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RESUMO

CASTRO-ALVES, V. C. O efeito da proximidade do fragmento florestal de Mata
Atlantica sobre a area de cultivo no amadurecimento de bananas (Musa
acuminata AAA cv. Nanicdo) e nos compostos fendlicos das folhas de
bananeiras. 144 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo-SP, 2014.

Considerando (1) a importancia da bananicultura no Vale do Ribeira, (2) o destaque
da Mata Atlantica no contexto da conservacao da fauna e flora mundial, (3) a
necessidade da adocéo de praticas agricolas alternativas mais eficientes do ponto de
vista ambiental e econémico, (4) o papel dos hormonios etileno, acido indol-3-acético
(AIA) e acido abscisico (ABA) no contexto das respostas dos vegetais a diferentes
condicbes ambientais e nos atributos de qualidade da banana, (5) a falta de
metodologias otimizadas para a extracdo de compostos fendlicos sollveis totais
(CFST) em bananeiras e (6) a importancia do estudo da relagédo entre os CFST e
fatores de estresse, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
proximidade do fragmento florestal de Mata Atlantica com a area de cultivo da banana
(Musa acuminata AAA cv. Nanicdo) sobre o amadurecimento da fruta e os CFST em
folhas de bananeiras, além de otimizar uma técnica para a extracdo destes Ultimos.
Foi observado que bananas colhidas proxima ao fragmento florestal apresentam vida-
verde (periodo compreendido entre a colheita do fruto e o inicio do seu
amadurecimento) maior quando comparados a frutos com a mesma idade fisiolégica,
porém colhidos em é&reas sem a influéncia da floresta nativa. Este fato pode ser
explicado, pelo menos em parte, pela diferenca nos perfis de etileno, ABA e AIA ao
longo do amadurecimento das bananas provenientes das diferentes areas, que
também influenciam no metabolismo amido-sacarose. Quanto aos CFST nas folhas,
foi observado que a utilizacdo de acetona 80% em &agua (v/v) e posterior emprego de
hexano para a remocao do excesso de clorofilas € capaz de obter um bom rendimento
de extracdo de CFST, sem extrair compostos que interferem significativamente no
meétodo de Folin-Ciocalteu. Além disso, a utilizacdo da metodologia otimizada mostrou
gue bananeiras podem apresentar diferencas na sua composicéo de fenélicos quando
influenciadas ou nao pela presenca de biodiversidade. Assim, a avaliagdo dos CFST
em folhas pode fornecer informacgfes importantes sobre as condicbes ambientais da
planta.

Palavras-chave: Banana. Biodiversidade. Estresse bi6tico e abidtico. Fendlicos.
Hormonios.



ABSTRACT

CASTRO-ALVES, V. C. The effect of the proximity of the Atlantic Rainforest
fragment over the crop area in the ripening of bananas (Musa acuminata AAA cv.
Nanicdo) and the phenolic compounds of banana leaves. 144 p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncia dos Alimentos). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo-SP, 2014.

Considering (1) the importance of banana production in Ribeira Valley, (2) the Atlantic
Rainforest in the context of fauna and flora conservation, (3) the need for the adoption
of more sustainable agricultural practices, (4) the ethylene, indole 3-acetic acid and
abscisic acid responses in acclimation mechanisms of plants and in the quality
attributes of the banana, (5) the lack of methodologies optimized for the extraction of
total soluble phenolics compounds (TSPC) in banana leaves and (6) the importance of
the relationship between the TSPC content and stress factors, the present work aimed
to evaluate the influence of the Atlantic Forest fragments proximity in the banana
(Musa acuminata AAA cv. Nanicao) crop area on fruit ripening and leaves TSPC
levels, using a optimized methodology. It was observed that bananas harvested near
to the forest fragment presented a longest greenlife (period between the harvest and
the climacteric) when compared with the fruits with the same phisiologycal age, but
without the influence of the native forest. This fact can be explained, at least partly, by
the difference on ethylene, ABA and IAA profiles in the ripening of bananas from the
different areas, which also influence the starch-sucrose metabolism. Moreover, it was
observed that the extraction with acetone (80% v/v in water) and posterior hexane
cycle to remove chlorophylls excess was able to obtain a good TSPC extraction yield
in leaves, without extracting compounds that interfere significantly with Folin-Ciocalteu
method. In additional, the use of optimized methodology showed that bananas leaves
can present different TSPC amount when influenced by the presence of native forest.
Thus, the evaluation of leaves TSPC profile can provide important information about
the environmental conditions of the plant.

Keywords: Banana. Biodiversity. Biotic and abiotic stress. Phenolics. Hormones.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A banana esta entre as frutas mais produzidas e comercializadas do mundo,
principalmente em regides tropicais e subtropicais (AURORE; PARFAIT;
FAHRASMANE, 2009). No Brasil, quinto maior produtor mundial, a fruta ocupa o
segundo lugar em termos de volume de producdo e comércio, atras apenas da
laranja (IBRAF, 2010; FAOSTAT, 2012). Apesar dos numeros e da consequente
importancia econdmica e social, a bananicultura brasileira ainda apresenta uma
série de problemas que limitam uma participacdo mais expressiva no mercado
externo. As regides produtoras do pais geralmente seguem padrdes tradicionais de
producdo, com investimentos reduzidos em tecnologia, que acarretam em baixa
produtividade e qualidade, fazendo com que a parcela da producao nacional voltada
para a exportacéo nao ultrapasse os 3% do total produzido (DOMINGUES, 2011).

Na regido do Vale do Ribeira, no sudoeste de Sdo Paulo, um dos maiores
polos produtores do pais, o problema da falta de recursos é somado ao fato de que
a regido abriga os maiores remanescentes florestais de Mata Atlantica existentes,
sendo considerada uma das prioridades no contexto da conservagao da fauna e da
flora mundial (RIBEIRO et al., 2009; 2011). Nesse sentido, faz-se necessaria a
implantacdo de praticas agricolas mais sustentaveis que promovam Servicos
ecossistémicos, reduzindo os custos de producéo e, possivelmente, aumentando a
qualidade do produto da regido, promovendo impactos positivos sob o ponto de vista
ambiental e econémico.

Entretanto, ainda ndo se sabe como a manutencdo de fragmentos florestais
proximos a area de cultivo € capaz de influenciar o sistema de producéo e, desse
modo, exercer efeito sobre a qualidade dos frutos produzidos. Assim, a avaliacdo de
substancias que participam diretamente nos mecanismos de aclimatacédo da planta
ao meio ambiente pode fornecer hipoteses sobre os tipos de resposta do vegetal.
Nesse contexto, o &cido abscisico (ABA) parece apresentar importancia
fundamental, respondendo a diferentes condi¢bes de estresse, influenciando outros
horménios e substancias que participam na defesa quimica e fisica da planta, como
os compostos fendlicos (ATKINSON; URWIN, 2012; ASSELBERGH,;
VIEESSCHAUWER; HOFTE, 2008; LUNA et al., 2011; TON; FLORS; MAUCH-
MANI, 2009). Entretanto, apesar da importancia dos compostos fendlicos para a

bananeira, ainda ndo se tem relatos de estudos que otimizaram técnicas para a
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avaliacdo desta classe de metabdlitos secundarios. Assim, o desenvolvimento de
metodologias eficientes visando a avaliagdo destes compostos poderia ser uma
ferramenta util para a comparacdo de plantas submetidas a diferentes condi¢cdes
ambientais.

Além disso, a avaliacdo concomitante de substancias relacionadas ao
amadurecimento e a formacdo dos atributos de qualidade de frutas € essencial no
sentido de verificar quais os efeitos da proximidade da floresta nativa na qualidade
da fruta. Em frutos climatéricos como a banana, o etileno parece apresentar um
papel chave no processo (PECH et al., 2012) e, dentre as transformacgdes que
ocorrem durante o amadurecimento desta fruta, as sofridas pelos carboidratos
presentes na polpa tem um papel critico na vida util e sdo essenciais para o
desenvolvimento de atributos de qualidade importantes (CORDENUNSI; LAJOLO,
1995).

A degradacdo do amido fornece carbono para a sintese de agucares, em
especial a sacarose (CORDENUNSI; LAJOLO, 1995), e compostos volateis,
conferindo sabor e aroma caracteristicos da fruta (HUI, 2010; CASTRO-ALVES et
al., 2012a; 2012b; FACUNDO et al., 2012). Além disso, existem fortes evidéncias de
gque a degradacdo do amido durante o amadurecimento esta relacionada com
amaciamento da banana (SHIGA et al., 2011). Assim, a avaliacdo de substancias
diretamente relacionadas com o metabolismo amido-sacarose da polpa, como o
acido indol-3-acético (AIA) (FORESTO, 2012; PURGATTO et al., 2001; 2002), pode
facilitar o entendimento de diferentes fatores sobre a qualidade de frutos.

Portanto, tendo em vista (1) 0s servicos ecossistémicos que a manutencéo de
fragmentos florestais na propriedade agricola pode exercer sobre uma area de
cultivo adjacente, (2) a necessidade da adocdo de principios ecoldgicos visando a
criacao de sistemas de cultivos mais sustentaveis, (3) a importancia do etileno, AlA e
ABA no amadurecimento da banana, (4) o metabolismo de degradacdo do amido
como um fator determinante da qualidade da banana e (5) a auséncia de técnicas
otimizadas para a extracdo de compostos fendlicos na bananeira, o presente estudo
avaliou o efeito da proximidade da floresta nativa (Mata Atlantica) com a area de
cultivo da banana sobre horménios (etileno, AIA e ABA) e o metabolismo amido-
sacarose da fruta durante o amadurecimento, além de otimizar uma técnica de
extracdo para a obtencdo de compostos fendlicos solluveis totais em folhas de

bananeiras e avaliar estas quando submetidas a diferentes condicbes de estresse.



15

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A BANANEIRA

As bananeiras sdo plantas monocotileddneas da ordem Scitaminae e familia
Musaceae, compreendendo os géneros Ensete e Musa. O primeiro género
compreende plantas ornamentais que geralmente ndao produzem frutos comestiveis,
engquanto o ultimo abrange frutos partenocarpicos, geralmente apresentando polpa
abundante, comestivel e sem sementes (DOMINGUES, 2011).

A histéria da domesticacdo de bananeiras (Musa spp.) € extremamente
complexa, envolvendo varios estagios em diferentes locais e periodos da historia
(CARREEL et al.,, 2002). Evidéncias recentes sugerem que esta planta foi
domesticada inicialmente na regido da Melanésia, um conjunto de ilhas situado no
extremo oeste do oceano Pacifico. No entanto, outros processos isolados de
domesticacdo parecem ter ocorrido posteriormente, no sudeste asiatico e no leste
africano (DE LANGHE et al., 2011; NEUMANN; HILDEBRAND, 2009; PERRIER et
al., 2011).

Bananeiras selvagens ainda sao encontradas, principalmente, na Indonésia,
Maléasia, Filipinas e Nova Guiné, enquanto as plantas domesticadas séo largamente
cultivadas em mais de cem paises, em ambientes tropicais e subtropicais. Hoje, a
maioria das cultivares que produzem frutas comestiveis sdo hibridos diploides,
triploides ou tetraploides, derivados exclusivamente da espécie diploide Musa
acuminata (genoma A), da peninsula malaia, ou da hibridizacdo desta com a espécie
Musa balbisiana (genoma B), originada na regido leste da india (PERRIER et al.,
2011).

As principais cultivares comerciais produzidas no Brasil sdo hibridos triploides
pertencentes aos grupos genémicos AAB (subgrupos Prata, Maca e Terra) e AAA
(subgrupo Cavendish). Apesar das bananeiras do grupo AAB se destacarem em
termos de producdo e aceitagcdo no mercado interno, as frutas provenientes de
bananeiras do subgrupo Cavendish, como as cultivares Nanica e Nanicdo, possuem
relativa aceitacdo no mercado nacional, principalmente na regido Sul e Sudeste, e
apresentam maior potencial de exportagcao (GARRUTI et al., 2012; LICHTEMBERG,;
LICHTEMBERG, 2011).
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Quanto a descricdo morfolégica, as bananeiras sdo consideradas plantas
herbaceas completas que apresentam raiz, caule subterrdneo (rizoma),
pseudocaule, folhas, flores, frutos e sementes. As plantas completas, na maioria das
vezes, produzem frutos que sao resultado do desenvolvimento do ovario da flor apés
a fecundacéo originando, desse modo, sementes (DOMINGUES, 2011).

Em bananeiras selvagens essa polinizacao acontece de forma cruzada, isto é,
ocorre a transferéncia do pdlen de flores masculinas de uma inflorescéncia para
fecundar as flores femininas da inflorescéncia de outra planta. A polinizacédo direta -
transferéncia de pélen em uma mesma planta - ndo ocorre uma vez que, quando as
flores masculinas se desenvolvem, as flores femininas da mesma inflorescéncia ja
ndo possuem mais a capacidade de serem polinizadas. Nas bananeiras
domesticadas este processo de reproducdo geralmente ndo € observado, sendo
verificado quase que exclusivamente a reproducdo assexuada, através da emisséo
de brotos a partir do rizoma que, por sua vez, possuem células meristeméticas que
irdo produzir novas raizes na porcdo basal e o pseudocaule na regido apical
formando, assim, uma nova planta (TURNER; FORTESCUE; THOMAS, 2007).

A auséncia da reproducdo sexuada nas bananeiras domesticadas €
decorrente do processo de selecdo promovido pelo homem que, apos séculos de
cultivo e selecao de plantas, resultou no surgimento de cultivares que néo produzem
graos de polen férteis, onde os ovarios das flores femininas dificilmente podem ser
fecundados. Isto ocorre devido ao atrofiamento do estigma, que impede a passagem
do pélen e a consequente fecundacéo do 6vulo, visualizado como pequenos pontos
pretos na polpa da fruta (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007; PERRIER
etal., 2011).

Entretanto, por se tratar de um fruto partenocarpico, a banana é capaz de
desenvolver o ovario mesmo sem a fecundacdo ocorrendo, consequentemente, a
expansdo do pericarpo, popularmente conhecido como polpa, formando assim o
fruto sem semente (LEIVA-MORA, 2006).

Estes frutos sé sao formados apds fatores hormonais induzirem a
transformacao da gema apical impedindo, desse modo, a emissdo de novas folhas
no apice do pseudocaule (SCHAFFER; ANDRESEN, 1994). A partir desta etapa
inicia-se o desenvolvimento da inflorescéncia da bananeira, que ird culminar na
antese, o ato de abertura das flores femininas e masculinas e o inicio do

desenvolvimento da fruta.
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Nas bananeiras domesticadas, as flores masculinas, na maioria das vezes,
sdo diferenciadas das femininas pelo tamanho e forma do ovério, geralmente
atrofiado e delgado (DOMINGUES, 2011; SCHAFFER; ANDRESEN, 1994). A
diferenciacéo entre as flores femininas e masculinas observada no momento antese,
periodo do aparecimento da inflorescéncia, € frequentemente utilizada como um
parametro em estudos para determinar o ponto em que se inicia o desenvolvimento

das bananas.

2.2 A BANANICULTURA

2.2.1 Bananicultura no Brasil e no Mundo: aspectos produtivos

Ap6s a formacdo da inflorescéncia, a bananeira inicia o processo de
desenvolvimento das flores que, posteriormente, irdo culminar na formacédo da
banana, umas das culturas agricolas mais importantes do mundo (FAOSTAT, 2011).
Nutricionalmente, as bananas constituem uma rica fonte de energia, com elevada
quantidade de carboidratos, fibras e minerais (HARDISSON et al., 2001; HONFO et
al., 2007). Estima-se que o consumo anual per capita mundial da fruta seja de quase
11 kg, atras apenas da laranja. No entanto, como grande parte do consumo de
laranja € proveniente de produtos processados, a banana € considerada a fruta in
natura mais consumida do planeta (FAOSTAT, 2011).

No Brasil, 0 seu consumo per capita anual ultrapassa os 25 kg e em outros
paises do hemisfério sul, principalmente no continente africano, a mesma é
componente essencial da dieta de uma parcela significativa da populagcéo
(FAOSTAT, 2011; HONFO; TENKOUANO; COULIBALY, 2011).

A producdo mundial de aproximadamente 100 milhées de toneladas de
banana se estende por uma area de cinco milhdes de hectares. O Brasil é
responsavel por 7% desta producdo, perdendo em volume apenas para a Iindia
(29,1%), China (9,6%), Filipinas (8,9%) e Equador (7,8%) (FAOSTAT, 2011). No
pais, o estado de S&o Paulo é o principal produtor, com aproximadamente 18% da
producdo nacional, sendo os municipios de Cajati e Miracatu, situados no Vale do
Ribeira, os maiores produtores do estado (IBGE, 2010; IBGE, 2011).
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2.2.2 Bananicultura no Vale do Ribeira: contexto atual

Na regido do Vale do Ribeira, localizada entre o sudeste de Sdo Paulo e o
leste do Parana, a pratica da bananicultura é de grande importancia para a geracao
de emprego, renda e a fixagdo do homem no campo. Porém, apesar de apresentar
condicdes relativamente favoraveis para o cultivo da fruta, a produtividade na regido
€ considerada baixa. O manejo do solo na bananicultura representa um dos custos
mais elevados da producao agricola (COELHO, 2008).

Desse modo, o aumento da area produtiva e a identificacdo de sistemas de
producdo mais eficientes sob o ponto de vista econdmico sdo primordiais para 0
aumento da lucratividade do produtor (FURLANETO; MARTINS; ESPERANCINI,
2011). No entanto, a expansao da area produtiva como uma estratégia financeira, se
contrapde ao fato da regido do Vale do Ribeira ser considerada uma das prioridades
no contexto da conservacdo da fauna e da flora mundial. Reconhecida
internacionalmente por sua diversidade biolégica, a regido abrange o maior
remanescente continuo de Mata Atlantica existente (BROOKS et al., 2006; GALETTI
et al., 2009; MYERS et al., 2000; PAYES; PAVAO; SANTOS, 2013; RIBEIRO et al.,
2009; 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Vale do Ribeira. Limites territoriais segundo o Governo Federal (BRASIL,

2012) e remanescentes florestais de acordo com o Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais (SOSMA, 2012).
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Em Sao Paulo, a area original do bioma Mata Atlantica corresponde a quase
70% do territério do estado. Com a intensificacdo das praticas de agricultura e
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pecuaria na regido a partir do inicio do século passado, houve um incremento nas
taxas de desmatamento. Atualmente, os remanescentes deste bioma ocupam
menos de 10% do territério estadual, concentrados principalmente na regido do Vale
do Ribeira (SOSMA, 2011).

Portanto, levando em conta as elevadas taxas de desmatamento e o declinio
continuo da biodiversidade regional e mundial (KLEIIN et al., 2011), é essencial a
adocdo de praticas agricolas alternativas que abordem as necessidades dos
agricultores, autoridades e sociedade, e que reduzam o0s impactos ao meio ambiente
(KRAUSE et al., 2013; TIXIER et al., 2008). Segundo Porter-Bolland et al. (2012),
uma solugao global para o problema seria a implantacdo de sistemas alternativos de
producdo que se adequem a cada regido, trazendo beneficios de ordem social,
econdbmica e ambiental para a populacéo local.

Nesse sentido, Altieri e Nicholls (2007) verificaram que a agroecologia, ciéncia
que aplica conceitos ecoldgicos visando projetar e gerenciar sistemas sustentaveis
de producdo de alimentos (TOMICH et al.,, 2011), é essencial para orientar a
conversdo de sistemas convencionais de producdo a sistemas mais
autossuficientes. O sistema agroflorestal (SAF), uma forma de manejo e producao
que envolve a associacdo de espécies arboreas com culturas agricolas, representa
uma alternativa de manejo da propriedade. Neste sistema, a presenca de uma
biodiversidade mais abundante parece promover diferentes servigcos ecossistémicos
gue refletem diretamente na qualidade do produto e nos custos de producdo. Entre
estes servicos estd o aumento da biodiversidade de insetos e, consequentemente,
de inimigos naturais de pragas de cultivos agricolas, bem como a reducdo da
disseminagdo de esporos de fungos, uma vez que as espécies arboreas podem
funcionar como uma barreira fisica e reduzir a dispersdo dos esporos pelo vento
(ALTIERI; SILVA; NICHOLLS, 2003; RATNADASS et al., 2012; SCHROTH et al.,
2000). Além disso, os mecanismos de sinalizacdo entre os diferentes organismos
presentes no sistema podem induzir alteracbes no metabolismo da cultura, refletindo
em mecanismos mais eficientes de resposta a diferentes condigbes ambientais
(ENGELBERTH et a., 2004; GAQUEREL; BALDWIN, 2013; MATSUI, 2006; MORRIS
et al., 2009; SCALA et al., 2013).

Outra forma de sistema alternativo viavel do ponto de vista ambiental e
econdbmico é a producdo em ilhas de alta produtividade (IAPs). Este sistema

consiste em manejar pequenas propriedades de monocultivo espacadas entre si e
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circundadas pela diversidade da floresta natural, visando a protecdo contra agentes
patogénicos por meio do isolamento conferido pela estrutura florestal no entorno da
plantacdo (KAGEYAMA et al., 2002) e, possivelmente, pela influéncia dos
fragmentos proximos sobre a area de cultivo. Nesse sentido, Tomas (2010) verificou
gue em IAPs, 0s servi¢cos ecossistémicos proporcionados pelo componente florestal
provocam menores indices de doencas e infestacdo de insetos-praga na cultura do
tomate quando comparado a sistemas que utilizam agroquimicos e que, portanto, na
maioria das vezes, apresentam um custo mais elevado de producéo.

Portanto, é possivel que a presenca da floresta nativa adjacente a area de
cultivo possa fornecer diferentes servicos ecossistémicos do ponto de vista fisico,
guimico e biolégico, que promovam menores niveis de infestacdo de pragas
refletindo, desse modo, na qualidade do produto (Figura 2).

Além dos servigcos oferecidos a cultura agricola, os sistemas alternativos
citados acima séo capazes de proporcionar a manutencao ou até a recuperacao da
vegetacdo e, consequentemente, da biodiversidade que ela pode manter
(KAGEYAMA et al., 2002; TOMICH et al., 2011), constituindo, desse modo, um
excelente modelo ambiental para recuperacdo de ambientes degradados como a
Mata Atlantica, buscando o enriquecimento e a preservacgao da biodiversidade aliado
a satisfacdo das necessidades do homem.

Assim, a utilizacdo de principios ecolégicos, como a manutencdo de
fragmentos florestais na propriedade agricola, é importante para o favorecimento de
processos naturais e interacfes biologicas, de tal modo que a agrobiodiversidade
seja capaz de promover a regulacdo bidtica de pragas e atuar sobre outros
processos como acumulacdo de matéria organica, fertilidade do solo e produtividade
do sistema (TREWARAS, 2001; TSCHARNTKE et al., 2012), culminando na
conservacao dos recursos naturais do local de producdo (ALTIERI; NICHOLLS,
2006; BAILEY et al., 2013; SOUZA et al., 2012).

E importante ressaltar que ndo existem somente aspectos ambientais que
fornecem suporte a utilizacdo de sistemas alternativos. Um dos motivos pelos quais
muitos agricultores realizam a conversdo de um sistema de monocultivo com a
utilizacdo de insumos agricolas a uma forma de manejo mais sustentavel é a
possibilidade de obter uma producdo mais estavel e de qualidade, pouco
dependente de insumos externos, com o objetivo de reduzir os custos de producao.

Do ponto de vista financeiro € importante ressaltar que, embora estudos apontem
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uma produtividade reduzida em alguns sistemas alternativos, o déficit no volume de
producéo por area € compensado pela expressiva reducdo nos custos de manejo da
cultura (MACIEL, 2003; TOMAS, 2010).

EFEITO DA PROXIMIDADE DA BIODIVERSIDADE COM A AREA DE CULTIVO

Plantas podem
emitir moléculas que sinalizam
respostas adaptativas nas plantas proximas

| BARREIRA QUIMICA |

| BARREIRA FISICA |

Biodiversidade vegetal dlflcultaa ‘ No
disseminacdo de esporos de y

fungos pelo vento * w

| BARREIRA BIOLOGICA |

Fragmento florestal adjacente pode
ser habitatde inimigos naturais
dos patogenos

Figura 2. Possiveis efeitos da proximidade da floresta nativa (biodiversidade
vegetal) com a area de cultivo. A floresta nativa adjacente ao sistema de cultivo
pode ser capaz de atuar por trés mecanismos principais, atuando como (a) uma
barreira fisica, dificultando a disseminacdo de esporos de fungos na area proxima;
(b) uma barreira biologica, visto que a floresta nativa pode ser habitat natural de
inimigos naturais dos patégenos da cultura agricola e (c) como uma barreira
quimica, emitindo substancias que induzem mecanismos de defesa nas bananeiras.

Nesse sentido, Moraes (2007) avaliou as dificuldades de comercializacdo da
banana produzida no Vale do Ribeira. O autor comenta que para aumentar o
rendimento em torno da comercializacdo da banana, é necessario buscar uma maior
produtividade e melhoria da qualidade do produto. No entanto, ndo ha mais local
para expansédo do cultivo, visto que mais da metade da regido do Vale do Ribeira é
protegida legalmente por meio de um mosaico integrado de unidades de
conservacao, reservas ecolégicas e areas de protecdo ambiental. Além disso, a

elevada - e crescente - incidéncia de pragas da bananeira na regido, em particular
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do inseto Cosmopolites sordidus Germar, popularmente conhecido como broca-da-
bananeira, e do fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente causal da Sigatoka
negra, culminam em um aumento na utilizacdo de agroquimicos, representando um
importante fator na reducédo da qualidade dos frutos produzidos na regido (JONES,
2009; MORAES, 2007; PAVARINI et al., 2009; CASTELAN et al., 2012; SARAIVA et
al., 2013). Apesar de Ghini et al. (2007) verificarem que haverd uma reducéo da area
favoravel a doenca no pais nas proximas décadas, 0s prejuizos atuais causados,
principalmente pela Sigatoka negra, demandam novas estratégias para o0 manejo da
cultura da banana.

Assim, a utilizacdo dos servicos ecossistémicos promovidos pelos
remanescentes florestais de Mata Atlantica poderia reduzir os custos de producao e,
possivelmente, aumentar a qualidade do produto da regido. No entanto, apesar de
numerosos estudos ja terem avaliado os efeitos de diferentes tratos culturais e
condicdes de estresse bidtico e abidtico sobre a fisiologia de plantas e a qualidade
de frutos (ATKINSON et al., 2011; BRANDT et al., 2011 e suas referéncias;
CARDOSO et al., 2011; LOPEZ et al., 2013; HALLMANN, 2012; SELLI et al., 2012),
até o presente momento, ndo se tem conhecimento de estudos que tenham avaliado
a influéncia de um fragmento florestal sobre um mesmo trato cultural.

Para explicar como a floresta nativa € capaz de influenciar na qualidade da
banana, faz-se necessario entender a influéncia de diferentes condicdes ambientais

sobre a fisiologia da planta e o desenvolvimento e amadurecimento da fruta.

2.2.3 Bananicultura: influéncia de fatores ambientais

Apesar das caracteristicas fenolégicas das bananeiras e, consequentemente,
dos seus frutos, apresentarem variacdo em funcdo das diferentes cultivares
existentes (COSTA, 2011; GONZAGA NETO et al., 1995), uma série de outros
fatores também podem afetar a qualidade do produto, que vdo desde a selecéo do
local adequado para a producgéo até o manejo pos-colheita dos frutos. Dentre estes,
as condi¢cdes ambientais representam importancia fundamental no desenvolvimento
do vegetal e refletem diretamente na qualidade do produto.

As influéncias derivadas de aspectos fisicos, quimicos ou fisico-quimicos do
meio ambiente sobre um vegetal sdo descritas como fatores abidticos. Ja os efeitos

causados por organismos vivos como fungos, bactérias, virus, nematdédeos e insetos
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herbivoros, sdo denominados fatores biéticos (HAMMOND-KOSACK; JONES,
2000). Estas duas classes de fatores atuam de maneira concomitante durante todo o
ciclo de desenvolvimento do vegetal e a modificacdo de um Unico componente pode
induzir alteracdes nos demais fatores promovendo, desse modo, efeitos positivos ou
negativos sobre o desenvolvimento do vegetal.

A temperatura, a umidade relativa (UR) do ar, o regime de chuvas, o solo e a
luminosidade sdo apontados como os principais fatores abiéticos que influenciam na
bananicultura, apresentando importancia fundamental no ciclo vegetativo e
reprodutivo da bananeira, afetando o porte da planta e a qualidade e quantidade de
frutos (AL-HARTHI; AL-YAHYAI, 2009; BHATTACHARYYA; RAO, 1985; BOWER;
ROBINSON, 1987; DJGAL et al.,, 2012; DOMINGUES, 2011; GUO; GAO, 2002;
LAHAV; TURNER, 1985; ROBINSON; ALBERTS, 1986; SHEN et al., 2013;
TURNER; LAHAV, 1983; VAN HASTEN; FERMONT; TAULYA, 2011; YAO et al.,
2009). Segundo Wang, Vinocur e Altman (2003), estes fatores sao capazes de
reduzir em até 50% o rendimento médio de producdo das principais culturas
agricolas mundiais.

Nesse sentido, Silva et al. (2004) comentam que temperaturas e UR do ar
relativamente altas, bem como precipitacdes pluviais bem distribuidas, geralmente
induzem o desenvolvimento vegetativo pleno da bananeira. J4 foi observado que
temperaturas entre 20 e 29 °C proporcionam taxas de crescimento relativamente
rapidas na planta. Entretanto, em temperaturas consideradas extremas, fora da faixa
entre 14 e 35 °C, a maioria das cultivares de bananas ndo consegue se desenvolver
adequadamente (ROZANE et al., 2013).

Quanto as condicdes edaficas (solo), as bananeiras geralmente s&o
consideradas plantas exigentes, que demandam solo Umido e quantidades
relativamente elevadas de nutrientes para manter o desenvolvimento e obter
elevados niveis de produtividade. A luminosidade também apresenta um impacto
direto no desenvolvimento da planta. JA foi observado que o seu crescimento é
inversamente proporcional ao nivel de sombreamento sobre a area, que é capaz de
retardar a emisséo de folhas e reduzir o peso e a produtividade da planta (ISRAELI;
PLAUT; SCHWARTZ, 1995).

No entanto, os fatores abidticos ndo sdo determinantes apenas no
desenvolvimento da bananeira. Estes também influenciam as caracteristicas dos
frutos produzidos (CANO et al.,, 1997; HARDISSON et al., 2001; MOSER et al.,
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2012; SCARPARE FILHO, KLUGE, 2001). Nesse sentido, Bugaud, Daribo e Dubois
(2007) verificaram que a casca de bananas pré-climatéricas colhidas em estagcfes
frias e secas é mais dura quando comparadas a casca de frutas provenientes de
regides mais quentes e Umidas. Além disso, ja foram observadas diferencas na
composicéo fisica e de compostos volateis em bananas de regides com 0 mesmo
histérico de tratos culturais, porém localizadas em altitudes distintas. Frutas em
areas de cultivo localizadas a 300 m acima do nivel do mar (ANM) parecem
apresentar maior firmeza (BRAT et al., 2004) e uma concentracdo elevada de
compostos volateis (BUGAUD et al., 2006) quando comparadas a frutas cultivadas
em areas entre 50 e 100 m ANM.

Quanto aos fatores bidticos, além dos micro-organismos presentes no solo,
gue apresentam influencia nas caracteristicas edaficas da éarea de cultivo, a
incidéncia de patdgenos € determinante no desenvolvimento, produtividade e
gualidade da banana. Estes, por sua vez, podem ser divididos em trés classes
principais de acordo com a sua capacidade de infeccdo e desenvolvimento em
tecidos vegetais. Organismos biétroficos necessitam de nutrientes provenientes do
tecido vegetal vivo para o seu desenvolvimento e reprodugdo. Organismos
necrotréficos induzem rapidamente a morte do tecido vegetal e se estabelecem
neste, ndo sendo capaz de se desenvolver adequadamente no tecido vivo. Por fim,
0s organismos hemibiotréficos, que sdo capazes de infectar e se manter vivo em
tecido vegetal viavel, s6 se desenvolvendo apdés a morte dos tecidos atacados
(CHOENG et al.,, 2002; DOWD; WILSON; MACFADDEN, 2004; GLAZEBROOK,
2005; NAVARRO et al., 2006). Estas duas dultimas classes possuem maior
capacidade de debilitar o tecido vegetal, visto que geralmente apresentam a
capacidade de induzir necrose neste tecidual.

O fungo hemibiotrofico Mycosphaerella fijiensis Morelet, apontado atualmente
como um dos principais problemas fitossanitarios da bananicultura nacional e
mundial, € capaz de induzir a necrose nas folhas da bananeira reduzindo, desse
modo, a capacidade fotossintética da planta, os niveis de clorofila e o teor de
carboidratos em folhas de bananeiras (ANDREA; GERARDO, 2008). Estas
alteracdes na planta refletem diretamente na qualidade dos frutos que, quando
provenientes de areas infestadas pelo fungo, apresentam um menor tempo de vida-

verde, periodo compreendido entre a colheita e o inicio do amadurecimento da
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banana, quando comparadas a frutas provenientes de areas com baixo indice de
infestacdo (CASTELAN et al., 2012).

Além do fungo M. fijiensis, o inseto Cosmopolites sordidus Germar,
popularmente conhecido como broca-da-bananeira, € responsavel pela perda de
produtividade de bananeiras em regifes umidas como o Vale do Ribeira. As fémeas
de C. sordidus sdo capazes de penetrar no rizoma, onde depositam 0S seus ovos.
Estes, por sua vez, eclodem e liberam as larvas, que provocam mais perfuracdes no
rizoma, debilitando as plantas e tornando-as mais sensiveis ao tombamento. Os
danos fisicos provocados pelo inseto também favorecem a penetracao de patdégenos
nas areas atacadas, podendo culminar na morte da planta (DUYCK et al., 2012).

Como observado, diversos estudos ja avaliaram os efeitos de um unico fator
de estresse condicionante do cultivo, seja este bidtico ou abidtico, na produtividade
da bananeira ou na qualidade da banana. No entanto, a planta geralmente vive em
um ambiente onde a mesma é frequentemente exposta a diferentes condi¢des de
estresse em combinacdo, ativando mecanismos de sinalizacdo especificos quando
submetidas a diversos fatores em conjunto (RIZHSKY et al., 2004).

Portanto, o estudo de vegetais a partir da indu¢do de uma Unica condicéo de
estresse e o controle das demais variaveis parece ser inadequado (MITTLER;
BLUWALD, 2010). Isto é particularmente importante no entendimento dos
mecanismos combinados de fatores de estresse bidticos e abidticos que, na maioria
das vezes, quando estudados em separado, parecem induzir mecanismos de
resposta que atuam de maneira antagbnica (ANDERSON et al., 2004,
ASSELBERGH et al., 2008).

Segundo Atkinson e Urwin (2012), existe uma necessidade urgente de
mudanca de foco na pesquisa sobre respostas de aclimatacdo de plantas. Segundo
0s autores, faz-se necessario o entendimento da natureza das reagbes a multiplas
formas de estresse, visando a elucidacdo destes mecanismos para O
desenvolvimento de hibridos resistentes a diferentes condi¢des ambientais.

Assim, o estudo do efeito da proximidade da floresta nativa com a area de
cultivo, além de abranger aspectos socioecondmicos e ambientais, pode fornecer
hipdteses sobre como um vegetal € capaz de reagir ao efeito de mdultiplas condicbes
de estresse. Entretanto, quais os mecanismos moleculares envolvidos nas respostas

de aclimatacdo das plantas e dos frutos?
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2.2.4 Respostas de aclimatagdo: mecanismos moleculares

2.2.4.1 Papel central do acido abscisico

Cada tipo de estresse induz no vegetal uma resposta de aclimatacao
complexa, visando a prevengcdo do dano como um meio de assegurar a
sobrevivéncia da planta, mas geralmente em detrimento do crescimento vegetal,
afetando sua produtividade (ATKINSON; URWIN, 2012; HERMS; MATTSON, 1992;
SHAO et al, 2008). Como citado anteriormente, em ambientes naturais, as
alteracdes das condicdes ambientais ocorrem de maneira constante (MITTLER,;
BLUMWALD, 2010; NIINEMETS, 2010), exigindo do vegetal mecanismos complexos
de aclimatacéao.

Acreditava-se que as respostas a fatores abidticos eram determinadas pelo
hormonio acido abscisico (ABA), enquanto as respostas ao estresse bidtico eram
coordenadas pelo balanco entre a via de sinalizacdo do acido salicilico (AS), para
organismos biotroficos, e a via de sinalizacdo do etileno/metil jasmonato (MeJa),
para organismo necrotroficos. Atualmente, sabe-se que o ABA também pode atuar
de maneira sinérgica ou antagbnica frente a fatores bitticos, criando assim uma rede
de interacdo entre as diferentes vias (MOHR; CAHILL, 2003; YASUDA et al., 2008),
apresentando um papel central na resposta a diferentes formas de estresse
(ATKINSON; URWIN, 2012; ASSELBERGH; VIEESSCHAUWER; HOFTE, 2008;
LUNA et al., 2011; TON; FLORS; MAUCH-MANI, 2009).

Assim, mudancas nas concentracdes de ABA induzem alteracdes no padréo
de genes e expressdo de proteinas, resultando em diferentes respostas de
aclimatacdo ao ambiente. A Figura 3 ilustra exemplos de mecanismos importantes
da resposta de diferentes vegetais a condi¢Ges distintas de estresse ambiental.

Niveis elevados de ABA induzem o fechamento dos estdmatos, apéndices da
epiderme da folha que permitem trocas gasosas entre 0 vegetal e 0 ambiente
prevenindo a perda de agua, principalmente em situacbes de estresse hidrico ou
osmotico. Além disso, este mecanismo é capaz de prevenir a invasao de patdgenos,
visto que os estdmatos sdo utilizados como porta de entrada para bactérias e
fungos, como o M. fijiensis (CHUC-UC et al., 2011; LEE; LUAN, 2012; MELOTTO;
UNDERWOOD; HE, 2008). Segundo Gascon (2012), esta relacdo simples parece
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sugerir que as plantas foram capazes de desenvolver estratégias para evitar,

simultaneamente, diferentes condi¢des de estresse.
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Figura 3. Exemplos de mecanismos importantes da resposta de diversas espécies
vegetais a condi¢cdes de estresse distintas. Setas indicam uma influéncia positiva
(verde) ou negativa (vermelha). Evidéncias sobre as relagbes em diferentes
espécies de vegetais podem ser observadas em (a), (0) Gil e Tuteja (2010); (b), (p)
Suzuki et al. (2012); (c) Shy et al. (2013); (d) Torres (2010); (e) Chan (2012); (f)
Crampton, Hein e Berger (2009); (g) Mengiste (2012); (h) Sanchez-Vallet et al.
(2012), Anderson et al. (2004) e Asselbergh et al. (2008); (i) Riov et al. (1990), Ton,
Flors e Mauch-Mani (2009) e Ye et al. (2013); (j) Varga et al. (2012); (k) Graham e
Graham (1996); (I) Koornneef et al., 2008; (m) Singh et al (2011); (n) Antico et al.
(2012); (q) Ton, Flors e Mauch-Mani (2009); (r), (s) Luna et al. (2011); (t) Melotto et
al. (2004); (u) Leshem (2010); (v), (w) Tuteja (2007); (x), (z) Fragniere et al. (2011);
(y) Chen et al. (2006). Sequéncia de eventos adaptada de Atkinson e Urwin (2012).
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Além de prevenir a infeccdo por diversos tipos de patdgenos mediante o
fechamento dos estdmatos, o ABA também parece interagir diretamente na
supressdo do AS (YASUDA et al., 2008), apresentando também funcao sinérgica ou
antagbnica com a via de sinalizacédo etileno/MeJa, dependendo das caracteristicas
do tecido-alvo, do patégeno e do estagio de infeccdo (ANDERSSON; et al., 2004,
TON; FLORS; MAUCH-MANI, 2009).

No caso da banana, o acido indol-3-acético (AlA), que também parece
apresentar uma correlacdo com os niveis de ABA em diferentes tecidos vegetais
(ANDERSON et al., 2012; BELIN et al., 2009; BRADY et al., 2003; DE SMET et al.,
2003; DUNLAP; ROBACKER, 1990; TEALE et al.,, 2008; WOODWARD; BARTEL,
2005), tem uma importancia fundamental no amadurecimento da fruta. Estes dois
horménios parecem estar ligados a alteracdo da sensibilidade do fruto ao etileno,
indicando um balanco coordenado entres estas trés substancias durante o
amadurecimento (BUTA; SPAULDING, 1994; JIANG; JOYCE; MACNISH, 2000;
LOHANI; TRIVEDI; NATH, 2004; PURGATTO, 2001; PURGATTO et al., 2001;
2002).

Na banana, ja foi observado que o padrdo de degradacdo do amido é
dependente da reducdo dos niveis de AIA na polpa, que culmina na inducdo da
expressdo de genes e no aumento da atividade de enzimas-chave do metabolismo
de degradacdo do amido e acumulo de acgUcares solaveis (PURGATTO, 2001;
PURGATTO et al., 2001; 2002). A inducdo destes mecanismos, por sua vez,
apresenta influéncia direta no amaciamento da polpa e no adogamento do fruto,
aspectos fundamentais na aceitacdo do produto pelo consumidor (SHIGA et al.,
2011).

Portanto, a avaliagdo concomitante do etileno, do ABA e do AIA na polpa de
banana colhidas em éareas influenciadas por diferentes condigdes ambientais podem
explicar, pelo menos em parte, os mecanismos de aclimatacdo da planta e suas
consequéncias sobre a fruta, como o efeito sobre o amadurecimento e em

parametros determinantes da sua qualidade, como o metabolismo amido-sacarose.

2.2.4.2 Compostos fendlicos na defesa do vegetal

As respostas de aclimatagdo frente a diferentes condigbes ambientais

induzem a producdo de uma vasta gama de compostos denominados metabdlitos
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secundarios. Estes sé@o definidos como substancias que ndo participam diretamente
do metabolismo fotossintético e respiratério de plantas, mas sao fundamentais na
resposta da planta ao ambiente (CHEYNIER et al., 2013). Apesar de serem
produzidos em uma quantidade relativamente pequena quando comparado ao peso
total do organismo - geralmente em quantidades menores do que 1% do seu peso
seco (RAO; RAVISHANKAR, 2002) -, estes sao fundamentais na manutencéo de
processos biologicos dos tecidos vegetais (LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALLI,
2006; MATTIVI et al., 2011; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011).

No que diz respeito a ampla diversidade de reacdes e produtos envolvidos
nas respostas de aclimatacdo, os compostos fendlicos, produtos do metabolismo
secundario de plantas derivados principalmente da via dos fenilpropandides, tém
sido repetidamente propostos como potenciais participantes nos mecanismos de
defesa da bananeira e também da sua fruta, sendo considerada a classe de
metabdlitos secundarios mais estudada (EWANE et al., 2012; KSOURI et al., 2008;
SARAIVA et al., 2013). Além dos fatores bioticos, alteracées na incidéncia de luz, na
temperatura, na disponibilidade de agua e na nutricdo da planta podem influenciar
no conteido de compostos fendlicos em tecidos vegetais (EWANE et al., 2012;
KSOURI et al, 2008; LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006;
RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; SELMAR; KLEINWACHTER, 2013a;
TREUTTER, 2010).

Quimicamente, sédo definidos como compostos que apresentam um ou mais
grupamentos hidroxilas ligados a um anel aromatico. Funcionalmente, estes
apresentam diversas funcgdes importantes relacionadas principalmente com o
crescimento (FAN et al., 2006; KEFELI; KALEVITCH; BORSARI, 2003), pigmentacéo
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; KONG et al., 2003) e mecanismos
adptativos do vegetal (CABANI; AFIF; HAWKINS, 2013; FAN et al., 2006;
KADIOGLU et al., 2012; LEE et al., 2007; MISHRA et al., 2006), variando
guantitativamente e qualitativamente entre espécies e também entre individuos de
uma mesma espécie vegetal (EWANE et al., 2012). Alguns compostos fenélicos sdo
ubiquos em plantas (p.ex. acidos hidroxicinamicos) (VANNELLI et al., 2007), outros
sdo comuns (p.ex. antocianinas) (HE et al., 2010), enquanto outros sédo especificos
para determinadas classes de vegetais (p.ex. estilbenos) (JEANDET et al. 2010).

Dependendo da estrutura quimica e da localizacéo celular, estas substancias

podem apresentar papeis distintos na defesa do tecido vegetal contra patdgenos.
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Por exemplo, ligninas e &cidos hidroxicindmicos sdo comumente encontrados
associados a parede celular, conferindo rigidez e resisténcia fisica ao tecido vegetal,
enquanto outros (p.ex. acidos fenodlicos) podem atuar em mecanismos quimicos de
defesa, agindo principalmente como moléculas de sinalizacdo ou participando de
reacoes de oxirredugcdo (FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012; MANDAL;
CHAKRABORTY; DEY, 2010; PEREZ-JIMENEZ; TORRES, 2011). Estes ultimos
geralmente ndo se encontram associados a outros compostos da matriz vegetal e
sdo frequentemente designados como compostos fendlicos sollveis, sendo
extraidos com relativa facilidade empregando-se solventes organicos sem a
necessidade da utlizacdo de reaces de hidrolise para sua obtencdo (KHODDAMI;
WILKES; ROBERTS, 2013).

Segundo Ewané (2012), ja foi observado na bananeira um aumento na
guantidade de compostos fendlicos e a inducéo da expressao de enzimas da via dos
fenilpropandides apés a infeccdo com diferentes patdégenos. Além disso, a
comparacao de cultivares parcialmente resistentes e sensiveis ao fungo M. fijiensis
indicou que as bananeiras sensiveis ao fungo parecem apresentar uma menor
guantidade de compostos fendlicos, fato que também foi observado em bananeiras
sensiveis a nematédeos (BEVERAGGI; MOURICHON, SALLE, 1995; EWANE,
2012; WUYTS et al.,, 2007). Nesse sentido, o estudo dos compostos fendlicos
soluveis totais (CFST) pode fornecer informacfes importantes sobre as condices de
um tecido vegetal, visto que uma mudanca na quantidade destas substancias pode
indicar uma resposta da planta a condicdes de estresse (EWANE, 2012). Na
banana, diversos estudos tiveram como objetivo avaliar a composicédo de fendlicos
na polpa da fruta visando, principalmente, aspectos nutritivos (AURORE; PARFAIT,;
FAHRASMANE, 2009; BALASUNDRUM; SUNDRUM; SAMMAN, 2006; BENNETT et
al., 2010; KYAMUHANGIRE et al., 2006; KOFI; PHILLIPS; WICKER, 2007; SUN et
al., 2002; VERDE-MENDEZ et al., 2003). Entretanto, pouco se sabe a respeito da
composicéo de fendlicos na folha da planta (EWANE et al., 2012).

Até o presente momento, ndo existem estudos que relacionem a influéncia
concomitante de fatores bidticos e abioticos sobre a composicdo de CFST de folhas
de banana, um tecido vital para o desenvolvimento e a percepcdo da planta a
alteragbes nas condigdes ambientais. Além disso, ndo se tem conhecimento de
técnicas que tenham otimizado condi¢cbes para a extracdo destas substancias na

folha da banana.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da proximidade do fragmento florestal de Mata Atlantica com a
area de cultivo da banana (Musa acuminata AAA cv. Nanicdo) sobre o
amadurecimento da fruta e a producdo de compostos fendlicos sollveis totais

(CFST) em folhas de bananeiras.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar o perfil hormonal (etileno, &cido abscisico e acido indol-3-acético)
da polpa de bananas durante o amadurecimento em frutos colhidos em sistema
convencional, influenciados ou néo pela presenca de floresta nativa (Mata Atlantica)

em seu entorno;

- Determinar o perfil de amido e aclcares sollveis na polpa de bananas
durante o amadurecimento em frutos colhidos em sistema convencional,
influenciados ou ndo pela presenca de floresta nativa (Mata Atlantica) em seu

entorno;

- Otimizar condi¢cdes para a extracdo de CFST em folhas de bananeiras e
verificar o efeito de interferentes (acUcares redutores e acido ascorbico) sobre a

quantificacdo de CFST apos utilizacdo da metodologia otimizada;

- Avaliar o efeito da presenca de floresta nativa (Mata Atlantica) no entorno do

sistema de cultivo convencional sobre os CFST das folhas de bananeiras.
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4. CAPITULO 1

A proximidade do fragmento florestal de Mata Atlantica com a area de cultivo
altera o perfil hormonal e a vida-verde de bananas (Musa acuminata AAA cv.

Nanicao)

Victor C. Castro-Alves?: Talita P. Nascimento?; Lorenzo A. Saraiva?; Florence P.

Castelan® Maria Fernanda N. S. Calhau® Beatriz R. Cordenunsi.??

®Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental; ®Nucleo de Apoio a Pesquisa em Alimentos e
Nutricdo - Universidade de S&o Paulo (USP) - Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 14 - Cid.
Universitaria, CEP 05508-000, S&o Paulo, SP, Brasil.

RESUMO

Atualmente observa-se a necessidade da adocdo de principios ecoldgicos para o
favorecimento de interacdes bioldgicas nos sistemas de producédo, visando nédo
somente a reducdo dos impactos ambientais, mas também um aumento da
qualidade dos produtos. No entanto, pouco se sabe como a presenca de
biodiversidade € capaz de influenciar na qualidade de um fruto. Desse modo, foi
avaliado o efeito da proximidade da floresta nativa (Mata Atlantica) com a area de
cultivo em sistema convencional sobre os perfis dos horménios etileno, acido
abscisico (ABA) e acido indol-3-acético (AlA), bem como os niveis de amido e
acucares solaveis na polpa de bananas (Musa acuminata AAA cv. Nanicdo) durante
o amadurecimento. Foram utilizadas frutas provenientes de duas parcelas
experimentais com o mesmo histérico de tratos culturais, onde a Unica diferenca
entre estas era a presenca de um fragmento florestal no entorno de 60% do
perimetro da area “biodiversidade”, enquanto a area “controle” se encontrava a uma
distancia de mais de 200 m de qualquer remanescente florestal. As bananas
colhidas na area “biodiversidade” apresentaram uma vida-verde, periodo entre a
colheita e o inicio do climatério, aproximadamente 70% maiores quando comparadas
a frutas da area “controle”, refletindo em um atraso na degradacdo do amido de
frutas colhidas proximas a floresta nativa. Isto pode ser explicado, pelo menos em
parte, pela diferenca nos perfis de etileno, ABA e AIA ao longo do amadurecimento
de bananas influenciadas ou ndo pela presenca da Mata Atlantica no entorno da
area de cultivo.

Palavras-chave: Banana. Biodiversidade. Carboidratos. Hormobénios. Mata Atlantica.
ABSTRACT

The adoption of ecological principles for favoring biological interactions in production
systems could reduce not only the environmental impacts, but also an increase in
product quality. However, little is known about the influence of biodiversity in the fruit
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quality. Thus, it was evaluated the effect of the proximity of native forest (Atlantic
Rainforest) with the banana crop area on ethylene, abscisic acid (ABA) and indole-3-
acetic acid (IAA) profiles, and the levels of starch and soluble sugars in banana
(Musa acuminata AAA cv. Nanicao) pulp during ripening. Fruits were harvested from
two areas with the same history of cultural traits where the only difference between
them was the presence of a forest fragment surrounding 60% of the "biodiversity"
area perimeter and the "control" area was at least 200 m of distance from any
remnant forest. The results showed that bananas harvested from the "biodiversity"
area presented a green life, time between the harvest and the beginning of the
natural ripening, about 70% significantly higher when compared to fruits from the
"control" area. Furthermore, it was observed that the starch degradation was delayed
in fruits harvested near the native forest. These findings can be explained, at least
partly, by the difference in the ethylene, ABA and IAA profiles along the ripening of
bananas influenced or not by the presence of the Atlantic Rainforest surrounding the
crop area.

INTRODUCAO

Embora seja uma das principais frutas brasileiras exportadas, a banana esta
longe de liderar as exportacdes para os paises mais desenvolvidos. Em termos de
volume, a parcela da producdo nacional voltada para a exportacédo nao ultrapassa os
3% do total produzido (DOMINGUES, 2011). Isto é decorrente do fato de que o
produto nacional frequentemente ndo atende as exigéncias de qualidade dos
mercados norte-americano e europeu, os maiores importadores da fruta (FAOSTAT,
2012).

O Vale do Ribeira, regido que apresenta os maiores remanescentes florestais
de Mata Atlantica existentes, sendo considerada uma area de prioridade no contexto
da conservagédo da fauna e da flora mundial, € também um dos maiores polos
produtores de banana no pais. Nessa regido, a elevada incidéncia do fungo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente causal da Sigatoka negra, culmina em um
aumento na utilizacdo de agroquimicos, representando um importante fator na
reducédo da lucratividade do produtor e na qualidade dos frutos produzidos na regiao
(CASTELAN et al., 2012; JONES, 2009; MORAES, 2007; PAVARINI et al., 2009).

Nesse sentido, faz-se necessério a implantagdo e avaliacdo de praticas
agricolas alternativas que visem a preservacdo dos fragmentos florestais e,
consequentemente, promovam Servigcos ecossistémicos como uma estratégia para a
reducdo da incidéncia de pragas e da utilizacdo de agroquimicos, visando impactos
positivos sob o ponto de vista ambiental e econdmico. Entretanto, ainda néo se sabe
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como a biodiversidade da floresta nativa € capaz de influenciar o cultivo da banana
e, desse modo, exercer efeitos sobre a qualidade dos frutos produzidos.

Diversos estudos ja avaliaram os efeitos de diferentes condicdes ambientais
sobre as respostas de aclimatacdo de vegetais e verificaram que o horménio acido
abscisico (ABA) parece apresentar importancia fundamental nestes processos,
respondendo a diferentes condigbes de estresse, influenciando outros hormonios e
substancias importantes na resposta da planta ao ambiente e, consequentemente,
refletindo nos atributos de qualidade da fruta (ATKINSON; URWIN, 2012;
ASSELBERGH; VIEESSCHAUWER; HOFTE, 2008; LUNA et al., 2011; TON;
FLORS; MAUCH-MANI, 2009). Assim, a avaliagdo do ABA juntamente com outras
substancias determinantes dos atributos de qualidade da banana pode facilitar o
entendimento de como a floresta nativa é capaz de influenciar na qualidade do
produto.

Na banana, um fruto climatérico, o etileno € fundamental no desenvolvimento
de caracteristicas sensoriais importantes durante o processo de amadurecimento
(CORDENUNSI; LAJOLO, 1995; PECH et al., 2012). Dentre estas transformacdes
gue ocorrem ao longo do amadurecimento, as sofridas pelos carboidratos presentes
na polpa tem um papel critico na vida Util e sdo essenciais para o adogamento da
banana (CORDENUNSI; LAJOLO, 1995) e o amaciamento da sua polpa (SHIGA et
al., 2011). Este metabolismo, por sua vez, parece ser influenciado diretamente pelas
concentracfes de &cido indol-3-acético (AlA) na polpa da banana (FORESTO, 2012;
PURGATTO et al., 2001; 2002).

Portanto, tendo em vista a necessidade de adocdo de sistemas de cultivos
mais eficientes do ponto de vista ambiental, além da importancia dos hormdnios
etileno, AIA e ABA no contexto das respostas dos vegetais a diferentes condigoes
ambientais e os seus reflexos sobre os atributos de qualidade da banana, o presente
estudo visou avaliar os niveis destes hormoénios, bem como os teores de amido e
acucares soluveis ao longo do amadurecimento de frutas colhidas em é&reas de
sistema convencionais de cultivo influenciadas ou ndo pela presenca de floresta
nativa (Mata Atlantica) em seu entorno. Os resultados mostram que bananas
provenientes de areas proximas a fragmentos florestais apresentaram uma vida-
verde (periodo compreendido entre a colheita do fruto e o inicio do seu
amadurecimento) maior quando comparadas a frutas com a mesma idade

fisiolégica, porém provenientes de areas que nao sao influenciadas pelos



36

remanescentes florestais. Tal resultado pode ser explicado, pelo menos em parte,
pela diferenca nos perfis de etileno, ABA e AIA ao longo do amadurecimento de
bananas influenciadas ou ndo pela presenca da Mata Atlantica no entorno da area

de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram utilizadas bananas (Musa acuminata AAA cv. Nanicdo) provenientes
de duas areas no bairro rural de Guapiruvu, municipio de Sete Barras-SP, na
microrregido de Registro, localizada no Vale do Ribeira. A selecdo das parcelas
experimentais foi realizada no primeiro trimestre de 2012, por meio da avaliagdo das
fotos aéreas, entrevistas com agricultores locais e verificacdo da uniformidade das
condicBes edafocliméticas (temperatura, umidade relativa do ar e solo) entre as
areas.

Também foram utilizados como critérios a padronizacdo das condi¢cdes de
cultivo e o historico semelhante de tratos culturais, além da distancia da floresta
nativa (Mata Atlantica) para as parcelas visto que, em estudo publicado por Altieri et
al. (1981), foi verificado que a biodiversidade no entorno da plantagcdo tem uma
amplitude de influéncia de 40 m da borda para o interior do cultivo.

Nesse sentido, a area “biodiversidade” apresentava fragmento remanescente
de Mata Atlantica no entorno de 60% do seu perimetro e a distancia maxima do
remanescente florestal para qualquer ponto desta parcela ndo ultrapassava os 40 m,
sendo o restante do perimetro circundado por cultivo convencional banana. Ja a
area “controle” apresentava monocultivo de banana em todo o seu entorno, onde o
fragmento florestal mais proximo se encontrava a mais de 200 m de qualquer ponto
da area de cultivo (Figura 1), distancia suficiente para evitar os efeitos da floresta
nativa sobre a parcela (ALTIERI et al., 1981).

A relativa proximidade entre as areas (aproximadamente 200 m) e a
uniformidade do relevo local permitia inferir que estas eram influenciadas por
condi¢des edafocliméaticas semelhantes. Ainda assim, para garantir que diferencas
no solo e temperatura e umidade relativa do ar nos locais escolhidos para a

producdo nao iriam influenciar nos resultados, foram realizadas analises de
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nutrientes no solo, bem como a verificacdo das condi¢gBes climéticas locais. Além
disso, também foi realizada a determinacdo do indice de severidade de Sigatoka
negra nas bananeiras, no momento do florescimento da planta e no periodo da
colheita dos frutos (Quadro 1). Como uma forma de padronizacdo do ponto de
colheita das bananas, foram selecionadas bananeiras que apresentaram o momento
da antese (florescimento) ha mesma data, determinado como o0 momento em que foi
observado na inflorescéncia o aparecimento de todas as flores femininas e o inicio
do aparecimento das masculinas. Desse modo, no dia 8 de maio de 2012, foi
possivel realizar a marcacdo de seis plantas de cada parcela, totalizando doze

bananeiras.

CONTROLE

Figura 1. Distribuicdo das parcelas experimentais - areas em branco. A area
“biodiversidade” possui fragmento remanescente de Mata Atlantica no entrorno de
60% do seu perimetro, enquanto a area “controle” apresenta monocultivo de banana
em todo o seu perimetro, estando distante a mais de 200 m de qualquer
remanescente florestal. Escala aproximada. Fonte: Software Google Earth v 7.0.

As plantas foram entdo numeradas pela respectiva data de floracdo e
acompanhadas ao longo do desenvolvimento do fruto até o0 momento da colheita. A
definicdo do ponto de colheita foi realizada a partir do calculo da idade fisiologica da
planta, expressa em graus-dia (GD), segundo metodologia descrita por Ganry e
Meyer (1975). Nesse método, é efetuada a soma das temperaturas medias diarias

das parcelas experimentais, a uma temperatura basal de 14 °C, desde o momento
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da floracdo, em que a planta foi marcada, até o dia da colheita, realizada préoxima
aos 900 GD (Figura 2).

Quadro 1. Caracteristicas das parcelas “biodiversidade” e “controle”. As parcelas
apresentavam o mesmo histérico de tratos culturais e espacamento entre plantas.
Além disso, a relativa proximidade entre estas permitia inferir que as mesmas
apresentavam o mesmo regime de chuvas.

Caracteristicas Parcela "biodiversidade” Parcela "controle"
Proximidade com o 60% de fragmento florestal | Distancia maior que 200 m
fragmento florestal no entorno da parcela do fragmento florestal
Temperatura* 23,26 + 2,86 °C 23,37 £ 2,95 °C
Umidade relativa do ar* 90,67 + 7,07% 89,36 £ 7,71%

Tipo de solo Latossolo amarelo Latossolo amarelo
Macro e micronutrientes . o

6 S0l0 e na folha Niveis adequados** Niveis adequados**
Indice de severidade de 4,1 + 3,0% (florescimento) | 8,0 + 3,3% (florescimento)
sigatoka negra*** 27,7 £ 13,5% (colheita) 44,5 + 15,8% (colheita)

* Medi¢Bes horarias da temperatura e umidade relativa do ar nas &reas por meio de sondas Tinytag®
Extra TGX-3580 (Gemini Data Loggers®, Chichester, Reino Unido); ** Niveis dentro da faixa
considerada normal para a bananeira (Musa acuminata cv. AAA Nanic&o) segundo Borges (2004),
Borges et al. (2009) e Teixeira, Van Raij e Bettiol Neto (2008); *** Segundo metodologia descrita por
Stover (1971) e modificada por Gahul (1993) (n = 6) (Resultados da tese de Florence Polegato
Castelan, dados ainda n&o publicados).

As bananas foram colhidas no dia 8 de outubro de 2012, totalizando 153 DPA,
gue resultaram em uma idade fisiologica de 915 GD para as frutas. Foram
selecionadas duas pencas de bananas da por¢ao intermediaria (quarta e quinta
pencas) do cacho de cada bananeira. Os frutos foram entdo transportados ao
Laboratério de Quimica, Bioquimica e Biologia Molecular de Alimentos (FCF-USP),
em condi¢des padronizadas para os dois cultivos. No primeiro dia apés a colheita (1
DPC) as bananas foram destacadas da penca e devidamente identificadas de
acordo com a respectiva bananeira.

Em seguida, as amostras foram higienizadas com agua corrente e tratadas
com o fungicida Tebuconazol ([RS]-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-[1H-1,2,4-
triazol-1-ylmethyl]pentan-3-ol; Folicur® 200 EC, Bayer® - 250 mg.L™) por imersdo

durante 3 minutos, conforme descrito por Sponholz et al. (2004), sendo
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posteriormente armazenadas em camara incubadora a 20 + 2°C para 0s ensaios de
caracterizagdo. No segundo dia apés a colheita (2 DPC), foram iniciadas as analises
diarias da respiracdo e liberacdo de etileno de cada conjunto de frutos e,
periodicamente, uma banana de cada conjunto teve sua por¢ao central descascada,
fatiada, congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C para as analises

subsequentes.

ANTESE COLHEITA

dgoo GD
T(GD)= ) (Tna—14°0)
dantese
5 X5 th
de( C) = 24
Castelzn (2010) ‘ prraboy
Aparecimento das flores masculinas e 900 GD

inicio da contagem da idade fisioldgica

Figura 2. Definicdo do ponto de colheita a partir do calculo da idade fisiol6gica da
planta em graus-dia (GD), segundo metodologia descrita por Ganry e Meyer (1975).
No periodo da antese (floracdo), onde € visualizado o aparecimento de flores
masculinas, inicia-se a contagem da idade fisiologica das plantas e, a partir deste
periodo, é efetuado o somatorio (2) das temperaturas médias diarias (Tmg), @ uma
temperatura basal de 14 °C, desde o dia da antese (danese) até o dia em que é
atingido 900 GD (dggo cp). A Tmg € definida como a média das medi¢des horérias (Th)
de temperatura em um intervalo de 24 h.

Métodos

Medicao da respiracao e liberacéo de etileno

A avaliacdo dos niveis de respiracao (CO,) e liberacéo de etileno (C,H,) pelos
conjuntos de frutos das diferentes bananeiras foi realizada diariamente até o final da
senescéncia das mesmas, aproximadamente trés dias apds estas atingirem a nota
maxima na escala de cor da casca de Von Loesecke (1950) (amarela com pontos
pretos). Para as analises foi utilizado um cromatografo gasoso HP-6890 equipado
com coluna HP-PlotQ (30 m x 0,53 mm x 40 pm) (Hewlett-Packard®, Palo Alto, CA,
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EUA), acoplado aos detectores de ionizacdo em chama e condutividade térmica
para analise do C,H; e CO,, respectivamente, e interface com um computador
equipado com o software MSD ChemStation E.02 (Agilent Technologies®, Santa
Clara, CA, EUA). As amostras (trés bananas de cada planta) foram selecionadas
aleatoriamente e acondicionadas em frascos hermeticamente fechados, incubadas
por aproximadamente 1 h a temperatura ambiente.

Posteriormente, aliquotas do headspace de cada camara foram analisadas
em triplicata no modo split (50:1) para o CO, (1 mL) e pulsed split (20 psi; 2 min)
para 0 C,Hs (10 mL). Padrées (Air Liquid®, Sdo Paulo, SP, Brasil) dos dois gases
foram utilizados para construgdo de uma curva padrdo. Os valores obtidos foram
subtraidos das analises diarias de CO, e C,H, atmosférico da sala onde as amostras
foram incubadas. Os resultados foram expressos como mg de CO,.Kg*.h? e pL de
etileno.Kg™t.h* (PURGATTO et al., 2002; ROSSETTO et al., 2003).

Parametros relativos ao amadurecimento

Para a comparacdo dos conjuntos de frutos provenientes das diferentes
bananeiras foram utilizados nove parametros com base nas analises dos perfis de

respiracao e liberacao de etileno pelos diferentes conjuntos de bananas:

(a) Dias pos-colheita (DPC), definido como numero de dias desde a colheita
até a senescéncia dos frutos;

(b) Vida-verde (VV), descrito como o numero de dias entre a colheita do fruto
e o inicio do climatério (amadurecimento) (CHILET et al., 2008), que foi
definido no presente estudo como o DPC anterior ao primeiro dia em que a
liberacdo de etileno supera 1 pL de etileno.Kg™.h™, semelhante ao descrito
por Castelan et al. (2012);

(c) Dias pés-VV (DPVV), determinado como o numero de dias entre a VV e a
senescéncia dos frutos, calculado através da formula (DPVV = DPV - VV);

(d) Dia (DPCco2) e concentragéo (COzmsx) dO pico respiratorio maximo para
cada conjunto de frutos, expressos em dias e mg de CO,.Kgt.h?,

respectivamente;
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(e) Dia (DPCc2n4) € concentracdo (CzHamax) do pico méximo de liberacdo de
etileno para cada conjunto de frutos, expressos em dias e pL de
etileno.Kg™.h, respectivamente;

(f) Area sob a curva de respiragéo (ASCcoy) € liberacdo de etileno (ASCcama)
de cada conjunto de frutos calculados a partir do método do trapézio,
expressos em unidades de area (UA).

Extracdo e determinacéo do acido abscisico e acido indol-3-acético

A determinacdo do acido abscisico (ABA) e acido indol-3-acético (AIA) foi
realizada segundo metodologia proposta por Ludwig-Miller, Georgiev e Bley (2008)
e adaptada por Foresto (2012). Em um microtubo de 2 mL foram adicionados
aproximadamente 100 mg da polpa previamente triturada em nitrogénio liquido, 100
puL de solucdo extratora contendo isopropanol e acido acético (95:5 v/v), 1 ug de
padrdo marcado de AIA ([**Cg]-AlA) (Cambridge Isotopes®, Andover, MA, EUA) e 1
ng de padrdo marcado ABA ([?Hg]-ABA) (Olchemim®, Olomouc, MO, Republica
Tcheca). Posteriormente a mistura foi agitada em vortex (3000 rpm; 1 min) e o
material incubado (2 h; 1000 rpm; 4 °C). O homogenato resultante foi entdo
centrifugado (14000 g; 10 min; 4 °C) e o sobrenadante transferido para um novo
microtubo. O material foi entdo concentrado em fluxo de nitrogénio até restar cerca
de 20-50 pL de amostra. Em seguida foi realizado o ajuste do pH entre 2,5 e 3,5,
utilizando-se HCI 1N, sendo entdo adicionado 500 pL de acetato de etila, seguido de
agitacdo em vortex (3000 rpm) e centrifugacdo (14000 g; 5 min; a 4 °C) para a
separacao de fases.

A fase organica (superior) foi coletada e transferida para um novo microtubo,
enquanto a fase aquosa (inferior) foi submetida a mais duas etapas de extragdo com
acetato de etila. Apés combinacdo das fases organicas, foi efetuada a secagem
completa desta em sistema a vacuo sob baixas temperaturas (speed-vac). As
amostras foram entdo ressuspensas em 100 pL de metanol e transferidas para um
insert de vial de 300 pL. Apoés a adicao de 50 pL de trimetilsilil-diazometano (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), o vial foi imediatamente fechado e mantido a
temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, foi efetuada novamente a secagem

da amostra em fluxo de nitrogénio e, posteriormente, o material foi solubilizado em
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acetato de etila para posterior quantificacdo. Em todas as amostras analisadas foi
realizada a triplicata da extracdo. Para a deteccao e quantificacdo dos hormaonios foi
utilizado o método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
em modo de monitoramento seletivo de ions (CG-EM-MSI). Para isso, foi utilizado
um cromatégrafo gasoso HP-6890 (Hewlett-Packard®, Palo Alto, CA, EUA) equipado
com espectrometro de massas HP-5973, injetor automatico ALS 7693A, (Agilent
Technologies®, Santa Clara, CA, EUA) e coluna HP-1701 (30 m x 0,25 mm x 0,50
pm), acoplado a um computador equipado com o software MSD ChemStation E.02
(Agilent Technologies®, Santa Clara, CA, EUA).

Foram injetados 1 pL de cada replicata do extrato para a andlise do AlA e do
ABA. A programacao de temperatura do CG iniciou em 150 °C por 3 min, seguida de
um aumento na temperatura de 5 °C.min™* até 210 °C e 15 °C.min™* até 260 °C,
utilizando fluxo de hélio a 4 mL.min®. O monitoramento seletivo dos ions com
relagcdo massa carga (m/z) 130, 136, 162, 166, 189, 190, 194 e 195 foi iniciado 3 min
apos a injecdo da amostra.

Para o AIA foram analisados os ions com relacdo massa carga (m/z) em 130
e 189 (correspondentes ao AlIA endbgeno) e 136 e 195 (correspondentes ao padrao
interno [*3C¢]-AlIA). As concentracdes enddgenas de AIA foram obtidas pela razéo
entre as areas dos picos nos cromatogramas extraidos em m/z 130 e 136, enquanto
a razao 189:195 foi utilizada para a identificacdo da molécula. Ja para o ABA foram
analisados os ions com relacdo massa carga (m/z) em 162 e 190 (correspondentes
ao ABA enddgeno) e 166 e 194 (correspondentes ao padrdo interno [*Hg]-ABA). As
concentragbes endogenas de ABA foram obtidas pela relagéo entre as areas dos
picos nos cromatogramas extraidos em m/z 162 e 166, enquanto a razdo 190:194 foi

utilizada para a identificacdo da molécula.
Determinacdo de amido e agucares soluveis

A estimativa do teor de amido na polpa das bananas foi realizada conforme
metodologia descrita por Areas e Lajolo (1980). O amido de aproximadamente 100
mg da polpa previamente triturada em nitrogénio liquido foi solubilizado em 3 mL de
hidroxido de sodio 0,5 M. O homogenato resultante foi neutralizado com &acido
acético 0,5 M e o volume ajustado em um baldo volumétrico. Em seguida, o amido

de uma amostra de 1 mL foi precipitado utilizando 4 mL de etanol absoluto e
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separado por centrifugacédo (12000 g; 15 min), sendo o sobrenadante descartado. O
precipitado foi lavado com etanol 80% (v/v), por duas vezes.

Apoés evaporacdo do etanol a temperatura ambiente, o amido foi hidrolisado
com a enzima amiloglicosidase (EC 3.2.1.3, 28 U/mL, pH 4,8) e a glicose resultante
foi quantificada através do sistema glicose-oxidase (EC 1.1.3.4) - peroxidase (EC
1.11.1.7) - ABTS (2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) através de leitura a
450 nm ap6s 30 min. Foi utilizada glicose (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)
como padrao (BERGMEYER, 1974) e os resultados foram expressos como
percentual de amido na polpa (%, g.100g™). Para cada ponto de analise foi realizada
a triplicata da extragao.

Os acucares soluveis foram extraidos em triplicata a partir de 100 mg da
polpa em trés ciclos de extragdo com etanol 80% (v/v) (80 °C; 800 rpm). ApGs
centrifugacdo (12000 g; 15 min), o sobrenadante foi transferido para um balédo
volumétrico e o volume ajustado com etanol 80%. Em seguida, o etanol foi
evaporado de uma aliquota de 1 mL do extrato em sistema speed-vac, sendo 0s
residuos solidos reconstituidos com agua deionizada.

Os acucares assim extraidos foram analisados utilizando o equipamento
Dionex-DX500 (Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA), composto por um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, acoplado a um detector amperométrico de
pulso, equipado com coluna CarboPac PAl (4 x 250 mm) (Thermo Scientific®,
Waltham, MA, EUA) e interface com um computador equipado com o software
PeakNet 5.0 (Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA).

Foi utilizada fase moével constituida de NaOH 18 mM em fluxo de 1 mL.min™
por 25 min. Padrdes de sacarose, frutose e glicose (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) foram utilizados para a identificacdo dos picos e constru¢cdo de uma curva

padrao.
Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Para
verificacdo do cumprimento dos pressupostos de normalidade (distribuicdo normal
dentro de um conjunto de dados) e homogeneidade das variancias (distribuicdo
homogénea entre os diferentes conjuntos de dados) foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e Levene (LEVENE, 1960), respectivamente. Para
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dados paramétricos, foi realizada a comparacdo entre grupos utilizando o teste t
(pareado ou ndo pareado). Para avaliar dados nao paramétricos foi utilizado o teste
U de Mann-Whitney (MANN; WHITNEY, 1947). Foi empregado o coeficiente de
correlacdo de Spearman (SPEARMAN, 1904) para verificar a correlacdo entre os
niveis iniciais de AlA, ABA, a VV e o periodo do inicio da degradagdo do amido.
Para a andlise de agrupamento foi utilizado o método da ligagdo completa, utilizando
como parametros os niveis iniciais e finais de AlA, ABA, amido e acucares soluveis,
os valores maximos e de area sob a curva de etileno e respiracdo, bem como a VV e
o periodo em que foi iniciada a degradacdo do amido nos diferentes conjuntos de
frutos. As analises foram realizadas com auxilio dos programas GraphPad Prism 5.0
(Graph Pad Software®, La Jolla, CA, EUA) e IBM SPSS Statistics 20 (IBM®, New
York, NY, EUA). O critério de significancia utilizado foi de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através dos perfis individuais de liberacdo de etileno e respiracdo dos
conjuntos de frutos € possivel verificar que, visualmente, os graficos das bananas
provenientes da area “biodiversidade” (Figura 3) parecem apresentar uma sincronia
maior em seus perfis quando comparadas aos conjuntos de frutos da area “controle”
(Figura 4).

Apesar de a andlise visual dos perfis de producédo de etileno e respiracao
representar um instrumento Gtil para a verificacdo dos diferentes padrées de
amadurecimento, a utilizacdo de parametros numéricos pode facilitar a
interpretacdo. Os resultados da analise dos diferentes para@metros avaliados indicou
que a parcela “biodiversidade” apresentou niveis significativamente maiores de dias
pés-colheita (DPC), vida-verde (VV) e dia do pico maximo respiratério (DPCco») € de
liberacdo de etileno (DPCcna) (Tabela 1).

A avaliacdo dos teores de amido acumulado (2 DPC) na polpa de bananas
das areas “biodiversidade” indicou um valor médio de 21,60 + 1,41 g.100 g*,
enquanto na area “controle” o resultado médio observado foi de 22,02 + 0,96 g.100
g’. Neste mesmo periodo nao foi possivel detectar acticares sol(veis na polpa dos

frutos.
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Tabela 1. Parametros relativos ao amadurecimento dos diferentes conjuntos de frutos das parcelas “biodiversidade” e “controle”.
Frutos provenientes de uma Unica bananeira foram analisados em conjunto ao longo do amadurecimento.

Planta DPC vV DPVV DPco2 COomax DPCcots  CoHamax  ASCcoz  ASCcona
(d) (d) (d) (d) (UL.Kg™.h?) (d) (ML.Kg™h™)  (UA) (UA)
B1 21 11 10 15 29,8 18 4,8 29,2 26,6
B2 21 12 9 16 30,4 18 34 250,9 15,5
B3 21 12 9 16 28,4 16 2,5 240,9 15,6
B4 22 13 9 18 27 15 3,5 220,3 12,7
B5 22 13 9 18 32,1 14 2,6 214,1 10,4
B6 22 14 8 19 32,1 15 2,7 206,1 8,8
C1 17 7 10 12 34,2 9 2,1 262,8 10,9
C2 16 8 8 16 25,9 10 2,1 207,0 9,3
C3 14 5 9 10 45,8 8 3,2 257,5 20,3
ca 21 9 12 10 26,8 10 2,3 236,1 11,0
C5 14 5 9 7 41,5 11 3,1 249,3 18,8
C6 17 10 7 13 24,8 11 4,2 191,8 11,8
‘biodiversidade” 51 54 gga 1254112 90+06 17,0+1,6° 300+20 160+17% 32+09 193482 149463
(média = DP)
“controle” 165+2,6 7311 9217 11,3+31 332%89 98+12 2808 23428 137+47
(média = DP)

DPC: dias pos-colheita; VV: vida-verde; DPVV: dias p0s-VV; DPCco,: dia do pico respiratério maximo; CO,nesy: valor do pico respiratério maximo; DPCcona:
dia do pico de etileno maximo; C,Hsmax valor do pico de etileno maximo; ASCco,: area sob a curva de CO,; ASCc,n4: area sob a curva de C,H,; UA: unidades
de area. & diferenca significativa em relagcdo a parcela “controle” (Teste U de Mann-Whitney; p<0,05). Valores expressos como média + DP dos diferentes

parametros (n = 6).
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Ao final do amadurecimento (Ultimo DPC) também nao foram observadas
diferencas significativas nos teores de amido entre os frutos provenientes da parcela
“biodiversidade” (2,74 + 1,11 g.100g™) e “controle” (4,18 + 1,63 g.100g™). Quanto
aos acucares soluveis, a diferenca também néo foi estatisticamente significativa. Os
frutos das areas “biodiversidade” e “controle” apresentaram 14,71 + 1,73 g.100g™* e
16,50 + 2,58 g.100g™" de aclicares sollveis totais ao final do amadurecimento
(Tabela 2).

Tabela 2. Teores iniciais (2 DPC) e finais (Gltimo DPC) de amido e acucares soluveis
na polpa de bananas provenientes das areas “biodiversidade” e “controle”.

Parametros Teores iniciais (2 DPC) Teores finais (dltimo DPC)
(9.100g™) “controle” “biodiversidade” “controle” “pbiodiversidade”
Amido 22,02 £ 0,96 21,60+ 1,41 4,18 + 1,63 2,74+1,11
AST nd nd 16,50 + 2,58 14,71 £1,73
Sacarose nd nd 10,92 + 2,23 9,83+1,90
Glicose nd nd 2,89 +0,53 2,48 + 0,47
Frutose nd nd 2,79 +0,46 2,39+0,38

DPC: dias pos-colheita; AST: acUcares sollveis totais; nd: ndo detectado. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre as parcelas “controle” e “biodiversidade” em nenhum dos
parametros avaliados (teste t ndo pareado; p<0,05). Valores expressos como média + DP (g.lOOg'l
de polpa fresca) dos diferentes parametros (n = 6).

Apesar de nao terem sido observadas diferencas nos teores iniciais e finais
de amido e acucares solluveis nas parcelas, as modificacdes temporais visualizadas
para o perfil de liberacao de etileno e respiracdo dos frutos sugerem uma alteracao
no comportamento fisiologico do fruto que, por sua vez, podem culminar em uma
modificacdo dos processos que ocorrem ao longo do amadurecimento sem refletir,
necessariamente, nos primeiros dias pos-colheita ou nos dias proximos a
senescéncia. Nesse sentido, foi realizada a analise do perfil de degradacdo do
amido e acumulo de acgucares sollveis ao longo de todo o amadurecimento dos

conjuntos de frutos das parcelas “biodiversidade” (Figura 5) e “controle” (Figura 6).
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Figura 5. Carboidratos na polpa de bananas colhidas na parcela “biodiversidade”.
Niveis de amido, acUcares sollveis totais (AST), sacarose, glicose e frutose em
diferentes estagios do amadurecimento de frutos colhidos nas bananeiras da parcela
“biodiversidade” (B1, B2, B3, B4, B5 e B6). DPC: dias poés-colheita. Valores
expressos como média + DP (g.100 g™) de, no minimo, trés anélises (n = 3).
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Figura 5. Carboidratos na polpa de bananas colhidas na parcela “biodiversidade”.
Niveis de amido, acgUcares soluveis totais (AST), sacarose, glicose e frutose em
diferentes estagios do amadurecimento de frutos colhidos nas bananeiras da parcela
“biodiversidade” (B1, B2, B3, B4, B5 e B6). DPC: dias pds-colheita. Valores
expressos como média + DP (g.100 g*) de, no minimo, trés analises (n = 3).
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Figura 6. Carboidratos na polpa de bananas colhidas na parcela “controle”. Niveis
de amido, acUcares soluveis totais (AST), sacarose, glicose e frutose em diferentes
estagios do amadurecimento de frutos colhidos nas bananeiras da parcela “controle”
(C1, C2, C3, C4, C5 e C6). DPC: dias pds-colheita. Valores expressos como média +
DP (g.100 g}) de, no minimo, trés analises (n = 3).
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Figura 6. Carboidratos na polpa de bananas colhidas na parcela “controle”. Niveis
de amido, agUcares soluveis totais (AST), sacarose, glicose e frutose em diferentes
estagios do amadurecimento de frutos colhidos nas bananeiras da parcela “controle”
(C1, C2, C3, C4, C5 e C6). DPC: dias pds-colheita. Valores expressos como média +
DP (g.100 g) de, no minimo, trés analises (n = 3).
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Tendo em vista as alteragbes temporais nos eventos observados, optou-se
também por avaliar os horménios AIA e ABA, que parecem participar das respostas
de aclimatacdo de tecidos vegetais a condi¢cdes ambientais, podendo influenciar no
amadurecimento das bananas.

Os resultados indicam que, diferente das demais analises realizadas, os
niveis de AlA e de ABA nas parcelas “biodiversidade” (Figura 7) e “controle” (Figura
8) apresentam diferencas significativas desde o inicio do periodo pés-colheita. Os
conjuntos de amostras de bananas provenientes da parcela “biodiversidade”
apresentaram uma concentracdo média de AIA na polpa de 12,63 + 1,27 ng.g™ no
inicio do periodo pés-colheita (2 DPC), valor cerca de 35% maior do que o
observado para os frutos da parcela controle (9,20 + 2,12 ng.g™). No mesmo
periodo, o ABA pareceu se comportar de maneira contraria, visto que a polpa dos
frutos da parcela “biodiversidade” possuem concentracdes significativamente
menores (580,30 + 53,15 ng.g') quando comparadas as bananas da area “controle”
(820,30 + 52,69 ng.g™*), apresentando uma diferenca de, aproximadamente, 30%.

Ja no ultimo dia pés-colheita foi verificado que, em relacdo ao AlA, as
parcelas ndo apresentam diferencas significativas, possuindo valores médios
menores do que 2 ng.g™* do horménio na polpa fresca. Entretanto, a andlise do ABA
no mesmo periodo indicou niveis significativamente maiores na polpa das bananas
provenientes da parcela “controle” (1006,33 + 34,10 ng.g™) quando comparadas aos
frutos colhidos em &reas préximas ao fragmento florestal (894,01 + 53,13 ng.g™).

Desse modo, os resultados demonstram que, apesar da utilizacdo dos
mesmos tratos culturais e das condicbes edafoclimaticas semelhantes, existem
diferencas entre bananeiras influenciadas ou ndo pela presenca de floresta nativa
em seu entorno.

Apesar do numero relativamente pequeno de observacdes (12 conjuntos de
bananeiras) para a aplicagdo de técnicas de estatistica multivariadas, a anéalise de
agrupamento utilizando como parametros os niveis iniciais e finais de AlA, ABA,
amido e acucares soluveis, os valores maximos e de area sob a curva de etileno e
respiracdo, bem como a VV e o periodo em que foi iniciada a degradacdo do amido
permitiu agrupar os conjuntos de frutos provenientes das parcelas “biodiversidade” e
“controle” em dois blocos distintos (Figura 9).
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como média + DP (ng.g™) de trés andlises (n = 3).
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Figura 9. Dendrograma representando as diferencas entre os conjuntos de frutos.
Foi possivel agrupar em dois blocos distintos os frutos das parcelas “biodiversidade”
(verde) e “controle” (vermelho) utilizando os valores de dissimilaridade (distancia
euclidiana relativa) a partir do método da ligacdo completa, com base nos
parametros de niveis iniciais e finais de AIA, ABA, amido e acucares sollaveis, 0s
valores maximos e de area sob a curva de etileno e respiracédo, bem como a VV e o
periodo em que foi iniciada a degradacdo do amido nos diferentes conjuntos de
frutos.

Embora ndo esteja inserida dentro do fragmento florestal, a parcela
“pbiodiversidade” apresenta uma diversidade vegetal maior no entorno da area, o que
pode ser capaz de reforcar o controle natural de pragas e patégenos no local
quando comparado a parcela “controle”, refletindo nos pardmetros de
amadurecimento avaliados no presente estudo.

A diferenga menor do que 2% no valor de DPVV entre as duas parcelas e a
VV aproximadamente 70% maior nos frutos da area “biodiversidade” permitem inferir
gue bananas provenientes de areas proximas a floresta nativa parecem demorar

mais para atingir o climatério. Entretanto, quando este € alcancado, os frutos das
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duas areas duram o mesmo periodo até a senescéncia. Portanto, a diferenca
significativa de aproximadamente 30% no DPC entre os frutos das diferentes
parcelas é resultado de um periodo maior de VV nas bananas colhidas préximas ao
fragmento florestal, o que também reflete nos resultados distintos de DPCco, €
DPCcznH4 €ntre as areas.

Para reforcar a hipétese de que os frutos da area “biodiversidade” e “controle”
apresentam comportamento similar desde o final da VV até a senescéncia, nao
foram observadas diferencas nos valores dos picos maximos e na area sob a curva
de respiragéo e liberagdo de etileno entre as parcelas. Apesar destes parametros
nao fornecerem uma ideia exata do comportamento das curvas de respiracédo e
liberacdo de etileno, uma vez que é analisado um Unico ponto por dia de cada
conjunto de bananas, os dados permitem uma estimativa do comportamento das
variaveis analisadas no periodo poés-colheita. Desse modo, como citado
anteriormente, os dados obtidos apontam uma mudanca que parece temporal nos
eventos de amadurecimento nas bananas das diferentes areas.

Tal fato pode ser explicado, pelo menos em parte, pelos diferentes niveis de
severidade de Sigatoka negra nas parcelas, uma vez que ja foi observado que tanto
a Sigatoka negra como a Sigatoka amarela, esta Ultima causada pelo fungo
Mycosphaerella musicola, sdo capazes de reduzir a VV de bananas e,
consequentemente, provocar uma alteracdo no processo de amadurecimento das
frutas (ABADIE et al., 2008; CASTELAN et al., 2012. CHILLET et al., 2009).

Diferente do que foi observado no presente estudo, Castelan et al. (2012)
verificaram niveis significativamente maiores no pico maximo de respiracéo (COzmax)
e de liberacdo de etileno (CzHsmax) €m frutos provenientes de areas com elevado
indice de infestacao.

A aparente contradicdo entre os resultados pode ser decorrente da relacao
linear que existe entre o grau de severidade da doenca e a VV das bananas
(CASTELAN et al., 2013) visto que, a auséncia da utilizacdo de agroquimicos na
parcela avaliada por Castelan et al. (2012) resultou em IS mais elevados e,
consequentemente, refletiu em distlrbios mais pronunciados durante o periodo pos-
colheita das bananas. Segundo Chillet et al. (2009), esta alteracdo no
comportamento pos-colheita dos frutos parece ser decorrente da indugéo da via de
biossintese de etileno a partir da necrose foliar causada pelo fungo.
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Apesar da hipotese de Chillet et al. (2009) ser plausivel, uma vez que o
aumento nas concentragdes de etileno geralmente reduz a VV em frutos climatéricos
(ALEXANDER; GRIERSON, 2002), é possivel que a alteracdo dos niveis de outros
horménios, como o AIA e o ABA, preceda os efeitos da doenca sobre a biossintese
do etileno.

Estes dois horménios parecem estar ligados a alteragdo da sensibilidade do
fruto ao etileno, indicando um balanco coordenado entres estas trés substancias
durante o amadurecimento (BUTA; SPAULDING, 1994; JIANG; JOYCE; MACNISH,
2000; LOHANI; TRIVEDI; NATH, 2004; PURGATTO, 2001; PURGATTO et al., 2001;
2002). Nesse sentido, j& foi observado que o padrdo de degradacdo do amido na
polpa de bananas, que é dependente principalmente das concentracdes de AIA
(FORESTO, 2012; PURGATTO, 2001; PURGATTO et al., 2001; 2002), parece ser
diferenciado em frutos provenientes de plantas com graus distintos de severidade de
Sigatoka negra (SARAIVA et al., 2013).

Saraiva et al. (2013) também verificaram que a polpa de bananas pré-
climatéricas provenientes de areas com elevados indices de infestacdo pelo fungo
M. fijiensis apresentam maiores niveis de ABA e menores de AIA, quando
comparados a frutos proveniente de areas com baixo IS de Sigatoka negra. Porém,
ainda nao se sabe de que forma a proximidade com a floresta nativa pode influenciar
neste mecanismo.

Nesse contexto € importante ressaltar que, apesar da infestacdo pelo M.
fijiensis refletir na concentracdo de horménios da banana, € necessario ter cautela
ao afirmar que os efeitos entre as diferentes parcelas sdo causados exclusivamente
pelos niveis diferenciados de severidade de Sigatoka negra. Diversos estudos ja
apontaram que as plantas podem interagir com outros vegetais e organismos
proximos atravées da emissdo de compostos volateis (RODRIGUEZ-SAONA;
MESCHER; DE MORAES, 2013 e suas referéncias).

Assim ¢é possivel que a parcela “biodiversidade”, situada préxima ao
fragmento florestal, responda de maneira diferente aos estimulos ambientais quando
comparada a area “controle”, que apresenta apenas monocultivo de banana em sua
proximidade. Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa (dados ainda nao
publicados) parecem reforcar esta hipétese. Foi observado que bananas maduras
provenientes das diferentes areas utilizadas no presente estudo apresentam

composicdo de volateis distintas. Frutas colhidas préximas ao fragmento florestal
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parecem produzir uma maior quantidade de aldeidos e alcodis volateis de seis
carbonos, frequentemente descritos como substancias que permitem a sinalizagao
entre plantas e outros organismos proximos (ARIMURA et al.,, 2000; ARIMURA,
MATSUI; TAKABAYASHI, 2009; ENGELBERTH et a., 2004; GAQUEREL;
BALDWIN, 2013; MATSUI, 2006; SCALA et al., 2013).

Portanto, a proximidade com o fragmento florestal pode estabelecer
mecanismos de sinalizacdo caracteristicos entre bananeiras influenciadas pela
presenca da floresta nativa em seu entorno, o que pode culminar nas diferencas
verificadas. A complexidade de fatores que parecem exercer efeitos na modificacéo
do perfil de amadurecimento de bananas colhidas em areas sob a influéncia do
fragmento florestal é grande, e seu estudo requer diversos tipos de abordagem. No
presente trabalho foi avaliado, além dos perfis de liberacdo de etileno e respiracéo
dos frutos, o perfil de degradacédo de amido e os niveis de AIA e ABA na polpa de
bananas colhidas nas diferentes parcelas.

Os eventos relacionados com a degradacdo do amido e consequente
formacdo de acucares sollveis durante o amadurecimento de bananas sé&o
influenciados - diretamente ou indiretamente - por fatores bidticos e abidticos. A
degradacédo do amido fornece carbono para a sintese de aclcares (CORDENUNSI;
LAJOLO, 1995), e também de compostos volateis, que irdo conferir sabor e aroma
caracteristicos da fruta (HUI, 2010; CASTRO-ALVES et al.,, 2012a; 2012b;
FACUNDO et al., 2012). Além disso, evidéncias apontam que o metabolismo amido-
sacarose durante o amadurecimento da banana pode ser responsavel pelo
amaciamento da polpa da fruta (SHIGA et al., 2011).

Portanto, compreender processos determinantes na qualidade das frutas
como a degradacdo do amido durante o amadurecimento da banana é fundamental
para entender a implicacdo de diferentes processos sobre a qualidade final do
produto.

Os teores iniciais e finais de amido e acUcares soluveis foram semelhantes
entre os frutos das diferentes parcelas, e sdo semelhantes aos dados geralmente
obtidos para a cultivar Nanicdo (CORDENUNSI; LAJOLO, 1995; ROSSETO et al.,
2003). Nascimento et al. (2006) verificaram que, em polpa de bananas que duraram
21 DPC, periodo semelhante ao observado para os frutos da parcela
“biodiversidade”, os teores iniciais de amido foram de aproximadamente 22% do

peso da polpa fresca e decresceram até valores abaixo de 5%. Quanto aos agucares
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solaveis, estes ndo séo identificados logo apos a colheita através da metodologia
empregada, entretanto, apés a degradacdo do amido, os niveis destes aumentam
até atingirem valores proximos a 15% do peso da polpa fresca. A sacarose € o
acucar predominante, mas também sao sintetizadas quantidades relativamente
pequenas de glicose e frutose, que geralmente se encontram em proporgdes
proximas a 1:1. Ao final do amadurecimento, a banana Nanicdo apresenta
aproximadamente 10% de sacarose em relacdo ao peso fresco da polpa. Ja os
niveis de glicose e frutose sdo mais baixos, cada um correspondendo a
aproximadamente 3% (NASCIMENTO et al., 2006; ROSSETTO et al., 2003).

Nas principais cultivares de bananas, este perfil de degradacdo do amido e
acumulo de acucares soluveis pode ser dividido em trés fases. A primeira fase, logo
apos a colheita dos frutos, é caracterizada pela presenca de amido e auséncia ou
valores baixos de acgucares soluveis, que ndo ultrapassam 0,5% do peso fresco da
polpa. Na segunda fase, ocorre a degradacdo rapida do amido e concomitante
sintese de acucares sollveis. Esta etapa geralmente ndo dura mais do que trés dias
e € caracterizada por alteracdes no metabolismo da fruta, resultando em niveis
elevados de enzimas relacionadas com a degradacao do amido e uma redugéo nas
concentragdes de AIA (FORESTO, 2012; NASCIMENTO et al., 2006; PURGATTO et
al., 2001; 2002). A ultima etapa, proxima a senescéncia do fruto, é caracterizada por
niveis maiores de acUcares soluveis quando comparado ao amido.

No presente estudo, os frutos provenientes da parcela “controle” apresentam
uma transicdo precoce para a segunda fase do metabolismo amido-sacarose
quando comparada as bananas da area “biodiversidade”. Tal fato parece estar
correlacionado com a VV e os niveis iniciais (2 DPC) de AIA e ABA na polpa das
banana. No presente estudo, foi observado que o inicio da degradacdo do amido
parece apresentar uma correlacéo forte e direta com os niveis iniciais de AlA (p =
0,903) e a VV (p = 0,823) do fruto, bem como uma correlacao forte e inversa (p = -
0,794) com os niveis iniciais de ABA (Figura 10).

Apesar de ja ter sido observada uma relagdo entre os niveis de AlA e o inicio
da degradacédo do amido na polpa de bananas (PURGATTO, 2001; PURGATTO et
al., 2001; 2002), até onde sabemos, 0 presente estudo é o primeiro a demostrar
estatisticamente a correlacdo entre estes dois parametros, bem como a relacao

entre estes e o0s niveis iniciais (2 DPC) de ABA e a VV dos frutos.
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Figura 10. Graficos de dispersdo (scatter plots) e coeficientes de correlacdo de
Spearman (p) entre diferentes parametros observados para o0s conjuntos de
bananeiras das parcelas “biodiversidade” (W) e “controle” (W). O céalculo do p indicou
uma correlacéo forte (p > 0,750 ou p < -0,750) e significativa (p<0,05) entre todos o0s
pares de parametros avaliados. AlA: acido indol-3-acético; ABA: acido abscisico;
DPC: dias pos-colheita. Valores expressos como média dos parametros analisados.

Fatores abidticos como a reducdo na temperatura sdo capazes de retardar 0s
efeitos relacionados a producéo de etileno, respiracdo e degradacdo do amido em
bananas (JIANG; JOYCE; JIANG, 2004), atrasando o processo de amadurecimento
da fruta. Além disso, Der Agopian et al. (2011) ja observaram que, em temperaturas

relativamente baixas (13°C), pode ser observado um aumento na producdo de
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sacarose. Fatores bidticos também parecem induzir uma modificagdo no
metabolismo amido-sacarose de bananas. Saraiva et al. (2013) verificaram que,
além da mudanca temporal na degradacdo do amido, bananas provenientes de
areas infestadas pelo fungo M. fijiensis apresentam maiores niveis de acUcares
soluveis quando comparadas a areas com baixo indice de infestagdo. Como citado
anteriormente, apesar do IS de Sigatoka negra ser maior na parcela “controle”, n&o
foi observada uma diferenca nos niveis de sacarose, glicose ou frutose de bananas.

A aparente contradicdo entre os estudos pode ser explicada pelo fato de que
Saraiva et al. (2013), por nao ter utilizado agroquimicos em uma das parcelas, foi
capaz de verificar niveis maiores de infestacdo de M. fijiensis, o que resultou em um
distrbio maior nos eventos relativos ao amadurecimento (CASTELAN et al., 2013)
guando comparados aos dados obtidos no presente estudo, onde foram utilizados os
mesmos tratos culturais nas diferentes parcelas.

Quanto aos perfis dos hormdnios, o AlA é frequentemente apontado como a
principal auxina em frutas e, apesar de Ghanashyan e Jain (2009) apontarem que o
mecanismo de resposta mediado pelo horménio ainda ndo esta bem elucidado, ja foi
verificado que esta molécula parece atuar como um fator de resisténcia a acao do
etileno e, consequentemente, ao amadurecimento (PURGATTO, 2001; FORESTO,
2012).

Desse modo, niveis mais elevados de AIA nos primeiros dias pds-colheita em
frutos da parcela “biodiversidade” poderiam explicar a alteragdo temporal na
degradacdo do amido, niveis de etileno e o consequente periodo de VV maior nos
frutos desta parcela. Esta hipétese é reforcada por Frenkel e Dyck (1973), que
observaram que o tratamento de peras com este horménio promove um retardo no
amaciamento e na mudanca de coloracédo da fruta, fato que também foi observado
para a banana por nosso grupo de pesquisa (PURGATTO et al., 2001; 2002).

Este atraso no amadurecimento induzido pelo AIA parece ser resultado, pelo
menos em parte, dos efeitos deste hormoénio sobre a alteracdo na expressédo de
receptores de etileno. Foresto (2012) observou que a infiltragdo do AIA na polpa de
bananas cv. Nanicdo reduzia a transcricdo de genes dos receptores de etileno e de
enzimas relacionadas com a degradacdo do amido, sugerindo o possivel efeito
indireto do AIA sobre o amadurecimento. Entretanto, é provavel que este horménio

atue também de maneira direta, uma vez que regibes promotoras de genes de
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enzimas relacionadas com a degradagdo do amido possuem sequéncias
responsivas a auxinas (ASTORINO FILHO, 2008).

No que diz respeito a defesa do tecido vegetal, o nivel de AlA parece estar
envolvido na modulacdo de vias de sinalizacdo importantes para a resposta ao
estresse bidtico, principalmente contra patégenos necrotroficos e hemibiotroficos
(CHOENG et al., 2002; DOWD; WILSON; MACFADDEN, 2004; GLAZEBROOK,
2005; NAVARRO et al., 2006). Ja na resposta contra organismos biotroficos, o AIA
parece exercer um efeito contrario, uma vez que a aplicacdo do horménio é capaz
de induzir a supresséo de genes relacionados com a biossintese do acido salicilico,
molécula envolvida na resposta de defesa de vegetais contra estes tipos de
patégenos (RAHMAN et al., 2012; SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011; WANG et
al., 2007; YAMADA et al., 1993).

Como citado anteriormente, a parcela “biodiversidade” apresentava menores
niveis de M. fijiensis, um fungo hemibiotréfico (CHUC-UC et al., 2011). Desse modo,
os resultados maiores de AIA nesta parcela podem ser resultados de mecanismos
mais eficientes de protecdo do fruto que se desenvolveu proximo a floresta nativa.
No entanto, sdo necessarios mais estudos acerca dos mecanismos de sinalizacao
vegetal, a fim de determinar o grau de influéncia da biodiversidade sobre as
respostas de defesa do tecido vegetal. Nesse sentido, a avaliagdo do &cido
jasmonico e do seu derivado volatil, o metil jasmonato (MeJa), poderia fornecer
suporte a hipétese, uma vez que a via de sinalizacdo do AlA parece estar ligada a
acdo destes hormoénios (TIRYAKI.; STASWICK, 2002). Qi et al. (2012) observaram
que o MeJa, em conjunto com o AIA, geralmente atua de maneira sinérgica no
aumento da expressédo de genes relacionados a defesa do vegetal contra patdgenos
necrotroficos e hemibiotroficos.

Ja o nivel de AIA semelhante no final do periodo pés-colheita nos frutos das
diferentes parcelas parece ser resultado do eficiente sistema de conjugacdo do
horménio com outras moléculas, que inativa o AIA de maneira reversivel ou
irreversivel, e mantém em relativo equilibrio as concentracdes deste horménio na
sua forma livre. Tal mecanismo foi observado por Purgatto (2001) e, mais
recentemente, por Foresto (2012), que verificaram que os niveis de AIA em polpas
de bananas infiltradas com 100 uM deste hormonio eram cerca de 80 vezes maiores
no primeiro dia apés a infiltragdo quando comparadas a polpas néo infiltradas. No

entanto, apd0s quatro dias, os niveis de AIA nao apresentavam diferencas
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significativas entre as frutas, sugerindo mecanismos eficientes de controle dos niveis
deste hormonio.

Quanto ao perfil de ABA nas diferentes parcelas, € possivel verificar que este
parece se comportar de maneira semelhante ao etileno. De fato, geralmente é
observada uma relag&o entre os niveis destes hormonios durante o0 amadurecimento
de frutos climatéricos, onde a concentracdo de ABA parece aumentar e induzir,
dessa forma, a biossintese autocatalitica de etileno (BASTIAS et al., 2011; ZHANG
et al., 2009; ZHANG; YUAN; LENG, 2009).

Apesar dos perfis semelhantes ao etileno e do comportamento similar dos
teores de ABA ao longo do amadurecimento nos frutos das diferentes parcelas, foi
observado que os niveis de ABA sao significativamente maiores na area “controle”.

Em folhas, além do aumento das concentracbes de ABA induzir o
crescimento, este promove o fechamento dos estdmatos, reduzindo a perda de agua
em condicbes de estresse abibtico. Esse fechamento também dificulta a penetracédo
de alguns patégenos no hospedeiro atuando, desse modo, frente a condi¢cdes de
estresse bidtico (LEE; LUAN, 2012). Nas frutas cimatéricas, o ABA parece facilitar o
disparo e o progresso da sequéncia de eventos relacionados ao etileno (JIANG;
JOYCE; MACNISH, 2000). Mas por que os niveis de ABA na polpa de frutos
provenientes da parcela “controle” sdo maiores do que o observado na area proxima
ao fragmento florestal? Considerando os parametros ambientais monitorados nas
areas é possivel inferir que estes ndo sédo a causa para a diferen¢a na concentracao
do hormédnio. Provavelmente, fatores bidticos podem, direta ou indiretamente,
influenciar de maneira distinta as duas parcelas, conforme observado pelo IS de
Sigatoka maior na parcela “controle”.

O ABA é capaz de responder a patégenos através da interagdo com outras
substancias envolvidas nas respostas de defesa, sendo associado geralmente com
a supressdo do acido salicilico e consequente inibicdo da via de biossintese dos
fenilpropandides, além da inducdo da via do etileno e do MeJa (ANDERSON et al.,
2004; KUSAJIMA et al., 2010; MOHR; CAHILL, 2003; YASUDA et al., 2008). Nesse
sentido, Fan et al. (2009) observaram que o mutante de Arabidopsis thaliana aba3-1,
gue apresenta deficiéncia na biossintese de ABA, possui um fenoétipo resistente a
bactéria biotrofica Pseudomonas syringae. O tratamento do vegetal com ABA
exdgeno, por sua vez, aumenta a susceptibilidade do mutante a bactéria, sugerindo

um papel do ABA na supressao das respostas de defesa a organismos biotroéficos.
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Quanto aos organismos necrotréficos e hemibiotréficos como o M. fijiensis, o
ABA ndo parece ter um padrdo especifico, uma vez que as concentracdes do
horménio dependem tanto do estresse bidtico provocado pelo patdgeno, quanto do
estresse abidtico que pode ocorrer em consequéncia da infeccdo do organismo
invasor. A perturbagdo da homeostase do vegetal induz mdltiplas vias de estresse
dependentes de uma rede regulatéria complexa, onde o ABA parece ser um dos
pontos centrais entre a percepcdo da mudanca e a resposta de aclimatacdo da
planta ao ambiente (ATKINSON; URWIN, 2012; SANCHEZ-VALLET, 2012).

Como citado anteriormente, ja foi observado que a infestacdo por Sigatoka
negra na bananeira parece estimular a biossintese de ABA na polpa da fruta
(SARAIVA et al., 2013), semelhante ao que foi observado na parcela “controle”. No
entanto, o mecanismo deste aumento ndo estd bem elucidado. A verificacdo de
niveis reduzidos de &cido salicilico e de compostos fendlicos na polpa das frutas da
parcela “controle” pode reforcar a hipétese de que o relativo aumento do ABA nesta
area é resultado de um mecanismo em resposta a niveis mais elevados de M.
fijiensis na area, suprimindo a resposta a patdgenos bibtroficos e estimulando a
biossintese de etileno, MeJa e o fechamento dos estbmatos, o local de penetracédo
do fungo (ASENSI-FABADO; MUNNE-BOSCH, 2011; HOSSAIN et al., 2011).

De uma forma geral, os resultados apontam que a floresta nativa parece
exercer um efeito positivo sobre a area de cultivo proxima, seja pela reducdo da
disseminacéo de esporos de fungo na area, pela presenca de inimigos naturais de
pragas no fragmento florestal, ou até através da emissédo de compostos volateis que,
por sua vez, induzem as plantas proximas a responderem de maneira mais eficiente
a diferentes condicbes ambientais. Estes mecanismos parecem reduzir o grau de
desequilibrio nas bananeiras da parcela “biodiversidade” ou induzir um mecanismo
mais eficiente de manutencédo da homesotase do vegetal nesta area.

A compreensédo de como a proximidade com a biodiversidade nativa € capaz
de influenciar no perfil de horménios e no perfil de degradacdo do amido da banana,
do ponto de vista da pesquisa basica, pode trazer informac¢des importantes para o
entendimento de mecanismos relacionados ao efeito concomitante de fatores
bidticos e abidticos sobre o amadurecimento dos frutos. Do ponto de vista pratico, a
elucidacéo desta relagdo fornece bases solidas que justifiquem a implantacdo de

sistemas mais sustentaveis, trazendo beneficios ndo somente ambientais, mas
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também socioeconémicos pelo entendimento dos fatores que afetam a qualidade

dos frutos.

CONCLUSAO

Apesar da mesma idade fisiologica, frutos colhidos em regides préoximas ao
fragmento florestal de Mata Atlantica parecem apresentar um periodo pos-colheita
mais longo quando comparados a frutos provenientes de areas sem a influéncia do
fragmento florestal proximo. Tal resultado parece estar relacionado, pelo menos em
parte, pelos niveis significativamente diferentes dos hormonios AIA e ABA nas
polpas das bananas colhidas nas diferentes parcelas, o que parece refletir nos niveis
de etileno e no periodo de degradacdo do amido na polpa da fruta.

Apesar de ndo serem conclusivos, os resultados observados fornecem
subsidios para elucidar estes mecanismos, trazendo uma perspectiva nova a
respeito da importancia do estudo dos efeitos concomitantes de multiplos fatores

bidticos e abibticos no vegetal e seu reflexo na qualidade dos frutos produzidos.
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5. CAPITULO 2

Influéncia da proximidade do fragmento florestal de Mata Atlantica sobre
compostos fendlicos de folhas de bananeiras (Musa acuminata AAA cv.
Nanicé&o): otimizacdo de metodologia para a obtencéo e avaliacédo de

compostos fendlicos sollveis
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RESUMO

Entre a grande diversidade de reacfes e produtos envolvidos na resposta de defesa
de vegetais ao estresse bibtico, os compostos fenodlicos tém sido repetidamente
propostos como potenciais participantes nos mecanismos de defesa. Nesse sentido,
0 presente estudo visou a otimizacdo de uma técnica de extracdo sélido-liquido
(ESL) para a extracdo de compostos fendlicos sollveis totais (CFST) nas laminas
das folhas de bananeiras (Musa acuminata AAA cv. Nanicdo), que se mostrou
simples, rapida e barata. Utilizando esta técnica, amostras de folhas provenientes de
areas de cultivo, influenciadas ou ndo pela presenca de biodiversidade em seu
entorno e com niveis distintos de severidade de Sigatoka negra, foram analisadas
quanto aos niveis de CFST. A utilizacdo da ESL com dois ciclos de extracado
empregando acetona 80% em agua (v/v) e posterior emprego de hexano para a
remocao do excesso de clorofilas foi capaz de obter um bom rendimento de extragéo
de CFST sem extrair compostos que interferem significativamente no método de
Folin-Ciocalteu. Também observado que laminas de folhas de bananeiras cultivadas
préximas a floresta nativa apresentaram maiores quantidades de CFST quando
comparadas a plantas sem a influéncia do fragmento florestal. Assim, a avaliagao
dos CFST em folhas parece ser uma ferramenta Uutil para a comparacdo de
bananeiras submetidas a diferentes condi¢des de estresse.

Palavras-chave: Bananeira. Biodiversidade. Compostos fendlicos. Folha. Sigatoka
negra.

ABSTRACT

Phenolic compounds have been repeatedly proposed as potential participants in the
defense mechanisms among the wide variety of reactions and products involved in
the defense response of plants to biotic stress. The present study aimed to optimize
a solid-liquid extraction (SLE) technique to extract total phenolics soluble compounds
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(TSPC) in bananas (Musa acuminata AAA cv. Nanicéo) leaves. The TSPC profiles
were evaluated in banana leaves from both areas with different levels of severity of
black leaf streak disease. The results showed that the technique was simple, fast and
economic and the use of two cycles with acetone (80% v/v in water) and posterior
hexane cycle in order to remove chlorophylls excess was able to obtain a good
TSPC extraction yield without extract compounds that interfere in the Folin-Ciocalteu
method. The results also showed that banana leaves from plants grown near to the
native forest had higher levels of TSPC. Thus, the evaluation of TSPC in leaves
seems to be a useful tool for comparing bananas exposed to different stress
conditions.

Keywords: Banana tree. Biodiversity. Phenolic compounds. Leaf. Black leaf streak
disease.

INTRODUCAO

As principais cultivares de bananas comercializadas no pais sdo susceptiveis
ao fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, causador da Sigatoka negra
(DOMINGUES, 2011; GARRUTI et al., 2012). Esta doenca é apontada atualmente
como o principal problema fitopatolégico na bananicultura mundial. A doenca inicia-
se geralmente nas folhas mais novas e evolui para as mais velhas, provocando
sintomas como estrias marrons e manchas negras necroticas, que afetam os tecidos
fotossintetizantes e, consequentemente, a qualidade dos frutos e a produtividade da
planta, levando a perdas de até 100% na producdo (CASTELAN et al.,, 2012;
MORAES et al., 2011).

Segundo Cavalcante (2012), apesar da influéncia negativa desta doenca na
producdo mundial de banana, o patossistema Musa acuminata x Mycosphaerella
fijiensis é pouco documentado no que se refere ao entendimento dos mecanismos
desta interagdo. Acredita-se que os mecanismos de defesa da planta podem ser
atribuidos a fatores fisiologicos e bioquimicos, iniciados logo apds a penetracao
estomatica da hifa do fungo no tecido do hospedeiro (CAVALCANTE, 2012; EWANE
et al.,, 2012; HOSS; HELBIG; BOCHOW, 2000; TRAORE et al., 2008). Dentre os
diversos mecanismos de aclimatagdo que a planta é capaz de induzir em resposta
ao ataque de um fungo, a sintese de compostos fendlicos parece apresentar um
papel importante na defesa do tecido. A comparacdo de cultivares parcialmente
resistentes e sensiveis ao M. fijiensis indicou que as bananeiras sensiveis ao fungo
parecem apresentar uma menor quantidade de compostos fendlicos sollveis totais
(CFST) (BEVERAGGI; MOURICHON, SALLE, 1995; EWANE, 2012), fato que



77

também foi observado em bananeiras sensiveis a nematdédeos (WUYTS et al.,
2007).

Além disso, estes compostos podem ser sintetizados em situacdes de
estresse abiotico e, portanto, parecem ser importantes nas respostas de aclimatacéo
das plantas (DIXON; PAIVA, 1995; NIGGEWEG; MICHAEL; MARTIN, 2004; RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; WU; JIANG; WU, 2013). Assim, a avaliacao dos
compostos fendlicos em folhas de bananeiras pode ser Util, tanto na investigacéo da
resposta do tecido vegetal ao ataque de fungos, em particular o M. fijiensis, quanto
na avaliacdo dos mecanismos de aclimatacdo da planta a diferentes condi¢cbes
ambientais. Entretanto, até o presente momento, ndo se tem conhecimento de
estudos que otimizaram metodologias para a extracdo de fendlicos em folhas de
bananeiras.

O procedimento de extracdo de compostos fendlicos de matrizes vegetais €
influenciado ndo somente pela natureza, quantidade e tamanho das particulas da
matriz analisada, mas também pelo tipo de técnica empregada (DAI; MUMPER,
2010; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; LAPORNIK; PROSEK; WONDRA,
2005). Portanto, a utilizacdo de uma metodologia adaptada de outra fonte, deve ser
rigorosamente avaliada quanto ao seu rendimento de extracdo e verificagdo dos
interferentes na quantificacao.

Técnicas de extracao solido-liquido (ESL) como a maceracédo e a extracao a
guente por refluxo ainda sdo bastante descritas por conta do baixo custo e relativa
simplicidade. No entanto, além de empregar, na maioria das vezes, quantidades
relativamente grandes de solventes organicos, processos de extracdo longos e
elevadas temperaturas, fatores que aumentam a ocorréncia de rea¢des de oxidagao,
hidrélise e complexacdo de compostos fendlicos com outras substancias da matriz
vegetal (DAI; MUMPER, 2010; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; SANTANA
et al., 2009). O aquecimento também é uma desvatagem na utilizacao da técnica de
micro-ondas que tem o seu emprego limitado para a extracdo de substancias
especificas, como alguns acidos fendlicos (p.ex. acido galico e acido elagico) (LI et
al., 2004), quercetina (HUANG; ZHNAG, 2004), isoflavonas (ROSTAGNO; PALMA,;
BARROSO, 2007) e o trans-resveratrol (DU; XIAO; LI, 2007), substancias que
apresentam relativa estabilidade a temperaturas mais elevadas.

O uso de ultrassom associado a extragdo com solventes organicos foi

empregado com relativo sucesso para amostras da parte aérea de girassol
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(Helianthus annuus) (TAHA et al., 2011) e erva-cidreira (INCE; SAHIN; SUMNU,
2013), folhas de milefolio (Achillea biebersteinii) (BASHI et al.,, 2012) e loureiro
(Laurus nobilis) (MUNIZ-MARQUEZ et al., 2013) e casca de laranja (Citrus sinensis)
(KHAN et al., 2010). Apesar de ndo necessitar da utilizacdo de instrumentos
complexos, apresentando custo relativamente baixo (VINATORU, 2001), a elevada
amplitude de frequéncia e forca das ondas sonoras utilizadas para a extragao de
compostos fendlicos tornam o processo de otimizacdo lento e o emprego de
frequéncias ou forcas elevadas podem induzir reacfes de polimerizacdo de
compostos fendlicos (MA et al., 2009; SANTOS-BUELGA et al., 2012).

Técnicas que utilizam fluido supercritico (GELMEZ; KINCAL; YENER, 2009),
pressao hidrostéatica elevada (SHOUQIN; JUN; CHANGZHENG, 2005) ou pulso de
campo elétrico (DELSART et al., 2012; LOPEZ et al., 2008) n&o requerem a
utilizagéo de solventes organicos, mas tem seu emprego limitado devido o alto custo
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; SANTOS-BUELGA et al.,, 2012). Desse
modo, a utilizacdo de técnicas que requerem o emprego de solventes ainda séo 0s
procedimentos mais comuns para a extracdo de compostos fendlicos em plantas
(SANTOS-BUELGA et al., 2012).

Além das técnicas existentes para a extracdo de compostos fendlicos soluveis
totais (CFST), ja foram desenvolvidos diversos métodos visando a quantificacdo dos
compostos desta classe (p.ex. método de Folin-Denis, Folin-Ciocalteu, titulacdo com
permanganato de potassio, colorimetria com sais de prata e medida da absorbancia
em regido ultravioleta) (DAI; MUPER, 2010; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999). Dentre estas, a quantificacdo dos CFST pelo método de Folin-
Ciocalteu (F-C) parece ser a mais utilizada, tendo em vista sua simplicidade, baixo
custo e elevada reprodutibilidade, sendo largamente empregada na quantificagéo de
CFST em tecidos vegetais (DAI; MUMPER, 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Reacdo entre compostos fendlicos e o reagente de Folin-Ciocalteu (F-C).
(1) Compostos fendlicos (p.ex. acido galico) em meio basico (Na,CO3) geram anions
(fenolatos) que, por sua vez, (2) reagem com o complexo fosfomolibidico e
fosfotungstico no qual o molibdénio, que quando se encontra na cor amarela
(Na;M004.2H,0), sofre reducdo formando um complexo de coloracdo azul
(possivelmente PMoW11040™). Adaptado de Oliveira et al., 2009a.

O método F-C é capaz de quantificar a capacidade redutora do extrato
avaliado. Desse modo, compostos nao fendlicos como o acido ascoérbico e alguns
acucares redutores podem interferir na quantificacdo dos CFST, levando a
superestimacdo do conteudo de fendlicos (OLIVEIRA et al., 2009b). Portanto,
recomenda-se a quantificacdo ou a eliminacdo destes interferentes antes da
determinacdo dos CFST (SUN et al., 2002). Ainda assim, apesar das limitacdes, a
investigacdo do conteudo de compostos fenolicos em tecidos vegetais por meio da
utilizacdo de técnicas rapidas e eficientes de extracdo pode fornecer pistas de
respostas do metabolismo de tecidos vegetais frente a alteracdes nas condicdes
ambientais.

Tendo em vista a necessidade de aprofundar os estudos sobre a relacao
entre compostos fendlicos nas folhas e doencas ou condicbes ambientais que
afetam a bananeira, o presente estudo mostra os resultados obtidos com o
desenvolvimento de uma técnica de extracdo solido-liquido (ESL) simples, rapida e
barata para a extracdo de CFST nas laminas das folhas desta planta. Ao final do
desenvolvimento da técnica, foi verificado que compostos interferentes na
quantificacdo pelo método de Folin-Ciocalteu (acucares redutores e acido ascorbico)

nao eram extraidos pelo método otimizado e que o excesso de clorofila poderia ser
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removido a partir do emprego de hexano, sem a reducéo significativa na quantidade
de CFST extraida. Além disso, a comparacao entre os extratos de CFST de folhas
provenientes de areas de cultivo influenciadas ou nédo pela presenca de
biodiversidade e com niveis distintos de infestacdo pelo fungo M. fijiensis, indicaram
diferengas significativas nas quantidades de fendlicos demonstrando, desse modo, o
potencial da andlise dos CFST em folhas na comparacéo de plantas submetidas a

diferentes condicbes ambientais.

MATERIAL E METODOS

Material

Duas areas de cultivo, denominadas parcela “biodiversidade” e “controle”,
foram selecionadas no bairro rural do Guapiruvu, no municipio de Sete Barras-SP,
regido do Vale do Ribeira, por meio da avaliacdo de fotos aéreas, entrevistas com
agricultores locais e padronizacao das condicdes climaticas e de cultivo (Figura 2).

A é&rea “biodiversidade” apresentava fragmento remanescente de Mata
Atlantica no entorno de 60% do seu perimetro e a distancia maxima do fragmento
florestal para qualquer ponto desta parcela nao ultrapassava os 40 m, sendo o
restante do perimetro circundado por cultivo convencional banana. Ja a parcela
“controle”, que apresentava em todo o seu entorno areas de monocultivo de banana,
onde o fragmento florestal mais préximo se encontra a mais de 200 m da area de
cultivo, distancia suficiente para evitar os efeitos da floresta nativa sobre a parcela
(ALTIERI et al., 1981).

As parcelas selecionadas possuiam o mesmo historico de tratos culturais e
eram proximas entre si (aproximadamente 200 m de distancia), o que permitia inferir
condi¢cBes edafoclimaticas semelhantes (relevo, regime de chuvas, nutricdo do solo
e temperatura e umidade do ar). A principal diferenca observada entre as areas era
a presenca de floresta nativa no entorno de uma das parcelas e o indice de

severidade de Sigatoka negra nas bananeiras utilizadas no estudo (Quadro 1).
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CONTROLE

Figura 2. Distribuicdo das parcelas experimentais - areas em branco. A area
“biodiversidade” possui fragmento remanescente de Mata Atlantica no entrorno de
60% do seu perimetro, enquanto a area “controle” apresenta monocultivo de banana
em todo o seu perimetro, estando distante a mais de 200 m de qualquer
remanescente florestal. Escala aproximada. Fonte: Software Google Hearth v 7.0.

Para os ensaios de desenvolvimento da técnica foi coletada a por¢cdo central
da terceira folha de bananeiras (Musa acuminata AAA cv. Nanicdo) (n = 16)
provenientes das duas parcelas experimentais, a contar do &pice da planta,
conforme descrito por Borges (2004). Foram realizadas duas sessfes de coleta
entre os meses de novembro e dezembro de 2012 e selecionadas quatro porcdes de
aproximadamente 5 cm? da porcdo interna mediana da lamina de cada folha,
eliminando-se a nervura central.

ApoOs a coleta das folhas, as amostras foram acondicionadas individualmente
em sacos de papel, armazenadas em caixas térmicas com gelo e encaminhadas
para o Laboratério de Quimica, Bioquimica e Biologia Molecular de Alimentos (FCF-
USP), onde foram higienizadas em agua corrente, congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -80 °C para as analises subsequentes. Para cada ensaio de
otimizacdo, as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, formando um pool
representativo de todas as bananeiras coletadas (n = 16). Para a comparacao das
diferentes parcelas experimentais, utilizou-se a metodologia otimizada para extracao
dos CFST em um pool de laminas de folhas de cada parcela experimental (n = 8).
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Quadro 1. Caracteristicas das parcelas “biodiversidade” e “controle”. As parcelas
apresentavam o mesmo histérico de tratos culturais e espacamento entre plantas.
Além disso, as mesmas apresentavam relevo semelhante e a relativa proximidade
entre estas permitia inferir regime de chuvas iguais.

Caracteristicas Parcela "biodiversidade” Parcela "controle"
Proximidade com o 60% de fragmento florestal | Distancia maior que 200 m
fragmento florestal no entorno da parcela do fragmento florestal
Tipo de solo Latossolo amarelo Latossolo amarelo
Macro e micronutrientes o o
Niveis adequados* Niveis adequados*

no solo e na folha
Indice de severidade de . .

11,7 £ 7,8% (colheita) 46,0 + 8,5% (colheita)

sigatoka negra**

* Niveis dentro da faixa considerada normal para a bananeira (Musa acuminata cv. AAA Nanicao)
segundo Borges (2004), Borges et al. (2009) e Teixeira, Van Raij e Bettiol Neto (2008); ** Segundo
metodologia descrita por Stover (1971) e modificada por Gahul (1993) (n = 8) (Resultados da tese de
Florence Polegato Castelan, dados ainda ndo publicados).

Métodos

Extracao e quantificacdo dos compostos fendlicos sollveis totais (CFST)

Para obtencdo dos CFST foi utilizada como base a técnica de ESL para
analise de raizes e folhas de bananeiras, descritas por Ascensao e Dubery (2003) e
Companioni et al. (2005), respectivamente. Foi utilizado aproximadamente 250 mg
do pool de laminas de folhas frescas trituradas para cada andlise. Cada ciclo de
extracdo foi definido como: a adicdo de 800 pL de um solvente extrator a amostra
em um microtubo ambar, seguido de homogeneizacdo (3000 rpm; 15 s) e
centrifugacdo (14000 g; 4 °C; 15 min) do material para obtencdo do extrato,
conforme ilustrado na Figura 3.

A quantificacdo dos compostos fenolicos foi realizada conforme descrito por
Swain e Hillis (1959), utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Na reacao, foram
adicionados 2 mL de agua destilada, 250 pL do extrato obtido na ESL e 250 uL do
reagente de Folin-Ciocalteu diluido (1:1) em &gua deionizada, seguido de
homogeneizacéo e incubacdo (3 min) a temperatura ambiente. Apds este periodo,

foram adicionados 250 pL de solugcdo aquosa saturada de Na,CO3; e o material foi
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novamente homogeneizado e incubado (30 min; 37°C), sendo a sua absorbancia
determinada a 765 nm. Os CFST foram calculados a partir da construgdo de uma
curva padrdo de acido galico (AG, 1 a 100 mg.g), sendo os resultados expressos

como miligrama equivalente de AG por grama de folha fresca (mg AG.g™).

coleta das folhas

_ %x

transporte, limpeza,
trituragdo e armazenamento

homogeneizagéo
250 mg 3.000 rpm

amostra

X2

adicdo de .
800 UL do ciclo de
solvente extracéo

coleta do
sobrenadante

] =T

Extrato

analise dos compostos
fendlicos soliveis totais

Figura 3. Procedimento de coleta das folhas e metodologia de extracdo soélido-
liquido (ESL) para obtengdo dos compostos fendlicos sollveis totais (CFST) em
lamina de folhas de bananeiras cv. Nanicéo.

Otimizacédo da técnica de extracao soélido-liquido

Os ensaios de otimizagdo da ESL foram realizados em seis etapas: a)
determinacao da melhor concentracao de extracdo de cada solvente; b) combinacéo
de diferentes solventes para avaliacdo da melhor solugcéo extratora; c) determinacéo
do nuamero ideal de ciclos de extracdo; d) teste de esgotamento; e) verificacdo de
interferéncias; f) remocdo do excesso de clorofilas. A Figura 4 ilustra as
caracteristicas das seis etapas.

Na primeira etapa foram avaliados trés solventes (metanol, etanol e acetona),
cada um nas concentracdes de 70, 80 ou 90% (v/v) em agua ou no seu estado puro
(= 99,5%), totalizando doze tipos diferentes de solucdes extratoras.

A quantidade de CFST do pool de laminas de folhas foi determinada nos doze

grupos, que se diferenciavam apenas pela natureza e/ou concentragdo da solugéao
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extratora. Em todos os grupos padronizou-se a realizacdo de dois ciclos de extracéo
utilizando um udnico tipo de solvente. As concentracdes de cada solvente (metanol,
etanol e acetona) que obtiveram os melhores resultados de CFST foram entdo

selecionadas para a etapa posterior.

f Determinag¢do da melhor concentracdo de cada solvente )
. . Dois ciclos de extragdo utilizando o mesmo solvente em cada ciclo
Primeira . .
epa U0 Q00 000 000 00 090 000 000 900 900 099 009
70% 80% 90% puro 70% 80% 90% puro 70% 80% 90% pure
\_ etanol metanol acetona J
r Utilizacdo de misturas dos solventes em suas melhores concentragdes )
Dois ciclos de extragdo utilizando solventes diferentes em cada ciclo
Segunda _ -
etapa ik il il
etanol + metanol etanol + acetona metanol + acetona
\_ J
4 Determinagdo do nimero de ciclos ideais )
) Utilizagdo da amostra ou combinagdo de amostras selecionada na Etapa 1 e 2
Terceira
etapa UUU UUU UUU UUU
1 ciclode 2ciclosde 3ciclos de 4 ciclos de
\ extragéo extragéo extragéo extragéo J
( Teste de esgotamento )
Utilizacdo de um ciclo extra de extracdo para verificar se houve o esgotamento da amostra
Quarta ; . - il
etapa U U U U U U U U U
método selecionado método selecionado método selecionado
\ +etanol +metanol +acetona J
( Interferentes )
. Avaliacdo da interferéncia de acido ascorbico e agucares na determinagdo dos compostos fendlicos solaveis totais
Quinta - % o o
o o % ) ,":-_‘ A0
etapa — I . VAR {/) . ~"r
% of A RN
. J
( Remocdo do excesso de clorofilas )
Remocgdo da clorofila antes da metodologia otimizada ou apds a obtengdo do extrato
Sexta - -
etapa U U U U U U
remogé&o anteriorcom remogé&o posteriorcom
\ dimetilsulfoxido, éteretilico, cloroférmio ou hexano cloroférmio ou hexano -/

Figura 4. Etapas de otimizacdo da metodologia de extracdo sélido-liquido (ESL)
para extragdo de compostos fenodlicos soluveis totais (CFST) em laminas de folhas
de bananeiras cv. Nanicdo. Primeira etapa: determinacdo da melhor concentracéao
de extracao de cada solvente; Segunda etapa: combinacdo de diferentes solventes
para avaliacdo da melhor solucdo extratora; Terceira etapa: determinacdo do
namero de ideal de ciclos de extracdo; Quarta etapa: teste de esgotamento; Quinta
etapa: verificacdo de interferéncias; Sexta etapa: remocao do excesso de clorofilas.

A segunda etapa consistiu na combinacdo de diferentes solventes para a

extracdo das amostras. Para tal, foram utilizadas as concentracbes de etanol,
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metanol e acetona que obtiveram os maiores valores de CFST na primeira etapa.
Diferentes solventes no primeiro e segundo ciclo de extragdo foram utilizados para
uma mesma amostra. Os CFST destas extracdes foram quantificados e comparados
com o grupo que obteve os maiores valores na primeira etapa (controle). Desse
modo, o solvente ou a combinagéo de solventes que obteve melhor desempenho
(maior valor de calculado de CFST) na primeira e segunda etapa foi selecionado
para a etapa seguinte.

A terceira etapa consistiu na determinacdo do numero ideal de ciclos de
extracdo. Os CFST foram quantificados ap0s a obtencdo de extratos provenientes
de um até quatro ciclos de extracdo. O numero ideal foi determinado como o menor
namero de ciclos capaz de provocar o esgotamento da amostra.

Determinada a solucéo extratora ideal e o niumero de ciclos de extracdo para
a amostra, foi realizada a quarta etapa da otimizacdo. Este teste consistiu na
realizagdo de um ciclo de extragdo adicional utilizando um dos trés solventes
escolhidos na primeira etapa. A comparacdo destes grupos com a metodologia
definida na terceira etapa definiu se havia necessidade de inclusdo de um ciclo de
extracdo adicional, que permitisse um maior rendimento na extracdo de compostos
fenolicos.

A quinta etapa consistiu na avaliacdo da interferéncia de agucares redutores e
acido ascérbico (AA) na determinacdo dos CFST pelo método de Swain e Hillis
(1959).

Para determinar a influéncia de acucares redutores, foram comparadas
extragcbes em que as folhas foram submetidas a metodologia otimizada, porém,
adicionadas ou ndo de excesso (50 mg) de glicose (acucar redutor) antes do
primeiro ciclo de extracdo. No mesmo ensaio também foi verificado o efeito da
adicdo de excesso de acgucar sobre a solubilizacdo dos CFST durante o teste. Para
tal, foi realizada a extracdo de amostras de folhas adicionadas de excesso (50 mg)
de sacarose, um acucar ndo redutor, que pode interferir somente na solubilizagédo
dos CFST, e ndo na quantificagdo pelo método de Folin-Ciocalteu. Além disso, foi
realizada a extracao utilizando a metodologia de ESL otimizada na quarta etapa para
amostras sem folhas contendo somente glicose ou sacarose (50 mg) para
determinacdo da capacidade de solubilizacdo e consequente extracdo destes
compostos.
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No que diz respeito a interferéncia de AA na quantificagdo de CFST foi
empregada uma estratégia semelhante a descrita por FORD et al. (2010a), que
utilizou a ascorbato oxidase (AOx) (L-ascorbato oxigénio oxirredutase; EC 1.10.3.3)
para reduzir os niveis de AA na amostra. Primeiramente, foi avaliada a capacidade
da AOx comercial (Ascorbate oxidase from Cucurbita sp.; A0157; Sigma Aldrich®),
nas condi¢bes pré-estabelecidas pelo fabricante, em reduzir os niveis de AA. Para
tal, amostras contendo somente AA em diferentes concentracfes (250, 500 e 1000
puM) foram incubadas em tampéo fosfato (pH 5,6) contendo 100 mM KH,PO4, 4 mM
Na,PO, e 5 mM EDTA. Ap6s agitacdo (1000 rpm), as amostras nas trés
concentracOes foram adicionadas ou ndo com 30 pL da enzima AOx (1 U/uL; pH 5,6)
e incubadas durante 15 ou 20 min (1000 rpm; 25 °C) e quantificadas pelo método de
Folin-Ciocalteu. Desse modo, foi possivel determinar o nivel de interferéncia do AA
no metodo de quantificacdo, bem como a influéncia da AOx sobre esta
determinacéao.

Em seguida, foi realizado o teste de interferéncia do AA utilizando estratégia
semelhante a utilizada para verificagdo da interferéncia de acUcares. Foram
comparadas amostras de folhas extraidas pelo método otimizado, com amostras de
folhas contendo excesso de AA, incubadas ou ndo com a enzima AOX, nas
condicbes determinadas no teste anterior. Nesta etapa, antes da adicdo da AOX,
foram utilizadas fitas indicadoras de pH (Merck® pH-indicator strips; faixa 0-14,
resolucao 1,0) para verificar se o pH de todas as amostras se encontravam na faixa
de atividade étima da enzima (pH 5,5-7,0) (CARVALHO et al., 1981; PORTO et al.,
2006; PORTO, 2008).

A sexta e Ultima etapa avaliou duas estratégias diferentes para remocao do
excesso de clorofilas. A primeira estratégia consistiu na tentativa de extrair o
excesso de clorofilas utilizando um ciclo de ESL (1000 rpm; 45 min; 20 °C) com 800
puL de dimetilsulféxido, éter dietilico, cloroformio ou hexano em 250 mg do pool de
folhas, anteriormente a aplicagdo da técnica de ESL otimizada para extracdo dos
CFST (Figura5).
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Figura 5. Estratégia de remocao do excesso de clorofila por extracdo soélido-liquido
(ESL). Tentativa de extracdo do excesso de clorofila utilizando um ciclo de extragéao
com dimetilsulféxido, éter etilico, cloroféormio ou hexano antes da execucdo da
metodologia otimizada para extracdo dos compostos fendlicos solUveis totais
(CEST). O extrato obtido apOs tentativa de remocédo do excesso de clorofila foi
comparado com o extrato final da metodologia otimizada quanto ao seu teor de
CFST e sua coloracéo.
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Ja a segunda estratégia visou remover o0 excesso de clorofilas com hexano ou
cloroformio utilizando uma técnica de extracao liqudo-liquido (ELL) no extrato de
CFST obtido ap6s emprego da metodologia otimizada (Figura 6). Para tal, foi
adicionado 500 pL de cloroférmio ou hexano no extrato de CFST e, apos a
homogeneizacdo (3000 rpm; 15 s) e centrifugacdo (14000 g; 15 min; 4 °C) do
extrato, a fracdo cloroférmica ou hexanica foi separada da fracdo aquosa. Nas duas
estratégias, a quantificacdo de CFST nos extratos utilizados para remocdo do
excesso de clorofilas foi realizada apds evaporacdo do solvente utilizando fluxo de
nitrogénio e posterior ressuspensdo em acetona 80%. Além disso, foi realizada a
comparacao da intensidade da cor verde entre os diferentes extratos obtidos, o que

permitiu inferir a eficiéncia em remover o excesso de clorofila (pigmento verde).
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Figura 6. Estratégia de remocao do excesso de clorofila por extracao liquido-liquido
(ELL). Tentativa de extracdo do excesso de clorofila utilizando um ciclo de extracéao
com cloroférmio ou hexano ap6s a execug¢do da metodologia otimizada para
extracdo dos compostos fendlicos soluveis totais (CFST). Foi adicionado hexano ou
cloroférmio ao extrato obtido a partir da metodologia otimizada e, apds centrifugacéo
da mistura, a fase aquosa foi comparada com a organica quanto ao seu teor de
CFST e sua coloracéo.
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Apos determinagdo da melhor técnica, foi verificada a eficiéncia de remocao
do excesso de clorofila a partir da determinagédo do espectro de absorbéncia dos
extratos em faixa luz visivel (450-700 nm). Para os calculos foi empregada a
equacdo de Arnon (1949) (clorofilaa:, = 17,76.A%C0"M 1 7 34 ASE36MM g m Y,
utilizando os fatores de correcédo desenvolvidos por Porra, Thompson e Kriedemann
(1989).

Avaliacdo do teor de compostos fendlicos solluveis totais (CFST) em folhas de

diferentes parcelas experimentais

Primeiramente, foi verificado o efeito de diferentes periodos de colheita nas
quantidades de CFST. Amostras de uma mesma area, porém coletadas em
momentos diferentes, foram comparadas quanto ao teor de CFST.

Além disso, foi avaliado se quantidades diferentes de AA poderiam influenciar
na determinacdo dos CFST no pool de folhas das diferentes areas. Para isso, as
amostras da parcela “biodiversidade” e “controle” foram incubadas ou ndo com a
enzima AOXx, nas condicGes pré-determinadas no ensaio de interferéncia do AA, e
avaliadas quanto a quantidade de CFST.

Finalmente, foi utilizada a técnica de extracdo otimizada em laminas de folhas
proveniente dos pools das diferentes areas, a fim de determinar os niveis de CFST
nas diferentes parcelas experimentais. Tais resultados foram comparados com 0s
valores de IS observados nas bananeiras analisadas e com os perfis
cromatograficos dos pools de extratos das diferentes parcelas obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com
ionizacao por eletrospray (CLAE-ESI-EM).

O screening dos perfis cromatograficos por CLAE-ESI-EM dos pools de
extratos de CFST das diferentes parcelas foi realizado em um sistema Agilent 1290
Infinity, acoplado ao ESI-EM 6460 Triple Quad (Agilent Technologies®, Santa Clara,
CA, EUA), equipado com coluna C18(2) (150 x 2 mm, 3 pm) (Phenomenex®,
Torrance, CA, EUA). Foi utilizado um sistema de eluicdo gradiente composto por
agua e acido férmico (0,1%) (solvente A) e acetonitrila (solvente B) na proporcdo A:B
de 90:10 a 10:90 em 25 min, utilizando fluxo de 0,2 mL.min™, através de ionizacdo

por eletrospray (90 V) nos modos positivo e negativo.
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Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdao (DP). Para
verificacdo do cumprimento dos pressupostos de normalidade (distribuicdo normal
dentro de um conjunto de dados) e homogeneidade das variancias (distribuicao
homogénea entre os diferentes conjuntos de dados) foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e Levene (LEVENE, 1960), respectivamente. Para
dados paramétricos, foi realizada a comparacdo entre grupos utilizando o teste t
(pareado ou ndo pareado) ou a analise de variancia (ANOVA), utilizando como post
hoc o teste de Tukey (para comparacdo entre todos 0s grupos) ou o teste de
Dunnett (para comparacdo do controle com os demais grupos). Para avaliar dados
nao parameétricos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney (MANN; WHITNEY, 1947).
Foi empregado o coeficiente de correlacdo de Spearman (SPEARMAN, 1904) para
verificar a correlagao entre o IS das bananeiras e os CFST das folhas coletadas. As
andlises foram realizadas com auxilio dos programas GraphPad Prism 5.0 (Graph
Pad Software®, La Jolla, CA, EUA) e IBM SPSS Statistics 20 (IBM®, New York, NY,

EUA). O critério de significancia utilizado foi de p<0,01.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacdo e otimizacdo da técnica de extracao sélido-liquido (ESL)

ApoOs a realizacdo de todas as etapas de otimizacdo foi observado que a
extracdo utilizando acetona 80% em dois ciclos rapidos obteve o melhor rendimento
em termos de quantificagdo de CFST e que o protocolo de extragdo otimizado néo é
capaz de extrair quantidades significativas acgucares redutores e acido ascorbico,
compostos que interferem no método de Folin-Ciocalteu. Além disso, foi verificado
que a utilizagdo de um ciclo adicional de ELL utilizando hexano é capaz de remover
parte do excesso de clorofila sem interferir significativamente na quantidade de
CFST no extrato.

A primeira etapa de otimizacdo, que visou a determinacdo da melhor
concentracédo de extracdo de cada solvente indicou que os extratos que continham
acetona obtiveram o maior rendimento médio de extracdo (5,12 + 0,81 mg AG.g™?)

quando comparado ao metanol (2,82 + 0,68 mg AG.g™}) e ao etanol (2,24 + 0,53 mg
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AG.g ). Apesar de néo ter sido observada diferencas estatisticamente significantes
entre a utilizacdo de acetona nas contracdes de 80, 90 e 100% (ANOVA, Tukey
como post hoc; p<0,01), a concentracdo que obteve melhor rendimento nos dois
ensaios foi a de acetona 80% (v/v) em 4gua (5,96 + 0,64 mg AG.g}) (Figura 7).
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Figura 7. Primeira etapa da otimizagcédo: determinacdo da melhor concentracdo de
extracdo de cada solvente. Compostos fendlicos soltveis totais (CFST) de laminas
de folhas de bananeiras cv. Nanicdo apds dois ciclos de extracdo solido-liquido
utilizando metanol, etanol ou acetona (70, 80, 90 ou 100%). Valores na regiao
superior da figura indicam a média + DP das extracdes com as diferentes
concentracfes de metanol, etanol ou acetona. AG: equivalente em acido galico. 2:
diferenca significativa em relacdo ao grupo que obteve maiores valores médios de
CFST (acetona 80%) (#) (ANOVA, Dunnett como post hoc; p<0,01). Valores
expressos como média + DP (mg AG.g ™) de dois experimentos (n = 6).

Apesar dos resultados mostrarem um rendimento médio de extragdo maior
guando utilizada acetona comparado aos demais solventes, é importante ressaltar
mais uma vez que os compostos fendlicos podem apresentar caracteristicas de
solubilidade bastante distintas entre si. Desse modo, faz-se necessario avaliar a
extracao utilizando ciclos com diferentes solventes.

Por este motivo, a segunda etapa consistiu na verificacdo da extragdo de uma
mesma amostra utilizando ciclos com diferentes solventes. Para tal, foram utilizadas
as solucbes contendo metanol, etanol e acetona que obtiveram os melhores
rendimentos na primeira etapa: metanol 90% (3,43 + 0,64 mg AG.g™), etanol puro
(2,48 + 0,89 mg AG.g) e acetona 80% (5,96 + 0,64 mg AG.g™).
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Para cada amostra foi avaliado o rendimento da extragdo utilizando
combinacdes de diferentes solventes nos dois ciclos de extragdo. Estes resultados
foram comparados com a extracdo utilizando dois ciclos com acetona 80%
(controle), a extracdo de melhor rendimento na primeira etapa.

Os resultados indicaram que a metodologia controle obteve rendimento
significativamente maior do que as combinacdes testadas. Portanto, nas condigbes
utilizadas, o emprego de acetona 80% nos dois ciclos de extracdo € capaz extrair
uma quantidade significativamente maior de CFST quando comparado com as
demais combinagdes de solventes utilizadas (Tabela 1).

No entanto, também deve ser verificado se a utilizacdo de dois ciclos de
extracdo € realmente suficiente para extrair de maneira significativa os componentes
fendlicos das laminas das folhas. Nesse sentido, a terceira etapa da otimizacao
consistiu na verificagdo do numero ideal de ciclos de extracdo. Comparou-se 0S
resultados de CFST em laminas de folhas de bananeiras submetidas de um até
guatro ciclos de extracdo com acetona 80%, solucdo extratora escolhida apés a
primeira e segunda etapa da otimizacgao.

Foram observadas diferencas significativas no teor de CFST em amostras
submetidas a um ciclo de extragcdo quando comparadas com amostras submetidas a
mais ciclos. Também foi verificado que, a partir de dois ciclos, a quantidade de CFST
nao sofre alteracdo significativa, indicando que nédo é necesséria a adicdo de mais
de dois ciclos de extracdo com o mesmo solvente (Tabela 2).

Portanto, ao final da terceira etapa do processo de otimizagdo, foi possivel
determinar que, dentre todas as combinacfes de solventes avaliadas, a que parece
obter maior rendimento na ESL é a utilizacdo de acetona em dois ciclos de extracéo.
O emprego de ciclos de extragéo adicionais com este solvente foi incapaz no sentido
de aumentar o rendimento da técnica. Pelo contrario, por aumentar o tempo de
analise, estes ciclos adicionais parecem induzir uma diminuicdo na quantidade de
CFST, uma vez que os valores de média das extracdes utilizando trés e quatro
ciclos foram aproximadamente 5% menores do que a média de CFST obtida para
dois ciclos de extracao.

Com o intuito de verificar se o tempo total de extracdo era capaz de
influenciar na quantificagdo de CFST, os extratos submetidos a dois ciclos de
extragdo foram armazenados a temperatura ambiente (20 + 2 °C) ou a frio (-20 + 2

°C) e quantificados apos 24 h e 48 h.



Tabela 1. Segunda etapa da otimizacdo: combinacdo de diferentes solventes para avaliacdo da melhor solucdo extratora. As
combinagdes um, dois e trés foram comparadas com o controle, a extracdo de melhor rendimento na primeira etapa (dois ciclos de
extracdo utilizando acetona 80%). Apds a extracdo, foram quantificados os compostos fendlicos solluveis totais (CFST) nos
extratos de lamina de folhas de bananeiras da cv. Nanic&o.

Grupo 1° ciclo de extragéo 2° ciclo de extracao CFST (mg AG.g™Y) % vs. Controle
controle acetona 80% acetona 80% 6,04 + 0,14" 100,00 + 2,337
combinagdo um acetona 80% metanol 90% 5,40 £ 0,112 89,47 + 1,832
combinacéo dois acetona 80% etanol puro 4,81 + 0,842 79,62 + 1,392
combinacgdao trés metanol 90% etanol puro 4,12 + 0,412 68,27 + 6,872

AG: equivalente em acido galico; % vs. Controle: valores percentuais de CFST considerando o controle como 100%; 2: diferenca significativa em relagao ao
grupo controle (#) (ANOVA, Dunnett como post hoc; p<0,01). Valores expressos como média + DP (mg AG.g'l) de dois experimentos (n = 6).

Tabela 2. Terceira etapa da otimizacdo: determinacdo do namero ideal de ciclos de extragcdo. Compostos fendlicos solUveis totais
(CFST) nos extratos de laminas de folhas de bananeiras cv. Nanicdo submetidas de um até quatro ciclos de extracdo utilizando
acetona 80% como solvente.

Grupo Descricao do grupo CFST (mg AG.g™) % vs. Controle
controle dois ciclos de extracdo utilizando acetona 80% 6,06 + 0,11" 100,00 + 1,88"
um ciclo um ciclo de extragao utilizando acetona 80% 4,16 + 0,192 68,72 + 3,182
trés ciclos trés ciclos de extracao utilizando acetona 80% 5,81 +£ 0,09 95,85+ 1,52
quatro ciclos quatro ciclos de extracao utilizando acetona 80% 582+0,12 96,02 + 1,96

AG: equivalente em acido galico; % vs. Controle: valores percentuais de CFST considerando o controle como 100%; 2: diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle (#) (ANOVA, Dunnett como post hoc; p<0,01). Valores expressos como média + DP (mg AG.g'l) de dois experimentos (n = 6).

£6
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Foi verificado um decréscimo significativo na quantidade de CFST apos 24 h
e 48 h (Figura 8), ressaltando a necessidade de rapidez no processo de extracéo e
guantificacdo. Neste teste também foi possivel demonstrar a importancia da
utilizacdo de baixas temperaturas, visto que ha uma reducdo significativa na
quantificagdo dos CFST em amostras armazenadas a temperatura ambiente quando
comparadas com amostras armazenadas a frio.

A reducdo no conteudo de CFST observada € bastante elevada quando
comparado ao estudo realizado por Sikwese (2005), que verificou que o extrato
aquoso com acetona 75% (v/v) do grdo de sorgo (Sorghum vulgare) sofre uma
reducdo na quantidade de CFST de aproximadamente 3% apds 10 dias de
armazenamento a temperatura ambiente. Dezashibi et al. (2013) também verificaram
um decréscimo menor do que 5% no conteudo de CFST em extrato metandlico de
folhas de Henna (Lawsonia inermis) armazenados por 10 dias a temperatura

ambiente ou a -20 °C sob protecéo de luz.
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Figura 8. Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento sobre a
quantificacdo de compostos fendlicos sollveis totais (CFST) em extratos de laminas
de folhas de bananeira cv. Nanicdo. Amostras foram armazenadas a frio (O) (Tio: -
20 = 2 °C) ou a temperatura ambiente (®) (Tambiente: 20 = 2 °C) e quantificadas apés
24 e 48 h. CFST relativo: quantidade relativa de CFST em relacdo ao tempo inicial (O
h); @ estatisticamente significativo em relacdo ao tempo anterior no mesmo grupo
(teste t pareado; p<0,01); °: estatisticamente significativo em relacdo ao mesmo
tempo do grupo Tsi (teste t ndo pareado; p<0,01). Valores expressos como CFST
relativo £ DP (%) de um experimento (n = 3).

Entretanto, Begic-Akagic et al. (2011) verificaram um decréscimo de até 24%

no CFST de solucdes aquosas de diferentes cultivares de macas (Mallus domestica)
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apos duas horas de armazenamento a temperatura ambiente. Portanto, a
estabilidade dos extratos de CFST de diferentes matrizes vegetais varia amplamente
em funcdo dos compostos fendlicos presentes no extrato, do tempo e temperatura
de armazenamento e também do solvente empregado. Sendo assim, € de
fundamental importancia a avaliacdo da estabilidade dos CFST durante processos
de desenvolvimento ou otimizagdo de metodologias.

A guarta etapa (teste de esgotamento) foi realizada com base na premissa de
gue existe um espectro muito grande de substancias fenélicas em matrizes vegetais
(RYAN et al., 1999; AJILA et al.,, 2011) e que estas, como citado anteriormente,
apresentam caracteristicas de solubilidade distintas (AJILA et al., 2011; KHODDAMI;
WILKES; ROBERTS, 2013). Portanto, o teste de esgotamento foi utilizado para
verificar a necessidade de incluir um ciclo adicional de extracdo utilizando um
solvente de natureza diferente do que foi determinado nas etapas anteriores
(acetona 80%), a fim de verificar se seria possivel extrair mais CFST da amostra.

N&do houve diferencas significativas entre o grupo controle (dois ciclos de
extracdo com acetona) e os grupos onde foram utilizados um ciclo de extracéo
adicional com metanol 90% ou o etanol puro. Os resultados de CFST observados
para a extragcdo com os métodos em que foi utilizado um ciclo extra de extracdo com
metanol 90% (5,81 + 0,11 mg AG.g™") ou etanol puro (5,81 + 0,15 mg AG.g™) ndo
diferiram significativamente (ANOVA, Tukey como post hoc; p<0,01) entre si e
também com a metodologia utilizando trés ciclos com acetona 80% (5,80 + 0,13 mg
AG.g "), grupo omitido na Figura 9, uma vez que ja havia sido avaliado na terceira
etapa de otimizacdo. Portanto, ndo parece ser necessaria a adicdo de ciclos
adicionais de extracdo com o intuito de aumentar o rendimento da extragéo.

Desse modo é possivel concluir que, dentre todas as combinagfes de
solvente avaliadas, a que apresenta melhor rendimento de extracdo € a metodologia
utilizando dois ciclos de extracdo com acetona 80%. Geralmente, o metanol &
descrito na maioria dos estudos como 0 solvente capaz de obter melhor rendimento
na extracdo de CFST de baixo peso molecular, que comumente incluem compostos
mais polares, enquanto a acetona é capaz solubilizar polifenéis de maior peso
molecular que apresentam, de um modo geral, menor solubilidade (DAI; MUMPER,
2010; GUYOT; MARNET; DRILLEAU, 2001; LABARBE et al., 1999).

A desvantagem técnica na utilizacdo da acetona quando comparado ao

metanol ou etanol para a extracdo de CFST de matrizes vegetais € o fato de que o
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mesmo possui venda controlada, enquanto os alcodis ndo necessitam de
autorizagéo especial para compra (BRASIL, 2013). No entanto, como o0 objetivo da
utilizacdo de acetona é obter um extrato para a quantificacdo de CFST que serao
utilizados somente para fins de pesquisa, e ndo comercial, ndo ha desvantagem

técnica no emprego deste solvente em relagdo aos demais avaliados.
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Figura 9. Quarta etapa da otimizacdo: teste de esgotamento. O método para
extracdo de compostos fendlicos sollveis totais (CFST) de folhas de bananeira cv.
Nanicdo utilizando dois ciclos de extracdo com acetona 80% foi comparado com
métodos em que foi adicionado um terceiro ciclo de extracdo, utilizando metanol
90% ou etanol puro. AG: equivalente em acido galico; E1, E2 e E3: solventes
utilizados no primeiro, segundo e terceiro ciclo de extracdo. Grupos ndo mostram
diferencas significativas em relacéo ao controle (#) (ANOVA, Dunnett como post hoc;
p<0,01). Valores expressos como média + DP (mg AG.g™) de dois experimentos (n =
6).

Entretanto, ainda ndo se pode afirmar que a acetona 80% ¢é realmente a
solvente mais eficiente na extracdo de CFST dentre as diferentes técnicas avaliadas,
pois substancias ndo fendlicas que interferem na quantificacdo dos CFST pelo
método de Folin-Ciocalteu (SWAIN; HILLIS; 1959), utilizado no presente estudo,
apresentam a possibilidade de terem sido extraidas durante a ESL.

Conforme ja foi descrito anteriormente, os acucares redutores e o acido
ascorbico (AA) séo os principais interferentes na quantificacdo pelo método de Folin-
Ciocalteu (OLIVEIRA et al., 2009b; SUN et al. 2002). Nesse sentido, a quinta etapa
de otimizacao foi realizada com o intuito de verificar se ocorria a interferéncia de
acucares redutores e AA na determinacdo dos CFST pelo método de Swain e Hillis

(1959), apos utilizacdo da metodologia de ESL definida na quarta etapa.
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Primeiramente, foi determinada a interferéncia de acucares redutores na
quantificacdo dos CFST em um pool de laminas de folhas adicionadas ou ndo de
excesso de acucares. Segundo Oliveira et al. (2007), a bananeira cv. Nanica
apresenta aproximadamente 16 g de acucares para cada 100 g da lamina da folha.
Portanto, para avaliar a interferéncia de aclcares redutores utilizou-se 50 mg de
glicose em aproximadamente 250 mg de lamina de folhas, o que equivale a cerca de
16% do peso total. A glicose foi escolhida por ser o agucar redutor mais comumente
encontrado na lamina da folha de bananeiras (SHUKLA et al., 1973).

No mesmo ensaio também foi verificado o efeito da adicdo de excesso de
acucar sobre a solubilizacdo dos CFST durante o teste. Para isso, foi realizada a
extracdo de amostras de folhas adicionadas de excesso (50 mg) de um aglcar nao
redutor (sacarose), que pode interferir na solubilizacdo dos CFST, mas ndo na
quantificacdo pelo método de Folin-Ciocalteu.

Além disso, também foi realizada a extracdo de amostras contendo somente
sacarose ou glicose (50 mg) a fim de determinar o grau de solubilizacdo e a
consequente extracao destas substancias a partir da metodologia otimizada.

N&o foi verificado diferengas significativas na extracdo com folhas quando
comparadas a extracdo com o mesmo material contendo aclUcar (sacarose ou
glicose) em excesso. A extragdo de amostras contendo somente 50 mg de sacarose
ou glicose ndo foram capazes de serem quantificadas pelo método utilizado (Figura
10).

De fato, estes resultados eram esperados, uma vez que acucares, de um
modo geral, sdo pouco solliveis em solventes organicos como a acetona
(BUDAVARI et al., 1996). Para comprovar esta hipotese, um ensaio de solubilidade
permitiu concluir que os dois ciclos de extragdo com acetona 80% foram capazes de
extrair somente 35,2 + 2,0% da glicose e 51,0 + 1,2% da sacarose adicionada (n =
3).

Para avaliar a influéncia do AA sobre a quantificacdo dos CFST pelo método
de Folin-Ciocalteu foi empregado um ensaio semelhante ao descrito por FORD et al.
(2010a), que utilizou a enzima ascorbato oxidase (AOx) promovendo a oxidacdo do
AA e a consequente formacdo de acido dehidroascoérbico (ADA), que apresenta
apenas cerca de 10 a 20% da capacidade redutora do AA (AKYILMAZ; DINCKAYA,
1999; FORD et al., 2010b; SEREIKAITE et al., 1993).
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Figura 10. Quinta etapa da otimizacdo: verificacdo de interferéncias (acucares
solaveis). A extracdo de compostos fendlicos sollveis totais (CFST) de folhas de
bananeira cv. Nanicdo foi comparada com extracfes em que foi adicionado excesso
(50 mg) de acucares (glicose ou sacarose). AG: equivalente em &cido galico; SAC:
sacarose; GLI: glicose; nd: ndo detectado. Grupos em que foi possivel a
guantificacdo de CFST ndo mostram diferencas significativas em relagéo ao controle
(#) (ANOVA, Dunnett como post hoc; p<0,01). Valores expressos como média + DP
(mg AG.g™) de dois experimentos (n = 6).

Quanto a AOx, estudos visando o seu isolamento e purificacdo sado
desenvolvidos desde a década de 1950 (DUNN; DAWSON, 1951; LEE; DAWSON,
1973). Atualmente esta enzima, ja identificada em diversas espécies de fungos
(DUPLESSIS et al., 2011; O'CONNELL et al., 2012) e vegetais (ESAKA et al., 1990;
KATO; ESAKA, 1996; OHKAWA et al.,, 1989), se encontra comercialmente
disponivel, permitindo a utilizacdo da mesma em ensaios ou técnicas que
necessitem de uma etapa de oxidagéo do AA.

A verificacdo da interferéncia do AA foi realizada a partir de dois ensaios
utilizando a AOx comercial. No primeiro ensaio, foi possivel determinar o nivel de
interferéncia do AA no método de quantificacdo, bem como a influéncia da AOXx
sobre a reducao dos niveis de AA. Amostras contendo somente AA em diferentes
concentracdes (250, 500 e 1000 uM) foram adicionadas ou ndo com a enzima AOX
(2000 rpm; 25 °C) durante 15 ou 20 min e posteriormente quantificadas pelo método
de Folin-Ciocalteu.

Os resultados mostram que, quando a AOx foi incubada com o AA nas

concentracdes de 250 e 500 uM, nao foi verificado nenhuma interferéncia no metodo
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de Folin-Ciocalteu. Portanto, nestas concentracdes, nao foi possivel estimar a
porcentagem de reducdo da interferéncia do AA promovida pela AOx. Somente na
concentracdo de 1000 uM de AA é que foi possivel verificar que, em relacdo ao
grupo controle (AA 1000 pM: 8,28 + 1,08 mg AG.g™), o grupo em que foi incubada a
enzima AOx (AA 1000 uM + AOx 30 U: 1,97 + 0,77 mg AG.g™) foi capaz de reduzir a
interferéncia do AA em 76,26 + 9,25% (Figura 11A). Tal resultado é semelhante aos
80-90% de reducédo descrito por FORD et al. (2010b). Possivelmente, um aumento
na temperatura de incubacdo da AOx para 35 °C poderia reduzir ainda mais a
interferéncia do AA na quantificacdo, uma vez que esta é a temperatura 6tima de
atividade da enzima. No entanto, a utilizacdo de 25 °C na incubacgéo ainda é capaz
de manter grande parte da atividade da enzima (PORTO, 2008; PORTO et al.,
2006).

No que diz respeito ao tempo de incubacdo com a enzima, ndo houve
diferencas significativas entre os mesmos grupos quando houve a incubacédo por 15
ou 20 min (teste t ndo pareado; p<0,01). Portanto, na etapa seguinte, foi utilizada a
incubacédo da AOx por 15 min.

Em seguida, para verificagdo da interferéncia do AA na quantificacdo dos
CFST em extratos de folhas, foi utilizada uma estratégia semelhante a empregada
para determinacao da interferéncia de acuUcares. Foram comparadas amostras de
folnas com e sem adicdo de excesso de AA (1000 uM), incubadas ou ndo com a
enzima AOx (30 U), nas condicdes descritas anteriormente. Nao houve diferencas
significativas entre o grupo controle (folhas: 7,16 + 0,49 mg AG.g) e o grupo onde
foi utilizado a enzima AOx (folhas + AOx 30U: 6,96 + 0,50 mg AG.g™) (Figura 11B).
Nesta etapa, antes da adicdo da AOXx, utilizou-se fita de pH para verificar se as
amostras se encontravam com valores de pH na faixa considerada para a atividade
da enzima (pH 5,5-7,0) (CARVALHO et al., 1981; PORTO, 2008; PORTO et al.,
2006).Todas as amostras apresentaram valores de pH préximo a 6, ndo sendo
necessario o ajuste de pH.

A sexta etapa consistiu na remoc¢ao do excesso de clorofilas da amostra. As
clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes em vegetais. Estes fornecem
a pigmentacao verde para os diferentes tecidos das plantas e estdo presentes em
maior quantidade nos cloroplastos das folhas, apresentando como principal funcéo a
absorcdo de energia luminosa para o processo de fotossintese do vegetal. Estas

moléculas apresentam uma estrutura macrocilica assimétrica instavel, constituida
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por quatro anéis de pirrélicos e um atomo central de magnésio, apresentando ou ndo

um grupo fitol que confere maior hidrofobicidade a molécula (STREIT et al., 2005).
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Figura 11. Quinta etapa da otimizacdo: verificacdo de interferéncias (acido
ascorbico). Foi realizada a verificacdo da interferéncia do acido ascoérbico (AA) na
determinacdo dos compostos fendlicos soluveis totais (CFST) de folhas de
bananeira cv. Nanicdo em duas etapas. (A) Determinacdo da concentragao de AA e
do tempo de incubacdo com ascorbato oxidase (AOx) nos ensaios de interferéncia.
O ensaio onde foram utilizados 20 min de incubagé&o foi omitido visto que nao houve
diferencas significativas entre os grupos em que foi utilizada a incubacé&o por 15 min
(teste t ndo pareado; p<0,01). (B) A quantificacdo de CFST de folhas (controle) foi
comparada com a quantificacdo onde foi incubado a enzima AOx (30 U; 15 min).
AG: equivalente em acido gélico; 2 diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle (#) (ANOVA, Dunnett como post hoc) (p<0,01). Valores expressos como
média + DP (mg AG.g™) de dois experimentos (n = 6).

Em meio acido, as clorofilas tendem a perder o atomo central de magnésio,
levando a formacdo de feofitinas que, por sua vez, podem sofrer reacbes de
hidrélise, formando feoforbideos, substancias mais hidrofilicas. Em meio basico as
clorofilas também podem ser degradadas, levando a formacéao de clorofilinas (HU;
TANAKA; TANAKA, 2013; INANC, 2011).
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No entanto, apesar das clorofilas apresentarem relativa instabilidade, estas
nao interferem na determinacdo dos CFST pelo método de Folin-Ciocalteu, visto sua
baixa capacidade redutora (ENDO, USUKI, KANEDA, 1985; FERRUZZI et al., 2002;
HU; TANAKA; TANAKA, 2013; INANC, 2011; WANASUNDARA; SAHIDI, 1998).
Porém, a obtencdo de um extrato com quantidades reduzidas destes compostos é
importante para a quantificacdo ou identificacgdo dos CFST por métodos
cromatograficos. Assim, a Ultima etapa da otimizacdo teve como objetivo a criacéao
de um procedimento para remocao do excesso de clorofilas das folhas, com o intuito
de obter um extrato de CFST com menos interferentes.

Foram avaliadas duas estratégias diferentes para remocdo do excesso de
clorofilas. A primeira consistiu na tentativa de extrair o excesso destas substancias
nas folhas, utilizando um ciclo de ESL anterior a extracdo dos CFST pela
metodologia otimizada. Ja a segunda estratégia consistiu na tentativa de remocéao
do excesso de clorofila por ELL no extrato obtido a partir da metodologia otimizada.

No método de ESL foram selecionados solventes com diferentes graus de
polaridade, ja utilizados em métodos de extracao de clorofilas previamente descritos
por outros autores. Segundo a literatura disponivel, os solventes mais comumente
empregados para extragdo das clorofilas em folhas sdo o metanol e a acetona
(BRAHMI et al., 2012; COSTACHE; CAMPEANU; NEATA, 2012; HU; TANAKA,;
TANAKA, 2013; JU et al., 2010; WHITTENBERG et al., 2014). Entretanto, estes néo
foram utilizados para tal funcdo, uma vez que ja foi observado no presente estudo
gue 0s mesmos sdo capazes de extrair uma quantidade significativa de CFST.
Particularmente, a acetona 80% (v/v) em agua, 0 solvente que apresentou maior
eficiéncia na extracdo de CFST, é também apontado em diversos trabalhos como o
solvente de escolha para a extracao de clorofilas (INSKEEP; BLOOM, 1985; XUE;
YANG, 2009).

Desse modo, foi necessario avaliar a utilizacdo de outros solventes para a
remocao do excesso de clorofilas sem a dissolugdo concomitantemente dos CFST
das laminas de folhas. Os solventes avaliados na estratégia de ESL foram o
dimetilsulféxido (BARBIERI JUNIOR, 2010; BARNES et al., 1992; TAIT; HIK, 2003),
o éter etilico (COSTACHE; CAMPEANU; NEATA, 2012; MILEKOVIC et al., 2012;
SUZUKI, SAITOH; ADACHI, 1987; WELLBURN, 1994), o cloroférmio (BIDEL et al.,
2007; BRAHMI et al., 2012; WELLBURN, 1994) e o hexano (GRACIA et al., 2011,
GULLER; TUNC, 1992; HUANG et al., 2008).
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Apés o ciclo de extracdo utilizando um destes solventes, o sobrenadante foi
separado por centrifugacédo, evaporado em fluxo de nitrogénio e o material foi
posteriormente ressuspenso com acetona 80% para a quantificacdo dos CFST pelo
método de Folin-Ciocalteu. Ja o precipitado resultante da centrifugacdo foi
submetido & metodologia otimizada (dois ciclos de extracao utilizando acetona 80%),
sendo posteriormente quantificado quanto aos teores de CFST. O ideal seria a
obtencdo do primeiro extrato (onde foi utilizado dimetilsulfoxido, éter etilico,
cloroféormio ou hexano) com baixos niveis de CFST e elevada intensidade de
coloracédo verde, indicando que o solvente utilizado foi capaz de remover as
clorofilas sem extrair concomitantemente substancias fendlicas sollveis. Ja o
segundo extrato obtido (a partir da metodologia otimizada) ndo deveria possuir a
coloracéo verde e apresentar um teor de CFST semelhante ao controle, onde néao foi
realizada a etapa de remocao do excesso de clorofila.

A andlise visual dos extratos obtidos permitiu inferir que o cloroférmio e o
hexano foram os solventes mais efetivos na extracdo das clorofilas, enquanto o
extrato obtido com dimetilsulfoxido ou éter etilico apresentaram intensidade de
coloracéo verde igual ou superior quando comparados com o extrato obtido pela
metodologia otimizada (controle).

Apo6s remocao dos solventes utilizados para extragdo das clorofilas, as folhas
foram submetidas a metodologia otimizada para a obtencdo dos extratos em
acetona 80%. Mais uma vez, foi possivel inferir visualmente que o cloroférmio e o
hexano foram os solventes mais eficazes, visto que os extratos produzidos com
folnas que foram previamente extraidas com estes solventes apresentaram
coloracéo verde menos intensa quando comparado ao grupo controle. Observando
os valores relativos de CFST em relag@o ao controle nos extratos obtidos, é possivel
observar que o hexano e o cloroférmio foram os solventes que menos influenciaram
nos teores finais de CFST (Figura 12).

O extrato obtido com a metodologia otimizada apds remoc¢édo do excesso de
clorofilas com hexano apresentou 7,24 + 0,16 mg AG.g*, o equivalente a 93,30 +
2,05% do resultado obtido no grupo controle. O cloroformio apresentou uma
capacidade maior de solubilizar os CFST e, portanto, o extrato das folhas obtido
ap6s remocédo do cloroférmio apresentou valores de CFST (6,14 + 0,18 mg AG.g™)
significativamente menores do que o controle. O éter etilico pareceu apresentar

menor eficiéncia na remocdo do excesso de clorofila e, além disso, solubilizou uma
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quantidade significativa (1,56 + 0,08 mg AG.g') de CFST das folhas. J& o
dimetilsulféxido foi 0 solvente capaz de solubilizar maior quantidade de CFST (5,93 +
0,15 mg AG.g})

Controle Dimetilsulfoxido Eter etilico Cloroférmio Hexano
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Figura 12. Remocédo de clorofila por extracdo soélido-liquido (ESL). Imagem dos
extratos obtidos na remocado do excesso de clorofila utilizando dimetilsulfoxido (1),
éter etilico (2), cloroférmio (3) ou hexano (4) e extratos obtidos pela metodologia
otimizada apoés utilizagdo do solvente para a remocgédo de clorofilas (6, 7, 8 e 9).
Abaixo das imagens encontram-se 0s percentuais de compostos fendlicos soluveis
totais (CFST) em relacdo ao extrato controle (5). #: diferenca significativa em relacédo
ao grupo controle (#) (ANOVA, Dunnett como post hoc; p<0,01). Valores expressos
como média + DP (%) de dois experimentos (n = 6).

Apesar de ndo ser o objetivo da utilizacdo desta metodologia, é possivel
afirmar que o dimetilsulféxido parece ser um solvente relativamente eficiente para a
extracdo de CFST em folhas de bananeiras nas condi¢des avaliadas visto que, em
um unico ciclo de extracdo, o mesmo foi capaz de extrair quase 80% de CFST
guando comparado com a metodologia otimizada. No entanto, a capacidade deste
solvente solubilizar substancias interferentes como a clorofila € extremamente

variavel, uma vez que sua eficiéncia depende das condicfes estruturais da matriz
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(NIKOLOPOULOS et al., 2008; RICHARDSON; DUIGAN; BERLYN, 2002). Desse
modo, a adaptacdo de uma metodologia que utilize DMSO para a extragdo de CFST
em determinada espécie requer a avaliacdo de diversas amostras em diferentes
condi¢cBes, uma vez que o grau de queratinizacdo e consequente espessura da folha
parecem ter mais efeito no rendimento de extracdo do que o tamanho de particula
da amostra (BARNES et al., 1992; NIKOLOPOULOS et al., 2008).

Em resumo, € possivel afirmar visualmente que o cloroformio parece extrair
com mais eficiéncia o pigmento. Entretanto, a andlise de CFST dos diferentes
extratos indica que o hexano remove parte das clorofilas sem afetar
significativamente os niveis de CFST do extrato final.

A segunda estratégia utilizada para remocdo do excesso de clorofilas foi
baseada no fato de que o hexano e o cloroférmio sdo solventes geralmente
empregados em técnicas de ELL para remocao de compostos pouco polares como
lipidios, carotenoides e clorofilas, em extratos vegetais obtidos a partir da utilizacédo
de solventes organicos mais polares, como o etanol, o metanol e a acetona (DAI,
MUMPER, 2010). Sendo assim, o hexano ou o cloroférmio foram adicionados
diretamente ao extrato obtido a partir metodologia otimizada e n&o as folhas
conforme realizado na primeira estratégia. Os resultados, assim como na primeira
estratégia, foram avaliados quanto a intensidade de cor verde e os niveis de CFST
na fase mais aquosa (FA; fracdo com maior quantidade de acetona e agua) e na
fase mais organica (FO; fracdo contendo maior quantidade de cloroférmio ou
hexano).

A utilizacdo da técnica de ELL empregando o cloroformio foi capaz de
remover a clorofila com relativa eficiéncia. No entanto, assim como na ESL, ele é
capaz de extrair uma quantidade relativamente alta de CFST quando é empregado
na remocao do excesso de clorofilas, indicando que o mesmo solubiliza parte dos
CFST presentes no extrato (21,66 + 3,43%). JA o emprego do hexano como o
solvente majoritario da fase orgéanica foi eficaz na remogéo do excesso de clorofila,
sem afetar significativamente a quantificagdo de CFST na fracdo aquosa. A
guantificacdo da FO indicou que o hexano foi capaz de extrair menos de 2% dos
CFST quando comparados ao controle, de modo que ndo houve diferencas
significativas da FA em relacao ao controle (Figura 13).

A menor capacidade de extracdo de compostos fendlicos soluveis pelo

hexano pode ser explicada pela natureza apolar deste solvente e as caracteristicas
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quimicas dos CFST extraidos utilizando acetona 80%. A distribuicdo homogénea de
cargas na molécula de hexano e seu consequente momento dipolar nulo confere
caracteristica apolar ao composto, o que também facilita a separacao da FA e FO na
ELL. O cloroformio, apesar de ser considerada uma molécula apolar, possui
momento dipolar e constante dielétrica maior do que o hexano, o que confere maior
capacidade de solubilizacdo de moléculas mais polares, de modo que parte do

CFST presente anteriormente na FA foi solubilizado na FO.
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Figura 13. Remocdo de clorofila por extragdo solido-liquido (ELL). Na regido
superior da figura é possivel observar o aspecto dos extratos controle e dos que
foram utilizados cloroférmio ou hexano para a remoc¢do do excesso de clorofilas.
Abaixo das imagens encontra-se o grafico com os valores de compostos fendlicos
sollveis totais (CFST) dos diferentes extratos da fase aquosa (FA) e organica (FO)
em relacdo ao controle. AG: equivalente em acido galico; nr: ndo realizado; 2:
diferenca significativa em relagcédo ao grupo controle (#) (ANOVA, Dunnett como post
hoc; p<0,01). Valores expressos como média + DP (%) de dois experimentos (n = 6).

Os resultados sdo semelhantes ao observado para o emprego dos mesmos
solventes na estratégia de remoc¢éo por ESL. Entretanto, a ELL é uma técnica mais
simples, rapida e requer menor quantidade de solvente quando comparada a ESL.
Desse modo, foi observado que o emprego de ELL utilizando hexano apds obtencéo

do extrato pela metodologia otimizada é capaz de remover, pelo menos em parte, a
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clorofila presente no extrato, sem afetar significativamente a quantidade de CFST
extraido na fase aquosa.

Como uma forma de estimar a quantidade removida de clorofilas pela técnica
de ELL utilizando hexano, foi realizada a leitura do espectro de absorbancia em faixa
de luz visivel (450-700 nm) das fases organica e aquosa do extrato.

O espectro de luz visivel das clorofilas apresentam geralmente dois picos
principais de absor¢cdo, um maior localizado proximo a regido do espectro
ultravioleta (UV), entre 400 e 450 nm, e um pico menor localizado entre 600 e 700
nm. Entretanto, devido a grande sobreposicdo de picos de clorofilas proxima a
regido do espectro UV, recomenda-se o emprego de equacdes que utilizem os picos
entre 600 e 700 nm. Além disso, a presenca de alguns compostos fendlicos (p.ex.
antocianinas) poderia interferir no espectro visivel das clorofilas proximo a regido UV
(LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006; PORRA, 2002).

Sendo assim, foi empregada a equacdo de Arnon (1949) (clorofilaa«p =
17,76.A%06M 4 734 A% g mL?Y), utilizando os fatores de correcéo
desenvolvidos por Porra, Thompson e Kriedemann (1989). Para uma avaliacdo mais
precisa, o extrato da FO foi evaporado e ressuspendido em acetona 80%, 0 mesmo
solvente da FA.

O extrato da FO, utilizado para a remocéo do excesso de clorofilas, foi capaz
de remover 80,72 + 4,43% do contetudo destes pigmentos, restando apenas 19,28 +
1,86% na FA. Além disso, os espectros de absor¢cédo dos extratos da FO na faixa de
450 a 700 nm sdo semelhantes aos descritos por Milenkovic et al. (2012) para a
clorofilas, onde € observado um pico maior em 662 nm e pequenos picos que
aumentam de acordo com a elevagdo do comprimento de onda préximo a 534, 581 e
616 nm. Ja no extrato de FA so foi observado uma pequena elevagdo no espectro
entre 600 e 620 nm e um pico caracteristico de clorofilas em 662 nm (Figura 14), o
que ndo permite a diferenciaciio entre clorofilas e seus produtos de degradacéo. E
possivel que a FA apresente maiores quantidades de clorofilida, um produto de
degradacdo da clorofila que possui a mesma pigmentagdo do seu precursor, porém
nao apresenta o grupamento fitol em sua composicao (MILENKOVIC et al., 2012).

A auséncia do grupo fitol na molécula de clorofilida torna esta mais polar, o
gue pode explicar o fato da sua solubilizagdo na FA. Além disso, foi demonstrado
recentemente que a enzima clorofilase, em meio contendo acetona e agua, é capaz

de catalisar a formacao da clorofilida durante processos de extracado de pigmentos
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em vegetais (HU; TANAKA; TANAKA, 2013). Ainda assim, apesar da quantidade
remanescente de clorofilas ou seus produtos de degradacdo na FA, o método de
ELL empregando hexano pareceu ser eficiente na remocédo de maior parte destes

pigmentos.
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Figura 14. Espectro de absorcdo em intervalo de faixa de luz visivel (450-700 nm)
das fracbes aquosa (FA) e organica (FO) do extrato obtido apds utilizacdo da
extracao liquido-liquido (ELL) com hexano para remocao do excesso de clorofilas.
Setas indicam os picos utilizados na tentativa de caracterizacdo das amostras. UA:
unidades de absorbancia. Espectros de absorcao referentes a trés extracbes de um
pool de laminas de folhas.

Assim, observa-se que técnicas simples como a descrita no presente estudo
podem ser adequadas para a quantificacdo de CFST em laminas de folhas de
bananeiras. Tal resultado contraria o que foi descrito por Kalpana et al. (2008) e
Aspé e Fernandez (2011), que concluiram que a ESL ndo é um técnica adequada
para extracdo de CFST apds observarem diferentes métodos para a extracdo em
trevo de cinco folhas (Potentilla atrosanguinea) e casca de pinheiro (Pinus radiata),
respectivamente. Para cada matriz vegetal é importante levar em consideracao os
diferentes parametros a serem analisados na ESL, bem como as possiveis
interferéncias na quantificacdo dos CFST.

De fato, ndo existe uma técnica universal capaz de extrair de maneira
eficiente os CFST de todos os tipos de matrizes vegetais. No entanto, 0 emprego de
técnicas simples, rapidas e de custo relativamente baixo, como a descrita neste
estudo, podem ser uma alternativa para a extracdo de CFST e, consequentemente,

para a investigacao de diferentes condicdes ambientais no cultivo de vegetais.
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Avaliacdo do teor de compostos fendlicos soluveis totais (CFST) em folhas de

diferentes parcelas experimentais

Para avaliar a eficiéncia do método utilizado foram comparados os valores de
CFST de duas parcelas experimentais préximas e com o mesmo histérico de tratos
culturais, onde a principal diferenca entre estas era a presenca de biodiversidade no
entorno de 60% de uma das parcelas. Apos todos o0s ensaios, foi observado que
folnas de bananeiras provenientes de areas proximas a fragmentos florestais
apresentam cerca de 35% a mais de compostos fendlicos quando comparadas a
areas que nao sdo influenciadas pela presenca da floresta nativa proxima. Esta
diferenca entre as areas parece ser decorrente de alteracbes quantitativas no teor
de CFST, uma vez que o perfil dos cromatogramas (CLAE-ESI-EM) dos extratos das
parcelas analisados sao semelhantes.

Como uma forma de caracterizacdo das plantas das diferentes areas, foram
avaliados os IS de Sigatoka negra nas bananeiras selecionadas para a coleta de
folhas. Os resultados de caracterizagdo mostraram que a area “biodiversidade”
apresentou um IS de 11,71 + 7,84% no momento da coleta das folhas, valor
significativamente menor do que os 46,00 + 8,50% da “controle”.

Para andlise dos CFST nas laminas de folhas das diferentes parcelas foi
utilizada a metodologia otimizada no presente estudo. Primeiramente, foi verificado
se plantas provenientes de uma mesma area, mas coletadas em tempos diferentes,
apresentavam diferencas no teor de CFST. Foi observado que folhas da mesma
area coletadas em periodos distintos ndo apresentavam diferenca significativa (teste
U de Mann-Whitney; p<0,01). Tais resultados eram esperados, uma vez que os dois
periodos de coleta foram realizados em um intervalo relativamente curto de tempo
(aproximadamente vinte dias). Além disso, foram selecionadas folhas provenientes
de plantas em estagios semelhantes de desenvolvimento, ja que os frutos das
diferentes bananeiras apresentavam a mesma idade fisiol6gica no momento da
coleta.

Apos verificacdo da uniformidade das coletas de folhas nos diferentes
periodos, os pools das diferentes areas foram submetidos a técnica de ESL
desenvolvida, sendo quantificados com ou sem a adicdo da AOXx, a fim de verificar
se havia niveis de AA distintos nas folhas das diferentes parcelas capaz de interferir

na quantificacdo dos CFST. Foram utilizados dois grupos para verificagdo da
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atividade da AOx. Em um deles, foi feita a quantificacdo de AA (1000 uM), enquanto
no outro o AA foi incubado com a AOx. Foi utilizado um tempo de incubacéao de 15
min com a enzima nas condi¢cbes descritas no ensaio de otimizacdo e, antes da
adicdo da mesma, foi verificado que todas as amostras se encontravam com o pH
dentro da faixa 6tima de atividade da AOXx.

O grupo “biodiversidade”, que apresentava menor IS de Sigatoka negra,
apresentou uma quantidade significativamente maior (aproximadamente 35%) de
compostos fendlicos quando comparado a area “controle”. Também foi observado
que ndo houve diferencas significativas nas amostras das areas quando submetidas
ou nao ao ensaio com a AQX, indicando que ndo havia quantidade suficiente de AA
nas amostras que interferisse no método, ou que ja havia quantidade suficiente de
AOx no extrato capaz de oxidar o AA presente na amostra (BARBEHENN et al.,
2008) (Figura 15).
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Figura 15. Andlise dos compostos fendlicos soluveis totais (CFST) nas laminas de
folhas de bananeira cv. Nanicdo de diferentes parcelas experimentais. BIO: parcela
experimental com fragmento florestal em 60% do seu perimetro (influenciada pela
biodiversidade no entorno); CON: monocultivo de banana a mais de 200 m de
qgualquer remanescente florestal (sem a influéncia da biodiversidade no entorno).
AA: &acido ascorbico; AOx: ascorbato oxidase; AG: equivalente em acido galico; &
diferenca significativa em relacdo ao grupo COM (#) (ANOVA, Dunnett como post
hoc; p<0,01). Valores expressos como média + DP (mg AG.g') de dois
experimentos (n = 6).

A andlise por CLAE-ESI-EM indicou que a diferenca observada parece ser

decorrente principalmente de alteracdes na quantidade dos CFST presentes na
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amostra, uma vez que o perfil cromatografico dos pools de extratos de CFST das

diferentes parcelas foi semelhante (Figura 16).
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Figura 16. Perfil cromatografico obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray (CLAE-ESI-
EM) dos pools de extratos das areas “biodiversidade” e “controle” nos modos de
ionizacao (ESI) positivo e negativo.

Contrariando os resultados observados no presente estudo, compostos
fendlicos geralmente acumulam-se mais em tecidos onde h4 um maior ataque de
fungos (CHERIF; ARFAOUI; RHAIEM, 2007). Entretanto, existem trés hipéteses que
podem explicar os resultados obtidos.

A primeira hipotese relaciona os resultados de CFST com os dados de
infestacdo de Sigatoka negra nas bananeiras das diferentes parcelas. Como todas
as amostras foram coletadas apdés a emissdo das folhas e o desenvolvimento da
fruta, € possivel que o resultado possa ser explicado pelo fato de que as plantas ja
estavam em um estagio avancado de defesa contra o fungo, com extensa atividade
de enzimas como a peroxidase (PER) e a polifenoloxidase (PFO). A PER catalisa a
condensacdo de alguns CFST em lignina, composto que juntamente com o &cido
hidroxicinamico sdo consideradas as principais substancias fendlicas associadas a
polissacarideos de parede celular, apresentando um papel importante na defesa

mecéanica da planta contra patégenos e diferentes formas de estresse abiotico
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(MADHUJITH; SHAHIDI, 2009; NACZK; SHAHIDI, 2004). J4 a PFO oxida os CFST
gerando quinonas, isdOmeros da ciclohexadiona que apresentam atividade
antibactericida e antifingica (EWANE et al., 2012; PASSARDI; PENEL; DUNAND,
2004; ZHAO et al., 2005). Sendo assim, as atividades da PER e da PFO podem
reduzir a quantidade de CFST podendo, desse modo, explicar uma quantidade
menor destes em areas mais infestadas por patdgenos.

Nesse sentido, a analise da correlacdo de Spearman verificou que existe uma
relacdo moderada inversa (p = -0,677) e significativa (p<0,01) entre os resultados de
IS de Sigatoka negra nas bananeiras e a quantidade de CFST nas folhas coletadas
(Figura 17).
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Figura 17. Grafico de dispersao (scatter plot) apresentando o indice de severidade
(IS) de Sigatoka negra observado nas bananeiras das parcelas “biodiversidade” ()
e “controle” (O) (eixo X) e 0s niveis de compostos fendlicos sollveis totais (CFST)
nas folhas coletadas destas bananeiras (eixo y). O célculo do coeficiente de
correlacdo de Spearman (p) indicou uma correlagéo significativa (p<0,01), inversa e
moderada (p = -0,677) entre os parametros avaliados, indicando que quanto maiores
os valores de IS, menores os valores de CFST e vice-versa. AG: equivalente em
acido galico. Valores expressos como media dos parametros analisados.

A segunda hipotese esta relacionada aos efeitos de diferentes componentes
da biodiversidade nas bananeiras dentro das parcelas. As areas, apesar de estarem
préximas entre si, podem apresentar caracteristicas de fauna edafica distintas. A
presenca de biodiversidade no entorno de 60% do perimetro da parcela
“biodiversidade” pode exercer influéncia direta sobre a parcela de cultivo, o que nao
ocorre com a area “controle”, distante a mais de 200 m de qualquer remanescente
florestal (ALTIERI et al., 1981). Desse modo, as caracteristicas distintas na
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populacdo de micro-organismos, nematodides e outros parasitas nas parcelas podem
induzir mecanismos de defesa diferentes nas bananeiras, refletindo na composicao
de fendlicos nas folhas (EWANE et al., 2012).

Por fim, a dltima hipotese esta relacionada com o fato de que as alteracbes
observadas nas folhas das diferentes parcelas podem ser resultados dos efeitos do
ataque de pragas nas plantas pertencentes ao fragmento florestal adjacente. Um
dos mecanismos de defesa de plantas contra pragas é a producdo de substancias
gue atuam diretamente no combate do organismo que provoca o estresse. O ataque
também pode induzir a producdo de compostos que atuam indiretamente,
estimulando respostas de defesa nos organismos proximos visando a protecdo
contra pragas (Figura 18).

Dentre estas substancias, os aldeidos e alcoois volateis de seis carbonos - e
seus respectivos ésteres -, sintetizados através da via da lipoxigenase (LOX),
parecem apresentar um importante papel na sinalizacdo do tecido submetido a
estresse com outros tecidos, plantas e organismos ao seu redor (ENGELBERTH et
a., 2004; GAQUEREL; BALDWIN, 2013; MATSUI, 2006; SCALA et al., 2013). Nesse
sentindo, ja foi observado que estes volateis induzem uma série de enzimas da via
dos fenilpropandides, principal rota de sintese de compostos fendlicos em vegetais
(ARIURA; MATSUI; TAKABAYASHI, 2009; BATE; ROTHSTEIN; 1998).

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa fornecem suporte a esta
hip6tese, uma vez que foi observado que somente bananas colhidas em areas
préximas a floresta nativa apresentam compostos volateis classificados como
aldeidos e alcodis de seis carbonos quando maduras (dados ainda nao publicados).
Portanto, no caso da parcela “biodiversidade”, pragas naturais das plantas do
fragmento florestal proximo podem estar induzindo a sintese de compostos volateis
de seis carbonos. Estes, por sua vez, podem ser dispersos pelo vento e estimular as
bananeiras préximas a produzir compostos fendlicos.

De fato, o mais provavel é que os trés mecanismos citados acima estejam
ocorrendo. A interacao dos vegetais com parasitas e outros organismos, de maneira
direta ou indireta, € complexa e geralmente envolve diferentes tecidos e diversas
vias de sinalizacdo (MORRIS et al., 2009).

Assim, foi possivel observar no presente estudo que bananeiras em
condi¢Bes de cultivo padronizadas podem apresentar diferencas quantitativas nos

niveis de CFST nas folhas devido a influencia da floresta nativa em seu entorno.



113

Apesar de ndo ter sido avaliado as diferentes hipdteses a fim de explicar as
alteracées nos CFST em bananeiras influenciadas ou n&o pelo fragmento florestal
proximo, € possivel inferir que a analise de CFST em folhas parece ser util na

comparacao de plantas submetidas a diferentes condi¢cées ambientais.

ATAQUE DA PRAGA
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ATAfQUE l
/4
QA

PRAGA

EFEITO DOS VOLATEIS APOS O ATAQUE

VOLATEIS INDUZEM PLANTAS PROXIMAS E ATRAEM OS INIMIGOS NATURAIS DA PRAGA

‘M AF Y

PREDADOR
PRAGA PRAGA DA PRAGA

Figura 18. Biossintese de volateis em resposta ao ataque de uma praga e
mecanismos de sinalizacdo do vegetal com o meio ambiente. O ataque de uma
praga induz rapidamente a biossintese de compostos volateis na por¢cdo da planta
submetida ao estresse. Estes compostos sintetizados, por sua vez, podem ser
capazes de induzir genes relacionados a defesa em tecidos e plantas proximas ou
até mesmo atrair inimigos naturais da praga. Adaptado de Matsui (2006).

CONCLUSAO

Dentre as diversas possibilidades de extracdo de CFST descritas no presente

estudo, a extracdo utilizando dois ciclos rapidos com acetona 80% (v/v) em agua
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obteve o maior rendimento. Além disso, o emprego de hexano foi capaz de remover
grande parte do excesso de clorofilas no extrato.

Também foi demonstrado que laminas de folhas de bananeiras cultivadas
préximas a floresta nativa apresentam niveis significativamente maiores de CFST
guando comparadas a plantas em areas sem a influéncia do fragmento florestal.
Desse modo, a avaliacdo dos CFST em folhas parece ser uma ferramenta Util para a

comparacao de bananeiras submetidas a diferentes condi¢cdes ambientais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nas diferentes abordagens utilizadas no presente
estudo permitiram responder questdes acerca das respostas de aclimatacdo da
bananeira e do seu fruto a diferentes condigcbes ambientais. Desse modo, foi
possivel levantar hipéteses e possiveis estratégias de estudos visando a elucidacéo
dos mecanismos de resposta da planta e do fruto ao meio ambiente a partir das

seguintes observacdes:

- Bananas colhidas em areas proximas a remanescentes florestais de Mata
Atlantica parecem apresentar uma vida verde aproximadamente 70% maior quando
comparadas a frutas colhidas com a mesma idade fisiolégica, no entanto sem a
influéncia do fragmento florestal proximo. Estes resultados parecem ser decorrentes
dos efeitos dos hormdnios acido abscisico e &cido indol-3-acético sobre o etileno e o
metabolismo amido sacarose durante o amadurecimento da banana, parametro que

apresenta uma influéncia direta na qualidade da fruta;

- A extracao utilizando dois ciclos rapidos com acetona 80% (v/v) em agua
parece ser eficiente na extracdo de compostos fendlicos sollveis totais em folhas de
bananeiras (CFST) e o emprego de hexano é capaz de remover grande parte do
excesso de clorofilas no extrato, possibilitando a utilizacdo deste em ensaios

cromatograficos;

- Folhas de bananeiras cultivadas proximas a floresta nativa e com menores
indices de Sigatoka negra apresentam niveis significativamente maiores de CFST
quando comparadas a plantas em areas sem a influéncia do fragmento florestal
(Mata Atlantica). Desse modo a avaliacdo dos CFST em folhas parece ser uma
ferramenta util para a comparacdo de bananeiras submetidas a diferentes condi¢cdes

ambientais.
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