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RESUMO

SILVA, Vitoria Jakeline Ornelas e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2025. Perfil metabolomico de trés retrocruzamentos provenientes de tomateiro
anao. Orientador: Frederico Garcia Pinto. Coorientador: Gabriel Mascarenhas
Maciel.

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) enfrenta desafios produtivos agravados pelas
mudancas climaticas. As pesquisas de melhoramento frequentemente limitam-se a
caracteres agrondmicos, deixando uma lacuna na compreensdo bioquimica das
linhagens melhoradas. Este estudo empregou a metabolémica por GC-MS para
preencher essa lacuna, avaliando a permanéncia de metabdlitos de interesse em
linhagens anas derivadas de trés retrocruzamentos (RC1, RC2, RC3) com o
tomateiro do tipo Saladete. As linhagens foram caracterizadas agronomicamente e
metabolicamente. A analise integrada revelou que o RC3 combinou a produtividade
e caracteristicas comerciais de fruto (como peso médio e didmetro do fruto) do
genitor recorrente (GR) com os tracos do genitor doador (GD): arquitetura compacta
(PH), altos teores de acil-agucares e carotenoides. A analise metabolémica detectou
101 metabdlitos e revelou um redirecionamento do fluxo de carbono, no qual a
reducao consistente de precursores como xilose (FC ~ 0,30) e tagatose (FC ~ 0,62)
sustentou a biossintese de acil-agucares, enquanto o acumulo de acidos organicos
do ciclo de Krebs (citrico, FC > 3,0; malico, FC > 2,6) indicou maior vigor energético.
O RC3 emergiu como o gendtipo de equilibrio ideal, validando a eficacia do método
ndao apenas em introgressar, mas em estabilizar um perfil bioquimico desejavel e
recombinante.

Palavras-chave: producao sustentavel ; seguranca alimentar ; genes de nanismo.



ABSTRACT

SILVA, Vitoria Jakeline Ornelas e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2025. METABOLOMIC PROFILE OF THREE BACKCROSSES FROM DWARF
TOMATO PLANTS. Adviser: Frederico Garcia Pinto. Co-adviser: Gabriel
Mascarenhas Maciel.

Tomato (Solanum lycopersicum L.) faces production challenges exacerbated by
climate change. Breeding research has often been limited to agronomic traits, leaving
a gap in the biochemical understanding of improved lines. This study employed GC-
MS metabolomics to address this gap by evaluating the retention of metabolites of
interest in dwarf lines derived from three backcrossing cycles (BC1, BC2, BC3) with
saladette-type tomato plants. The lines were characterized both agronomically and
metabolically. Integrated analysis revealed that BC3 successfully combined the
productivity and commercial fruit characteristics (as average weight and diameter of
the fruit) of the recurrent parent (RP) with traits from the donor parent (DP): compact
architecture (PH), high levels of acyl-sugars, and carotenoids. Metabolomic analysis
detected 101 metabolites and revealed a carbon flux redirection, where the
consistent reduction of precursors such as xylose (FC ~ 0.30) and tagatose (FC ~
0.62) supported acyl-sugar biosynthesis, while the accumulation of Krebs cycle
organic acids (citric acid, FC > 3.0; malic acid, FC > 2.6) indicated enhanced energy
vigor. BC3 emerged as the ideal balanced genotype, validating the effectiveness of
the method not only for introgressing but also for stabilizing a desirable and
recombinant biochemical profile.

Keywords: sustainable production ; food security ; dwarfing genes.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais cultivadas
mundialmente, destacando-se pelo ciclo curto, facilidade de propagagao e alto valor nutricional
(Amr e Raie, 2022). No Brasil, sua produgdo ¢ de grande relevancia para a cadeia
agroprodutiva, contribuindo significativamente para a geracao de emprego e renda em
propriedades de diferentes portes (Naika et al., 2020). No entanto, sua producdo enfrenta
desafios crescentes associados as mudancas climaticas (Oliveira, Prado e Monteiro, 2022). Em
2022, a produgao brasileira registrou queda de 7,1% em relacdo ao ano anterior, com reducdes
drésticas em estados como Sao Paulo (-13,8%) e Santa Catarina (-24,0%) (IBGE, 2022). Essa
redug¢do foi atribuida a eventos climaticos extremos, como o excesso de chuvas, que
favoreceram surtos de pragas e doencgas, aumentando os custos de producao e reduzindo a area
plantada em 5,2%.

O controle de pragas e doencas, dependente de aplicacdes regulares de defensivos
(quimicos, bioldgicos ou integrados), majora significativamente os custos produtivos (Panno et
al., 2021). Modelos projetam que, até 2050, fatores como mudangas climaticas e expansao de
pragas poderdo inviabilizar o cultivo de tomate em 30% a 100% das areas irrigadas de alguns
paises, com especial risco para regides de agricultura familiar (Litskas et al., 2019). Em 2023,
apesar da producdo nacional ter alcancado 4,1 milhdes de toneladas (IBGE, 2024), a
instabilidade climética permanece como uma ameaga critica, exigindo estratégias urgentes de
adaptacdo para cultivares mais resistentes (Toreti ef al., 2022).

Diante desse cenario, o melhoramento genético por meio de retrocruzamentos, surge
como uma estratégia direcionada para desenvolver cultivares de tomate que conciliem a
resisténcia a estresses bidticos e abidticos com a manutencao das caracteristicas comerciais
essenciais (Gomes et al., 2022). Essa técnica classica, mas ainda extremamente relevante,
consiste em cruzar um parental comercial a um parental-doador de resisténcia e subsequente de
volta ao genitor comercial recorrentemente (Snowdon et al., 2021). O processo visa recuperar
progressivamente o fundo genético de alto valor agrondmico, responsavel por atributos como a
produtividade, enquanto se seleciona para a fixagdo dos genes de interesse herdados do
parental-doador (Pereira et al, 2024). Dessa forma, os retrocruzamentos permitem a
introgressao precisa de fraits desejaveis em gendtipos ja amplamente adotados pelo mercado,
mitigando o risco de perdas indesejaveis no perfil do cultivar (Mattos et al., 2025).

Contudo, a eficdcia dessas estratégias s6 pode ser validada por meio de andlises
fenotipicas e bioquimicas robustas, que associam alteracdes genéticas a respostas metabolicas

funcionais (Mascarenhas et al., 2025). Nesse contexto, a metabolomica destaca-se como uma



ferramenta essencial, pois permite mapear as mudangas no perfil metabdlico das plantas, tais
como a producdo de osmoprotetores, antioxidantes ¢ hormdnios em resposta a estresses
ambientais ou modificacdes genéticas (Singh et al., 2023). Enquanto a metabolomica alvo
identifica metabdlitos especificos, a abordagem nao alvo proporciona uma analise global,
revelando padrdes inesperados (Ribbenstedt, Ziarrusta e Benskin, 2018). Técnicas como a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) sdao fundamentais nesse
processo, oferecendo alta sensibilidade na deteccao de metabolitos (Otify et al., 2023).

Apesar dos avangos na area, a literatura ainda carece de estudos que empregam a
metabolomica ndo direcionada para avaliar a eficiéncia dos retrocruzamentos na introgressao e
preservagao de perfis metabolicos de interesse associados a resisténcia. As pesquisas existentes
concentram-se predominantemente na avaliacdo de caracteres agrondmicos de producdo,
deixando uma lacuna significativa na compreensdo bioquimica das linhagens melhoradas.
Nesse contexto, a metabolomica apresenta um grande potencial para validar os resultados do
melhoramento genético e assim esclarecer os mecanismos bioquimicos que sustentam a
resisténcia observada nesses gen6tipos (Pilon et al., 2020).

Neste trabalho, o genitor doador utilizado foi uma linhagem ana de tomateiro (UFU MC
TOM 1), portadora de alelos de nanismo que conferem uma arquitetura de planta compacta,
caracterizada pela reducdo significativa na altura e no comprimento dos entrends. Essa
arquitetura ¢ vantajosa para o manejo da cultura e potencialmente mais resiliente a condi¢des
ambientais adversas. Para uma avaliagdo abrangente da eficacia do programa de melhoramento,
este estudo integrou a analise detalhada de parametros agrondmicos e a caracterizagdo do perfil
metabolomico das linhagens resultantes. Diante do exposto, este estudo tem como objetivo
empregar a metabolomica por GC-MS para avaliar a permanéncia de metabolitos de interesse
em folhas de tomateiros provenientes de linhagens ands derivadas de trés retrocruzamentos

(RCy, RC; e RC3) com o tomateiro do tipo Saladete.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das populac¢oes de plantas

O experimento foi conduzido entre fevereiro a outubro de 2024 na Estacdo Experimental
de Hortalicas da Universidade Federal de Uberlandia (EEH UFU), campus Monte Carmelo,
Minas Gerais, Brasil (18°42'43,19" S, 47°29'55,8" O, 873 m de altitude).



Num primeiro momento, os genotipos UFU MC TOM 1 e UFU TOM 5 foram plantadas
e utilizadas como parentais doador (D) & e recorrente (R) @, respectivamente. UFU MC TOM
5, utilizada como parental feminino (genitor recorrente), ¢ uma linhagem homozigota, pré-
comercial, de porte normal (DD), habito de crescimento indeterminado (SPSP) e com boas
caracteristicas agrondmicas do tipo Saladete. UFU MC TOM 1, utilizado como parental
masculino (genitor doador), ¢ uma linhagem de porte ando (dd), hdbito de crescimento
indeterminado (SPSP) com frutos do tipo minitomate (Maciel et al., 2015; Finzi et al., 2017).
Apos hibridacdo, realizaram-se trés retrocruzamentos sucessivos, obtendo-se plantas do
primeiro (RC), segundo (RC>) e terceiro (RC3) retrocruzamento.

Em posse de todos os gendtipos foi realizada a semeadura em bandejas de poliestireno
(200 células) contendo substrato de fibra de coco. Apos 40 dias da semeadura (DAS), as mudas
foram transplantadas para vasos plasticos, também preenchidos com substrato de fibra de coco
e mantidos em casa de vegetagdo do tipo arco, com dimensdes de 5 x 6 metros e pé direito de
3,5 metros coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios
ultravioletas. O cultivo seguiu condi¢des controladas, conforme recomendagdes para tomateiro
(Alvarenga, 2013).

No experimento foram avaliados cinco tratamentos: RC;, RCz, RC3 e os genitores
doador e recorrente, sendo conduzidos em delineamento de blocos casualizados com quatro

repeticdes, onde cada bloco experimental consistia em 4 quatro plantas.

2.2 Avaliacdo Agronémica, qualidade dos frutos e teores de acilagticar nos foliolos de
tomateiro

Para as avaliagdes agronomicas da planta foram mensuradas:

Altura da planta (PH, cm): comprimento vertical total (medido com fita métrica);

Comprimento de internodio (IL, cm): razao entre altura da planta e nimero de entrends
(aos 155 DAS);

Frutos maduros foram coletados a partir de 90 dias (15 frutos/tratamento), avaliando os
seguintes parametros:

Producgao por planta (PROD, g): massa total dos frutos colhidos por grupo;

Peso médio de fruto (AFW, g): média aritmética entre os frutos colhidos por grupo;

Comprimento (FL, cm) e didmetro (FD, cm) do fruto: medidos da cicatriz do pedunculo

a extremidade e no sentido transversal, respectivamente.



Espessura da polpa (PT, cm): determinada pela maior distancia entre as extremidades
do mesocarpo.

Os teores de acilagucares (ACIL, nmol-cm™ de area foliar) foram obtidos a partir da
quantificagdo de oito discos foliares (4,2 cm? cada) do tergo superior (75 DAS), conforme
Maciel e Silva (2014).

Em relagdo a qualidade de frutos foi determinada:

Acidez titulavel (TA, %): determinada por titulagdo de 10 mL de suco com NaOH 0,1
N, o ponto final da titulagdo ¢ alcancado quando aparece uma coloragdo rosa-claro
(fenolftaleina) persistente por pelo menos 30 segundos, indicando que todo o acido foi
neutralizado e o pH atingiu aproximadamente 8,2. O volume de NaOH 0,1 N gasto na titulagao
¢ registrado e a acidez titulavel € calculada e expressa em % de 4cido citrico (que € o acido
organico predominante no tomate) (Krammes et al., 2003).

Teor de solidos soluveis (°BRIX): medidos com refratdmetro digital Atago PAL-1 3810.

Carotenoides (p-caroteno e licopeno): adicionou-se 3 mL de acetona 80% a 1 g de polpa
+ casca. As amostras, armazenadas a 4°C no escuro por 48 h, foram analisadas por
espectrofotometria (450 nm para B-caroteno; 470 nm para licopeno). As concentragdes foram

calculadas conforme Rodriguez-Amaya (2001) e Rodriguez-Amaya & Kimura (2004).

2.3 Analise cromatografica e perfil metabolomico

Amostras de foliolos (n=6) foram coletadas da por¢cao média da planta e maceradas com
nitrogénio liquido usando um almofariz e pistilo, resultando em um po fino. A extra¢do dos
metabolitos das amostras seguiu a metodologia utilizada por Eides et al. (2024) e Jacinto ef al.
(2025). Foram pesados 100 mg de amostra de folha macerada em tubos plasticos de centrifuga
sendo os compostos extraidos com 2 mL de uma solu¢do de metanol (MeOH), cloroférmio
(CHCI3) e agua ultrapura (3:1:1) contendo 25 pl/mL de adonitol como padrdo interno. As
amostras, ap0s a adi¢do do solvente extrator, foram agitadas em vortex por 5s e deixadas para
decantar por 1 min. Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo
plastico de centrifuga aonde foram adicionados 300 uL. de hexano.

As misturas produzidas foram deixadas para decantar por 3 min, e entdo 500 uL de suas
porcdes médias foram removidas e colocadas em micro tubos de plastico para secagem em um
liofilizador por 48 h. Os extratos secos foram metoximizados em 50 pL de cloridrato de
metoxiamina diluido em piridina (20 mg/mL) a 37 °C por 2h e trimetilsililadas pela adicao de

50 uL de BSFTA [bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida] a 37 °C por 30 min. As aliquotas



derivatizadas foram transferidas para frascos de vidro de 2 mL com inserts redutores de volume
de 200 pL para analise cromatografica.

As analises cromatograficas foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (Shimadzu, GCMS-QP2010), utilizando uma coluna capilar DB-5MS
com diametro interno de 30 m x 250 pm. A temperatura de inje¢do da amostra utilizada foi de
300 °C. A separagdo cromatografica foi realizada com uma temperatura inicial da coluna de 80
°C, que foi mantida por 2 min, ¢ aumentada a uma taxa de 5 °C/min até atingir 315 °C, a
temperatura final que foi mantida por 5 min, com um fluxo constante de gas hélio de 1,0 mL/min
durante toda a corrida. O volume de inje¢do foi de 1 pL. com uma divisdo de 10:1. O espectro
de massas foram obtidos na faixa de 40 a 650 m/z no modo de varredura completa com 5
varreduras por segundo. Um corte de solvente de 5 min foi usado, considerando o tempo de
retencao da piridina usada na etapa de derivatizacdo. As temperaturas da interface e da fonte de
ions usadas foram de 250 °C. A tensdo do detector foi de 1,2 kV, e o modo de ionizagdo por
impacto de elétrons (EI) foi selecionado para a ionizagdo de metabolitos a 70 eV. Um padrao

de alcanos (C9-C25) foi usado para controle de qualidade e calculo de indices de retencao.

2.4 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Genes integrado ao
ambiente R (Cruz, 2016). Os dados agrondmicos e bioquimicos coletados foram submetidos
aos testes de Kolmogorov-Smirnov, O’Neill e Mathews, Tukey e ANOVA (teste F, a = 0,05)
para avaliacdo da normalidade da regressdo, homogeneidade das variancias, aditividade dos
blocos e variancia, respectivamente. As médias dos grupos foram avaliadas pelos testes de
Scott-Knott e Dunnett, (o = 0,05), considerando-se o genitor doador ando (UFU MC TOM1)
como controle para verificar os ganhos obtidos em cada retrocruzamento. Foi utilizado
contrastes utilizando o teste de Scheffé para comparacao de grupos.

O software MS-Dial 5 foi utilizado para alinhar, preencher lacunas e identificar
metabolitos no conjunto de dados de cada amostra. Os metabolitos foram identificados por
comparagdo com a biblioteca NIST, com base no tempo de reten¢dao e na razao massa/carga
(m/z) dos ions moleculares e seus fragmentos. As analises estatisticas dos dados metabolémicos
foram realizadas utilizando o software MetaboAnalyst 6.0. As amostras foram injetadas no
equipamento de forma randomizada. Amostras controle (QCs) foram utilizadas para monitorar

possiveis erros instrumentais nas analises. As intensidades de sinais obtidas para cada
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metabolito foram normalizadas utilizando-se a massa (g) e o sinal do padrio interno de cada

amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacio dos parametros biométricos

A analise de variancia revelou efeito significativo dos gendtipos para todas as variaveis
agronomicas e fisico-quimicas avaliadas (p < 0,05). O teste de comparagdo de médias de Tukey
permitiu identificar diferencas especificas, as quais sdo sumarizadas na Figura 1. De maneira
geral, o genitor recorrente (GR) apresentou os maiores valores para as varidveis relacionadas a
produtividade e tamanho do fruto: producdo por planta (PROD), peso médio de fruto (AFW),
comprimento do fruto (FL), didmetro do fruto (FD), espessura da polpa (PT). Em nitido
contraste, o genitor doador (GD) exibiu os menores valores para a maioria dessas caracteristicas
(Fig. 1A-E).

Os genotipos retrocruzados (RC1, RC2 e RC3) exibiram uma trajetoria clara de
recuperacdao do perfil agrondmico do GR. Para PROD, por exemplo, o RC3 atingiu valor
superior aos do RC2 e RCI1 e mais proximo do GR. Esse padrido de melhoria progressiva ao
longo das geracdes de retrocruzamento foi consistente, validando a eficiéncia do método de
melhoramento em recuperar as caracteristicas desejadas do genitor recorrente, conforme

observado em trabalhos semelhantes (Pereira et al., 2024, Finzi et al., 2017).
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Figura 1. Distribui¢do de varidveis agrondmicas e fisico-quimicas em genotipos de tomateiro:
recuperagdo progressiva das caracteristicas do genitor recorrente (GR) em plantas anas apds
retrocruzamentos sucessivos. A. Producado por planta; B. Peso médio de fruto; C. Comprimento
do fruto; D. Diametro do fruto; E. Espessura da polpa; F. Altura da planta; G. Comprimento de
entrend; H. Teor de acil-acucares; 1. Acidez tituldvel; J. Teor de B-caroteno; K. Teor de
licopeno; L. Teor de solidos soluveis (°Brix). Genétipos. 1 — Genitor doador (GD); 2 — Genitor
recorrente (GR); 3, 4 e 5 — Plantas anas resultantes do primeiro, segundo e terceiro ciclos de
retrocruzamento, respectivamente.
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Em relag@o as métricas de altura de planta (PH) e comprimento de entrené (IL), o genitor
recorrente apresentou caracteristicas normais, enquanto os retrocruzamentos mantiveram o
perfil das plantas GD, ou seja, valores reduzidos (Fig. 1F, G). A manuten¢ao de internddios
curtos nos retrocruzamentos, herdada do GD, confirma a fixacdo bem-sucedida da arquitetura
ana, a qual estd metabolicamente associada a redug@o nos niveis de precursores da lignina, como
o acido quinico (Ha ef al., 2021). Essa arquitetura compacta promove maior eficiéncia
produtiva, conforme detalhado em pesquisas anteriores de Pereira ef al. (2024) e Gomes et al.
(2022). Além disso, podem contribuir para reduzir as praticas de poda, tutoramento e colheita
(Finzi et al., 2017)

A quantificacdo do teor de acil-acucares (ACIL) revelou niveis significativamente
maiores no GD, que foram parcialmente mantidos nos genotipos retrocruzados (Fig. 1H),
padrdo semelhando ao de Maciel et al. (2024), Oliveira et al., (2024) e Ribeiro et al. (2024).
Esses compostos destacam-se no melhoramento genético por conferir amplo espectro de
resisténcia a pragas (Maciel ef al., 2010). Essa caracteristica os torna especialmente promissores
para o desenvolvimento de gendtipos mais resistentes como visto em culturas de tomate, batata
e tabaco (Dias ef al. 2021, Luu et al., 2017 e Rondon ef al. 2021). A introgessdo bem-sucedida
desta via de defesa especializada ¢ de grande relevancia para o melhoramento, embora
possivelmente represente um custo metabolico, como a alocacao preferencial de carbono em
detrimento de outros processos (Vendemiatti ef al., 2025).

A quantificacdo dos valores de acidez titulavel (TA) ndo apresentou diferencas
significativas entre os genotipos (Fig. 1I). TA ¢ um parametro critico para a qualidade pds-
colheita, pois reflete a concentracdo de &acidos organicos (como citrico e malico) que
influenciam em diversas caracteristicas, como sabor, equilibrio dogura-acidez e conservagdo do
fruto (Agius et al., 2018; Li et al., 2021). Eles também atuam como barreiras bioquimicas
naturais, reduzindo o pH (potencial hidrogenidnico) do tecido vegetal e inibindo o crescimento
de microrganismos deteriorantes, como fungos e bactérias (Clemente e Boiteux 2012).

Um padrao com niveis elevados no GD e intermedidrios nos retrocruzamentos foi
observado para os teores de solidos soluveis (°BRIX) e B-caroteno (BTC) (Fig. 1 J, L). Esses
resultados corroboram com os resultados de Oliveira et al. (2021) e Pereira et al. (2024). O
°BRIX ¢ uma medida que quantifica a concentragao de solidos soluveis totais, principalmente
acUcares, mas também 4cidos organicos, aminoacidos e outros compostos soluveis (Li et al.,

2021). No amadurecimento do tomate, ocorre o acimulo de agucares e a redugdo de acidos
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organicos, sendo a relagdo acucar-acido um parametro essencial para o sabor e a qualidade do
fruto (Bai et al., 2023).

O B-caroteno ¢ um carotenoide que se converte de forma segura em vitamina A no
intestino, confere ao tomate uma atrativa coloragao amarela alaranjada e maior valor nutricional
(Tufail et al., 2024). Seu potente efeito antioxidante protege as células e fortalece a imunidade,
caracteristicas que aumentam a percepg¢ao de qualidade pelo consumidor, tornando o fruto mais
desejavel por sua aparéncia vibrante e beneficios a saude. (Gebregziabher et al. 2023).

Ja a concentragao no teor de licopeno (LCP) mostrou-se superior nos retrocruzamentos
em relagdo ao GR. O licopeno ¢ um potente antioxidante natural, com capacidades superiores
ao betacaroteno e a vitamina E, neutralizando radicais livres e protegendo células contra danos
oxidativos (Lopez-Valverde ef al., 2024). Sua sintese nas plantas depende de fatores genéticos
e ambientais, conferindo coloragdo vermelha e atuando como precursor de outros carotenoides
importantes (Zhao, Liu e Mao, 2020). Além de prevenir oxidagdo em lipidios ¢ DNA, esse
carotenoide pode reduzir mutagdes celulares, fortalecendo a protegdo contra doengas e danos
tissulares (Tufail et al., 2024). A correlacdo entre o habito de crescimento ando e os teores
elevados de licopeno nos retrocruzamentos sugere uma possivel influéncia da arquitetura da
planta na biossintese de carotenoides, possivelmente mediada por alteragdes na interceptacao
luminosa e na dindmica fonte-dreno.

O dendrograma, construido com base na distancia euclidiana e utilizando o método de
agrupamento por pares ndo ponderados usando médias aritméticas (UPGMA), revelou a
formacao de trés grupos genéticos distintos (Fig. 2). O Grupo I foi constituido exclusivamente
pelo genitor recorrente (GR), enquanto o Grupo II foi formado apenas pelo genitor doador
(GD). Ja os trés genotipos retrocruzados foram alocados juntos no Grupo III, o qual se mostrou

mais proximo do Grupo II (GD) do que do Grupo I (GR) no dendrograma.
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Figura 2. Dissimilaridade genética entre genétipos de tomateiro ando e comercial: andlise
hierarquica (UPGMA) baseada em caracteristicas agrondmicas e fisico-quimicas.

A andlise de importancia relativa das variaveis agrondmicas para a distingdo entre os
genotipos, apresentada na figura 2, revelou que a altura da planta foi, de longe, o descritor mais
influente, respondendo sozinha por 41,76% da dissimilaridade. Este resultado corrobora
visualmente a forte dissimilaridade genética observada no dendrograma entre o GR e o GD,
que ¢ fundamentalmente divergente quanto a essa caracteristica. O comprimento do fruto
emergiu como o segundo descritor mais importante (16,74%), enquanto o teor de acil-agticares
foi o terceiro (1,87%). As demais variaveis, incluindo AFW e °BRIX, tiveram contribuigdo
marginal (<1%), indicando que, embora metabolicamente relevantes, foram menos decisivas
para a segregagao genotipica geral.

Essa hierarquia de importancia contextualiza a forma¢ao dos grupos no dendrograma.
O fato de RC1, RC2, RC3 se agruparem mais proximos ao GD reflete diretamente a heranca do
porte ando (baixo PH), a caracteristica de maior peso na andlise. A propria configuracdo do
dendrograma confirma a trajetoria de melhoramento. A ordem de fusdo dentro do Grupo III,
onde RC2 e RC3 formam um subgrupo coeso que depois se associa a RC1, demonstra uma
progressao na recuperacao do perfil do GR. RC1, sendo o tltimo a se fundir, mantém-se como
o genodtipo mais proximo do GD, enquanto a maior similaridade entre RC2 e RC3 reflete o

sucesso seletivo em estabilizar um perfil mais equilibrado nas gera¢des avangadas.
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A andlise de Self-Organizing Maps (SOM) ofereceu uma visdo multidimensional e ndo-
linear da dissimilaridade entre os genotipos, corroborando e refinando os padrdes observados
nas analises anteriores. O mapa de contagem (Fig. 3A) confirmou, em primeiro lugar, o alto
grau de similaridade entre RC1 ¢ RC2, que compartilharam neuronios adjacentes (3 ¢ 4),

enquanto RC3, GD e GR foram alocados em neur6nios unicos (5, 1 e 2, respectivamente).

A Counts plot B Codes X C SOM neighbour distances
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Figura 3- Neurdnios e agrupamentos: perfil de influéncia das varidveis em genotipos de
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tomateiro. A. Classificagdo dos tratamentos em fun¢do do numero de neurdnios; B.
Representagdo dos neuronios ¢ a magnitude de influéncia das variaveis; C. Distancias dos
vizinhos mais proximos e clusterizagao dos neurdnios com base no método UPGMA em fungao
das distancias. 1 — Genitor doador (GD); 2 — Genitor recorrente (GR); 3, 4 e 5 — Plantas anas
resultantes do primeiro, segundo e terceiro ciclos de retrocruzamento, respectivamente.

Os mapas de calor dos codes (Fig. 3B) revelam a 'assinatura’' metabodlica e agrondmica
de cada grupo. O neur6nio correspondente ao GR exibe maior intensidade para variaveis de
produgdo e tamanho de fruto (PROD, AFW, FD), enquanto o do GD se destaca por altos valores
de compostos especializados (ACIL, LCP). Criticamente, os neurdnios dos retrocruzamentos
(3, 4, 5) exibem perfis intermediarios e recombinantes, com intensidade moderada em ambas
as categorias de variaveis. Isso demonstra visualmente a introgressdao bem-sucedida, uma vez
que as linhagens melhoradas herdaram a produ¢do do GR além de manter niveis apreciaveis de
compostos de defesa do GD.

Por fim, o mapa de distdncias entre neuronios (Fig. 3C) valida a trajetoria de
melhoramento inferida pelo dendrograma. A proximidade entre os neurdnios dos
retrocruzamentos € sua posicao intermedidria entre o GD e o GR confirma que o processo
seletivo foi eficaz em gerar um grupo distinto e equilibrado, com RC3 representando o estagio

mais avancado dessa convergéncia.

3.2 Analise Metabolomica
Do total de 101 metabdlitos identificados na analise metabolomica, as comparagdes

estatisticas entre os grupos permitiram identificar aqueles com abundancia diferencial
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significativa. Especificamente na comparacdo entre os grupos GR e GD, oito metabolitos
exibiram uma reducdo na intensidade nas amostras do grupo GD (Fig. 4A). Sdo eles: o
aminoacido L-alanina (FC = 0.6845, p = 0.0495), o 4cido organico acido quinico (FC =0.3481,
p =0.0296) e os carboidratos D-arabinose (FC = 0.5859, p = 0.0349), D-manose (FC = 0.4838,
p = 0.0496), D-xilulose (FC = 0.4625, p = 0.0412), D-lixose (FC = 0.3482, p = 0.0296), D-
xilose (FC = 0.3100, p = 0.0017) e Tagatose (FC = 0.3039, p = 0.0008).
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Figura 4. Heatmaps ilustrando o comportamento em abundancia dos metabdlitos
significativamente diferentes (p < 0,05) nas comparagdes de GR com A. GD; B. RC1; C. RC2;
e D. RC3.
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A andlise estatistica multivariada PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant
Analysis) mostrou uma clara separag@o entre os grupos de amostras, com as componentes 1 e 2
explicando 32,6% e 21,8% da variancia, como detalhado na Fig. 5A. O perfil metabolémico do
grupo GR foi comparado aos dos retrocruzamentos com o objetivo de identificar diferencas
estatisticamente significativas que indiquem a heranca do genitor doador. Em outras palavras,
buscou-se verificar se caracteristicas de interesse foram herdadas do tomateiro ando, com base

nos metabdlitos detectados por GC-MS nas condigdes experimentais avaliadas.
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Figura 5. Modelos PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis) demonstrando a
discriminacao metabolomica entre o genitor recorrente (GR) e os demais genotipos: (A) GD,
(B) RC1, (C) RC2 e (D) RC3. Os valores de variancia explicada (LV1/LV2) para cada modelo
confirmam a segregacao robusta entre os grupos, com uma clara tendéncia de reducao da
dissimilaridade entre GR e RC3.
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A andlise comparativa entre RC1 e GR revelou 11 metabdlitos diferentes em suas
abundancias entre os grupos, sendo seis com abundancia aumentada e cinco com abundancia
reduzida nas amostras do grupo RCI1 (Fig. 4B). Dentre os compostos com abundancia
aumentada, notou-se os acidos gluconico (FC = 7.5626, p = 0.0323), palmitico (FC = 4.1188,
p =0.0074) e citrico (FC =3.3311, p = 0.0350), os carboidratos D-galactose (FC = 1.9507, p =
0.0036) e mio-inositol (FC = 1.3323, p = 0.0069) e o glucosideo sinigrin (FC = 2.7343, p =
0.0254). Entretanto, os acidos metilmalénico (FC=0.5215, p =0.0073), 4-aminobutanoico (FC
=0.4282, p = 0.0357) e quinico (FC = 0.2755, p = 0.0280), o treitol (FC = 0.8583, p = 0.0073)
e a lixose (FC=0.2753, p=0.0281) foram encontrados com intensidades menores nas amostras
de RC1 em relacdo ao grupo GR. A PLS-DA demonstrou uma discriminagao significativa entre
os grupos RC1 e GR, com as duas primeiras componentes respondendo por 46,1% da variancia
(30,1% na primeira componente e 16,0% na segunda) (Fig. 5B).

Quando comparado o grupo RC2 e o genotipo recorrente identificou 14 metabolitos com
variagoes, dos quais oito apresentaram aumento e seis redu¢do em suas abundancias relativas
(Fig. 4C). Os acidos hidroxibutirico (FC = 2.4053, p = 0.0088), 4-hidroxibutirico (FC =2.0301,
p = 0.0282) metilmaleico (FC = 1.7884, p = 0.0145), 1-Amino-1-cyclopentanecarboxylic (FC
=1.3458, p = 0.0232) e propanoico (FC = 1.3120, p = 0.0125), isoborneol (FC = 3.5110, p =
0.0079), treitol (FC = 1.0600, p = 0.0468) e 5,6-Di-hidrouracila (FC = 1.4367, p = 0.0415)
foram encontrados em maior intensidade em amostras de RC2, enquanto tagatose (FC = 0.6228,
p =0.0242), D-xilose (FC = 0.5733, p = 0.0279), D-lixose (FC = 0.3493, p = 0.0447), sinigrin
(FC =0.3270, p = 0.0060), 4cido quinico (FC = 0.3489, p = 0.0446) e uracil-5-carboxilato (FC
= 0.7905, p = 0.0337) estavam em menores quantidades. A analise estatistica multivariada
(PLS-DA) corroborou a segregagdao metabodlica entre os grupos, sendo que mais da metade da
variagdo foi capturada pelas duas primeiras componentes (C1 = 34,4%; C2 =19,2%) (Fig. 5C).

Por fim, na comparacdo entre os grupos RC3 e GR, observou-se diferenga em oito
compostos, com trés exibindo maior abundancia e cinco com niveis reduzidos (Fig. 4D). Dentre
eles, os acidos malico (FC =2.6177, p = 0.0288) e metilmaleico (FC = 2.9949, p = 0.0063) ¢ o
treitol (FC = 1.8428, p = 0.0228) mais intensos em RC3, enquanto a-metilserina (FC = 0.1309,
p =3.087), etanolamina (FC = 0.3757, p = 0.0367) e os carboidratos D-arabinose (FC = 0.3407,
p = 0.0309), D-xilose (FC = 0.3010, p = 0.0339) e D-xilulose (FC = 0.2672, p = 0.0248) se
encontram reduzidos. A PLS-DA evidenciou uma separagdo robusta entre RC3 e GR, com as
duas componentes acumulando 65,9% da variancia total (40,0% na C1 e 25,9% na C2) (Fig.
5D).
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Para avaliar a eficidcia da introgressao dos caracteres do genitor doador, o perfil
metabolomico foi inicialmente comparado entre os genitores, identificando os metabolitos
'assinatura' do GD. O comportamento desses compostos-chave foi entdo rastreado ao longo das
geragdes de retrocruzamento. Paralelamente, alteragdes em outros metabolitos, nao
originalmente distintos entre os genitores, revelaram as consequéncias fisiologicas e o reajuste
metabolico desencadeado pelo processo de melhoramento.

De uma perspectiva fisiologica ampla, o processo de retrocruzamento visou nao apenas
a recuperacao do habito de crescimento indeterminado, mas também a manutencdo de um
metabolismo capaz de suportar estresses abioticos. A analise metabolomica revelou que as
linhagens melhoradas passaram por um significativo rearranjo em seu perfil bioquimico, o que,
em nivel macro, pode ser interpretado como um reajuste dos mecanismos de tolerancia. As
alteracdes observadas em compostos osmorreguladores, na atividade do ciclo de Krebs e na
disponibilidade de precursores para estruturas de defesa sugerem que as plantas retrocruzadas
desenvolveram um perfil metabolico mais robusto, apto a manter a homeostase sob condi¢des
adversas.

Entre os metabolitos 'assinatura’ do genitor doador, o acido quinico (QA) se destacou
por seu padrio de rastreamento claro. Ele foi consistentemente encontrado em menores
intensidades no GD e nos retrocruzamentos iniciais em comparag¢do ao GR, com excec¢do do
RC3. A menor abundancia observada em RC1 e RC2 sugere uma utilizagdo mais intensa deste
precursor nas vias metabolicas a jusante. Como precursor essencial na via do acido chiquimico
(Yokoyama, 2021), este metabolito desempenha um papel duplamente crucial no metabolismo
vegetal, atuando tanto na biossintese de lignina, que ¢ fundamental para a sustentacdo e
crescimento vertical das plantas, quanto na producao de compostos fendlicos envolvidos em
mecanismos de defesa (Gao et al., 2020).

A redugdo acentuada de QA observada em RC1 e RC2 encontra paralelo em estudos
com mutantes semi-andes de tomateiro que apresentam deficiéncia na lignificagdo e
consequentemente arquitetura reduzida (Wang et al., 2025), sugerindo que a diminui¢ao desse
metabolito possa estar diretamente relacionada ao fenotipo ando herdado do GD. A
estabilizacdo dos niveis de 4cido quinico em RC3, sugerindo uma aproximacao aos padrdes do
GR, reflete presumivelmente uma reconfiguragdo metabodlica favoravel resultante do processo
seletivo ao longo das geracdes de retrocruzamento. Esta recuperacdo coincide com a
restauragdo progressiva das caracteristicas agrondmicas desejaveis, indicando que o
reequilibrio desta via metabolica especifica pode ser um dos fatores subjacentes ao sucesso do

programa de melhoramento.
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Além do acido quinico, o perfil do genitor doador foi marcado por uma reducdo
generalizada de carboidratos especificos. Na comparagdo GR x GD, observou-se uma redugao
significativa nas intensidades de arabinose, manose, xilulose, xilose, lixose e tagatose no GD
(Fig. 4A). Esses monossacarideos atuam nao apenas como fontes energéticas (via glicolise e
metabolismo do amido), mas também como precursores de polissacarideos estruturais da
parede celular e moduladores de sinalizacao celular, podendo refletir maior vigor fisiologico
(Wang et al., 2024). O rastreamento desses compostos revelou ndo apenas a introgressao bem-
sucedida desse carater, mas também seu direcionamento para vias especializadas de defesa.

A tagatose, reduzida no GD, manteve-se em niveis baixos ao longo de todas as geracdes
de retrocruzamento. Essa reducdo consistente, longe de indicar uma simples deficiéncia, sugere
seu consumo ativo como precursor na biossintese de acil-agucares. Embora estudos em plantas
sejam escassos, trabalhos em microrganismos (Mijailovic et al. 2021, Zhang et al. 2025, LV et
al. 2025) associam a tagatose a respostas ao estresse ¢ produgdo de ATP (adenosina trifosfato).
Em plantas, acucares raros podem atuar como sinalizadores metabdlicos (Wingler e Henriques,
2022; Sakr et al. 2018), e sua diminui¢do poderia prejudicar a expansao celular.

Padrao semelhante foi observado para xilose e arabinose, também reduzidos no GD e
mantidos em baixos niveis nos retrocruzamentos. Estes monossacarideos atuam como
precursores de hemiceluloses da parede celular (Wingler e Henriques, 2022; Sakr et al. 2018),
e sua reducdo sustentada esta provavelmente associada a menor demanda por alongamento
celular no fenotipo ando, representando outra caracteristica estrutural herdada do GD.

A redugdo conjunta e consistente desses precursores (tagatose, xilose, arabinose), aliada
ao aumento dos niveis de acil-agiicares mensurados agronomicamente (Fig. 1H), fortalece a
hipétese de um aumento no fluxo metabdlico através da biossintese de acil-agucares. Os acil-
acucares sdo metabolitos especializados de defesa, sintetizados e acumulados em tricomas
glandulares, onde constituem a primeira barreira fisica e quimica contra herbivoros e patdgenos
(Chang et al., 2022). Como esquematizado na Figura 6, dentro deste modelo, os precursores

convergem para a formagdo do nucleo glicosidico, cuja acilacdo subsequente (catalisada por
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enzimas BAHD acyltransferases) resulta em acil-a¢ticares maduros (Vendemiatti et al., 2025).
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Figura 6. Hipotese esquematica para a biossintese de acil-agucares em tomateiro € o impacto
da introgressdo do habito ando. O esquema integra vias do metabolismo primario (glicolise e
via das pentoses fosfato) com a biossintese especializada em tricomas glandulares. UDP=
Uridina Difosfato.

Este padrao ¢ classicamente interpretado como um indicativo de que tais precursores
estdo sendo consumidos ativamente ("gastos") para sustentar a biossintese do produto final.
Dessa forma, o processo de retrocruzamento mostrou-se eficiente ndo apenas em introgressar,
mas também em manter funcional a capacidade de produgdo desses compostos defensivos
herdada do genitor doador. A manuten¢do desses compostos ao longo dos retrocruzamentos
valida sua associagdo com a resisténcia a artropodes (ex.: 7. urticae) (Filho et al., 2022) e os
estabelece como marcadores metabolicos promissores (ex.: razdo xilose/tagatose) para a
selecdo indireta de plantas com defesa aprimorada (Lybrand et al., 2020).

Dessa forma, o rastreamento dos metabolitos 'assinatura’ do GD (acido quinico e os
carboidratos precursores) confirmou a introgressao bem-sucedida do porte anao e do potencial

de defesa. Paralelamente a essa heranga direta, o processo de melhoramento desencadeou
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profundos reajustes fisiologicos, revelados por alteragdes em compostos que ndo variavam
originalmente entre os genitores.

A variacdo observada nas abundancias do composto treitol quando comparados os
retrocruzamentos € o grupo GR, mostrou que os niveis deste metabolito, ao longo do
melhoramento, foram aumentando gradativamente. Sua abundancia foi baixa em RCI,
aumentando nas gera¢des RC2 e RC3, em comparacao ao grupo GR. A reducio inicial de treitol
em RC1 pode refletir alteracdes metabolicas decorrentes da introgressao de alelos do GD anao,
embora estudos especificos sobre essa relagao sejam escassos, sabe-se que mutagdes que afetam
o porte da planta podem alterar o balango de carboidratos e compostos osmorreguladores
(Warang e Gawas, 2025). Ja o aumento nas geragdes seguintes indica a recuperac¢io progressiva
de caracteristicas do GR, como vigor e balango metabdlico. Estudos em tomateiro vinculam
polidis (como treitol e mio-inositol) a tolerancia a estresses abidticos (Wang et al., 2022, Li et
al., 2023), sugerindo que sua modulagdo durante o melhoramento reflete um ajuste fisiologico
para manutengdo da homeostase.

Além disso, diversos 4cidos organicos apresentaram acumulo nas populacdes
retrocruzadas em relagdo ao GR, como os acidos gluconico, palmitico, citrico, malico,
metilmaleico, 4-hidroxibutirico, hidroxibutirico, 1-Amino-1-cyclopentanecarboxylic e
propanoico. O aumento desses compostos sugere uma reprogramagao do metabolismo central,
com destaque para a maior atividade do ciclo de Krebs (evidenciada pelos acimulos de acido
citrico e malico), que pode estar associada a uma demanda energética mais elevada nas plantas
melhoradas (Panchal, Miller e Giri, 2021, Gao et al., 2020). Essas alteragdes metabolicas,
combinadas com o aumento de precursores como o acido palmitico (essencial para sintese de
lipideos de membrana) (Sharma et al., 2023), indicam que o processo de retrocruzamento
selecionou plantas com um perfil metabolico mais robusto, capaz de sustentar tanto o
crescimento vegetativo quanto mecanismos de resisténcia.

Um paralelo entre o aumento progressivo desses dcidos organicos ao longo das geragdes
de retrocruzamento e a recuperagao das caracteristicas agrondmicas desejadas sugere que essas
alteracoes nao sdao meramente acidentais, mas refletem a fixacdo bem-sucedida de
caracteristicas fisiologicas adaptativas. Esse padrao ¢ evidente quando observamos metabolitos
como o acido metilmaleico e o 1-amino-1-ciclopentanocarboxilico que, embora estudos nao
sejam tao especificos sobre esses compostos, analogias podem ser estabelecidas com vias
metabolicas relacionadas: o 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), estruturalmente
similar, ¢ conhecido por seu papel na sinalizacdo de estresse em plantas (Abdelsalam et al.,

2023).
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Em conjunto, os perfis metabolomicos das linhagens retrocruzadas desvendam uma
narrativa bioquimica coerente sobre o processo de melhoramento. Observa-se uma clara
trajetoria de recuperagao metabolica: das alteragcdes pronunciadas em RCI1, marcadas pela
redugdo de compostos de estrutura e defesa (dcido quinico, treitol), passa-se por um estagio de
reconfiguragdo energética e osmorreguladora em RC2, até se chegar a um perfil mais
equilibrado em RC3. Este tltimo aproxima-se do GR ndo por uma simples reversdo, mas através
da estabilizagdo de um novo setup metabdlico, que conjuga a manutengao de vias de defesa
especializada (herdadas do GD) com a restauracao do vigor fisioldgico e do balango energético
tipicos do genitor recorrente. Dessa forma, a metabolomica ndo apenas valida o sucesso da
introgressao de caracteristicas de resisténcia, mas também demonstra que o retrocruzamento foi
eficaz em selecionar plantas com um metabolismo reprogramado e potencialmente mais
resiliente.

Em sintese, as analises agrondmicas ¢ metaboldmica contam uma narrativa coesa e
complementar sobre a eficacia do retrocruzamento. A segregacdo fenotipica observada no
dendrograma, impulsionada principalmente pela arquitetura da planta (PH), encontra sua
contrapartida e explica¢do bioquimica no metaboloma. O perfil de RC3, identificado como o
mais equilibrado agronomicamente, ¢ sustentado por uma configuragdo metabdlica distintiva:
a manuteng¢ao de vias de defesa especializada (ex.: acil-agucares), conjugada com a recuperagao
do vigor fisioldgico (ex.: niveis de treitol e atividade do ciclo de Krebs). Dessa forma, este
trabalho demonstra que o retrocruzamento foi eficaz ndo apenas em introgressar caracteres de
resisténcia do GD, mas em selecionar plantas de tomateiro ando com um metabolismo
reprogramado e potencialmente mais resiliente, no qual o RC3 se consolida como o genotipo

mais promissor.

4, CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que, por meio do rastreamento metaboldmico e agrondmico, o
processo de trés ciclos de retrocruzamento foi eficaz em preservar os compostos 'assinatura' do
genitor doador (GD), a arquitetura compacta (baixos PH e IL) e os altos teores de acil-agucares
e carotenoides, em conjunto com a produtividade e a qualidade comercial do genitor recorrente
(FD, AFW). A andlise metabolomica revelou uma reprogramagao equilibrada, na qual a
redu¢do de precursores carboidratos (xilose, tagatose) sustenta a hipdtese de um fluxo
direcionado para a defesa, mantendo os tracos do GD, sem comprometer o desempenho

agrondmico. Dessa forma, o objetivo de avaliar a permanéncia de metabolitos de interesse do
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GD nos retrocruzamentos foi plenamente alcancado, validando a eficacia do método ndo apenas

em introgressar, mas em estabilizar um perfil bioquimico desejavel e recombinante.
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