémetro digital modelo PTR-500 da
Instrutherm® com resultados expressos em kgf cm2.

Para todas as analises bioquimicas (compostos fendlicos totais, capacidade
antioxidante (DPPH), peroxidacdo de lipidios, teor de perdoxido de hidrogénio,
atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e peroxidase, teores de
acucares sollveis totais, acucares redutores e amido), os frutos foram coletados e
congelados instantaneamente em nitrogénio liquido. No laboratério, os frutos foram
armazenados em ultra freezer a -80°C até as analises.

A concentracdo de compostos fendlicos totais (CFT) dos frutos foi determinada
pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Singleton et al. 1999), com a
utilizacdo de espectrofotdmetro UV-visivel. Os resultados foram expressos em pg de
acido galico g* de amostra.

A capacidade antioxidante total (DPPH) foi determinada de acordo com
metodologia proposta por Brand-Williams et al. (1995), onde a solucéo de 2,2-difenil-
1- picrilhidrazil (DPPH) foi inicialmente preparada em metanol 80% (10 mg em 50 mL).
ApGs a pesagem, as amostras foram extraidas em 10 mL de metanol (80%) e
permaneceram por 15 minutos em banho ultrassom; na sequéncia foram
centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos sob temperatura de 5 °C. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas e armazenadas em ambiente protegido da luz por 1
hora, para posterior leitura em espectrofotometro UV-visivel, e os resultados
expressos em % DPPH reduzido.

A peroxidacao de lipidios (PL) foi determinada através da técnica sugerida por
Heath e Packer (1968). Para isso foram utilizados 300 mg do material vegetal
congelado em 5 mL de solu¢cdo composta por acido tiobarbiturico (TBA) 0,25% e acido
tricloroacético (TCA) a 10%. A solucéo extraida foi incubada em banho-maria a 90°C
por 1 h e, em seguida, as amostras foram colocadas em banho de gelo para o
completo resfriamento para posterior centrifugagdo a 10000 rpm por 15 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante resultante da centrifugacéo foi coletado para

realizacdo das leituras, sendo estas realizadas em dois comprimentos de ondas (560
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e 600 nm) em espectrofotbmetro. Para os calculos, utilizou-se o coeficiente de
extingdo molar do malondialdeido (155 mmol Lt cm?).

O conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) foi obtido segundo método de
Alexiava et al. (2001), onde 100 mg de amostras maceradas e congeladas em 1 mL
de TCA 0,1% foram centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. A reacao iniciou-
se com a adicao de 0,5 mL de extrato, 0,5mL de tampéo fosfato 0,1 M de pH 7,0 e 2,0
mL de iodeto de potéssio a 1M. O conteudo foi incubado no escuro por uma hora e,
posteriormente, realizou-se a leitura em espectrofotometro a 390 nm. Calculou-se a
concentracdo de peroxido de hidrogénio nas amostras através de curva padrdo de
peréxido de hidrogénio com os resultados expressos em mmol H202 g de massa
fresca.

Para obtengdo da atividade das enzimas antioxidantes: superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD) foi realizada a extracdo enziméatica
conforme metodologia proposta por Kar e Mishra (1976), onde 300 mg do material
vegetal congelado foi extraido, por centrifugacdo, em 5 mL de tampéo fosfato de
potéssio refrigerado (0,1 M — pH 6,7) e 1% (m/v) de polivinilpolipirrolidona a 10000
rpm por 10 minutos a 4°C. O extrato obtido foi separado em tubos Eppendorfs de 1,5
mL e armazenado a -80°C para posterior determinacdo. A partir desse extrato o teor
de proteina sollvel total foi determinada através da metodologia de Bradford (1976).
A a atividade da SOD foi pelo método de Giannopolitis e Reis (1977), da CAT seguiu
o procedimento sugerido por Peixoto et al. (1999) e da POD foi quantificada, conforme
metodologia proposta por Teisseire e Guy (2000).

Para determinacao dos teores de acucares foram pesadas 100 mg das amostras
dos frutos, congeladas e maceradas em tubos Eppendorfs de 2 mL. Os teores de
acucares soluveis totais (AST) e amido foram quantificados segundo metodologia
descrita por Yemm e Willis (1954) e os resultados foram calculados com base na curva
padrdo de glicose e expressos em mg g* de massa fresca. Os aclcares redutores
(AR) foram quantificados segundo metodologia de Miller (1959), sendo os resultados
calculados com base na curva padrédo de glicose e expressos em mg g* de massa
fresca.

A taxa de respiracéo e teor de etileno dos frutos foi realizada no laboratério da
JM Bioandlises, situado em Botucatu-SP. Para a realizacéo das analises dois tomates
de cada repeticdo foram colocados em frascos de 1,8 L vedados com filme plastico

de dupla camada a temperatura ambiente durante 12 horas. A determinacgéo de etileno
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foi realizada retirando o ar dos recipientes com seringa gas-tight (Hamilton, volume
total de 2,5 mL). Esse ar das seringas foram injetados manualmente, 2,0 mL, do ar,
do frasco, em cromatdgrafo gasoso - GC, com Detector por lonizagdo de Chama - FID
(GC-FID Varian, modelo CP-3800) equipado com coluna PoraPLOT Q (Agilent
J&amp;W GC Coluns) com diametro, comprimento e espessura de 0,25 mm, 25 m e
8 UM, respectivamente. As seguintes condi¢cdes cromatograficas foram utilizadas:
temperatura do forno de 50°C, temperatura do injetor de 100°C, temperatura do
Detector (FID) de 250°C, modo split (Split State: ON; Split Ratio: 10), Fluxo constante
de 1,0 mL mint, Gas de arraste (N2): 29 mL min-t, Gas Hidrogénio: 30 mL min e ar
sintético: 300 mL mint. O etileno apresentou tempo de retencéo de 7,40 minutos em
uma corrida de 10 minutos.

O padréo utilizado para compor a curva de calibracdo foi um cilindro de gas
etileno. Para analise de CO: liberado (respiracéo) o ar foi retirado com seringa gas-
tight (Hamilton, volume total de 2,5 mL). Esse ar foi injetado de forma manual
utilizando volume de injecéo de 2,0 mL do ar do frasco em cromatografo gasoso - GC,
com Detector por lonizagdo de Chama - FID (GC-FID Varian, modelo CP-3800)
equipado com coluna PoraPLOT Q (Agilent J&amp;W GC Coluns) com diametro,
comprimento e espessura de 0,25 mm, 25 m e 8 yM respectivamente. As seguintes
condicbes cromatograficas foram utilizadas: temperatura do forno de 50°C,
temperatura do injetor de 100°C, temperatura do Detector (FID) de 250°C, modo split
(Split State: ON; Split Ratio: 10), fluxo constante de 1,0 mL min, Gas de arraste (N2):
29 mL min?, Gas Hidrogénio: 30 mL mint e ar sintético: 300 mL mint. O CO2
apresentou tempo de retencdo de 4,5 minutos em uma corrida de 10 minutos. O
padréo utilizado para compor a curva de calibracdo foi um cilindro de gas de CO:
(White Martins) com 99,5% de pureza.

1.2.4 Andlise estatistica

Para a analise estatistica os dados foram previamente submetidos ao teste de
normalidade de Anderson-Darling através do programa Minitab®. Verificada a
normalidade dos dados procedeu-se a analise de variancia (teste F) e regressao
polinomial pelo programa Agroestat® (Barbosa; Maldonado, 2015). Os graficos foram
construidos através do software SigmaPlot®. A andlise de componentes principais foi

realizada utilizando o software estatistico JMP 10 (SAS Institute Inc., EUA).
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1.3 RESULTADOS

De acordo com a andlise de variancia, houve efeito significativo das doses de
biofungicida a base de Bacillus subtilis para as variaveis: teores de sélidos solaveis
(SS), teor de acidez titulavel (AT), ratio (SS/AT), teores de acido ascérbico (AA) e
acido citrico (AC), teor de compostos fendlicos totais (CFT), capacidade antioxidante
(DPPH), peroxidacéo de lipidios (PL), teor de peréxido de hidrogénio (H202), atividade
das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD), teores
de acucares redutores (AR) e amido e respiracao, enquanto para pH, firmeza, teores
de acUcares sollveis totais e etileno ndo apresentaram resposta significava aos
tratamentos (Tabela 1). Portanto, para observar o comportamento das variaveis,

ajustaram-se modelos de regressao em funcao das doses de biofungicida.

Tabela 1. Valores de p da andlise de variancia (teste F) em fungdo das doses de biofungicida a base de Bacillus

subtilis nas diferentes variaveis avaliadas.

Variaveis Doses CV (%)
Teores de solidos soltveis 0,0005** 2,84
pH 0,1544"s 2,99
Teor de acidez titulavel 0,0001** 6,05
Ratio 0,0001** 6,12
Teor de acido ascoérbico 0,0047** 10,29
Teor de acido citrico 0,0118* 10,65
Firmeza 0,9259" 11,06
Teor de compostos fendlicos totais 0,0274* 3,64
Capacidade antioxidante 0,0015* 12,00
Peroxidacgédo de lipidios 0,0043** 6,10
Teor de perdxido de hidrogénio 0,0002** 9,68
Atividade da SOD 0,0012** 9,63
Atividade da CAT 0,0001** 10,22
Atividade da POD 0,0001** 6,96
Teores de aglcares sollveis totais 0,2259ns 15,62
Teores de agucares redutores 0,0336* 22,64
Teores de Amido 0,0006** 12,52
Taxa de respiragédo 0,0001** 24,80
Teor de etileno 0,6957"s 19,36

**0,01 < p < 0,05*; " = ndo significativo.
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Para as variaveis AT, SS e SS/AT (Fig 1.) foi observado efeito quadratico em
funcado das doses de biofungicida a base de B. subtilis aplicados nos frutos de tomate.
A AT e SS aumentaram até a dose de 4,60 e 5,40 L ha* do produto, com aumento de
58 e 13% em relagédo ao controle, respectivamente (Fig 1A. e 2B.). Por outro lado,
houve reducédo da SS/AT (Fig 1C.) em funcéo do incremento das doses do produto.

Essa reducédo foi observada até a dose de 4,49 L hat, 27% menor em relagéo ao

controle.
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Fig 1. Teores de acidez titulavel-AT (A), sdlidos sollveis-SS (B) e ratio-SS/AT (C) em frutos de tomates
tratados com diferentes doses de biofungicida & base de Bacillus subtilis aplicadas em pré-colheita. As

barras mostram o desvio padrdo. n=4 (nimero de repeti¢des).

Os valores de AA e AC foram ajustados ao modelo quadratico e aumentaram até

as doses de 5,82 e 4,44 L ha' d produto a base de B. subtilis, com maximos de 11,66
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mg g* de amostra e 0,41 por 100 g* de amostra, com ganhos de 30 e 17% em

comparacao com o tratamento controle, respectivamente (Fig 2A. e 2B.).

mg.g! amostra)

AA =-0,08766x" + 1,02199x + 8,68189
R =073

Ac. Ascorbico (

0,0 2,0 4,0 6,0

Doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis
(Lha)

8,0

0,6
B

05 =
g
Z
04 =
¢ 0 e
F03 —
3)’
AC =-0,00410x" + 0,03644x + 0,32962 S
R*=0.52 02 E
]
i1
01 -

: : : : 0,0

0.0 2.0 4.0 6.0 8,0

Doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis
(Lha™")

Fig 2. Teores de acido ascorbico-AA (A) e acido citrico-AC (B) em frutos de tomates tratados com

diferentes doses de biofungicida & base de Bacillus subtilis aplicadas em pré-colheita. As barras

mostram o desvio padrao. n=4 (nimero de repeti¢cdes).

A aplicacdo das doses de biofungicida & base de B. subtilis influenciou
positivamente nos teores de CFT e DPPH (Fig 3.). Os teores de CFT dos frutos de

tomate apresentaram resposta linear positiva em funcdo do aumento das doses

aplicadas (Fig 3A.), enquanto o DPPH aumentou até a dose de 5 L ha* do produto,

resultando em maior percentagem da capacidade antioxidante (50%) em relacao ao

controle (Fig 3B.).
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Fig 3. Teores de compostos fendlicos totais-CFT (A) e capacidade antioxidante-DPPH (B) em frutos
de tomates tratados com diferentes doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis aplicadas em preé-

colheita. As barras mostram o desvio padrdo. n=4 (nimero de repeticdes).

A PL foi reduzida substancialmente na presenca de B. subtilis, apresentando
resposta linear decrescente em relacdo as doses de biofungicida (Fig 4A.), com
reducdo meédia de 20% em comparacdo ao controle. Entretanto, o teor de H20:2
aumentou em funcdo das doses de B. subtilis aplicadas, com aumento mais

expressivo na maior dose (8 L ha') do produto, 30% maior que o controle (Fig 4B.).
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Fig 4. Peroxidagao de lipidios-PL (A) e teor de peroxido de hidrogénio-H202 (B) em frutos de tomates
tratados com diferentes doses de biofungicida & base de Bacillus subtilis aplicadas em pré-colheita. As

barras mostram o desvio padrao. n=4 (nimero de repeticdes).
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A aplicacdo pré-colheita do biofungicida a base de B. subtilis em tomateiro

modificou as caracteristicas do sistema antioxidante dos frutos (Fig 5.). A atividade da

enzima SOD apresentou ajuste quadratico em funcdo das doses aplicadas,

promovendo reducédo dessa atividade até a dose de 3,15 L ha* do produto comercial,

com posterior aumento. Sob aplicacdo de 3,15 L ha* do biofungicida, houve reducéo

de 6% na atividade da SOD em relacdo ao controle (Fig 5A.). Por outro lado, a

atividade da enzima CAT aumentou com o acréscimo das doses até a dose de 3,18 L

hal, com 11% a mais de remocéo de H202 em comparacéo ao controle (Fig 5B.).

Além da CAT, a atividade da POD nos frutos de tomateiro aumentou de forma

linear em funcéo do incremento das doses de B. subtilis (Fig 5C.).

0,14

80
25 | SOD=0.63578x" - 4.00246x +54.46596 A CAT =-0,00218x° + 0,01380x + 0,07848 B £
3 R?=0.70 R’ =067 012 'S
70 4 2 °
= ¢ B
.; 65 ,_»*—?\ F 0,10 “Z”
2 60 - -
A F008 E
'::,:j; 55 1 § =
iy o
=} 50 4 ® F 0,06 =
2 45 - =
e F004  E
40 E
~
35 002 -
A A A A ow
0 . . ‘ - : ; : . ‘ 0.00
0,0 2,0 4,0 6.0 8.0 0.0 20 40 6.0 8.0
Doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis Doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis
(Lha™ (Lha™)
0.8
POD = 0,02789x + 0,36106 C
R*=0.50
=
2 06 s
B .
D _‘:"_4‘ 4
O _:
A
E 04 A
= ;
g L
02
(l.(l/ . ; A

0,0 2,0

4.0

6,0 8,0

Doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis
(L ha™

Fig 5. Atividade das enzimas superoxido dismutase-SOD (A), catalase-CAT (B) e peroxidase-POD (C)
em frutos de tomates tratados com diferentes doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis aplicadas

em pré-colheita. As barras mostram o desvio padrao. n=4 (nimero de repeticdes).
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A presenca de B. subtilis no biofungicida promoveu reducéo nos teores de AR,
com ajuste quadratico da curva resposta, na qual observa-se menor teor de AR na
dose de 5,14 L ha't, com reducéo de 28% em relacdo aos frutos néo tratados com B.
subtilis (Fig 6A.). Por outro lado, o teor de amido aumentou em fungdo das doses
aplicadas, com acréscimo até a dose de 3,67 L ha' do produto, com incremento de
46% em comparacdo ao controle (Fig 6B.). Além disso, os frutos tratados com doses
de biofungicida apresentaram taxa de respiracdo mais elevada em comparac¢do com

os frutos do grupo controle (Fig 6C.).
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Fig 6. Teores de aclcares redutores-AR (A), amido (B) e respiracdo (C) em frutos de tomates tratados
com diferentes doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis aplicadas em pré-colheita. As barras

mostram o desvio padrao. n=4 (nUmero de repeticdes).



35

A Anélise de Componentes Principais (PCA) de 19 caracteristicas de frutos de
tomate submetidos as 5 doses de biofungicida a base de B. subtilis permitiu a

observacéo global dos dados (Tabela 2).

Tabela 2. Matriz de carga, autovalores e propor¢éo de variagdo associada aos dois componentes principais (CP)

da PCA de 19 caracteristicas de frutos em 5 doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis no cultivo de tomate.

Variaveis CP1 CP2
Teores de solidos sollveis (SS) 0,362 0,052
pH (pH) - 0,208 - 0,097
Teor de acidez titulavel (TA) 0,322 -0,201
SSIAT (RATIO) -0,304 0,237
Teor de acido ascérbico (AA) 0,304 -0,075
Teor de &cido citrico (CA) 0,274 -0,253
Firmeza (FIRM) 0,013 -0,394
Teor de compostos fendlicos totais (TPC) 0,295 0,196
Capacidade antioxidante (DPPH) 0,168 0,088
Peroxidacgéo de lipidios (LP) -0,221 -0,244
Teor de perdxido de hidrogénio (H202) 0,237 0,259
Atividade da SOD (SOD) -0,039 0,424
Atividade da CAT (CAT) 0,048 -0,423
Atividade da POD (POD) 0,113 0,198
Teores de acgucares sollveis totais (TSS) -0,215 -0,034
Teores de agUcares redutores (RS) -0,320 0,081
Teores de Amido (STA) 0,113 -0,103
Taxa de respiragdo (RESP) 0,219 0,094
Teor de etileno (ET) 0,122 0,259
Autovalores 7,359 5,456
Percentual (%) 38,737 28,717
Percentual acumulado (%) 38,737 67,453

A variabilidade total foi explicada por quatro componentes principais (CP).
Porém, dois deles foram considerados os mais importantes, pois apresentaram
autovalores > 4,0. Desses quatro CP, os dois primeiros (CP1 e CP2) representaram
67,45% da variacdo total. O CP1 representou 38,7% da variacdo total e separou
efetivamente os frutos tratados com 4, 6 e 8 L ha! das demais doses do biofungicida
(Fig 7A.). A analise das cargas de CP1 (Fig 7B.) sugere que esta separacao € atribuida
a parametros como sélidos soluveis (SS), acido ascérbico (AA), acido citrico (CA),

firmeza (FIRM), compostos fendlicos totais (TPC), capacidade antioxidante (DPPH),
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peréxido de hidrogénio (H202), catalase (CAT), peroxidase (POD), amido (STA) e
respiracdo (RESP), pois exibiram cargas positivas. Os escores e cargas do CP1
revelaram que doses de 4 e 6 L ha! levaram a maior atividade da enzima CAT, FIRM,
concentragédo de AA, CA e STA, bem como maior TA em frutos de tomate devido a
fortes correlacdes positivas. Enquanto a dose de 8 L ha* de biofungicida apresentou
aumento na atividade de POD e DPPH, concentracdo de SS e TPC. No entanto,
resultou em maior contetido de ET, taxa de RESP, bem como aumento dos niveis de
H202.

No score plot, o CP2 foi crucial para separar os tratamentos 2 e 8 L ha! dos
demais, pois esses tratamentos exibiram cargas positivas (Fig 7A). O CP2
representou 28,7% da variacdo total e foi associado principalmente a atividade da
enzima SOD, teor de RS e ratio em frutos tratados com 2 L ha* (Fig 7B). O tratamento

controle (A) causou maiores danos a membrana (LP), pH e concentracdo de SST.
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Fig 7. Gréfico de pontuacao (a) e gréafico de carga (b) da andlise de componentes principais (CP) de
19 caracteristicas de frutos de tomate sob 5 doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis. Legenda
do grafico de pontuacdo: 0 L ha! (controle — A), 2 L ha! (B), 4 L ha! (C), 6 L ha (D) e 8 L ha! (E).
Legenda das caracteristicas do grafico de cargas (b): teores de sélidos soluveis (SS), pH (pH), teor de
acidez titulavel (TA), SS/AT (RATIO), teor de acido ascorbico (AA), teor de &cido citrico (CA), firmeza
(FIRM), teor de compostos fendlicos totais (TPC), capacidade antioxidante (DPPH), peroxidacao de
lipidios (LP), teor de peréxido de hidrogénio (H202), atividade da SOD (SOD), atividade da CAT (CAT),
atividade da POD (POD), teores de agUcares soluveis totais (TSS), teores de aclcares redutores (RS),
teores de Amido (STA), taxa de respiracdo (RESP), teor de etileno (ET).
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1.4 DISCUSSAO

O controle biologico surgiu como uma alternativa eficaz para combater grandes
perdas pos-colheita de frutos através do tratamento pré-colheita. A aplicacdo pré-
colheita de Bacillus subtilis, como agente de biocontrole, é evidenciada como uma
estratégia para melhorar o rendimento e a qualidade dos frutos/vegetais, a fim de
produzir um suprimento de alimentos estavel e lucrativo (Bu et al., 2021; Punja et al.,
2019). A eficacia de B. subtilis na producédo de frutos com alta qualidade pode ser
devido a melhoria da fitossanidade, resultante de aumento no suprimento de
elementos nutricionais (Chavez et al., 2019).

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a aplicacdo do biofungicida a
base de B. subtilis intensifica os parametros qualitativos dos frutos de tomate atraves
da manutencdo fisico-quimica, integridade da membrana celular, ativagéo do sistema
antioxidante e incremento dos compostos bioativos.

Por ser um fruto climatérico, durante o periodo pés-colheita, 0 amadurecimento
do tomate pode provocar uma série de transformacdes fisico-quimicas que séo
caracterizadas por alteracdes fisioldgicas e bioquimicas no fruto, como: mudanca de
cor, firmeza, aparéncia, teor de sélidos soluveis, pH e acidez titulavel entre outros (Li
et al., 2019). Logo, estes parametros sdo grandes indicadores quando se trata da
qualidade dos frutos.

O pH dos frutos do tomate pode decrescer significativamente nos primeiros
sinais de maturacdo e esta relacionado com a perda de acidez dos frutos e sua
capacidade de sintetizar acidos organicos (Ferreira et al., 2004); contudo, neste
estudo os tratamentos aplicados nado influenciaram nesse indice, possivelmente
porque todos os frutos se encontravam em estadio verde-maduro.

A acidez titulavel (AT) € um indicador fundamental da qualidade dos frutos de
tomate, exercendo influéncia direta sobre sua adstringéncia e sabor. Dado que a AT
€ determinada pela composicdo genética do fruto, seus niveis podem variar
consideravelmente (Chitarra; Chitarra, 2005; Nascimento et al.,, 2013). Estudos
anteriores, conduzidos por Castro et al. (2005), indicaram que frutos de tomate
geralmente apresentam leve aumento na AT apds a colheita, seguido por reducdo
durante o armazenamento prolongado. Esse declinio subsequente na AT pode ser
atribuido a uma maior taxa de respiracédo conforme os frutos amadurecem. Durante o

processo respiratorio, os acidos organicos nos frutos servem como substrato (Lurie;
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Klein, 1990), explicando assim, as taxas respiratérias mais elevadas registradas. No
entanto, apesar das taxas respiratorias mais elevadas, a presenca de B. subtilis nos
frutos de tomate no inicio do periodo pos-colheita pode ter desempenhado papel na
desaceleracdo da hidrélise dos &cidos organicos, como observado neste estudo e
confirmado por Ruiz-Cisneros et al. (2020) que identificaram que a acidez titulavel foi
mais elevada nos frutos das plantas tratadas com as trés cepas de Bacillus em
comparacdo com 0s controles. Esse aumento pode indicar desaceleracdo nas
reacdes bioquimicas, no uso de substratos e na aloca¢gédo de energia para atividades
metabdlicas, o que pode prolongar o tempo de conservacdo desses frutos (Taiz;
Zeiger, 2018).

Assim como a acidez titulavel (AT), o teor de sélidos sollveis (SS) também
influencia na qualidade do sabor dos frutos e € considerado indicador do
amadurecimento, bem como da quantidade de minerais sollUveis e acucares presentes
nos alimentos frescos (Al-Dairi et al., 2021). No caso dos tomates, os valores médios
de SS séo geralmente em torno de 4,5 °Brix. Valores menores de SS indicam perda
de qualidade, sendo desejaveis valores mais elevados para melhores rendimentos.
Em estudos realizados por Dudas et al. (2017) e Katsenios et al. (2021), foi destacado
gue o uso de produtos de controle biologico de plantas (BPCP), especificamente
Bacillus subtilis, aumentou os teores de solidos soluveis em frutos de tomate. Esses
resultados indicam que a aplicacdo de B. subtilis pode melhorar a qualidade dos
tomates ao aumentar os teores de solidos soltveis. Além disso, em estudo realizado
por Efthimiadou et al. (2020) observou que o tratamento com B. subtilis também
aumentou o teor de solidos solluveis em sementes de milho, reforcando a eficacia
desse micro-organismo na melhoria da qualidade dos produtos agricolas.

O sabor de qualquer produto fresco é obtido através da relacdo entre o0 SS e AT
(ratio), que é a presenca de concentracfes adequadas de acucares solluveis e acidos
organicos e pode afetar diretamente a qualidade dos alimentos. Além disso,
alteracdes nessa relacdo podem estar relacionadas com a atividade respiratoria dos
frutos (Al-Dairi et al., 2021). No presente estudo, embora algumas doses do
biofungicida a base de B. subtilis tenham reduzido essa variavel, os valores da razao
SS/AT permaneceram acima de 10, conforme estipulado por Kader et al. (1978), o
gue é considerado um bom indicador de qualidade. Mesmo com niveis mais elevados
de AT, a qualidade dos frutos ndo foi comprometida. Por outro lado, este resultado

sugere que o B. subtilis pode estar retardando o amadurecimento dos frutos, uma vez
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que valores maiores de SS/AT sdao tipicos de frutos maduros, que naturalmente
tendem a reduzir os teores AT e elevam os teores de SS e, consequentemente,
diminui o tempo de prateleira desses produtos (Mohammed et al., 1999 ).

Semelhante a AT e SS, os teores de acidos ascorbico (AA) e citrico (AC)
apresentaram aumento progressivo em funcao das doses. O teor de acido ascoérbico
(AA) é a forma predominante de vitamina C nos frutos, sendo um nutriente
extremamente sensivel e comumente utilizado como indicador sensorial e de
qualidade (Babu et al., 2015). Além disso, outras fun¢gdes podem ser estabelecidas
para o acido ascérbico, como a influéncia na expanséo e divisdo celular, atuagcdo como
cofator de enzimas como a oxidase do acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico, que
esta envolvida na rota de sintese do etileno (Foyer et al., 2020). Dos acidos organicos
presentes no tomate, o AC é dominante e de forma semelhante aos agucares diminui
durante o periodo pos-colheita, contudo, a presenca de acido citrico pode promover
reducdo na contaminacdo microbiana além de prevenir o escurecimento e manter a
qualidade dos vegetais frescos, aumentando seu prazo de validade (Liu et al., 2016).
O aumento dos teores de AA e AC obtidos nesse estudo, aliados ao potencial de
controle biolégico do B. subtilis, pode resultar em maior vida atil desses frutos,
sobretudo, nas doses entre 4 e 6 L ha* do biofungicida testado.

Os compostos fendlicos totais (CFT) desempenham papel essencial na
resisténcia e defesa das plantas contra fitopatdgenos, que estdo intimamente ligados
a espécies reativas de oxigénio (ERO) e contribuem para a qualidade dos frutos de
tomate, pois estao envolvidos na cor, sabor e aroma dos frutos (Mahboubi et al., 2014).
Assim como investigado neste estudo, Chandrasekaran et al. (2019) também
constataram que frutos de tomate tratados com B. subtilis apresentam maior
quantidade de CFT. De acordo com Ruiz-Cisneros (2022), a presenca de Bacillus ou
outros micro-organismos ndo patogénicos podem contribuir expressivamente para a
sintese de CFT por sua influéncia no crescimento vegetal.

Licopeno, acido ascorbico, diversos acidos fendlicos e os flavonoides sao
responsaveis pela capacidade antioxidante (DPPH) dos frutos, sendo esta constituida,
principalmente, por compostos fendlicos (Vega-Lépez et al., 2022). Considerando que
os polifendis sdo capazes de eliminar os radicais livres e sdo 0s principais compostos
bioativos da planta com atividade antioxidante, quanto maior o DPPH do fruto, maior

sera a taxa de eliminacdo do radical livre e melhor é a sua qualidade, visto que, 0
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acumulo de radicais livres durante o periodo pos-colheita pode gerar danos nos
tecidos e envelhecimento de érgéos (Jin et al., 2022).

Durante o periodo pos-colheita, os frutos tendem a aumentar a produgédo de ERO
em funcdo do amadurecimento, que pode refletir numa vida util mais curta (Meitha et
al., 2020). O excesso de ERO ataca e danifica os tecidos celulares, exacerbando a
peroxidacdo da membrana plasmatica e levando a danos no sistema de membrana
celular (Ma et al., 2022). Em funcdo da eliminacdo de radicais livres por diversos
compostos bioativos enddégenos presentes nos frutos, notamos que a atividade dos
sistemas antioxidantes para extinguir as ERO € inversamente proporcional aos niveis
de peroxidacao lipidica (PL) (Suzuki; Mittler, 2006). A PL pode ser indicada pela
medicdo do conteldo de malondialdeido (MDA). Os resultados desta pesquisa
indicam reducao dos niveis de MDA em frutos de tomate sob aplicacéo do biofungicida
testado, indicando que B. subtilis pode retardar a deterioracdo dos frutos de tomate.
As alteracbes nos niveis de PL em um tecido podem ser indicadores da integridade
estrutural da membrana celular. Logo, redu¢éo no nivel de MDA indica prevencédo do
dano oxidativo, protecdo dos componentes da membrana e manutencdo da sua
funcionalidade (EI-Gendi et al., 2022; Imahori et al., 2016).

Por outro lado, o conteudo de perdxido de hidrogénio (H202) aumentou na
presenca de B. subtilis. Dentro das ERO amplamente analisadas nos tecidos vegetais,
0 H202 é uma delas, sendo comumente produzido em células em condi¢ées normais
ou sob estresse (Sharmaetal., 2012). O H202 pode facilmente atravessar a membrana
e causar danos oxidativos longe do seu local de origem, entretanto, a depender da
concentracdo pode ser considerado uma molécula de sinalizacéo intracelular (Affandi
et al.,, 2021). Conforme mencionado anteriormente, nos processos pos-colheita,
processos de oxidacao e dano de membrana estdo associados ao excesso de ERO e
0o aumento no teor de H20: j4 foi observado em vérios frutos durante o
amadurecimento e senescéncia (Guo et al., 2020; Qin et al., 2009; Ren et al., 2016).
No entanto, neste estudo, o teor de H202 néo influenciou no dano de membrana e a
capacidade do sistema antioxidante dos frutos, portanto, o seu aumento,
possivelmente, pode estar relacionando a sinaliza¢éo do inicio do amadurecimento
e/ou inducdo de estresse mecanico (Polychroniadou et al., 2022; Torun; Uluisik, 2022),
causado pela aplicacao do biofungicida com B. subtilis.

Assim como os compostos bioativos (flavonoides, compostos fendlicos totais,

acidos organicos) outros parametros também compdem o sistema antioxidante dos
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vegetais, como a bateria de enzimas antioxidantes das quais fazem parte as enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD), que interferem na
concentracdo de ERO presente na célula (Buatista-Rosales et al., 2022). A SOD é
uma enzima que protege contra danos oxidativos, representando a linha primaria de
resisténcia do sistema antioxidante, a qual realiza a quebra do radical superéxido em
H202, enquanto as enzimas CAT e POD agem sinergicamente para desintegrar H202
em agua e oxigénio promovendo a desintoxicacao celular (Tan et al., 2020).

Apesar do aumento da atividade das enzimas CAT e POD, responsaveis pela
remocgéao do H20z2, os niveis desse composto foram elevados nos frutos tratados com
B. subtilis. Contudo, a peroxidacéao lipidica foi reduzida nesses frutos, isto pode ser
atribuido a capacidade do micro-organismo B. subtilis de modular a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Esta habilidade pode ser interpretada como uma
adaptacgéo eficaz contra o excesso de H202, conforme indicado por Padro et al. (2021).

Conforme dito anteriormente o fato de os niveis de H202 ndo diminuirem, mesmo
com alta atividade das enzimas CAT e POD, pode ser explicado por varios fatores
relacionados a dindmica celular e ao papel do H202 na fisiologia das plantas. Primeiro,
a producédo de H202 em diferentes organelas celulares (mitocondrias, cloroplastos e
peroxissomos) pode ser elevada, especialmente sob condi¢des de estresse, como no
periodo poés-colheita, durante o amadurecimento e senescéncia, que envolve
processos de oxidacao, dano de membrana e excesso de ERO. Se a taxa de producao
de H20:2 exceder a capacidade das enzimas antioxidantes CAT e POD para degrada-
lo, os niveis de H202 permaneceréo elevados (Hasanuzzaman et al., 2021). Além
disso, o H202 atua como uma molécula de sinalizagdo importante nas plantas,
regulando processos como a resposta aos estresses bidticos e abioticos, a transducéo
de sinais hormonais e a defesa contra patégenos. As plantas podem manter niveis
elevados de H20: para facilitar essas fun¢des de sinalizagéo (Affandi et al., 2021).

A compartimentalizagéo celular também € um fator relevante, onde o H202 pode
ser produzido em uma organela especifica e ter sua degradacao regulada em outra.
As enzimas CAT e POD, embora eficientes na decomposicédo do H202, podem ter sua
atividade limitada por fatores como disponibilidade de substratos e cofatores e
localizacdo especifica dentro da célula (Ramasarma, 1990). A atividade de CAT é
predominantemente nos peroxissomos, enquanto a POD pode estar distribuida em
varias partes da célula (Kesawat et al., 2023). A manutencéo de niveis elevados de

H202 pode ser uma resposta adaptativa desses frutos, induzindo a expresséao de
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genes de defesa e a ativacdo de outras enzimas antioxidantes (Davies, 2000). Assim,
o equilibrio entre producéo e degradacao de H202 € dindmico e complexo, explicando
por que seus niveis permanecem elevados, mesmo com alta atividade de CAT e POD.
Portanto, a aplicagédo de B. subtilis em frutos de tomate, como observado, pode estar
relacionada a via de sinalizagéo de H202 no inicio do amadurecimento e/ou a indugéo
de estresse mecanico, sem necessariamente causar danos oxidativos irreparaveis.

Muitos frutos sdo colhidos no estadio inicial de maturacdo e condicionados a
atingir estadio comestivel durante o periodo pds-colheita. Na qualidade pés-colheita
0S aclcares atuam como substancias energéticas e moléculas de sinalizacao,
regulando o grau de docura dos frutos e varios processos fisiologicos, que vao desde
0 amadurecimento até a senescéncia (Li et al., 2021). No decorrer do amadurecimento
h& declinio da textura e acumulo dos acgUcares, afetando diretamente sua qualidade e
vida de prateleira, devido a relacdo direta com os componentes quimicos ligados a
parede celular (Cui et al., 2019). Neste estudo a firmeza e os teores de acucares
soluveis totais dos frutos de tomate permaneceram inalterados pelas doses de B.
subtilis, isto sugere que a aplicacdo de B. subtilis ndo compromete a integridade
estrutural dos frutos e nem afeta negativamente o conteudo de acucares soluveis.

Os teores de acucares redutores (AR), constituidos dos monossacarideos
glicose e frutose, acumulam com o amadurecimento dos frutos, enquanto o contetdo
de amido é reduzido ao longo da maturacao com crescente conversdo em agucares
simples, elevando os teores de acguUcares totais (Gao et al., 2019). Neste estudo, 0s
frutos tratados com B. subtilis apresentaram menor contetddo de acucares redutores
com a aplicacdo de 6 L ha* do biofungicida e maior contetldo de amido até a dose de
3,67 L hal, em relacédo ao controle, evidenciando acdo benéfica do produto utilizado
na qualidade pés-colheita dos frutos de tomate. De fato, o alto teor de amido e o menor
de acucares redutores em tomate sinaliza a qualidade pos-colheita dos frutos e maior
vida de prateleira (Li et al., 2021).

Todavia, 0 processo respiratorio € o principal responsavel pela degradacéo de
acucares acumulados durante o crescimento do fruto, em virtude do consumo de
reservas como o amido. Por ser um fruto climatérico, o tomate geralmente é usado
como modelo para estudar o metabolismo pés-colheita. Durante 0 amadurecimento,
esses frutos apresentam pico de producéo de etileno, acompanhado pelo aumento da
taxa respiratoria (Gamrasni et al., 2020). Contudo, o teor de etileno dos tomates néo

foi afetado pelos tratamentos testados, enquanto a taxa respiratoria aumentou.



43

Em contrapartida a aplicacdo de B. subtilis melhorou a vida pos-colheita dos
frutos de tomates mesmo sem influenciar a sintese de etileno e aumentar a taxa
respiratéria, provavelmente por aperfeicoar a defesa antioxidante dos frutos. A
aplicacé@o de B. subtilis promoveu o acumulo de compostos bioativos e antioxidantes,
como acidos ascorbico e fendlicos, que neutralizam as espécies reativas de oxigénio
(ERO), reduzindo danos celulares. Também elevou as atividades das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, POD), mantendo a integridade das membranas celulares e
reduzindo a peroxidacao lipidica. Membranas mais intactas resultam em menor perda
de agua e nutrientes e melhor resisténcia contra patégenos.

Além disso, o uso de B. subtilis ajudou a manter os teores de acglcares solluveis
e acidos organicos, melhorando a qualidade sensorial e nutricional dos frutos. A
relacdo entre acgucares solUveis e acidez titulavel (SS/AT) permaneceu dentro dos
padrées desejaveis, resultando em frutos com sabor mais equilibrado. O aumento do
teor de amido e manutencao dos niveis adequados de acUcares redutores retardou o
amadurecimento e a senescéncia, contribuindo para uma vida util mais longa.
Adicionalmente, o0 aumento dos niveis de H,O, pode atuar como uma molécula de
sinalizacdo que ativa mecanismos de defesa e adaptagdo dos frutos ao
amadurecimento.

Em sintese, B. subtilis teve um impacto positivo nas caracteristicas fisico-
quimicas dos frutos de tomate ao aprimorar a defesa antioxidante e manter a
integridade celular. Consequentemente, pode fornecer protecdo contra estresses
biéticos, sendo um agente de biocontrole, aumentando a resisténcia contra
patdgenos, embora isso ndo seja o foco deste estudo. Esses fatores compensam o
aumento da taxa respiratoria e a auséncia de influéncia direta na sintese de etileno,
contribuindo para a obtencdo de frutos de tomate com melhor qualidade e maior
durabilidade.

1.5 CONCLUSAO

A utilizacdo do biofungicida a base de B. subtilis em pré-colheita, sobretudo, nas
doses de 4 e 6 L hal, melhora as caracteristicas fisico-quimicas e qualitativas da
qualidade pods-colheita de frutos de tomate, pela regulacdo do metabolismo fisioldgico
dos frutos ao potencializar o sistema antioxidante, preservar a integridade do tecido

vegetal e acréscimos nos teores de solidos sollveis, acidez titulavel, acido ascorbico,
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acido citrico, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante, indicando a
viabilidade desta abordagem para melhorar a qualidade do periodo pds-colheita dos

frutos de tomate.
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CAPITULO 2 — EFEITO DA APLICAQAO PRE-COLHEITA DE Bacillus subtilis NA
VIDA UTIL DE FRUTOS DE TOMATE 2
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Resumo: Os tomates sdao amplamente consumidos em todo o mundo, mas sua
elevada perecibilidade exige métodos de armazenamento seguros para mitigar as
perdas pés-colheita. Esta pesquisa teve como objetivo investigar o impacto de um
biofungicida a base de Bacillus subtilis nas caracteristicas pos-colheita dos frutos de
tomate durante o armazenamento. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados, com 4 blocos e parcelas subdivididas. As parcelas principais incluiram
trés doses de biofungicida a base de B. subtilis (0, 4 e 6 L hal) aplicadas em pré-
colheita, e as subparcelas corresponderam ao tempo de armazenamento dos frutos
(0, 4, 8 e 12 dias). A aplicacédo pré-colheita de B. subtilis na dose de 6 L ha* modulou
efetivamente a atividade de varias enzimas: fenilalanina amoénia-liase que aumentou
em até 52%, polifenoloxidase até 75%, superéxido dismutase 1,2 vezes, catalase 2,6
vezes e peroxidase 3,6 vezes, em comparacao com o controle. Além disso, essa dose
reduziu os danos a membrana em até 30% e reduziu a atividade das enzimas
pectinoliticas em até 27%. Esses efeitos resultaram na manutencdo dos niveis de

compostos fendlicos, aumento da capacidade antioxidante em até 69% e maior

2 Capitulo redigido de acordo com as normas do periodico Scientia Horticulturae.
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firmeza dos frutos em 21%, preservando atributos qualitativos e mitigando a
deterioracéo pés-colheita. Portanto, a aplicacdo pré-colheita de B. subtilis na dose de
6 L ha'l se mostrou eficaz em minimizar o processo natural de senescéncia,

prolongando a vida Gtil dos tomates durante o armazenamento.
Palavras-chave: biofungicida; pds-colheita; shelf-life; Solanum lycopersicum.

Abstract: Tomatoes are widely consumed worldwide, but their high perishability
necessitates safe storage methods to mitigate post-harvest losses. This research
aimed to investigate the impact of a Bacillus subtilis-based biofungicide on the post-
harvest characteristics of tomatoes during storage. The experimental design was a
randomized block design with 4 blocks and split plots. The main plots included three
doses of B. subtilis-based biofungicide (0, 4, and 6 L ha') applied pre-harvest, and the
subplots corresponded to the storage time of the fruits (0, 4, 8, and 12 days). Pre-
harvest application of B. subtilis at a dose of 6 L ha! effectively modulated the activity
of several enzymes: phenylalanine ammonia-lyase increased by up to 52%,
polyphenol oxidase by up to 75%, superoxide dismutase by 1.2 times, catalase by 2.6
times, and peroxidase by 3.6 times, compared to the control. Additionally, this dose
reduced membrane damage by up to 30% and decreased the activity of pectinolytic
enzymes by up to 27%. These effects resulted in maintaining phenolic compound
levels, increasing antioxidant capacity by up to 69%, and enhancing fruit firmness by
21%, thus preserving qualitative attributes and mitigating post-harvest deterioration.
Therefore, pre-harvest application of B. subtilis at a dose of 6 L ha! proved effective
in minimizing the natural senescence process, extending the shelf life of tomatoes

during storage.

Keywords: biofungicide; post-harvest; shelf-life; Solanum lycopersicum.

2.1 INTRODUCAO

O tomate é um fruto comercializado mundialmente, sendo grande fonte de
nutrientes, vitaminas, carotenoides e polifenéis. E comumente destinado ao mercado
in natura e colhido em diferentes estadios de maturacao, a depender da logistica de
transporte (Ali et al., 2021).
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Por ser fruto climatérico, o tomate apresenta vida Gtil pés-colheita muito curta,
perdendo sua qualidade e capacidade de resisténcia ao armazenamento em razao de
muitos fatores ambientais, tais como altas taxas de respiragéo e transpiracéo, ataque
de patdgenos e senescéncia (Bu et al., 2021; Khatri et al., 2020).

Apos a colheita, os produtos horticolas sdo metabolicamente ativos e altamente
pereciveis, passando por processos de maturacdo e senescéncia, 0s quais devem ser
controlados para prorrogar sua vida de prateleira (Corato, 2020). Deste modo, 0
manejo inadequado resulta em danos aos atributos nutricionais e qualitativos,
provocando perdas ao longo da cadeia de abastecimento, do produtor até o
consumidor final (Delgado et al., 2021). No tomate, o processo de maturacao incide
sobre mudancas de ordem fisiolégicas e bioquimicas na cor, sabor, firmeza e
compostos aromaticos dos frutos (Wu et al., 2018).

De acordo com a Organizacdo das NacgGes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO), as perdas de alimentos em funcédo da deterioracdo pés-colheita
somam aproximadamente 33% do que é produzido (Palumbo et al., 2022). Portanto,
pesquisas focadas na reducdo do desperdicio de frutos e hortalicas sédo de suma
importancia para melhorar a seguranca, promover a sustentabilidade e reduzir os
custos de producéao.

Durante o manuseio pos-colheita ideal, varias técnicas podem ser empregadas
como gerenciamento da temperatura, umidade, embalagens e uso de produtos
guimicos que podem auxiliar a retardar os processos fisiolégicos da maturacao e
senescéncia, assim como, restringir o crescimento microbiano (Ali et al., 2018;
Palumbo et al., 2022). Tradicionalmente, 0 manejo pds-colheita € feito pela aplicacéo
de fungicidas, entretanto, questdes ambientais e de saude, assim como, resisténcia
microbiana, requerem o desenvolvimento de estratégias que possam reverter esse
guadro; dessa forma, a aplicacdo de agentes de biocontrole tem sido alternativa ao
uso de produtos sintéticos (Bazioli et al., 2019).

Estudo realizado por Gutter e Littauer (1953) relatou pela primeira vez o uso de
Bacillus subtilis capaz de combater o ataque de patdogenos em frutos citricos e reduzir
a decomposicdo poés-colheita, devido a capacidade de biocontrole de micro-
organismos, o0 que atraiu atengao para esse protagonista.

O B. subtilis € considerado umas das rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas (BPCP), pertencente ao género Bacillus e pode ser encontrado em varios

habitats (Souza et al., 2015). Originalmente, as BPCP foram associadas apenas ao
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crescimento radicular, mas ha evidéncias que essas bactérias podem funcionar como
biofertilizantes ou agentes de biocontrole ao promover o crescimento de plantas,
aumentar seu rendimento e melhorar respostas fisiolégicas a condiges ambientais
adversas (Gouda et al.,, 2018; Hashem et al., 2019; Samaras et al., 2021; Tejera-
Hernandez et al., 2013).

Descobertas recentes revelaram que seu uso como agente de biocontrole pode
melhorar a conservacao pos-colheita de frutos de tomate, através da preservacao das
caracteristicas organolépticas (cor, sabor, textura) e modulacdo de reaches
bioguimicas, minimizando o ataque de patégenos (Bu et al., 2021; Chandrasekaran et
al., 2019; Padr6 et al., 2021). Contudo, estudos que avaliem a sua influéncia em
processos fisioloégicos e bioquimicos de pods-colheita de frutos sadios ainda séo
escassos, 0 que gera maior interesse no possivel envolvimento dessas bactérias na
conservacao natural de produtos agricolas.

Considerando a capacidade de micro-organismos em influenciar o
desenvolvimento das plantas, a hipdtese desta pesquisa € que a aplicacdo de
biofungicida a base de B. subtilis, influencia positivamente nas reacfes enzimaticas e
nas caracteristicas fisico-quimicas de frutos de tomate, promovendo reducdo na
deterioracdo dos frutos e aumentando a qualidade pds-colheita. Para responder a
hipétese levantada, o presente estudo foi realizado com o objetivo de investigar o
efeito de B. subtilis aplicado em pré-colheita na qualidade de frutos de tomate

armazenados em temperatura ambiente.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Area experimental

O experimento foi conduzido em campo, na cidade de Mogi Guacu - SP, com as
seguintes coordenadas geograficas: 22°22'15" S de latitude, 46°56'38" W de longitude
e altitude de 638 m. O clima da regido é do tipo Cwa: clima mesotérmico com inverno
seco, com temperatura meédia de 18 °C nos meses mais frios e 22 °C nos meses mais

qguentes e precipitacdo média de 1400 mm (Sparovek et al., 2007).

2.2.2 Material vegetal e condi¢des de cultivo
O hibrido de tomate utilizado na pesquisa foi STVE4466 da Seminis®. As mudas
de tomate foram transplantadas em espacamento de plantio de 1,2 m de largura e 4,5

m de comprimento, contendo 26 plantas por parcela, com 2 linhas de plantio e
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espacamento de 75 cm entre linhas e 35 cm entre plantas. Nas linhas de plantio foram
instalados mourdes para que as plantas de tomate fossem conduzidas através de
tutoramento vertical com auxilio de fitilho & medida que cresciam. As capinas e o
controle fitossanitario foram realizados sempre que necessario.

O solo foi classificado como Latossolo Vermelho Arenoso apresentando as
seguintes propriedades quimicas: pH (CaCl2)=5,1; M.O= 23,0 g dm3; P(resina)= 29,0
mg dm3; H*+AI*3= 28,0 mmolc dm3; K*= 2,5 mmolc dm=3; Ca?*= 22,0 mmolc dm3;
Mg?*= 10 mmolc dm3; CTC= 62,7 mmol. dm= e V= 55%. A adubacéo e correcédo do
solo foi realizada de acordo com a andlise e recomendacfes para a cultura do
tomateiro (Trani et al. 2015). O sistema de irrigacao foi conduzido por gotejamento em
estacdo de controle com sistema de tubos de polietileno flexivel e uma linha de
gotejadores para cada linha de plantio.

2.2.3 Delineamento experimental e aplicacao foliar

O delineamento experimental adotado foi blocos casualizados, com 4 blocos, em
parcelas subdivididas, considerando como parcela principal trés doses de biofungicida
a base de Bacillus subtilis: T1 — (Controle — sem aplicacao do biofungicida), T2 — 4,0
L hal e T3 — 6,0 L ha' aplicadas em pré-colheita (via foliar) e as subparcelas
correspondente aos dias de armazenamento dos frutos (0, 4, 8 e 12 dias).

A aplicagdo de B. subtilis foi realizada através do produto comercial Serenade®
(Bayer S.A) que é um biofungicida e tem como fonte o agente biolégico Bacillus subtilis
QST713, a concentragdo de 13,68 g Lt (1,37% - 10° UFC g) do ingrediente ativo e
formulacdo em suspensao concentrada.

O protocolo de aplicagdo envolveu quatro aplicacdes prévias a colheita, sendo
realizadas de forma semanal, aos 21, 14, 7 e 1 dia antes da colheita. O processo
ocorreu das 8:00 as 10h, utilizando pulverizador pressurizado de operacao de trabalho
de 2,5 kgf cm2, com bico tipo 110.01, espacamento dos bicos de 40 cm, largura da
barra de 1,2 m e altura da barra de 40 cm. As aplicagcdes iniciaram no estadio
fenologico de desenvolvimento dos frutos, os quais foram previamente identificados

ao longo das pulverizagfes, visando a uniformidade dos frutos até a colheita.

2.2.4 Colheita e armazenamento
Os frutos foram colhidos em julho de 2021 quando apresentavam estadio “de

vez” com 30 a 50% de coloracao vermelha e transportados para o Departamento de
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Horticultura da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA), na Universidade Estadual
Paulista (UNESP), em Botucatu - SP (22°51'01” LS e 48°25'55” LW e 786 m de
altitude).

Na recepcdo, os frutos foram previamente higienizados para retirada de residuos
da colheita, como galhos, caules, insetos e solo. Posteriormente, todos os lotes foram
acondicionados em bandejas retangulares de poliestireno e colocados em bancadas
a temperatura ambiente (20°C) e umidade relativa média de 41%, permanecendo
dessa forma ao longo do tempo de avaliacéo, sendo que a cada quatro dias os frutos
eram retirados aleatoriamente e destinados as diferentes analises bioquimicas, fisico-

quimicas e qualitativas.

2.2.5 Variaveis bioquimicas

Os frutos foram previamente identificados, imersos e macerados em nitrogénio
liquido para completa paralizacédo de reacdes enziméticas e mantidos em ultra freezer
a -80 °C até a realizacdo das seguintes analises: atividade das enzimas fenilalanina
amonia-liase (PAL) e polifenoloxidase (PPO), teor de compostos fendlicos totais
(CFT), capacidade antioxidante (DPPH), peroxidacdo de lipidios (PL), teor de
peroxido de hidrogénio (H202), atividade das enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase - SOD, catalase - CAT e peroxidase - POD), teor de acgUcares soluveis
totais (AST), acucares redutores (AR) e amido e atividade das enzimas pectinoliticas
(pectinametilesterase — PME e poligalacturonase — PG). Todo o0 processo de pesagem
do material foi realizado com tubos e pincas pré-resfriados para evitar o
descongelamento das amostras.

A extragcdo enzimatica, para mensurar a atividade da enzima PAL, foi realizada
a partir de 0,1 g da polpa do fruto de tomate homogeneizado em almofariz gelado com
10 mL de solucdo tampéo borato de sodio 0,1 M (pH 8,8). A amostra foi centrifugada
a 12.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para medir a atividade da
PAL, estimada a partir da reacéo de 1,0 mL de tampéao borato de s6dioa 0,2 Me 1,0
mL de fenilalanina. A atividade da enzima foi expressa em mmol min* g* de massa
fresca (Peixoto et al., 1999).

A extracao para a determinacao da atividade da enzima PPO foi realizada a partir
de 0,5 g da polpa de fruto de tomate homogeneizado em almofariz gelado com 5 mL
de solucéao tampé&o com pH 6,7, e centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos, a 4°C. O

sobrenadante foi utilizado para medir a atividade da PPO a partir da reagcao em tubo
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de ensaio contendo catecol a 0,1 M e os resultados expressos em pumol catecol min-t
g de massa fresca (Kar; Mishra, 1976).

A concentracdo dos CFT dos frutos foi determinada pelo método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999), com a utilizacdo de
espectrofotometro UV-visivel. Os resultados foram expressos em ug de acido galico.
g de amostra.

O DPPH foi determinado de acordo com a metodologia de Brand-Williams et al.
(1995), onde a solucéo de 2,2-difenil-1- picrilhidrazil (DPPH) foi inicialmente preparada
em metanol 80% (10 mg em 50 mL). Apds a pesagem, as amostras foram extraidas
em 10 mL de metanol (80%) e permaneceram por 15 minutos em banho ultrassom,
na sequéncia foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos sob temperatura de 5
°C. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e armazenadas em ambiente
protegido da luz por 1 hora, para posterior leitura em UV-visivel e os resultados
expressos %DPPH reduzido.

Para a determinacgéo da PL foram utilizados 300 mg de material fresco congelado
em 5 mL de solucao contento &cido tiobarbitarico (TBA) a 0,25% e &cido tricloroacético
(TCA) a 10%. A solucao extraida foi incubada em banho-maria a 90°C por 60 minutos.
Apos o resfriamento, a solucédo foi centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos, a
temperatura ambiente (25°C). O sobrenadante coletado de cada amostra foi
submetido a leitura de absorbancia em espectrofotbmetro a 560 e 600 nm. Para os
calculos, utilizou-se o coeficiente de extingdo molar do malondialdeido (155 mmol L
cm), cujos resultados sdo expressos em nmol g de massa fresca (Heath; Packer,
1968).

O teor de H202foi medido utilizando 0,1 g de amostras maceradas e congeladas
em nitrogénio liquido com adicdo de 1 mL de TCA a 0,1%. Em seguida, o concentrado
foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. A reacao iniciou-se com a adicéo
de 0,5 mL de extrato, 0,5mL de tampao fosfato 0,1 M de pH 7,0 e 2,0 mL de iodeto de
potassio a 1M. O conteudo foi incubado no escuro por uma hora e a leitura das
amostras em espectrofotdmetro foi realizada a 390 nm. Calculou-se a concentragéo
de peroxido de hidrogénio nas amostras através de curva padrdo de perdxido de
hidrogénio, cujos resultados foram expressos em mmol H202 g de massa fresca
(Alexiava et al., 2001).

A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e POD) foi avaliada de acordo

com metodologia proposta por Kar e Misha (1976), onde foi adicionado 5 mL de
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solucdo tampéo fosfato de potassio refrigerado (0,1 M — pH 6,7) e 1% de
polivinilpolipirrolidona para obtenc&o do extrato (sobrenadante) centrifugado a 10000
rpm por 10 minutos a 4°C. Para determinar a atividade especifica de enzimas
antioxidantes, a quantificacao de proteinas sollveis totais de cada extrato enzimatico
foi previamente realizada de acordo com Bradford (1976).

A atividade da enzima SOD foi obtida através da capacidade da enzima para
inibir a fotorredugcé@o do azul de nitrotetrazolio (NBT), segundo metodologia proposta
por Giannopolitis e Ries (1977). Uma unidade de atividade SOD foi definida como a
guantidade necessaria de enzima para inibir a fotorreducdo de NBT em 50% sob
condicdes de ensaio, expressa em U mg de proteina.

Para determinar a atividade da enzima CAT utilizou-se metodologia proposta por
Peixoto et al. (1999). Portanto, as leituras foram realizadas a cada 20 segundos
durante 80 segundos, em 240 nm, na qual foi monitorado o consumo de perdxido via
espectrofotometro. A variacdo de absorcéo foi calculada utilizando coeficiente molar
de 39,4 mM* cm? e os resultados foram expressos em mmol H202 mint mg?* de
proteina.

A atividade da enzima POD foi quantificada conforme metodologia proposta por
Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacédo foi composto pela adicao de 30 uL do
extrato enzimatico, tampéo fosfato de potassio 50 mmol L a pH 6,5, pirogalol (1,2,3-
benzenotriol) 20 mmol L* e peréxido de hidrogénio (H202) 5 mmol L, totalizando 1
mL, avaliados a 430 nm e a atividade expressa em mmol mint mg™ de proteina.

Para determinacao dos teores de acucares (AST e AR) foram pesadas 100 mg
das amostras dos frutos congeladas e maceradas em Eppendorfs de 2 mL. Os teores
de acucares soluveis totais (AST) e amido foram quantificados segundo metodologia
descrita por Yemm e Willis (1954) e os resultados foram calculados com base na curva
padréo de glicose e expressos em mg g* de massa fresca. Os aclcares redutores
(AR) foram quantificados segundo metodologia de Miller (1959) e os resultados foram
calculados com base na curva padrdo de glicose e expressos em mg g*de massa
fresca. Os acUcares sollveis totais sdo carboidratos de baixo peso molecular,
responsaveis pela determinacdo do sabor doce dos frutos, dentre esses, sacarose,
glicose, frutose, lactose, maltose, enquanto os agucares redutores sdo glicose,
frutose, maltose, lactose e galactose.

Para a quantificacdo da atividade das enzimas pectinoliticas (PME e PG),

seguiu-se a metodologia descrita por Hagerman & Austin (1986), onde 5,0 g de
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amostras frescas trituradas (Turrax) foram homogeneizadas em 20 mL de NaCl 1M
(pH — 5,8) e acondicionadas sob agitacdo em banho de gelo durante 1h. A obtencéo
do extrato enzimatico foi realizada por centrifugagéo a 6000 g por 30 minutos.

Para a determinacdo da atividade da pectinametilesterase (PME) seguiu-se
metodologia sugerida por Hultin et al. (1966) com modificacdes, onde 1 mL do extrato
enzimatico foi adicionado a 25 mL de NaCl 0,2M contendo 1% de pectina citrica. Na
sequéncia, sob agitacao, NaOH 0,01 N foi adicionado constantemente para manter o
pH em 7,0 durante 10 min. O volume de NaOH 0,01 N gasto para manutenc¢ao do pH
foi utilizado para calcular a atividade da PME, sendo uma unidade de atividade (U)
definida como a quantidade de enzima capaz de desmetilar pectina, correspondente
ao consumo de 1 nmol de NaOH min g* massa fresca, cujos resultados foram
expressos em U min? g! de massa fresca.

A atividade de poligalacturonase (PG) foi determinada por meio da adaptacao do
meétodo descrito por Pressey & Avants (1973). O sistema de reacéo foi composto de
50 uL extrato enzimatico, 50 yL de solugdo do acido poligalacturénico a 0,4%
contendo 0,05% de albumina e 100 uL de tampé&o acetato de sédio 0,1 M (pH 4,5) a
37°C, por 2 horas, sob agitacdo. A reacédo foi interrompida em banho-maria (100 °C)
e 0s grupos redutores liberados foram determinados segundo técnica de Somogyi
adaptada por Nelson (1944), usando-se glicose anidra como padrdo. A unidade de
atividade enzimética (U) foi definida como a capacidade da enzima catalisar a
formacdo de um nanomol de acguUcar redutor por minuto de reacdo por grama de
amostra, nas condicdes de ensaio, onde os resultados foram expressos em U mint g-

1 de massa fresca.

2.2.6 Variaveis fisico-quimicas e qualitativas

As caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de tomate foram obtidas por meio
da homogeneizacéo de dois frutos por unidade experimental. Os frutos passaram por
um mixer e com a polpa foram determinados: os teores de solidos soluveis (SS) com
0 uso de refratbmetro digital Atago e os resultados expressos em °Brix. Para a
determinacao da acidez titulavel (AT), expressa em gramas de &cido citrico por 100 g
de polpa, utilizou-se também a recomendacdo das normas do Instituto Adolfo Lutz,
publicadas em Brasil (2005) e os resultados foram obtidos por meio de titulacdo de 5
g de polpa homogeneizada e diluida para 100 mL de agua destilada, com solugéo

padronizada de hidroxido de sédio a 0,1 N, tendo como indicador a fenolftaleina. A
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relacdo SS/AT (ratio) foi determinada através da relacdo entre o teor de sdlidos
soluveis e acidez titulavel (Tressler; Joslyn, 1961).

A firmeza dos frutos foi medida em dois frutos inteiros com casca, em dois pontos
centrais de cada fruto, utilizando-se penetrometro digital modelo PTR-500 da
Instrutherm®, sendo os resultados expressos em kgf cm2.

O conteudo de acido ascorbico (AA) foi determinado a partir de 10 g de polpa,
por titulagdo em &cido oxdlico a 0,5% com 2,6-diclorofenolindofenol (DCFI) a 0,01 N,
com resultados expressos em mg g de amostra (Brasil, 2000) e a quantificacdo de
acido citrico (AC) obtida de acordo com metodologia proposta por Choy et al. (1963)

e os resultados expressos em g 100 g* de amostra.

2.2.7 Analise estatistica

Para a analise estatistica os dados foram previamente submetidos ao teste de
normalidade de Anderson-Darling através do programa Minitab®. Verificada a
normalidade dos dados procedeu-se a analise de variancia (teste F), sendo as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa
Agroestat® (Barbosa; Maldonado, 2015). Os gréaficos foram construidos através do

software SigmaPlot®.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Variaveis bioquimicas

A interacdo dos fatores doses de biofungicida a base de Bacillus subtilis e tempo
de armazenamento foi significativa para todas as variaveis bioquimicas: atividade da
enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) e polifenoloxidase (PPO), teor de compostos
fendlicos totais (CFT), capacidade antioxidante (DPPH), peroxidacao de lipidios (PL),
teor de peroxido de hidrogénio (H2032), atividade da superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase (POD), teor de agucares soluveis totais (AST), acUcares
redutores (AR) e amido e atividade das enzimas pectinametilesterase (PME) e
poligalacturonase (PG).

A aplicacdo de biofungicida & base de B. subtilis mostrou-se eficiente na
modulacao da atividade de importantes enzimas como a PAL e PPO (Fig. 1A e 1B), o
gue resultou no aumento da atividade das enzimas em relacdo as doses aplicadas. A
dose de 6 L ha favoreceu a elevacéo da atividade da PAL nos frutos de tomate ao

longo do tempo, com aumento expressivo aos 4 e 12 dias de armazenamento,
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correspondente a 52 e 75%, em relacdo ao controle, respectivamente. Ja a enzima
PPO, na mesma dose, apresentou maior atividade nos frutos no inicio do periodo de
armazenamento, 23% em comparacao ao controle (Fig. 1).

A aplicagéo do biofungicida n&o influenciou nos teores de CFT aos 0, 4 e 12 dias
de armazenamento dos frutos; por outro lado, aos 8 dias de conservacgao, os teores
de CFT foram superiores nos frutos nao tratados com B. subtilis (Fig. 1C). A
capacidade antioxidante dos frutos de tomate foi elevada ao longo do tempo de
conservacgao. Os frutos do tratamento controle apresentaram maior DPPH no 4° dia,
entretanto, a aplicacdo do biofungicida permitiu que o sistema antioxidante se
mantivesse ativo até o 12° dia de armazenamento, ndo diferindo entre as doses de 4

e 6 L hal, mas superior ao controle em 53 e 69%, respectivamente (Fig. 1D).
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Fig. 1. Atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase-PAL (A) e polifenoloxidase-PPO (B), teor de
compostos fendlicos totais-CFT (C) e capacidade antioxidante-DPPH (D) de frutos de tomate
submetidos a aplicacdo de biofungicida & base de Bacillus subtilis em diferentes tempos de
armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra, minUscula dentro de cada tempo de
armazenamento e mailscula entre cada tempo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste

Tukey (p=<0,05). As barras mostram o desvio padrdo. n = 4 (nUmero de repeticdes).
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A aplicacdo do biofungicida nao influenciou os niveis de PL até o 4° dia de
armazenamento dos frutos. No entanto, aos 8 e 12 dias de acondicionamento o dano
oxidativo das membranas (PL) foi inferior em frutos de tomate tratados com B. subtilis,
resultando em decréscimo de 27 e 31% para a dose de 4 L ha' e 24 e 30% de 6 L ha
1, em relagdo ao controle, mas néo diferiram entre si (Fig. 2A). O contelido de H202
foi favorecido pela aplicacdo de biofungicida, porém com reducdo desta variavel ao
longo do tempo de conservagdo dos frutos. No inicio e final do armazenamento, a
aplicacdo de 4 L ha** aumentou o contetido de H202 em relagéo as demais. Por outro
lado, a aplicacdo de 6 L ha favoreceu as menores reducdes desse composto e no
tempo maximo de conservacéao dos frutos (12 dias) foi observado reducéo de 61% em

relacdo ao controle e de 4,5 vezes em relacédo a dose de 4 L ha! (Fig. 2B).
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Fig. 2. Peroxidagéo de lipidios-PL (A) e teor de perdxido de hidrogénio- H202 (B) de frutos de tomate
submetidos a aplicacdo de biofungicida a base de Bacillus subtilis em diferentes tempos de
armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra, minlscula dentro de cada tempo de
armazenamento e mailscula entre cada tempo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste

Tukey (p=<0,05). As barras mostram o desvio padrdo. n = 4 (nUmero de repeticdes).

A atividade das enzimas antioxidantes aumentou ao longo do periodo de
armazenamento dos frutos (Fig. 3). Para a enzima SOD a maior atividade foi
observada aos 12 dias apds a colheita (DAC), com aumento de 1,07 e 1,2 vezes maior
com aplicacdo de 4 e 6 L ha' de biofungicida, em relacdo ao controle (Fig. 3A). A
atividade da enzima CAT foi reduzida ao longo do periodo pds-colheita nas doses de
0 e 4 L ha'. Entretanto, frutos sob aplicacéo de 6 L ha* de biofungicida apresentaram

maior atividade da CAT e aos 12 DAC, aumento de 2,6 vezes em relagdo ao controle
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(Figura 3B). Semelhante ao que foi observado para a enzima SOD, a atividade da
POD foi aumentada nos frutos de tomate em funcdo das doses de biofungicida
aplicadas e do tempo de conservacdo, com aumento de 93% sob aplicacdo de 6 L ha-
1 no dia da colheita e de 3,6 vezes aos 4 DAC, em relacéo ao controle. J& ao final do
periodo de armazenamento, a atividade da POD aumentou 37% com a aplicacédo de

4 L hal, em relagéo a testemunha (Fig. 3C).
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Fig. 3. Atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase-SOD (A) catalase-CAT (B) e
peroxidase-POD (C) de frutos de tomate submetidos a aplicagédo de biofungicida & base de Bacillus
subtilis em diferentes tempos de armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra, mindscula dentro
de cada tempo de armazenamento e mailscula entre cada tempo de armazenamento, ndo diferem

entre si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras mostram o desvio padrdo. n = 4 (nUmero de repeti¢cdes).

Observa-se que as doses de biofungicida a base de B. subtilis promoveram
reducdo da atividade das enzimas pectinoliticas (PME e PG) ao longo do
armazenamento dos frutos (Fig. 4). A atividade da enzima PME nao apresentou

diferenca significativa entre as doses testadas entre o 1° e 8° dia de armazenamento
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dos frutos, entretanto, houve reducéo de 10 e 13% da atividade enzimatica da PME
aos 12 DAC com aplicacédo de 4 e 6 L ha* do produto biolégico, ndo diferindo entre si,
em comparacao ao controle (Fig. 4A). De modo semelhante, a atividade da enzima
PG apresentou diferenca significativa entre as doses apenas no maior periodo de
armazenamento dos frutos, com menor atividade da enzima nas doses de 4 e 6 L ha-
1, com reducédo de 23 e 27% em relacédo aos frutos controle, respectivamente, mas

semelhante entre si (Fig. 4B).
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Fig. 4. Atividade das enzimas pectinoliticas pectinametilesterase-PME (A) e poligalacturonase-PG (B)
de frutos de tomate submetidos a aplicacéo de biofungicida a base de Bacillus subtilis em diferentes
tempos de armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra, mindscula dentro de cada tempo de
armazenamento e mailscula entre cada tempo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste

Tukey (p<0,05). As barras mostram o desvio padrdo. n = 4 (niUmero de repeti¢des).

O teor dos AST e AR aumentou durante o periodo pés-colheita dos frutos de
tomate, no entanto, o teor de amido foi reduzido ao longo do armazenamento (Fig. 5).
Os AST apresentaram diferencas significativas até o 8° dia de conservacao dos frutos
entre as doses aplicadas. Maior teor de AST dos frutos foi obtido no 4° dia com a
aplicacéo de 4 L ha, com aumento de 1,9 vezes em relacdo ao controle. De outro
modo, frutos ndo tratados com o biofungicida apresentaram maiores teores de AST
no primeiro dia em relacéo a dose de 4 L ha* e no 8° dia em relagéo as doses contendo
B. subtilis (Fig. 5A).

Os teores de AR foram maiores nos frutos ndo tratados com B. subtilis até o 8°
dia de armazenamento, néo diferindo da dose de 6 L ha' de biofungicida ao final do
amadurecimento dos frutos (12 DAC) (Fig. 5B). Por outro lado, o maior teor de amido
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foi obtido no inicio do periodo pés-colheita, na qual a dose de 4 L ha' promoveu
aumento de 45% desse carboidrato nos frutos, em comparacao ao controle. No 4° dia
de armazenamento, os frutos concentraram maior teor de amido sob a dose de 6 L
ha, com aumento de 37% em relacdo ao controle e nos demais tempos nédo houve

diferenca entre as doses (Fig. 5C).
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Fig. 5. Teor de agucares soluveis totais-AST (A), acUcares redutores-AR (B) e amido (C) de frutos de
tomate submetidos a aplicagdo de biofungicida a base de Bacillus subtilis em diferentes tempos de
armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra, minlscula dentro de cada tempo de
armazenamento e mailscula entre cada tempo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste

Tukey (p=<0,05). As barras mostram o desvio padrao. n = 4 (nUmero de repeti¢des).

2.3.2 Variaveis fisico-quimicas e qualitativas
Houve efeito da interacdo entre os fatores doses de biofungicida a base de B.

subtilis e tempo de armazenamento para o teor de acidez titulavel (AT), ratio (SS/AT),

firmeza, teores de acido citrico (AC) e acido ascorbico (AA). O teor de solidos soluveis
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(SS) foi significativo quando considerados os fatores separadamente e a perda de
massa dos frutos sofreu influéncia apenas do tempo de armazenamento (Figura 6).
O teor de SS apresentou resposta linear crescente em fungdo dos dias de
armazenamento dos frutos e a aplicacdo das doses de biofungicida promoveram
maior teor de SS nos frutos de tomate em relacéo ao controle (Fig. 6A e 6B). Aos 12
dias de armazenamento foi observado aumento de 2 vezes na AT com aplicacédo de
4 e 6 L hal de biofungicida, em relacédo ao controle, mas sem diferenca entre si (Fig.
6C). Ja a relacao desses indices SS/AT so6 apresentou diferenca significativa entre as
doses avaliadas no estadio inicial de maturagcédo dos frutos, em que a maior relacéo

SS/AT foi obtida para os frutos nao tratados com B. subtilis (Fig. 6D).
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Fig. 6. Teor de sélidos soluveis - SS (A e B), acidez titulavel - AT (C) e ratio (D) de frutos de tomate
submetidos a aplicacdo de biofungicida a base de Bacillus subtilis em diferentes tempos de
armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra, minlscula dentro de cada tempo de
armazenamento e mailscula entre cada tempo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste

Tukey (p<0,05). As barras mostram o desvio padrao. n = 4 (nimero de repeti¢cfes).
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Assim como observado na AT, o teor de AC foi influenciado positivamente pelas
concentracfes de B. subtilis no inicio do armazenamento, com maior concentracéo de
AC nos frutos de tomate nas doses de 4 e 6 L ha! e aumento de 23 e 20% em relagéo
ao controle, respectivamente, ndo diferindo entre si. Ao final do armazenamento (12
DAC), os frutos tratados com 6 L ha apresentaram aumento no contelido de AC em
26% quando comparado aos frutos controle, mas nao diferindo da dose de 4 L ha"
Y(Fig. 7A). O teor de AA teve seu pico nos primeiros dias de armazenamento (0 e 4
DAC), com aumento de 43% na concentracao desse 4cido organico com aplicacdo de
6 L hal apos a colheita; jA aos 4 DAC observou-se aumento de 41% do teor de AA

com a dose de 4 L ha! de biofungicida comparado ao controle (Fig. 7B).
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Fig. 7. Teor acido citrico-AC (A) e 4cido ascorbico-AA (B) de frutos de tomate submetidos a aplicagédo
de biofungicida a base de Bacillus subtilis em diferentes tempos de armazenamento. Médias seguidas
pela mesma letra, mindscula dentro de cada tempo de armazenamento e mailscula entre cada tempo
de armazenamento, nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras mostram o desvio padrao.

n =4 (nimero de repeticdes).

Maior firmeza dos frutos foi observada com aplicacdo de 4 e 6 L ha' de
biofungicida, as quais ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, mas foram
superiores ao controle, com aumento de 14 e 21%, respectivamente, aos 12 dias de
armazenamento (Fig. 8A).

A perda de massa dos frutos, independente das doses de biofungicida aplicadas,
foi crescente com o periodo de armazenamento, evidenciando maior perda de agua
no maximo tempo de armazenamento decorrido do estadio de amadurecimento dos

frutos de tomate (Fig. 8B).
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Fig. 8. indice de Firmeza (A) e percentagem de perda de massa (B) de frutos de tomate submetidos &
aplicacéo de biofungicida a base de Bacillus subtilis em diferentes tempos de armazenamento. Médias
seguidas pela mesma letra, mindscula dentro de cada tempo de armazenamento nao difere entre si
pelo teste Tukey (p<0,05) (A). Médias seguidas pela mesma letra, minascula dentro de cada tempo de
armazenamento e mailscula entre cada tempo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste

Tukey (p=<0,05) (B). As barras mostram o desvio padrédo. n = 4 (nimero de repeti¢des).

Conforme a Figura 9, podemos visualizar o efeito positivo do B. subtilis nas
diferentes doses testadas para conservacdo poOs-colheita do fruto de tomate,

controlando o amadurecimento e senescéncia dos frutos.
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Fig. 9. Frutos de tomates tratados com Bacillus subtilis em diferentes tempos de armazenamento.

2.4 DISCUSSAO

Durante o amadurecimento, os frutos de tomate passam por diversas mudancas
na cor, textura, sabor e aroma, que podem limitar sua vida util. A vida Gtil dos alimentos
compreende o periodo durante o qual um produto armazenado permanece adequado
para o consumo, em funcdo do grau de amolecimento, murchamento e podridédo
(Brujin et al., 2023), sendo para o tomate, a manutencao de qualidade dos frutos um
dos maiores problemas quando armazenado em temperatura ambiente (Sinha et al.,
2019). Os resultados desta pesquisa mostram que a vida util dos frutos de tomate néo
tratados com biofungicida a base de Bacillus subtilis foi seriamente afetada durante o
periodo de armazenamento.

Para gerenciar e minimizar as perdas pos-colheita de frutos de tomate os
resultados obtidos no presente estudo mostram que o produto testado a base de B.
subtilis pode ser utilizado como alternativa aos fungicidas sintéticos na conservacao
de alimentos de forma eficaz, ecologica e de biosseguranca, preservando e
fortalecendo os processos fisioldgicos e bioquimicos dos frutos.

Nesse contexto, a aplicacdo em pre-colheita de B. subtilis em frutos de tomate

se mostrou eficiente na modulagédo da atividade de importantes enzimas como a
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fenilalanina amoénia-liase (PAL) e polifenoloxidase (PPO), o que garantiu manutencéo
dos teores de compostos fendlicos totais e maior capacidade antioxidante, ao final do
periodo de avaliacgdo. Do mesmo modo, intensificou o sistema antioxidante,
garantindo a integridade do tecido vegetal, reduzindo a atividade das enzimas
pectinoliticas que aceleram o processo de amadurecimento e contribuiu para a
conservacgao dos atributos fisico-quimicos dos frutos de tomate durante os estadios
pés-colheita.

A PAL e a PPO sdo duas importantes enzimas envolvidas na via dos
fenilpropandides e estdo ligadas ao metabolismo dos compostos fendlicos. Além
disso, a enzima PAL atua na biossintese de lignina, tanino e melanina e a enzima
PPO participa da oxidacdo dos compostos fendlicos e pode ocasionar o
escurecimento dos frutos (Amri et al.,, 2021). Em algumas datas de avaliacao
observou-se que a aplicacao do biofungicida intensificou a atividade das enzimas PAL
e PPO, entretanto, a acdo da PPO nao foi capaz de degradar os compostos fendlicos
e nao provocou escurecimento dos frutos promovendo maior tempo de prateleira. Em
estudo realizado por Yu et al. (2021), foi observado que o tratamento com Bacillus em
frutos de morango induziu o acumulo das enzimas PAL e PPO, o que influenciou
positivamente na capacidade de armazenamento durante o periodo pés-colheita. A
atividade aumentada dessas enzimas contribuiu para a resisténcia a doencas,
reducdo do estresse oxidativo e prolongamento da vida util dos frutos.

Os compostos fendlicos presentes em frutos e vegetais frescos podem ser
produzidos de forma rapida para promover a sintese de lignina como resposta a
condicBes adversas. Dessa maneira, alguns fatores como dano mecanico, cortes,
temperatura de armazenamento e outros podem estimular o aumento do teor de
compostos fendlicos durante a conservacao dos alimentos (Pérez-Lépez et al., 2018;
Surjadinata; Cisneros-Zevallos, 2012). Os resultados desta pesquisa sugerem que a
aplicacéo de 6 L ha' de biofungicida favoreceu a conservacgédo dos frutos de tomate
atraveés da ativacédo da enzima PAL, importante nesse processo, conforme ja relatado.

Durante o periodo de armazenamento e distribuicdo pds-colheita, a sintese de
espécies reativas de oxigénio (ERO) em frutos e vegetais pode ser intensificada, em
resposta ao metabolismo natural de senescéncia, deterioragcéo e via de sinalizacdo ao
ataque de patdgenos (Meitha et al., 2020). Contudo, a superproducdo de ERO como
o radical superoxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e outros, resultam em

alteracdes irreversiveis e deletérias as células, sobretudo, pelo aumento no contetdo
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de malondialdeido (MDA), provocando danos a membrana plasmatica devido a
producdo descontrolada ou eliminacéo ineficiente de ERO (Sachdev et al., 2021).
Nessas circunstancias, o aumento do contetdo de MDA leva a reducéo de fluidez das
membranas e o vazamento de eletrdlitos através da peroxidacgdo lipidica, além de
provocar danos secundarios as proteinas de membranas (Halliwell; Gutteridge, 2006).
Entretanto, observa-se que a aplicacdo de B. subtilis reduziu a peroxidacao lipidica
dos frutos de tomate, uma vez que estes apresentaram menor dano de membrana até
12 DAC em relacéo aos frutos controle, atraves da estabilidade da membrana celular
e aumento na resisténcia do fruto, prolongando seu tempo de prateleira. Resultados
no mesmo sentido foram observados durante o0 armazenamento de frutos de péssego
e tubérculos de batata (Zhou et al., 2019; Lastochinka et al., 2020).

O menor dano oxidativo de membrana foi evidenciado como consequéncia da
reducdo do conteudo de H202 nos frutos de tomate tratados com o biofungicida,
principalmente, na dose de 6 L ha'. O H202 é um forte oxidante que pode iniciar o
dano oxidativo localizado e, consequentemente, interrup¢éo das funcbes metabdlicas
e a perda da integridade celular nos locais onde se acumula (Mansoor et al., 2022).
Todavia, os resultados obtidos nesta pesquisa sugerem que o pré-tratamento dos
frutos com B. subtilis pode mitigar os danos oxidativos do amadurecimento do fruto de
tomate e manter sua qualidade a longo prazo.

Nos frutos tratados com B. subtilis, a reducdo no contetdo de H202 e menor
dano de membrana foi alcancado pela eficacia do mecanismo de defesa antioxidante,
gue é composto por diversas enzimas como SOD, POD e CAT, as quais catalisam a
degradacdo de ERO, reduzindo as perdas pos-colheita, conforme as condi¢cdes
estabelecidas neste estudo.

A SOD é a primeira enzima a atuar nesse sistema, incidindo na dismutagéo do
anion superoxido para formacéo de H202 e, dessa maneira, minimiza o dano inicial
ocasionado pelas ERO, provenientes do processo de amadurecimento natural dos
frutos. Para que o subproduto da SOD, o H202, seja eliminado € necessaria a atuacao
das enzimas CAT e POD, que agem em diversos compartimentos celulares e
removem o peroxido de hidrogénio reduzindo-o em duas moléculas de H20 (Tan et
al., 2020). De acordo com Campos et al. (2004), semelhante a PAL, aumento na
atividade da POD pode indicar aumento na biossintese de lignina, que atua como uma
barreira a infecgdo microbiana e manutengéo da firmeza dos frutos. Nossos resultados

mostram que a presenca do B. subtilis nas doses de 4 e 6 L ha! de biofungicida
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reduziu a concentracdo de ERO, aumentando a atividade das enzimas SOD, CAT e
POD, para desacelerar o rapido amadurecimento dos frutos e manté-los sadios por
mais tempo.

Outro aspecto de grande relevancia no estudo poés-colheita de frutos é a
maturacdo e uma das caracteristicas tipicamente associada a esse processo € o
amolecimento dos frutos. Este estadio propicia informacdes comerciais importantes,
considerando que frutos mais firmes poderéo ser disponibilizados por um periodo mais
longo. Por se tratar de fruto climatérico, o tomate continua a sofrer mudancas durante
o periodo pos-colheita, 0 que pode condicionar a reducdo da firmeza com o
amadurecimento dos frutos (Alonso-Salinas et al., 2022). Em meio a esse processo,
h& muitas enzimas na participacdo da degradacdo das substancias pécticas, entre
elas, as mais importantes séo a pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG)
(Fonseca, 1974), envolvidas na integridade do tecido, textura e amolecimento de
frutos durante o amadurecimento (Brummell; Harpster, 2001).

A pectina é o principal componente da lamela média e parede celular priméria
em espécies eudicotiledbneas, atuando na adesdo celular, bem como, nas
caracteristicas mecanicas e texturais dos 6rgdos das plantas (Mohnen, 2008). A
estrutura da pectina sofre mudancas durante o crescimento e desenvolvimento que
incluem desesterificacdo através de enzimas pectinoliticas, como a PME. A enzima
PME atua na catalisacdo da desmetilacdo do grupo carboxilico dos residuos de
galacturosil, desesterificando-os, para que assim, a enzima PG catalise a hidrélise das
ligacdes a-1,4 do acido galacturdnico (HGA) (Fischer; Bennett, 1991). Logo, a hidrélise
da pectina é dependente da PME, a qual € fundamental em todas as etapas de
desenvolvimento do tecido vegetal, contudo, assim como a PG, o aumento em sua
atividade s6 é evidenciado durante o amadurecimento (Changwal et al., 2021;
Hobson, 1962; Pressey; Avants, 1982). Deste modo, verifica-se que a atividade
enzimatica da PME tem grandes reflexos na atividade da PG. Neste estudo, a relacédo
entre essas enzimas foi constatada, visto que ao final do periodo de avaliacdo (12
DAC), observou-se que a aplicacao pré-colheita de B. subtilis manteve a textura dos
frutos de tomate através da reducdo da atividade enzimatica da PME e PG. Este
resultado indica efeito promissor do biofungicida no retardamento da senescéncia dos
frutos e na integridade da parede celular, corroborando com os dados de firmeza

encontrados neste estudo, visto que, maturacdo e firmeza estdo intimamente
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associadas. Assim, o prolongamento da firmeza € desejavel para a extensdo do
periodo de armazenamento dos frutos (Pereira et al., 2015).

O aumento nos teores de agUcares totais (AST) e, principalmente, nos teores de
acucares redutores (AR), bem como, reducdo nos teores de amido é reflexo do
amadurecimento dos frutos. Ja, na fase final do amadurecimento, ocorre reducéo dos
teores desses compostos, como indicativo da perda de qualidade do fruto. Isto sugere
que durante o periodo poés-colheita o acumulo de acglUcares e amido tem
consequéncias para a vida de prateleira e qualidade dos frutos. Os resultados obtidos
neste estudo mostram que a aplicacdo pré-colheita de B. subtilis determinou maior
tempo de prateleira dos frutos, apresentando menor teor de AST e AR e alto teor de
amido até o 4° dia, indicando frutos mais verdes.

Assim como o teor de carboidratos, outros indices como teor de SS, AT e a
relacdo SS/AT podem influenciar mudancas dindmicas na qualidade e tempo de
prateleira dos frutos. O teor de SS compreende apenas 65% dos acucares presentes
nos frutos e seu acumulo se da na fase final de maturacdo, enquanto a AT € um
importante indicador da qualidade de frutos, pois atua na conservagdo pés-colheita
prevenindo o ataque de patégenos e inibindo a atividade de enzimas de degradacao;
contudo, a melhor forma de avaliar o sabor caracteristico dos frutos esta atrelado a
relacdo entre esses dois fatores SS/AT (Chitarra; Chitarra, 2005; Nascimento et al.
2013). No presente estudo, o teor de SS, que é medida indireta da quantidade de
acucares, aumentou com o avanco do amadurecimento do tecido vegetal, sendo a
maior concentracdo dessa variavel identificada nos frutos que receberam as doses do
biofungicida, bem como, os niveis de AT. Enquanto a relacdo SS/AT foi inferior apenas
na primeira avaliagédo pés-colheita, em fungéo da maior acidez, semelhante ao que foi
encontrado por Abd-Allah et al. (2011). Assim, a elevacao do teor de sélidos soluveis,
em funcéo do avanco da maturacédo e inicio da senescéncia é esperada (Agostini et
al., 2014), em compensacdo, a manutencdo dos altos niveis de AT podem ser
benéficos para a qualidade pos-colheita, mantendo os frutos frescos e reduzindo a
deterioracéao.

Em conjunto com os parametros citados anteriormente, 0os acidos organicos
também desempenham papel importante na determinacéo da qualidade organoléptica
do fruto sendo que os teores desses compostos podem sofrer alteracdes na qualidade
pos-colheita em fungéo do transporte e armazenamento (Tao et al., 2022). A acidez

presente no tomate influencia no seu sabor e os produtos decorrentes dele (Cherono;
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Workneh, 2018). Deste modo, com foco no maior tempo de prateleira, foi constatado
que aos 12 DAC a aplicacéo de B. subtilis, independente da dose, apresentou maior
concentracéo de acido citrico (AC) em relacdo a testemunha. Por outro lado, o teor de
acido ascorbico (AA) se sobressaiu até o 4° DAC nos frutos de tomateiro que
receberam 4 L ha' de biofungicida, mantendo-se estavel ao final do periodo de
armazenamento. Os frutos de tomate podem apresentar altos niveis de AA para
regulacdo de diversas funcdes fisiolégicas e metabodlicas da vida vegetal, sendo
destacado como um dos antioxidantes mais vitais, que auxilia na eliminagdo de ERO
(Das; Roychoudhury, 2014; Khatri et al., 2020); isto indica que, até metade do periodo
de armazenamento, a alta concentracdo de AA contribuiu para retardar o
amadurecimento dos frutos.

A perda de massa dos frutos apresentou comportamento crescente em funcao
do tempo de armazenamento, independente das doses de biofungicida aplicadas. Em
frutos e vegetais, a perda de agua tem impacto variavel em relacdo ao seu tipo,
estando seu comportamento ligado as fungdes metabdlicas como transpiracdo e
respiracao, que sao responsaveis por desencadear a reducdo de agua disponivel no
tecido vegetal (Chitarra; Chitarra, 2005). Resultados semelhantes aos apresentados
neste estudo também foram relatados por Manureto et al. (2018) e Candéo et al.
(2020).

Dentro do contexto da elevada perecibilidade dos frutos de tomate e da
necessidade de tecnologias que aumentem a vida de prateleira desses frutos, pode-
se sugerir a aplicacdo de B. subtilis, pois este funcionou como bioativador de
importantes enzimas como PAL e PPO, sendo que a primeira atuou diretamente na
manutencao da firmeza dos frutos de tomate que permaneceram com textura firme,
aceitavel, até os 12 DAC. Além disso, o uso do biofungicida potencializou o sistema
antioxidante dos frutos, promovendo reducdo do dano de membranas e atuando na
manuten¢do da integridade do tecido vegetal, bem como, reduziu a atividade das
enzimas pectinoliticas que aceleram a senescéncia e, consequentemente, propiciou

atraso no amadurecimento dos frutos (Figura 9).

2.5 CONCLUSAO
A aplicagdo pré-colheita de 6 L ha! do biofungicida a base de Bacillus subtilis
mostrou-se promissora para a conservacao poés-colheita de tomate. Observou-se

influéncia positiva nas reagfes enzimaticas, na manutencao dos teores de compostos
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fendlicos, na capacidade antioxidante e na firmeza dos frutos até o final do periodo de
avaliacdes. Além disso, houve aumento na vida de prateleira e na qualidade dos frutos
armazenados, mantendo a qualidade comercial e prolongando o tempo de

comercializagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP), como
Bacillus subtilis, pode induzir varias caracteristicas fisioldgicas no tecido vegetal além
de promover a resisténcia a doencas e tolerancia ao estresse bidtico, podendo ser
altamente empregado durante o0 manuseio, transporte e armazenamento pos-colheita.
Deste modo, o B. subtilis possui potencial para aumentar a resisténcia e a qualidade
de frutos e hortalicas durante as condi¢des adversas do periodo pés-colheita.

No estudo |, a aplicacdo de diferentes doses do biofungicida a base de Bacillus
subtilis causou mudancas significativas nas caracteristicas fisico-quimicas dos frutos
de tomate, indicando potencial para prolongar sua vida de prateleira. Foi observado
que o biofungicida influenciou os niveis de sélidos sollveis, acidez, acido ascérbico e
citrico, compostos fendlicos, capacidade antioxidante, peroxidacdo de lipidios, niveis
de peroxido de hidrogénio, atividade de varias enzimas (como superoxido dismutase,
catalase e peroxidase), acUcares redutores, amido e taxa de respiracéo.

Apoés a determinacdo das doses 6timas, como 4 e 6 L ha, foi possivel avaliar
com maior precisdo o efeito do Bacillus na conservacdo poés-colheita de frutos
armazenados. A aplicacao pré-colheita de B. subtilis teve impacto positivo na fisiologia
pos-colheita dos frutos de tomate, desencadeando uma série de respostas
bioguimicas. Isso incluiu a ativacéo da enzima fenilalanina amonia-liase, envolvida na
sintese de compostos fendlicos, e da enzima polifenoloxidase, ambas contribuindo
para a resisténcia dos frutos, bem como enzimas relacionadas ao sistema
antioxidante, como superoéxido dismutase, catalase e peroxidase. Consequentemente,
essa influéncia promoveu aumento na resisténcia dos frutos, prolongando assim o
tempo de armazenamento.

Além disso, em ambos os estudos, a presenca de B. subtilis foi eficiente na
reducdo dos danos de membrana nos frutos de tomate, diminuindo a peroxidagéo
lipidica. Com a manutencao da integridade do tecido vegetal, os frutos apresentaram
maior estabilidade da membrana celular e firmeza, o que reduziu sua deterioracdo. O
tempo de prateleira dos frutos, que apresentavam maior retencdo da textura, foi
favorecido pela restricdo das enzimas pectinoliticas, responsaveis pelo amolecimento
e estas foram significativamente menores sob a acéo do biofungicida.

Os resultados desta pesquisa indicam que a dose de 6 L ha' de biofungicida

contendo B. subtilis, aplicada em pré-colheita, é eficaz na promoc¢éo desses efeitos
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benéficos nas caracteristicas que influenciam o tempo de conservacao dos frutos.
Contudo, sdo necessarios estudos adicionais e a implementacdo generalizada desta
abordagem em préticas agricolas em outros locais, com diferentes cultivares e formas
de aplicacao do biofungicida (pés-colheita ou em associacao pré e pds-colheita), para
definir melhor a atuacdo da BPCP nos parametros fisioldgicos e bioquimicos de frutos
sadios, fornecendo assim mais informacgdes sobre o potencial impacto positivo deste
biofungicida e contribuindo para avancos significativos no setor agricola.

Vale ressaltar que algumas dificuldades foram enfrentadas durante o estudo,
como a logistica com o transporte dos frutos do local de armazenamento até o local
das analises, o0 numero de analises a serem realizadas entre os intervalos de
avaliagbes e a infraestrutura limitada. Apesar desses desafios, os resultados foram
promissores e trouxeram muitas respostas e inovag¢des ao meio cientifico, destacando

o potencial do uso de B. subtilis ha conservacéo pos-colheita de tomates.
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