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RESUMO

CHIEBAO, H.P. Perfis de compostos volateis de banana submetidos a
diferentes tratamentos pés-colheita e suas correlacdes com a expressao
diferencial dos receptores de etileno. 2013. 91 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2013

O aroma de frutos € um atributo fortemente associado a qualidade, e
quaisquer alteragBes ambientais ou tratamentos pos-colheita podem alterar a
sua composi¢do. Acredita-se que a biossintese de volateis seja um dos
processos regulados pelo etileno. Estudos indicam que a expressao diferencial
dos elementos que compdem os receptores de etileno desempenha importante
papel na sinalizacdo dos processos ligados ao amadurecimento, entre eles a
formacao do aroma. Os objetivos deste trabalho séo: caracterizar as alteragoes
decorrentes de tratamentos pos-colheita no aroma de banana durante o
amadurecimento, e correlacionar com as variagcdes nos padrdes de expressao
génica diferencial dos receptores de etileno. Bananas pré-climatéricas
variedade Nanicdo foram divididas em quatro grupos: controle (ndo tratado),
etileno (100ppm/12h), 1-MCP (100ppb/12h), armazenados a 20°C, e grupo frio
(armazenado por 15 dias a 13°C). Foram analisados diariamente a producéo
de etileno e de CO, por CG. Foram analisadas a cor da casca, acgUcares
soluveis e amido. Os compostos volateis foram isolados por microextracado em
fase sélida (SPME) em frutos inteiros e polpas e analisados em CG-MS. Para
confirmar os resultados e verificar se as alteragbes encontradas se repetem em
outras variedades de bananas, o estudo foi repetido no Horticultural Sciences
Department, na Universidade da Florida (EUA), em bananas var. ‘Grand Naine’.
Em paralelo, realizou-se a quantificacdo relativa da expresséo dos receptores
de etileno (ETR1, ERS1, ERS2 e ERS3) por PCR em tempo real. Com relacao
ao perfil de volateis, os resultados indicam que os frutos ndo se diferenciam no
periodo pré-climatérico. Porém, o perfil de volateis do grupo controle foi
significativamente diferente do grupo frio, tanto na polpa quanto no fruto inteiro
no periodo climatérico. Esse efeito foi mais pronunciado na Nanicao do que na
‘Grand Naine’. Compostos tipicos como o acetato de isoamila foram
drasticamente reduzidos nos frutos submetidos ao frio, e ndo foram
encontrados na Nanicdo. Nao houve diferencas significativas com relacdo ao
perfil de aromas entre o grupo controle e o grupo etileno. Com relacdo aos
frutos tratados com 1-MCP observou-se o atraso na formacdo de alguns
compostos sem alterar, contudo, o perfil final de volateis. Com relacdo ao
padrdo de transcricdo dos receptores de etileno, o frio reduziu o acamulo dos
transcritos do ETR1, ERS2 e ERS3 em todos os pontos. ERS1 parece estar
correlacionado com a sintese de esteres. Os resultados sugerem que o
mecanismo pelo qual o etileno regula o metabolismo de biossintese de aromas
parece contar com a participacdo relevante de determinados tipos de
receptores. A correlagcdo temporal encontrada entre as alteracdes no perfil de
transcritos de trés destes e os efeitos sobre a producédo de compostos volateis
reforcam esta hipoétese.

Palavras chave: aroma, Nanicdo, Grand naine, armazenamento em baixa
temperatura, 1-MCP, etileno.



ABSTRACT

CHIEBAO, H.P. Volatile compounds profile of bananas submitted to
different post-harvest treatments and its correlations to differential
expression of ethylene receptors. 2013. 91 f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013

Fruit aroma is an attribute strongly associated to quality, and any change
in the environment or post-harvest treatment could affect its composition.
Volatile biosynthesis is a process that is believed to be regulated by ethylene.
Studies demonstrate that differential expression of ethylene receptors have an
important role in fruit ripening processes, including aroma synthesis. The aims
of this study are: evaluate modifications due to post-harvest treatment on the
aroma of banana fruit during ripening, and correlate to variations on differential
expression of ethylene receptors. Pre climacteric bananas of ‘Nanicédo’ variety
were divides in four groups: control (without treatment), ethylene (100ppm/12h),
1-MCP (100ppb/12h), stored at 20°C, and cold storage group (stored for 15
days at 13°C). Daily measurements were conducted of ethylene production and
respiration using GC. Peel color, soluble sugars and starch were analyzed.
Volatile compounds were isolated by solid phase microextraction (SPME) in
whole fruits and pulp and analyzed by GCMS. To confirm the results ant to
verify if the findings repeat in another banana variety, this study was repeated at
Horticultural Sciences Department, at University of Florida (EUA), under
supervision of Dr. Jeffrey K. Brecht, in bananas Cavendish cv. ‘Grand Naine’.
Also, relative gquantification of the expression of ethylene receptors (ETRL,
ERS1, ERS2 and ERS3) was analyzed using real time PCR. Regarding the
volatile profile, groups did not differentiated in pre-climacteric period. But the
volatile profile of control group significantly differentiates from cold storage
group, in both pulp and whole fruit, in post climacteric period. This effect was
more pronounced in bananas ‘Nanicdo’ than ‘Grand Naine’. Typical banana
aroma compounds like isoamyl acetate were drastically reduced in fruits under
cold storage, and were not found in ‘Nanicéo’. There were not any significant
differences between control group and ethylene treated. Regarding 1-MCP
treated fruits, there was a delay on the synthesis of some compounds without
affecting the final volatile profile. Regarding the transcription pattern of ethylene
receptors, cold storage reduced mRNA of ETR1, ERS2 and ERS3 in all
samples. ERS1 receptor seems to be correlated to ester synthesis. These
results suggest that the mechanism whereby the ethylene regulates the
biosynthesis of aroma, seems to count with relevant participation of some
receptors. The temporal correlation found in the differential expression of three
receptors and the effect on volatile compounds synthesis reinforces this
hypothesis.

Keywords: aroma, Nanicdo, Grand naine, cold storage, 1-MCP, ethylene



1. INTRODUCAO

A Banana (Musa acuminata) € um dos frutos tropicais mais consumidos
no mundo (MAYR et al., 2003; ADAO; GLORIA, 2004). Sua composi¢ao
fornece valiosa fonte de energia proveniente de agucares sollveis resultantes
da degradacao de amido, fonte de minerais como potassio, vitaminas, e aroma

agradavel caracteristico.

Entre os diversos processos regulados pelo etileno durante o
amadurecimento de bananas e que possuem impacto direto na sua qualidade

podemos ressaltar o desenvolvimento do aroma caracteristico.

O aroma é formado por substancias volateis como alcoois, aldeidos,
cetonas e ésteres, (UEDA et al., 2004) e compreendem cerca de 70% dos
compostos volateis o odor caracteristico dos frutos (ARVANITOYANNIS;
MAVROMATIS, 2009). Os ésteres volateis sao formados pela reacdo entre
alcodis e acil-CoA derivados do metabolismo de acidos graxos e aminoacidos
ramificados (leucina, isoleucina e valina), dando origem a ésteres de cadeia
linear e ramificada respectivamente, conforme esquematizado na Figura 1.
Essas reacdes sdo catalisadas pela enzima alcool acetil transferase (JAYANTI
et al., 2002; WYLLIE; FELLMAN, 2000).
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Figura 1. Esquema para a conversdo de aminoacidos de cadeia ramificada em ésteres de
cadeia ramificada. (Adaptado de WYLLIE; FELLMAN, 2000)

Na banana, uma fruta tipicamente climatérica, a maior parte dos
componentes que formam o flavor sdo produzidos depois do estagio de
maturacdo da fruta (SALMON et al., 1996). Jayanti et al. (2002) observaram
gue o pico da biossintese de estéres que compfe 0 aroma segue 0 pico da
biossintese de etileno, atingindo niveis maximos apos 3 a 4 dias. Macku e
Jennings (1987) demostraram que a propor¢ao do total de acetatos em relagéo
ao total de butanoatos no perfil de aromas varia linearmente durante o
amadurecimento do fruto. Porém, os diferentes cultivares de bananas
apresentam composicfes dos perfis aromaticos qualitativa e quantitativamente
diferentes, dependendo também das condi¢cbes de cultivo e tratamentos pés-
colheita. Salmon et al. (1996) propuseram utilizar o perfil de compostos volateis

como identificador da origem geogréfica do fruto.

As vias biosintéticas da formacdo dos volateis no amadurecimento de
frutos climatéricos sdo bem estabelecidas (PEREZ et al., 1997; TRESSL;
DRAWERT, 1973). Acredita-se que haja trés grandes grupos de precursores de
aromas em frutos: carboidratos, aminoacidos e acidos graxos (TRESSL et al.,
1975).



A partir do metabolismo de carboidratos sdo formados principalmente
terpenos, da via de isoprendides; e furanonas, de vias secundarias, como o
ciclo das pentosesfosfato. Do metabolismo de aminoacidos s&o gerados
alcodis alifaticos, de cadeia ramificada ou aromaticos, carbonilas, acidos e
ésteres; sendo que os aminoacidos podem ser precursores diretos ou indiretos,
ou seja, formam compostos nao-volateis que precisam de uma segunda
transformacado enzimética para a formacao dos volateis. Por fim, o metabolismo
de &cidos graxos é considerado o maior gerador de precursores de compostos
volateis (figura 2), sendo catabolizados por duas grandes vias oxidativas: B-
oxidacdo e a via das lipoxigenases (LOXs). A B-oxidacdo de acidos graxos
resulta na formacdo de acil-CoAs que s&o depois utilizados pelas alcool
aciltransferases para a geracdo de ésteres volateis. A maioria dos alcodis,
aldeidos, acidos e ésteres encontrados no aroma de frutos sdo gerados pela
degradacdo oxidativa dos acidos linoléico e linolénico, principais substratos das
LOXs (PEREZ; SANZ, 2008).
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Figura 2 — Formacgdo de compostos volateis a partir de acidos graxos. (a) Via das
lipoxigenases (LOX); B-oxidacdo de acidos graxos para a formacéo de (b) acidos de cadeia
curta, aldeidos, alcoois, ésteres e lactona, e (c¢) formacdo de metil cetonas. (Adaptado de
SCHWAB et al., 2008) Legenda: AAT, alcool aciltransferase; ADH, alcool desidrogenase; AER,
alcenal oxidoredutase; AOC, aleno oxido ciclase; AOS, aleno 6xido sintase; HPL, hidroperoxido
liase; JMT, jasmonato metil transferase; OPR, 12-oxo-fitodiendico acido redutase; MKS, metil
cetona sintase; ACP, proteina carreadora de acil.



Apesar das vias biossintéticas serem razoavelmente conhecidas, os
fatores de controle da composi¢éo do perfil quantitativo e qualitativo de ésteres
volateis ainda ndo estdo esclarecidos. Uma das hipGteses sugere que a
composicdo de ésteres pode ser controlada tanto pela seletividade das
enzimas envolvidas quanto pela disponibilidade dos substratos necessarios,
sendo que a composicado do pool de substratos vai depender de varios fatores,
incluindo o controle genético e o estado fisiolégico do fruto (WYLLIE;
FELLMAN, 2000).

A biossintese de compostos que formam o aroma das frutas é
particularmente sensivel a alteracbes ambientais e no manejo pré ou pos-
colheita que culminem em mudancas nos processos fisioldgicos e bioquimicos
durante o amadurecimento. (ARVANITOYANNIS; MAVROMATIS, 2009).

Golding et al. (1998) observaram mudancas no perfil aromatico quando
bananas foram tratadas com 1-MCP e concluiram que poderia ser o resultado
da inibicdo de passos do metabolismo de acidos graxos associada a
diminuicdo na respiragédo provocada pelo tratamento. Nascimento Junior et al.,
(2008) observaram um decréscimo de 46% da producdo de volateis quando
bananas da cultivar Prata foram tratadas com 1-MCP.

Zhang et al. (2011) e Xi et al., (2012) demonstraram que o0
armazenamento de péssegos em baixas temperaturas diminuiu a producéo de

compostos volateis do aroma.

Rugkong et al. (2011) ao estudarem os efeitos do frio em tomates viram
gue o frio reduziu a expressao de varios genes, entre eles genes envolvidos no
desenvolvimento de cor, genes de enzimas do aroma (ADH e AAT), genes
envolvidos na sintese de etileno (ACC sintase e ACC oxidase) e na transducéo

do sinal (receptores), alterando a percepc¢ao e sensibilidade ao etileno.

Bauchot et al. (1998) mostraram que meldes transgénicos que produzem
pouco etileno apresentaram diminuicdo substancial na producdo de volateis
durante o amadurecimento, e que essa diminuicdo foi mais pronunciada nos

volateis produzidos por vias do metabolismo de aminoacidos



Willye e Feldman (2000) observaram que a quantidade de ésteres
produzido pela banana (variedade Cavendish, subgrupo Willians) é limitada
pelo fornecimento do precursor alcoodlico, e que este é prontamente utilizado
pelo fruto ndo sendo limitado pela especificidade da enzima alcool acil
transferase. Observaram ainda que o acetil CoA, butanoil CoA e 3-metilbutanoil
CoA, juntamente com os alcodis etanol, 2-metilpropanol, 1-butanol, 3-
metilbutanol e 2-pentanol eram 0s precursores necessarios para a formacao da
maioria dos ésteres observados no aroma daquela variedade de banana . Para
um grande numero de frutas e outros tecidos vegetais sugere-se que 0S
compostos que compde o flavor sdo acumulados nos tecidos, provavelmente
nos vacuolos. Além disso estdo associados a glicosideos o que resulta no
aumento da sua solubilidade em agua e diminuicdo da sua reatividade. Tais
precursores de aromas glicoconjulgados n&o volateis e sem odor sao
hidrolisados por B-glucosidases liberando a aglicona, volatil, que ira compor o
aroma caracteristico dos frutos (SARRY; GUNATA, 2004), incluindo a banana
(PEREZ et al., 1997).

Pérez et al. (1997) foram um dos poucos que estudaram 0s precursores
glicosilados de bananas das cultivares Valery e Pequefia Enana. Nestas
variedades foram detectadas 25 agliconas, classificadas em dois grupos de
acordo com sua via metabdlica de origem: os derivados de &cidos graxos e 0s
derivados do &cido chiquimico. Foram encontrados alcoois, como decan-1-ol e
2-feniletanol, e acidos, como acido 3-oxo-pentandico, o acido 3-metilbutandico
e 0 acido benzdéico. Estas foram, quantitativamente, as agliconas mais

importantes dos glicosideos isolados daquelas cultivares.

A regulacao do processo de formacéo de aromas ainda é desconhecida,
mas acredita-se que esteja relacionada ao etileno. Jayanty et al. (2002)
demonstraram que toda a maquinaria necessaria para a formacéo de ésteres ja
existe nos frutos antes do pico de etileno. O fato destes compostos ndo serem
detectados na fase pré-climatérica, sugere uma regulacdo negativa do
processo. Manrique-Trujillo et al. (2007) demonstraram que um grupo de genes
diferencialmente expressos no amadurecimento da banana, como o gene que

codifica a alcool desidrogenase e a orcinol O-metil-transferase, também estéo



envolvidos na biossintese de compostos volateis responsaveis pelo aroma

caracteristico.

Dessa maneira, 0os estudos dos processos de regulacao da formacédo de
compostos volateis nos dara o entendimento necessario para o
desenvolvimento ou adaptacdo de processos para a obtencdo de frutos com
maior qualidade sensorial para o consumidor. Para isso, € essencial a
compreensao da correlacdo entre o etileno, mais especificamente a expressao
diferencial dos receptores de etileno, com a formacao de compostos volateis e

como estes sdo afetados por tratamentos pos-colheita.

Expresséo diferencial dos receptores de etileno

A banana, por ser um fruto climatérico, é caracterizada por um aumento
na producédo de etileno no inicio da maturacdo (MARRIOTT; PALMER, 1980).
Por este motivo, sua conservacao pos-colheita é reduzida (JIANG et al.,1999).
Nos ultimos anos, agentes efetivos para bloquear os receptores de etileno tém
sido descobertos, sugerindo um novo modo de controlar o amadurecimento, a

senescéncia e outras respostas ao horménio.

A via de biossintese do etileno foi descrita por Yang e Hoffman (1984),
cujo modelo proposto encontra-se na figura 3. O aminoacido metionina € o
precursor da via que compreende varios passos com rea¢des enzimaticas. A S-
adenosil-metionina (SAM), um dos produtos do ciclo de Yang, € convertida em
acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) pela acdo da enzima ACC
sintase (ACS). O ACC é entdo metabolizado pela enzima ACC-oxidase (ACO),
por uma reacdo de oxidacao que necessita de O; e ferro, e que € ativada pelo
CO, para produzir etileno (VERVERIDIS; JOHN, 1991). O ciclo de Yang
constitui uma importante via metabdlica para recuperacdo do enxofre e re-
sintese da SAM.

O etileno é capaz de regular sua propria producdo, induzindo a sintese
de novo de isoformas da ACS e da ACO. O ACC, precursor imediato do etileno,

pode ser convertido ainda em malonil-ACC sob a acdo da enzima N-



maloniltransferase (NMT) e entdo transportado nessa forma para o vacuolo
(THEOLOGIS et al., 1992).
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Figura 3: Modelo de biossintese de etileno proposta por Yang e Hoffamn (1984).
Adaptado de Pech et al. (2003).

O etileno intervém na inducdo ou inibicdo da expressdo de numerosos
genes durante o crescimento e amadurecimento dos frutos, que parece ser
regulado também por eventos etileno-independentes. De acordo com Klee e
Clark (2005), genes envolvidos com a biossintese de licopeno, compostos do
aroma e metabolismo respiratério sdo considerados dependentes enquanto
genes que codificam as enzimas clorofilase e algumas isoformas da ACC
oxidase parecem ser independentes do etileno. Em frutos climatéricos o etileno
promove aumento da biossintese das enzimas da sua propria rota metabdlica,

levando a producédo autocatalitica do hormanio.

Lohanis et al. (2004) verificaram tal influéncia no amolecimento da
banana pela acédo de hidrolases que atuam na degradacao da parede celular,
particularmente na solubilizacdo da pectina. Concluiram que entre o0s
horménios que regulam esse processo, o etileno foi o principal fator na
regulacéo positiva das atividades das enzimas envolvidas. Do mesmo modo,

Hayama et al. (2006) que observaram que a transcricdo de genes relacionados
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com o amolecimento de péssego (Prunus persica) é regulada pelo horménio,
sendo que o acumulo de mRNAs foi proporcional a concentracdo do mesmo.
Marty et al. (2005) conseguiram correlacionar o aumento da expressao de
genes da sintese de carotendides em damasco (Prunus ameniarca) com o

aumento do etileno.

Com estudos realizados em tomates com mutacbes em genes
responsaveis pelo amadurecimento, muitos progressos foram obtidos quanto
ao entendimento dos mecanismos de percepcdo ao etileno, sendo um dos
principais a identificacdo e caracterizacdo dos receptores de membrana,

responsaveis pela sinalizacdo do horménio durante o0 amadurecimento.

Os receptores de etileno constituem-se em uma pequena familia de
proteinas transmembrana diméricas que guardam semelhanca com 0s
receptores de dois componentes encontrados em bactérias. Suas acdes
dependem da interagcdo com um tipo de proteina quinase, denominada
Constitutive Triple Response 1 (CTR1), similar as Raf-quinases encontradas
em células de mamifero,. Ambas proteinas (receptor e CTR1) formam um
complexo localizado na membrana do reticulo endoplasmatico das células
vegetais (GUO; ECKER, 2003).

Grande parte dos estudos iniciais sobre os receptores de etileno foram
realizados na planta modelo Arabidopsis thaliana. A facilidade em gerar
mutantes desta planta permitiu a identificacdo de progénies com respostas
defectivas ao etileno. A andlise destes mutantes permitiu isolar diversos
componentes responsaveis pela sinalizacdo do horménio, e que devido a seus

fendtipos deram origem aos homes de tais componentes.

O Ethylene Responsive 1 (ETR1), primeiro receptor de etileno a ser
descoberto, é semelhante ao sistema de dois componentes da histidina
qguinase de bactérias, que consistem de um dominio sensor com atividade de
histidina quinase e um dominio regulador de resposta. No genoma de
Arabidopsis foram encontrados outros quatro genes que codificam proteinas
semelhantes ao ETR1, s&o eles Ethylene Responsive 2 (ETR2), Ethylene
Responsive Sensor 1 (ERS1), Ethylene Responsive Sensor 2 (ERS2) e

Ethylene Insensitve 4 (EIN4), que também funcionam como receptores de



11

etileno (CHEN et al.,, 2005). O etileno se liga a esses receptores em um
dominio transmembrana, através de um co-fator cobre (RODRIGUEZ et al.,
1999).

Esses cinco receptores de etileno sao codificados por familias
multigénicas. O bloqueio direcionado da atividade, por meio da producdo de
mutantes para 0s cinco receptores em Arabidopsis, revelou que eles séo
funcionalmente redundantes (HUA; MEYEROWITZ, 1998). Ou seja, caso haja
inativacdo completa dos receptores, todos os cinco, a planta exibira um
fendtipo de insensibilidade ao etileno. O mesmo nao ocorrera caso apenas um

dos receptores estiver ativo.

Estudos mais detalhados levaram a conclusdo de que os receptores
estdo normalmente ativos quando na auséncia de etileno e que sua funcao, na
auséncia do horménio, é bloquear a rota de sinalizacdo que leva a resposta. A
ligacdo do etileno desliga os receptores, permitindo que a sinalizacdo e a
consequente resposta do tecido ocorram (CHEN et al., 2005). A figura 4 mostra
as trés etapas da mudanca conformacional dos receptores ocorre quando se

liga com etileno.
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Figura 4 — Modelo dos estados de receptores na ligacdo com etileno. No modelo foram
sinalizadas as regifes de importancia na ligacdo com etileno, entre elas a regido de ligacdo
cobre/etileno (em laranja), regido para o desligamento do receptor (em verde), e regido para a
manutencéo do receptor em um estado de sinalizacdo (estado 1) em azul. Quando o etileno se
liga, ha a formagdo de um complexo intermediério de baixa estabilidade onde o receptor ainda
transmite sinal (estado 2), porém é rapidamente convertido para um estado 3, onde o etileno se
encontra ligado e a transmissédo do sinal € interrompida. (Adaptado de BINDER, 2008).

Véarios modelos de transducdo de sinal para o etileno vém sendo
propostos nos ultimos anos em funcdo da descoberta de novos elementos
participantes da cascata de sinalizacdo do horménio. O modelo mais atual e

com maior consenso na literatura segue na Figura 5.
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Figura 5: Modelo proposto para a via de sinalizacdo do etileno. Na auséncia de ligagdo com o
etileno, os receptores reprimem as respostas ao horménio através da sinalizagdo da CTR1,
proteina similar a Raf-like MAPKK quinase que regula negativamente a via. Quando o etileno
se liga aos receptores, a sinalizacao do receptor é inativada, causando a inativagdo do dominio
quinase do CTR1(KD), e permitindo, assim, a sinalizagdo da via através da EIN2, que tem
similaridade com a familia Nramp de transportadores de ions. O elemento EIN2 é um regulador
positivo da resposta ao etileno, e sua perda torna a planta completamente insensivel ao
horménio. Por um mecanismo ainda ndo identificado, EIN2 regula a atividade dos fatores
EIN3,ElL1e outros EILs, membros de uma pequena familia de fatores de transcricdo primarios
cuja sequéncia-alvo estad na regido promotora (EBS) dos fatores de transcricdo secundarios
AP2/ERF. O ERF1 e demais membros da familia sdo fatores que ativam ou inibem varios
genes responsiveis ao etileno, apés ligagdo a sequéncia denominada GCC-box dos
respectivos promotores. Um passo chave na regulacao da via € a degradacéo do ElLs pela via
do proteasomo 26S. A estabilidade do destes elementos é promovida pela fosforilagdo da T174
através de uma cascata de MAP quinases consistindo na MKK9 que sinaliza a MPK3/6,
enquanto que a degradacdo é promovida pela fosforilacdo da T592, possivelmente por uma
cascata de MAP quinase separada, envolvendo CTR1. Dois elementos, EBF1 e EBF2, mediam
a degradacdo dos EILs pelo sistema Ubiquitina/Proteossomo. A expressdo destes dois
elementos é dependente da regulacdo de uma exoribonuclease codificada por EIN5/XRN4.
(Adaptado de Kendrick; Chang, 2008)
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Embora muitos dos componentes da cascata de sinalizacdo do etileno
tenham sido identificados principalmente em Arapdopsis thaliana, analogos
destes vém sendo identificados em outras plantas incluindo frutiferas
comerciais, como tomate (ALEXANDER; GRIERSON, 2002) melao (KLEE;
Clark, 2005) e péras (ElI-Sharkawy et al., 2003).

Em bananas, além de um homélogo do ETR1 foram identificados outros
trés receptores: ERS1, ERS2 e ERS3. Estes Uultimos receberam esta
classificacdo, pois pela sequéncia deduzida dos amino&cidos eles néo
possuem um dominio na por¢cdo C-terminal denominado “receiver’”, ou
receptaculo, a exemplo dos receptores do tipo ETR. A funcdo deste dominio
ainda é desconhecida, mas hip6teses sugerem que esta porcdo poderia
conferir interacdes mais fortes com a proteina CTR1 (ARORA, 2005)

Visto que a capacidade de responder ao etileno esta ligada a presenca
dos receptores no tecido alvo, e que cada isoforma dos receptores contribui
diferencialmente a cascata de sinalizacdo (KENDRICK; CHANG, 2008), entdo
€ possivel supor que diferencas nos niveis de expressao destes genes possam
influenciar os processos regulados pelo hormonio, incluindo aqueles ligados ao

amadurecimento de frutos.

Os dados da literatura sobre os padrbes de expresséo dos receptores de
etileno indicam que estes tém sua expressao induzida pelo préprio horménio,
porém de modo diferencial (EL-SHARKAWY et al., 2003). A expressao
diferencial dos receptores de etileno tanto temporal quanto espacialmente é um
fato observado em varios estudos (KLEE, 2002) e indica que é regulada por
fatores do desenvolvimento do vegetal de natureza ainda desconhecida. A
hipétese corrente sugere que este seja um dos mecanismos pelos quais as
funcdes dos receptores sdo controladas, sendo que cada tipo de receptor,

embora tenham o mesmo ligante, podem exercer funcdes diferenciadas.

O'Malley et al. (2005) avaliaram a capacidade de ligagdo e
correlacionaram com o0s niveis de transcricdo de cinco receptores de etileno
identificados em tomate. Os resultados n&o indicaram diferencgas significativas
entre os receptores quanto a capacidade de retencéo do etileno, porém alguns

tipos de receptores apresentaram variacdes significativas dos niveis de
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transcricdo durante o amadurecimento do fruto. Estudando mutantes defectivos
em um dos receptores, os autores puderam observar aumento no nivel de
transcricdo dos demais receptores, demonstrando um mecanismo de
compensacdo para a falta de um receptor. Porém, um dos dados mais
interessantes do estudo foi a observacdo de que a expressao de determinados
genes etileno-dependentes ndo era ativada nos mutantes, apesar do

mecanismo de compensacéo.

Estas observacdes apontam para a necessidade de conhecer o padrao
de expressdo génica dos varios receptores de etileno encontrados nos frutos,
para a maior compreensdo dos processos que relacionam a sinalizacdo pelo

hormdnio com a expressao diferencial de genes, durante o amadurecimento.

Dados relativos a expresséo génica dos receptores de etileno em frutos
tropicais ainda sdo escassos. No caso da banana, objeto de interesse deste
projeto, foram clonados quatro receptores de etileno cujas sequéncias estao

depositadas no GenBank.

Os estudos com os receptores de etileno ganharam maior impulso
gracas ao desenvolvimento de antagonistas do hormdnio, dos quais o 1-
metilciclopropeno (1-MCP) veio a ser o primeiro a ser produzido em escala
comercial. O 1-MCP tem sido utilizado para estudar os processos regulados
pelo etileno, por bloguear efetivamente os receptores, reprimindo os efeitos
mediados pelo hormbnio. Observou-se, por exemplo, que o 1-MCP altera a
expressdo de ACS1 e ACO1, havendo a subsequente reducéo das atividades
destas isoformas de ACC sintase e ACC oxidase, e provocando retardo no
amadurecimento da banana (INABA et al., 2007). Apesar do tratamento de
frutos de bananeira com 1-MCP inibir a inducdo de etileno na fase pré-
climatérica, foi demonstrado que o inibidor ndo tem efeito na producdo de
etileno na fase climatérica (GOLDING et al., 1998).

Esta claro que os niveis de receptores afetam a sensibilidade ao etileno.
Além disso, € aparente de que as plantas tem um elaborado mecanismo ao
nivel de receptores que modulam as varias respostas ao etileno jA que as

funcbes das isoformas dos receptores nédo sdo inteiramente redundantes, e ha
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uma regulacdo diferencial pos-transcricional dos niveis de receptores em
particular (BINDER, 2008).

Essa idéia justifica a tentativa desse estudo de correlacionar a
expressao diferencial de receptores de etileno com a formacdo de compostos
volateis do aroma de banana, ja que estes sdo conhecidamente regulados por

etileno. E verificar como os tratamentos pés-colheita afetam esses processos.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo: caracterizar possiveis alteracfes devido
a tratamentos pos-colheita, como conservacdo no frio, etileno exdgeno e
blogueador de etileno 1-MCP, no perfil de compostos volateis em bananas ao
longo do amadurecimento, e sua possivel correlacdo com mudancas no padrao

de expresséao génica diferencial dos receptores de etileno.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Nanicéo
3.1.1. Amostragem

Bananas (Musa acuminata AAA cv. Nanicdo) com cerca de 110 dias

pos-antese, sem tratamento com etileno, foram obtidas no CEAGESP/SP, do

produtor Magario Comercio de Frutas Ltda®, cujo cultivo se localiza na regido

de Sete Barras (regido do Vale do Ribeira) no estado de Sao Paulo. A

aquisicdo dos frutos foi limitada ao periodo de junho a agosto de 2009 a 2011

para minimizar as interferéncias por variacdes climaticas.

A desinfec¢éo dos frutos foi realizada no laboratério atraves da imersao

dos cachos em solucédo de 1% de hipoclorito de sédio por 1 minuto, seguido de

lavagem em agua corrente e secagem com papel absorvente.

Um fluxograma esquematico da amostragem se encontra no anexo |.

3.1.2. Tratamentos
Grupo controle: os frutos foram armazenados em camaras climatizadas a
temperatura de 20°C(£20C), com umidade a 90%.
Grupo frio: os frutos foram armazenados a temperatura de 13°C por 15 dias
com umidade a 90%, com o objetivo de simular condi¢cdes empregadas para
a exportacao. Essa temperatura Tem sido adotada na literatura como sendo
eficiente em retardar o amadurecimento dos frutos sem causar lesdes pelo
frio (JIANG et al., 2004a). Ao final do periodo de tratamento, a temperatura
foi ajustada para 20°C(x2°C).
Grupo 1-MCP: uma estrutura formada por canos e conexdes de PVC
recoberto por plastico, de dimensées de 1,35 x 1,58 x 1,78 m foi montada
para o tratamento com 1-MCP. Para gerar 1-MCP in situ foi utilizado o
produto Ethylbloc® em pé na concentracdo de 0,14%. Levando-se em
consideracao o volume da tenda, o po foi dissolvido em uma quantidade de
agua calculada para que a concentracao final de 1-MCP disperso no ar
fosse de 100 nL/L. Os frutos foram expostos ao tratamento por 12 horas, e
entdo mantidos em camaras climatizadas a 20°C(x2°C) com umidade a
90%.
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e Grupo etileno: os frutos foram distribuidos em caixas pléasticas com
capacidade para 100L, respeitando um limite de metade do volume das
caixas. Foi injetada uma mistura de etileno e ar sintético na concentracao
de 100uL/L, forcando a troca do ar contido nas caixas com o auxilio de uma
bomba a vacuo, com a velocidade ajustada para ser equivalente a
velocidade de entrada da mistura de etileno. Levando-se em consideracéo o
volume das caixas, foi calculado o tempo necessario para garantir que todo
0 ar tenha sido trocado pela mistura de gases do tratamento. Apds esse
periodo, as caixas foram seladas com fita plastica e os frutos mantidos por
12 horas. Ao final do tratamento, os frutos foram colocados em camaras
climatizadas a 20°C(x2°C) com umidade a 90%.

Esquemas com a cronologia das analises realizadas durante o

amadurecimento dos frutos encontra-se no anexo Il.

Para as andlises de contetudo de amido, agUcares sollveis e expressao
relativa dos receptores de etileno foram congelados em nitrogénio liquido de 5
a 6 frutos de cada grupo em dias estabelecidos. Os frutos foram descascados e
a polpa fatiada, congelada e armazenada a —80°C para realizagdo das analises
em um outro momento. Para estas analises cerca de 100g de fatias congeladas
foram maceradas em nitrogénio liquido, e os ensaios foram realizados a partir

desse macerado.

3.1.3. Métodos
3.1.3.1. Respiracao e producao de etileno
Foram realizadas andlises diarias da respiracdo e da producdo de

etileno pelas bananas para acompanhar e caracterizar o amadurecimento.

Cerca de 500g (de 3 a 5 bananas), foram escolhidas aleatoriamente,
pesadas e colocadas em frascos tampados (quintuplicata de frasco) para o

acumulo de gases por um periodo minimo de 1 hora.

A estimativa de CO, foi realizada pela injecdo de amostras de ar do
interior dos frascos em um cromatografo a gas da Hewlett-Packard® modelo
GC-6890 equipado com detector de condutividade térmica. A coluna utilizada

foi a HP-Plot Q (30m, D.l. 0,53mm). As condi¢cdes cromatograficas foram:
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injecdo com divisor de amostra (split) em taxa de 50:1 e temperatura de 250°C;
volume de injecdo 1ml; corrida isotérmica a 30°C empregando hélio como gas
carreador em fluxo constante de 4ml/min; temperatura do detector em 250°C
utilizando como referéncia fluxo de hélio a 7ml/min. A estimativa da quantidade
de CO foi feita em relacdo a injecdo de 1 mL de padrdo de CO, 300ppm em ar

sintético da Air Liquid®.

Na andlise de etileno, foi empregado o mesmo equipamento e a mesma
coluna cromatogréfica, porém com deteccdo por ionizacdo de chama. O
volume de injecao foi de 10mL e foi empregado o modo de injecdo pulsed
splitless, desenvolvido pela Hewlett-Packard®. As condi¢des de injegao foram:
pressdo de 20psi por 2 minutos, fluxo de ventilagdo de 5 ml/min ap6s 30
segundos de injecdo e temperatura do injetor em 200°C. As demais condicGes
cromatograficas empregadas foram: corrida isotérmica a 30°C empregando
hélio como gas carregador em fluxo constante de 1ml/min; temperatura do
detector em 250°C, fluxo de ar e hidrogénio no detector em 450ml/min e
50ml/min, respectivamente. A estimativa da quantidade de etileno produzida
pelos frutos foi em relacdo a injecdo de um padrédo de 1ppm de etileno em ar

sintético da Air Liquid®.

3.1.3.2. Medida de cor da casca
Foram avaliadas diariamente a cor da casca de 3 frutos de cada grupo
escolhidos aleatoriamente dentro do grupo, sendo que foram mensurados dois
lados de cada fruto, totalizando seis replicatas por dia de andlise. Foi utilizado
um colorimetro de bancada Color Quest® XE (HunterLab™), em modo RSEX
(reflectancia especular excluida) e a area limitada a 0,375in.

3.1.3.3. Quantificacdo dos agucares solluveis
A partir das amostras congeladas, os agucares sollveis dos frutos foram
mensurados extraindo 3 vezes com etanol 80% a 80°C em triplicata. Os
sobrenadantes combinados para um volume final de 25mL. Foi retirada uma
aliquota de 1mL, e desta o etanol foi evaporado em Speed Vac® a 45°C e o
volume reconstituido com agua milli-Q, filtrados (0,22um), com posteriores

diluicbes quando necessario. Os conteudos de sacarose, frutose e glicose
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foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector de pulso-amperométrico, utilizando coluna CarboPac PA (4mm X
250mm, HPAE-PAD — Dionex, Sunnyvale, CA, USA) em andlise isocratica com
fase movel 18mM NaOH durante 25 minutos, utilizando fluxo de 1mL/min. A
quantificacdo dos acucares se deu pela comparacdo dos cromatogramas e

curvas dos respectivos padrdes externos.

3.1.3.4. Conteudo de amido
A quantificacdo de amido foi determinada enzimaticamente pelo método
descrito por Aréas e Lajolo (1981). Em aliquotas das amostras congeladas e
maceradas, o amido foi extraido com hidréxido de sédio 0,5N, neutralizado com
acido acético 0,5N, precipitado com etanol 80%, hidrolisado com
amiloglicosidase, e a glicose liberada determinada pelo sistema glicose
oxidase/peroxidase/ABTS, segundo método de Bergmeyer e Bernt (1974). Para

o célculo foi utilizado uma curva-padréo de glicose.

3.1.3.5. Quantificacdo Relativa dos compostos volateis

O método de extracdo de volateis utilizou a técnica de microextracdo em
fase sdlida (Solid Phase Micro Extraction - SPME) com fibra 50/30pum
DVB/Carboxen™/PDMS StableFlex™ (Supelco®) empregando o aparato da
mesma empresa para este tipo de extracdo. Esta combina amostragem e pré-
concentracdo dos analiticos num Unico processo, além de possibilitar a
dessorcdo direta no sistema cromatografico. Foram realizadas medidas nas
polpas e nos frutos inteiros em triplicata de extracdo, com analises ao longo do
periodo de amadurecimento dos frutos, ou seja, com amostras frescas.

e Polpa

Aproximadamente 12,5g de polpa dos frutos foi homogeneizada em
Turrax® com 10,4g de NaCl e 29g de &gua destilada. Em seguida, 16g deste
homogenato foram transferidos para frascos de aproximadamente de 25mL
tampados, e colocados sob agitacdo constante por 15min para o equilibrio da
composicao do espaco aéreo. Em seguida, a fibra de SPME foi introduzida no
frasco e exposta ao ar do interior do frasco por 1 hora. Uma vez recolhida a

amostra, esta foi dessorvida da fibra pela exposicdo ao calor do injetor do
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cromatdgrafo (200°C) por 2 minutos. Foi utilizado o cromatégrafo Hewlett-
Packard modelo 6890 acoplado a um detector seletivo de massas da mesma
empresa (modelo 5973). A coluna cromatogréfica empregada foi a
SulpelcoWAX 10 (tamanho 30mts, 0,25mm de diam. interno, 0,25um de
espessura do filme). O programa de temperatura que utilizado foi: 35°C por 0,5
minuto, rampa de temperatura de 5°C/min até 250°C, permanecendo por 1
minuto, seguida de nova rampa a 20°C/min até 310°C e permanecendo por 2
minutos. A temperatura da interface entre o cromatdgrafo e o detector seletivo
de massas foi de 230°C e a ionizagéo feita por impacto de elétrons (70 eV) com
a fonte de ions mantida a 150°C. As andlises foram realizadas em triplicata de
extracdo. Os espectros de massa obtidos foram comparados com o0s da
biblioteca NIST versdo 1.6 e considerado como identificacdo positiva agueles
com indice de similaridade acima de 70%.

e Frutos Inteiros

Cerca de 1Kg de frutos coletados randomicamente foram colocados em
frascos tampados por um periodo de 2h e 20 min para o equilibrio da atmosfera
interna. Posteriormente, a fibra foi exposta para adsor¢cdo dos compostos
volateis por um periodo de 2h. Para a dessorcao e injecédo foram utilizados os

mesmos parametros descritos para a polpa.

3.1.3.6. Quantificacdo relativa da expressao génica dos receptores
de etileno
3.1.3.6.1. Delineamento experimental

Foram selecionados 6 pontos ao longo do amadurecimento para a
analise da expressao génica, levando em consideracao a producéo de etileno.
Assim, foram selecionados 3 pontos pré-climatéricos, um ponto climatérico
correspondente ao ponto de maxima producéo de etileno, e dois pontos pos-
climatéricos, como demonstrado na figura 6 abaixo, utilizando uma curva de

etileno hipotética.
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Figura 6 - Pontos selecionados para as andlises de gPCR baseados na curva de producédo de
etileno

Os dias poés-tratamento selecionados em cada grupo se encontram na
tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Pontos do amadurecimento avaliados na analise de expressao dos
receptores de etileno.

PC-I PC-II PC-llI Cl PO-I PO-II
Grupos :
Dias pés-tratamento (DPT)
Controle 1 4 8 13 14 16
Frio 1 7 16 19 23 27
1-MCP 1 8 19 22 25 27
Etileno 1 2 3 5 9 10

3.1.3.6.2. Desenho dos primers
A partir das sequencias parciais e completas dos receptores de etileno
de banana depositados no GenBank, foram desenhados primers para a
amplificac@o dos transcritos por gPCR utilizando dois programas disponiveis na
internet: Primer3Plus (UNTERGASSER et al.,, 2007) e Primer-Blast (ROZEN;
SKALETSKY, 2000). O critério de selecdo dos primers foi baseado nos

seguintes parametros:

e Temperatura de dissociacao (Tm) de aproximadamente 60°C;

e Diferenca entre a Tm dos primers forward e reverse de no maximo 1°C;
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e Tamanho do amplicon entre 80 e 250pb;

e Contetudo de C/G em 50%;

e Nos 5 ultimos pares de bases da terminacao 3’, o conteudo de C/G nao
ultrapassar 3 bp, e ndo devendo ser em sequéncia;

e Auséncia de dimeros de primers e hairpins (avaliados pelo programa
Operon — Oligo Analysis Tool (EUROFINS, 2011)

Depois de obtidos os possiveis pares de primers, foram avaliados as
sequéncias dos amplicons pelo programa MFOLD (ZUCKER et al., 2003) para
que o pareamento amplicon-primer ndo fosse afetado por interacdes inter-
moleculares do préprio amplicon (hairpins) nas extremidades 5’ e 3’.

As sequiéncias obtidas estédo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncias dos primers forward e reverse desenhados para a

amplificacdo dos receptores de etileno e actina para a analise de gPCR.

Ne acesso

Receptores Sequéncia Amplicon
GenBank

Forward 5 -CGGTGCCTTCATTGTTCTTTG-3
ERS1 228pb AB266315.1
Reverse 5 -CCCATCTCCCTATCAAGTTC-3’

Forward 5-CTATGGGTTACCTTAGCAGCA-3’
ERS2 86pb AB266316.1
Reverse  5-CTGACTGAGAGCTCTTTCTC-3

Forward 5 -CGCACTTGCTTACTTCTCCA-3
ERS3 151pb AB266317.1
Reverse 5 -CACGGTAAAGGTCCACAAG-3

Forward 5 -AGGAGAAAGAGCTCTCAGTC-3
ETR1 90pb AF113748.1
Reverse 5-GGTTGGACGCAGCAAGAAT-3’

_ Forward 5 -TGACGACATTCAGCCTCTTG-3
Actina 134pb AF246288.1
Reverse 5 -TTCCGACCATCACACCAGTA-3’

Foram realizados os testes para verificacdo da viabilidade dos primers
desenhados e otimizacdo das reacdes. A partir da curva de diluicdo do pool de
cDNA foi possivel calcular a eficiéncia de amplificacdo e a concentracdo ideal
de cDNA a ser adicionada nas rea¢cdes de gPCR. Com a curva de diluicdo de
primers, realizada com a quantidade de cDNA otimizada, foi possivel
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estabelecer as concentracbes otimizadas a serem adicionadas a reacao
(Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados da otimizac&o da reacao de qPCR

L Equacao da reta Concentragdo Concentragéo
Receptores Eficiéncia

() cDNA primers
y=-3,3778x+22,5
ERS1 1,98 1,25ng/uL 100nM
(0,9987)
y=-3,6471x+27,6
ERS2 1,88 2,5ng/uL 100nM
(0,9913)
y=-3,68x+25,249
ERS3 1,87 1,25ng/uL 100nM
(0.9956)
y=-3,9731x+28,66
ETR1 1,79 8,33ng/pL 100nM
(0,95)
_ y=-3,0546x+21,45
Actina 2,13 0,83ng/pL 200nM
(0,9847)

As eficiéncias obtidas foram consideradas satisfatérias para a

continuidade das andlises.

Foram analisadas as curvas de dissociacdo dos amplicons gerados, e
em todas as reacdes foram amplificados somente um produto. As temperaturas
de dissociacao foram de 82°C, 76,3°C, 77,8°C, 78,2°C e 83,5°C para ERS1,
ERS2, ERS3, ETR1 e actina respectivamente. Um exemplo das curvas de
dissociacdo para cada receptor se encontra na Figura 21. Apesar das curvas
de dissociacdo indicarem que as reacbes foram especificas, os amplicons

serdo sequenciados.
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Figura 7 — Exemplos de curvas de dissociacédo dos receptores de etileno ERS1 (A), ERS2 (B),
ERS3 (C), ETR1 (D) e da actina (E)

3.1.3.6.3.  Extracdo de RNA total

Foram utilizados dois métodos de extracdo de RNA total. Em um
primeiro momento, a extracdo foi realizada conforme descrito por Lopez-
Gbomez e GOmez-Lim (1992), com modificacBes, utilizando cerca de 3g de
polpa para a extragcdo. Depois foi utilizado o método descrito no protocolo de
isolamento em pequena escala do PureLink Plant RNA Reagent (Invitrogen®)
utilizando 80mg da polpa para extracao.

A qualidade dos &cidos nucléicos extraidos foi feita por
espectrofotometria utilizando o aparelho BioTek Synergy MX® com base na

razdo da leitura das absorbancias a 260nm/280nm, considerando que 0s
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valores de amostras puras devem ser de 2,0 para RNA (SAMBROOK et al.,
1989). A andlise da integridade dos &cidos nucléicos foi feita por eletroforese
em gel de agarose 1%, contendo corante fluorescente GelRed™ em tampéo
Tris-acetato, pH 8,0 (SAMBROOK et al., 1989), realizada a 80V durante 20min.

A quantificacao foi realizada por espectrofotometria utilizando o aparelho
BioTek Synergy MX®, tendo como referencia o fato de que a absorbancia de
uma amostra de 40pug/mL de RNA a 260nm deve ser igual a 1 (SAMBROOK et
al., 2000).

O RNA total foi tratado com “DNA-free kit (Ambion®) para garantir que
ndo houvesse contaminacdo com DNA nas amostras e possiveis reagentes

residuais que pudessem interferir com as proximas etapas.

3.1.3.6.4. Sintese do DNA complementar (cDNA) fita-simples
Foi utilizada a reacdo de transcricdo reversa utilizando o kit “Improm II”

(Promega®), combinando o RNA purificado extraido com primer Oligo (dTss).

3.1.3.6.5. Andlise da expressdo génica por PCR quantitativo
(QPCR)
Antes das quantificacbes foram realizadas reacdes de otimizagdo dos
primers desenhados, ajustando, assim, as quantidades de primers forward e
reverse e quantidade de cDNA a serem adicionadas nas reacoes.

- Otimizacao dos primers e eficiéncia da reacéo

Para cada receptor analisado foi tracada uma curva de eficiéncia da
reacao de PCR, cujo valor corresponde a proporcdo de moléculas do gene-alvo
que foram duplicadas em cada ciclo. Para isso foram realizadas qPCRs de
curvas de diluicdo do cDNA, e os valores de Ct obtidos foram plotados em um
grafico em escala logaritmica. Ct, ou cycle threshold, é definido como o nimero
de ciclos necessarios para que o sinal da fluorescéncia, produzido pela ligacdo
do corante com &cido nucléico, cruze o threshold (limiar) estabelecido. O valor
de Ct é inversamente proporcional a concentracdo de acido nucléico na
amostra. O cDNA utilizado foi um pool de 3 amostras em pontos diferentes de
maturacédo do fruto. A partir da inclinacdo da reta obtida foi realizado o seguinte

calculo:
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Slope = -1/ -a, sendo que ‘@’ é a inclinagao da reta obtida

Com o valor de slope é calculado a eficiéncia utilizando o seguinte
calculo:

Eficiencia = log™'°"®;

O valor de eficiéncia ideal é igual a 2, o que significa uma eficiéncia de
100%..

A partir dos gréficos obtidos na curva de diluicio do cDNA foram
estabelecidas as concentracdes ideais de cDNA a serem adicionadas na
reacdo de gPCR para cada receptor, sendo que a concentracédo escolhida foi
aguela em que a fase log da amplificacéo estivesse entre 20 e 25 ciclos.

Para a otimizagcdo da concentracdo dos primers foram realizadas
reacoes de qPCR utilizando a concentracdo otimizada de cDNA porem
variando as concentragdes dos primers forward e reverse. Para a escolha das
concentracBes foi escolhida a menor concentracdo que a fase log da

amplificagéo estivesse entre 20 e 25 ciclos.

-gPCR

A expressdo dos receptores de etileno foram analisados por qPCR
utilizando o método de deteccédo de fluorescéncia em tempo real. Foi utilizado o
kit “Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix — UDG (Invitrogen™) adicionando
o corante de referencia ROX, para a normalizacdo das reacfes. As analises
foram feitas em quadruplicata, e conduzidas em termociclador RotorGene RG-
3000 da Corbett®, e os resultados analisados utilizando o software do
equipamento. Para cada conjunto de reacfes foi efetuado um controle
negativo, o qual continha todos os reagentes exceto o cDNA (No template
Control, NTC), e um padréo interno de corrida, que consistiu na amplificacao da
actina (gene constitutivo) do pool de cDNA. As condi¢cbes da corrida foram:
50°C por 2min para atividade da enzima UDG, 95°C por 2min para inativacdo
da enzima UDG e ativagéo da enzima Taq polimerase, 40 ciclos a 95°C por 15s
para desnaturacdo, 60°C por 30s para o pareamento dos primers e 72°C por
30s para extensdo, seguido pela determinacdo da temperatura da curva de
dissociacao (melting curve, Tm) dos amplicons. A temperatura da curva de
dissociacdo do amplicon gerado, que deve ser a mesma para todas as

reacdes, mostra a pureza dos produtos formados.
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A comparacao da expressao génica foi feita de forma relativa entre os
valores de concentracdo dos receptores no ponto PC-l do grupo controle 1,
considerado como “amostra calibradora®, e os demais pontos do controle e
amostras tratadas, apds a normalizacdo com o gene constitutivo (actina).Para a
analise dos resultados foram utilizados dois métodos de calculo da expresséo
relativa: o método do AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), no qual assume-se
que a eficiéncia da amostra e do controle sejam iguais, e o0 método de REST
(PFAFFL et al., 2002), que leva em consideracéo a eficiéncia real da amostra e

do controle.

3.2.Grand Naine

Devido aos resultados encontrados na producdo de compostos volateis
do aroma de bananas armazenadas em baixas temperaturas (12°C), decidiu-se
realizar uma amostragem com bananas de outra variedade para verificar se as

alteracdes encontradas na Nanicao se reproduzem.

Sob a supervisdo do Dr. Jeffrey K. Brecht, do Horticultural Sciences
Department, da University of Florida (FL/EUA), o estudo foi repetido com
bananas da variedade Grand Naine.

3.2.1. Amostragem

Bananas (Musa acuminata AAA, cv. Cavendish, var. ‘Grand Naine’) ndo
tratadas foram doadas pela empresa Chiquita® para a Universidade da Flérida,
na cidade de Gainesville, FL (EUA) para o ensaio. Os frutos cultivados no
Panama foram enviados em caixas de papeldo, sob refrigeracdo, e com a
casca totalmente verde. Nao foi necessario realizar uma higienizacéo da casca,

pois a empresa fez a lavagem antes do envio.
3.2.2. Tratamentos

Os frutos foram separados inicialmente em dois grupos:

e Nao tratados
e Tratados com etileno: os frutos foram dispostos em caixas plasticas

vedadas. Com auxilio de uma seringa foi injetado um volume de etileno
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100% para que, levando em consideracédo o volume de ar livre dentro
das caixas, resultasse em uma concentragdo final de 100ppm de
etileno. Uma aliquota do ar foi coletada de um ponto diferente daquele
em que o gas foi injetado, e a concentracao final de etileno foi verificada
em cromatografo a gas (ver condicbes de corrida no item
métodos/medida de etileno). As caixas foram mantidas fechadas a
temperatura ambiente por 12h.

Cada grupo foi dividido em 2 grupos para armazenamento a diferentes

temperaturas, resultando assim nos seguintes grupos:

Grupo controle a 20°C (20C): bananas nao tratadas, armazenadas em
camara com ventilagdo forcada, umidade a 90%, e temperatura
controlada a 20°C(+2¢C) até o amadurecimento total dos frutos.

Grupo frio a 13°C (13C): bananas ndo tratadas, armazenadas em
camara com ventilagdo forcada, umidade a 90%, e temperatura
controlada a 13°C(x2°C) por um periodo de 15 dias, sendo entdo a
temperatura ajustada a 20°C(x2°C), até o amadurecimento total dos
frutos.

Grupo etileno a 20°C (20E): bananas tratadas com etileno exdgeno,
armazenadas em camara com ventilacdo forcada, umidade a 90%, e
temperatura controlada a 20°C(+2°C) até o amadurecimento total dos
frutos.

Grupo etileno a 13°C (13E): bananas tratadas com etileno exdgeno,
armazenadas em camara com ventilacdo forcada, umidade a 90%, e
temperatura controlada a 13°C(x2°C) por um periodo de 15 dias, sendo
entdo a temperatura ajustada a 20°C(+2°C), até o amadurecimento total

dos frutos.

Um fluxograma esquemaético do tratamento dos frutos se encontra no

anexo lll. Além disso, esquemas com a cronologia das analises realizadas em

cada grupo, ao longo do amadurecimento, se encontram no anexo IV.
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3.2.3. Métodos

3.2.3.1. Respiragao e producéo de etileno

Foram realizadas andlises diarias da respiracdo e da producdo de

etileno pelas bananas para acompanhar e caracterizar o amadurecimento.

Frutos foram escolhidos aleatoriamente dentro de cada grupo, pesados
e distribuidos em 3 frascos, sendo 3 frutos por frasco. Os frascos foram
fechados por uma hora para o acumulo dos gases, e mantidos nas camaras
climatizadas. Aliquotas do ar do interior dos frascos foram colhidas com

seringas fechadas com rolha de silicone.

As amostras foram injetadas em um cromatégrafo a gas Varian CP
3800, para analise simultanea de etileno e CO,. O etileno foi detectado com
detector do tipo PDHID, e coluna de 0,5m x 1/8” ultimetal Hayesep Q 80-100.
CO, foi detectado com detector do tipo TCD e coluna de 1m x 1/8” ultimetal
Hayesep Q. Para a quantificacdo foram injetados padrOes comerciais em
triplicata diariamente.

3.2.3.2. Medida de cor da casca

Para a medida de cor da casca foram usados os mesmos frutos da
analise de CO; e etileno. Para cada fruto foram feitas duas leituras na parte
mediana, de lados diametralmente opostos. Foi utilizado o colorimetro Chroma

Meter CR-310 Minolta®. Os resultados foram expressos como angulo Hue (H°).

3.2.3.3. Sdlidos soluveis totais (%TSS)

Foram medidos sélidos soluveis totais na polpa e na casca pelo método
descrito em PESIS et al., 2005. Foram retiradas rodelas da parte central de 3
frutos, sendo separado a polpa da casca, e congelados em tubos de centrifuga
de 50mL a -20°C até o momento da andlise. Para a medida as amostras foram
descongeladas, e no exudato formado foi medido °Brix utilizando um

refratdmetro digital (Atago®).
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3.2.3.4. Aroma

Foram analisados os compostos volateis do fruto inteiro, polpa e casca
separadamente.

o Frutos inteiros: em frascos herméticos (triplicata), foram colocados
trés frutos por frasco escolhidos aleatoriamente no grupo. Os frascos foram
fechados para acumulo dos compostos volateis por 1 hora. Para adsorc¢ao, foi
exposta fibra de microextracdo em fase sélida (SPME) revestida de polimeros
50/30um DVB/CarboxenTM/PDMS StableFlexTM (Supelco Co.). O tempo de
adsorcao foi de 15min. Entdo a fibra foi inserida manualmente no injetor do
cromatdgrafo a gas Agilent 7890 com espectrometro de massas acoplado MSD
Agilent 5975C (CG/MS). Tempo de dessorcdo de 10min. Foi utilizada coluna
capilar HP5MS Agilent (30m X 0,25 mm X 0,25um), gas carreador hélio a uma
velocidade de fluxo de 0,8mL/min. A temperatura de corrida foi inicial de 40°C
por 2 min, com aumento da temperatura até 150°C com rampa de 6°C/min,
seguido de aumento até 260°C com rampa de 15°C/min, e por fim 260°C por
2min. Os espectros de massa obtidos foram comparados com os da biblioteca
NIST (2008) e considerado como identificacdo positiva aqueles com indice de
similaridade acima de 70% e com mesmo indice de retencéo.

o Polpas e cascas: a andlise de volateis da polpa e da casca
separadamente foi realizada de acordo com PESIS et al.(2009) com
modificacdes e chamada pela Dra. Edna Pesis de método In situ. A parte
central de frutos foi cortada e separada a casca da polpa. Na polpa foram
cortados discos de aproximadamente 1cm de espessura. Com o auxilio de um
furador de rolhas de aco-inox, com abertura de aproximadamente 1 cm de
diametro, foram cortados discos da amostra (polpa ou casca). Em balanca
analitica, pesou-se 1g de amostra (casca ou polpa), e esta foi colocada em
vials ambar de 20 ml com tampa magnetizada e septo de silicone, especificos
para autosampler. Nos vials foi adicionado solucédo de NaCl 20% e NaCl cristal
de maneira a concentracao final ser de 30%m/v. Os vials com amostra foram
congelados a -20°C. Para a leitura dos compostos volateis, os vials foram
descongelados em banho-maria a 30°C por 1h. Para a leitura foi utilizado o
sistema de autosampler para SPME acoplado ao CG/MS. Os parametros de

injecdo automatica foram: 15 minutos a 30°C para acumulo dos volateis, 15
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minutos de exposicao da fibra para adsor¢cdo e 10 minutos para dessor¢cao no
injetor. As condicOes de corrida foram as mesmas descritas para o fruto inteiro.
Os resultados foram obtidos a partir de triplicata de extragéo de casca e polpa.

3.3.Analise estatistica
Para as andlises do perfil dos compostos volateis das polpas e dos
frutos inteiros foram realizadas andlises de componentes principais (PCA)
utilizando os programas Origin Pro8 e Statistica 8.0 para a conversdao dos
dados e a confeccdo das figuras respectivamente.
Para as analises de heatmap foi utilizado o programa estatistico on line
MetaboAnalyst 2.0 (XIA et al., 2012; XIA et al., 2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Caracterizacao dos frutos
4.1.1. Producéo de etileno

Foram realizadas analises diarias da producdo de etileno para
caracterizar o amadurecimento dos frutos e, também, para delinear as analises

posteriores (Figuras 8 e 9)
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Figura 8 — Producéo de etileno enddgeno de bananas cv. Nanicéo, grupo controle (néo tratado,
amadurecimento a 20°C) e tratamentos (armazenamento a 13°C e, apds 15 dias, transferéncia
para 20°C; 100ppb 1-metilciclopropeno 12 horas; 100ppm etileno por 12 horas), durante o
amadurecimento. Os valores indicados sdo as médias e as barras de erros correspondem aos
desvios-padréo (n=5).

Como bananeiras ndo sdo sazonais, tendo frutos o ano inteiro, as
amostragens com a variedade Nanicao foram limitadas ao periodo de junho a
agosto para minimizar as variagdes que ocorrem nos frutos pela exposicéo a
diferentes condicGes de temperatura, oferta de agua e fotoperiodo que ocorrem
em diferentes estacfes do ano. As limitagcbes de tempo das amostragens e o
grande numero de frutos por grupo impediram que todas as amostragens
fossem feitas simultaneamente. Assim, 0S grupos controle, exposta a baixas
temperaturas, tratados com 1-MCP e tratado com etileno da cv. Nanicao (figura
8) foram feitos de julho/agosto de 2009, em julho de 2010, e junho de 2011,
enquanto que a amostragem com a cv. Grand Naine (figura 9) foi realizada em

abril de 2012, conforme descrito no material e métodos.
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cv. Grand Naine
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Figura 9 - Producéo de etileno endégeno de bananas cv. Grand Naine, grupo controle (ndo
tratado, amadurecimento a 20°C) e tratamentos (armazenamento a 13°C e, apds 15 dias,
transferéncia para 20°C; 100ppm etileno por 12 horas; 100ppm etileno por 12 horas,
armazenamento a 13°C e, apds 15 dias, transferéncia para 20°C), durante o amadurecimento.
Os valores indicados sdo as médias e as barras de erros correspondem aos desvios-padrdo
(n=3).

A producdo de etileno enddgeno dos grupos da cv. Grand Naine
seguiram o mesmo padrdo encontrado para a Nanicdo, porém com
concentragbes mais baixas. Entretando é sabido que as diferentes variedades
de bananas produzem diferentes concentracbes de etileno enddgeno, e as
encontradas em nosso estudo sdo as mesmas encontradas por Golding et al.

(1998) com bananas Cavendish cv Williams.

No grupo exposto a baixas temperaturas (13°C) tanto da cultivar
Nanicao quanto Grand Naine houve inibicdo da producao de etileno enddgeno,
gue comecou assim que os frutos foram ajustados a temperatura de 20°C,
tendo o maximo de producdo no 19°DPT e 21°DPT, respectivamente. Dentre
as possiveis causas, além da diminuicdo do metabolismo devido a
conservacao em baixas temperaturas, sugere-se que o tratamento com frio
inibe 0 amadurecimento de bananas por diminuir a capacidade de ligacdo do
etileno com seus receptores (JIANG et al., 2004b), além de reduzir a producéo
de etileno por diminuir a sintese de precursores do ciclo de Yang como foi

demonstrado por Choudhury et.al (2008) que também observou uma



36

diminuicdo dos transcritos de MaACS1 e MaACOl, e respectivo conteudo

protéico de ACS e atividade de ACO reduzidas em polpas de banana.

O grupo tratado com 1-MCP da cultivar Nanicado (figura 8) foi o que teve
um maior deslocamento da curva de etileno em relagcdo com controle, tendo
inicio somente no 19°DPT e pico ao 22°DPT. Esse resultado condiz com os
encontrados anteriormente por Golding et al. (2008) e Jiang et al. (2004a)
porém, somente o primeiro também observou uma producdo de etileno maior

do que a do controle.

Tratamentos que reduziram a produgcdo de etileno temporariamente,
como o 1-MCP e conservagdo em baixas temperaturas, apresentaram maior
producdo de etileno do que os respectivos controles, resultados também

observados por Moya-Léon et al. (2006) e Inaba et al. (2007).

Os frutos tratados com etileno apresentaram producdo enddgena do
horménio ja no primeiro dia pés tratamento, com concentracdo ascendente até
o 5°DPT em ambas cultivares, e a partir desse momento as concentracdes
permaneceram altas até o final da amostragem, porém na cultivar Nanicdo néo
houve a formacdo de um pico como nos demais grupos. A concentracdo de
etileno enddgeno do grupo tratado com etileno na cultivar Nanicao foi a menor
em relacdo a todos os grupos, resultados também observados por Dominguez
e Vendrell (1994). Na cultivar Grand Naine (figura 9), a producdo maxima de
etileno enddégeno do grupo tratado com etileno exégeno foi a mesma do grupo

nao tratado.

O grupo tratado com etileno e mantido a baixa temperatura (Etileno a
13°C) da cultivar Grand Naine (figura 9) néo atingiu o nivel deproducdo de
etileno endbgeno, apls a alteracdo de temperatura de armazenamento, como
verificado no grupo 13°C e no grupo 13°C da cultivar Nanic&o (figura 8), mesmo
com o estimulo do etileno exdgeno. Esse resultado demostra que a
temperatura de 13°C efetivamente inibe a producdo de etileno enddgeno pelo
fruto. Nao foi encontrado na literatura nenhum tratamento semelhante para

comparacao dos resultados desse grupo.
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4.1.2. Respiracao

ApOs o aumento na producdo de etileno pelas bananas, um dos
parametros que caracteriza a mudanca do estagio pré-climatérico para o
estagio climatérico do fruto, ha o aumento tipico na respiracdo (producdo de

CO,- Figuras 10 e 11).

cv. Nanicao
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Figura 10 — Respiracéo de bananas cv. Nanic&o, grupo controle (ndo tratado, amadurecimento
a 20°C) e tratamentos (armazenamento a 13°C e, ap6s 15 dias, transferéncia para 20°C;
100ppb 1-metilciclopropeno 12 horas; 100ppm etileno por 12 horas) (n=5), durante o
amadurecimento. Os valores indicados sdo as médias e as barras de erros correspondem aos

desvios- padrédo (n=5).
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cv. Grand naine
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Figura 11 — Respiragdo de bananas cv. Grand Naine, grupo controle (n&o tratado,
amadurecimento a 20°C)e tratamentos (armazenamento a 13°C e, apos 15 dias, transferéncia
para 20°C; 100ppm etileno por 12 horas; 100ppm etileno por 12 horas, armazenamento a 13°C
e, apos 15 dias, transferéncia para 20°C), durante o amadurecimento. Os valores indicados sdo
as médias e as barras de erros correspondem aos desvios-padréo (n=3).

Observou-se o adiantamento do pico respiratério nos frutos tratados com
etileno em ambas as cultivares, conforme o esperado em comparacdo com
estudos anteriores (MAINARDI et al., 2006) e atraso na produc¢ao de CO, nos
grupos armazenados em baixas temperaturas (grupo 13C de ambas cultivares)
e tratados com 1-MCP. Esse atraso corresponde ao mesmo deslocamento

obtido com o aumento de producéo de etileno nos respectivos grupos.

No grupo Etileno a 13°C (figura 11) da cultivar Grand Naine houve um
pico respiratério no 10° DPT. Apds discussbes e andlises de outros dados,
concluiu-se que menores leituras do padrao de CO, durante as analises deste
dia em especifico, podem ter sido a verdadeira causa de tal variagdo, e ndo
uma possivel resposta endogena do fruto. Apesar das flutuacbes encontradas
neste grupo, pode-se verificar que o frio foi capaz de impedir um aumento
precoce da producdo de etileno enddgeno, apesar do tratamento com etileno

exodgeno.
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4.1.3. Coloracéo da casca

A coloracdo da casca € um parametro muito usado para o
acompanhamento do amadurecimento, sendo inclusive utilizada para a

classificagao dos frutos no mercado varejista.

Medidas de reflectancia foram realizadas nas cascas dos frutos ao longo

da amostragem (Figuras 12 e 13).

Com excecéo do grupo tratado com 1-MCP, pode-se observar que nao
houve diferenca na coloracéo inicial e final dos grupos, havendo somente um
deslocamento de tempo entre os eventos, o que pode significar que todos os
grupos atingiram estagios similares de amadurecimento ao fim dos
experimentos, pelo menos no que se refere ao metabolismo de pigmentos na
casca dos frutos, com alguma excecao para o grupo 1-MCP. Neste grupo,néo
houve desaparecimento total da cor verde, mesmo ao final de 27 dias, o que
poderia ser atribuido a degradacao incompleta da clorofila na casca do fruto.
Outra caracteristica que pode ser observada na figura é a grande disperséo
dos resultados do grupo 1-MCP apés o 20 ° DPT, momento em que coincide
com o aumento da producédo de etileno. O atraso na mudanca da cor da casca
com bananas tratadas com 1-MCP também foi observado por Pelayo et
al.(2003). Tal atraso faz com que a amostra de frutos tratados apresente alta
heterogeneidade, provocando a dispersdo de valores de matiz observada na
Figura 12. Essa alta heterogeneidade e a incapacidade de atingir a coloracao
atribuida & um tipico fruto maduro séo fortes indicios do porqué o tratamento
com 1-MCP ainda néo é utilizado em larga escala para bananas pelo comercio

varejista.
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cv. Nanicao
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Figura 12 - Coloracdo da casca de bananas cv. Nanicdo, grupo controle (ndo tratado,
amadurecimento a 20°C) e tratamentos (armazenamento a 13°C e, ap6s 15 dias, transferéncia
para 20°C; 100ppb 1-metilciclopropeno 12 horas; 100ppm etileno por 12 horas), durante o
amadurecimento. Os valores indicados sdo as médias e as barras de erros correspondem aos
desvios- padrdo (n=6).



41

cv. Grand naine
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Figura 13 - Coloracéo da casca de bananas cv. Grand Naine, grupo controle (ndo tratado,
amadurecimento a 20°C)e tratamentos (armazenamento a 13°C e, ap6s 15 dias, transferéncia
para 20°C; 100ppm etileno por 12 horas; 100ppm etileno por 12 horas, armazenamento a 13°C
e, apos 15 dias, transferéncia para 20°C), durante o amadurecimento. Os valores indicados sdo
as médias e as barras de erros correspondem aos desvios-padrdo (n=12).

Na cultivar Grand Naine, os resultados do grupo Etileno a 13°C
chamaram a atencao, pois os frutos apresentaram um perfil muito diferente dos
frutos ndo tratados também conservados a 13°C, atingindo uma coloragdo
amarelada antes da mudanca de temperatura no 15°DPT. Os resultados
demostram que o tratamento com etileno exdgeno foi suficiente para iniciar a
cascata bioquimica que leva a degradacao da clorofila, mesmo que o fruto ndo
tenha aumentado a producédo de etileno enddgeno, caracteristica tida como
essencial para mudanca do fruto de um estagio pré-climatérico para o
climatérico. O fato também chama a atencdo para a existéncia de possiveis
componentes etileno-independentes nas vias metabdlicas de pigmentos em

bananas.
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4.1.4. Acucares soluveis e amido

Bananas possuem uma grande quantidade de carboidratos néo
estruturais na forma de amido. Este é convertido a acUcares sollveis por um
processo enzimatico em um curto periodo de tempo (CORDENUNSI; LAJOLO,
1995; PURGATTO et al.,, 2002). As curvas de degradacdo de amido e a
respectiva conversao nos aglcares nas amostras dos grupos: controle a 20°C,

13°C, 1-MCP e etileno se encontram na figura 14.

Os resultados se encontram de acordo com a literatura (CORDENUNSI;
LAJOLO, 1995; PURGATTO et al., 2001; MOTA et al., 2002; BIERHALS et al.,
2004; MAINARDI et al., 2006; SHIGA et al., 2011)

Com excecdo do conteudo inicial de amido do grupo 1-MCP (29,70 +
0,939g/100q), as amostras apresentaram conteludos iniciais de amido em torno
dos 25¢/100g conforme descrito anteriormente (CORDENUNSI; LOJOLO,
1995). A degradagdo do amido foi concomitante ao pico de etileno em todos os
grupos, sendo que no grupo 1-MCP o teor remanescente foi bastante
significativo (aprox. 8g/100g), resultado também encontrado em estudos
anteriores do grupo (MAINARDI et al., 2006).

O acucar soluvel predominante em todos os grupos foi a sacarose,
resultado que também se encontra de acordo com os trabalhos anteriores do
grupo (CORDENUNSI; LAJOLO, 1995).
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Figura 14 - Degradacdo do amido e liberacdo de acucares solGveis em bananas cv. Nanicdo, grupo controle (ndo tratado, amadurecimento a 20°C) e
tratamentos (armazenamento a 13°C e, apds 15 dias, transferéncia para 20°C; 100ppb 1-metilciclopropeno 12 horas; 100ppm etileno por 12 horas), durante o
amadurecimento. Os valores indicados sao as médias e as barras de erros correspondem aos desvios- padrao (n=3).
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Na amostragem com as bananas cv. Grand Naine né&o foi possivel dosar
o0 contetde de &cucares soliveis e amido da mesma maneira que a cv.
Nanicdo. Assim, foi medido o conteudo de sdlidos soluveis totais (%TSS) ja
gue se sabe que altos niveis de %TSS na polpa indicam hidrdlise do amido e
acumulo de acUcares caracteristicas de um amadurecimento caracteristico
(MARRIOTT et al., 1981). Os resultados da analise de %TSS na polpa e na
casca de bananas cv. Grand Naine se encontram na Figura 15.
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Figura 15 - Sdlidos soluveis totais (%TSS) na casca e polpa de bananas cv. Grand Naine,
grupo controle (n&o tratado, amadurecimento a 200C)e tratamentos (armazenamento a 13° e,
apo6s 15 dias, transferéncia para 20°C; 100ppm etileno por 12 horas; 100ppm etileno por 12
horas, armazenamento a 13°C e, ap6s 15 dias, transferéncia para 20°C), durante o
amadurecimento. Os valores indicados séo as médias e as barras de erros correspondem aos
desvios-padrao (n=3).
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Os valores de solidos soluveis totais (% TSS) na polpa estdo de acordo
com a literatura (JESUS et al., 2004; Pesis et al., 2005) onde foram
encontrados valores de 20% a 25% em bananas armazenadas a 20°C no final
do amadurecimento. O mesmo ocorreu para os resultados na casca, onde para
o grupo armazenado a 20 °C foram relatados valores entre 7,5%, com
excessdo para o grupo 13E, que apresentaram valores maiores na casca
(9,5%). Este resultado demostra que o tratamento com etileno exégeno
associado ao armazenamento em baixa temperatura afetou diferencialmente a
casca, aumentndo a taxa de quebra do amido em acucares somente neste

tecido.

Os diversos tratamentos afetaram estes parametros da caracterizacao
(acucares soluveis, amido e sélidos soluveis totais) de forma temporal. Do
ponto de vista do resultado final, exceto por algumas diferencas no 1-MCP na
cv. Nanicdo e 20E na Cavendish cv. Grand Naine, todos os grupos atingiram
valores semelhantes ao final dos experimentos. Assim, no que tange oS
parametros analisados, o amadurecimento ocorreu para os frutos independente

do tratamento.

4.2.Anélise dos Compostos Volateis

4.2.1. Nanicéao

Foram analisados a composi¢cdo dos compostos volateis liberados pelos
frutos inteiros e pelas polpas das bananas controle e tratadas ao longo do
amadurecimento. Embora os cromatogramas em cada analise revelem um
grande numero de compostos volateis, boa parte ndo contribue para o aroma
do fruto, por ndo possuirem notas aromaticas. A partir dos cromatogramas
obtidos foram selecionadas 10 substancias reconhecidas pela literatura como
sendo caracteristicas do aroma de banana (TRESSL; DRAWERT, 1973;
MACKU; JENNINGS, 1987; SHIOTA, 1993; SALMON et al., 1996; JORDAN et
al., 2001; BOUDHRIOUA et al., 2003), e que apresentassem alta concentracéo
ao final do amadurecimento. Foram também selecionadas substancias que
estivessem presentes no fruto verde inteiro e na polpa para acompanhar a

mudanca do perfil ao longo do amadurecimento. Além disso, foram
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selecionados compostos presentes nos cromatogramas dos grupos tratados
gue tivessem uma concentragao alta no final do amadurecimento, mas que néo
necessariamente fossem caracteristicas da banana. A lista com 0os compostos

volateis escolhidos se encontra na tabela 4.

Tabela 4 — Compostos volateis analisados nas bananas cv. Nanicdo nao-
tratadas (controle), e tratadas (baixa temperatura, 1-MCP e etileno) ao longo do
amadurecimento.

Subs_tanma Sigla no CAS! Formula Molecular Descpgaoz

selecionada aromatica
Esteres

. . )VD Frutado, doce,
Butirato de Isobutila IBB 000539-90-2 75/\‘/ banana, abacaxi

Isovalerato de
isoamila

Frutado, doce,

IAV  000659-70-1 magca, manga

Y
\I/\;D\fo
000106-27-4 >JD)—L

Frutado,

000123-92-2 banana, péra

Acetato de isoamila I1AA

Butirato de isoamila IAB Banana, fresco,

verde, péra
0. 0o Conhaque,
Acetato de etila EA 000141-78-6 7" S etéreo, fruta
senescente
. . Doce, etéreo,
Acetato de isobutila ~ IBA  000110-19-0 ﬁ/\m ’&D maca, banana
i - o
Bgnrato de heptan BIM  039026.94-3 I\)I\ /E\/\ Frutado, fresco,
2-ila o castanha
Isovalerato de BV 000589-59-3 WD\/[\ Mag4, frutado,
isobutila 0 doce
o
n-Valerato de hexila HNV ~ 001117-59-5 N\‘g’ T Oleoso, frutado
3-metilbutil 2-metil g
-metilbutil 2-metil- 823 97625-35-0 /\/f\ Fresco, frutado,
butanoato O doce
Butirato n-amila AB  000540-18-1 1 Doce, frutado,
/\/J'I\Ow banana, abacaxi
. O Banana
B t
Butirato de B3B  000109-19-3 T fresco, pera,
isopentila 0
verde
Alcool
) OH Alcodlico,
Alcool isoamilico IAO 000123-51-3 Y\’ conhaque,

frutado
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Subgtanma Sigla no CAS! Formula Molecular Desc[u';aoz
selecionada aromatica
Doce, verde,
1-Hexanol 1H 000111-27-3 HDW herbaceo,
amadeirado
Aldeido
8] Aldeidico, maga,
(E)-2-Hexenal 2H 006728-26-3 =S frutado, verde
Hexanal H  000066-25-1  Os~_~_~ Graxo, verde,
gramado
Cetona
2-Pentanona 2P 000107-87-9 © Doce, etereo,
frutado
Terpeno
a-Pineno AP 000080-56-8 E}R Pinho, resinoso
H
Amadeirado,
a-Cedreno AC 000546-28-1 cedro, doce,
fresco

Numero CAS é um numero de registro Unico no banco de dados do Chemical Abstracts
Service, uma divisdo da Chemical American Society.2 Descri¢des obtidas em GSC — The Good

Scents Company (2012).

A partir das concentragdes relativas das substancias selecionadas foram

feitas analises estatisticas para a diferenciacao do perfil como um todo, através

da Analise de Componentes Principais (PCA). Foram agrupados os resultados

de acordo com o tipo de amostra (frutos inteiros ou polpas) e de acordo com o0s

tratamentos. Através da PCA também foi possivel determinar quais compostos

mais influenciaram a distribuicdo das amostras nos graficos. Os graficos

obtidos encontram-se nas figuras 16, 18, 20 e 22.
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Factor Loadings, F.actor 1 vs. Factor 2 Projection of the cases on the factor-plane ( 1x 2)

A Grupos: Controle e Frio - Frutos inteiros B Cases with sum of cosine square >= 0.00
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Figura 16 - Analise de Componentes Principais (PCA) do perfil de compostos volateis dos
frutos inteiros (A) e projecdo das substancias detectadas (B), representadas por cddigos
(tabela 1) dos grupos controle a 20°C e 13°C de bananas cv. Nanicdo ao longo do
amadurecimento.

Foi observado o aumento na concentracao relativa das substancias
selecionadas ao longo do amadurecimento no grupo controle, com excecéo
daquelas relacionadas com frutos verdes (AC, AP, 2H, 1H, H) que tiveram suas
concentracbes diminuidas. O aumento no conteddo de volateis em bananas
também foi observado por Boudhrioua et al. (2003) e Salmon et al., 1996. Esse
aumento foi atribuido a biossintese de compostos volateis a partir de
aminoacidos como valina e leucina e a B-oxidacao, que € o principal processo
de degradacao de &cidos graxos durante o amadurecimento (BOUDHRIOUA et
al., 2003).

Na figura 16, encontra-se a andlise entre os frutos inteiros ndo-tratados
(controle) e os frutos expostos ao frio. Observa-se 2 agrupamentos, separando
0s pontos pré-climatéricos e os pos-climatéricos, mas ndo separando 0s
tratamentos (controle e frio), indicando assim que houve pouca diferenca global
na evolucdo dos compostos volateis selecionados. Houve, porém, uma
diminuicdo da concentracdo relativa de alguns compostos, conforme mostra a
figura 17. As substancias que mais contribuiram para essa separacdo entre 0s
frutos foram AC para o agrupamento pré-climatérico e IAV para o0 agrupamento

pos-climatérico.

o Active
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Figura 17 - Concentracdo relativa de Isovalerato de Isoamila (IAV) e a-Cedreno (AC) nos
frutos inteiros de bananas cv. Nanicdo dos grupos controle a 20°C e 13°C ao longo do
amadurecimento (n=3). A barra de erros corresponde ao desvio padrao.

Nos gréficos das substancias relacionadas ao aroma de frutos verdes
das figuras 17, e mais adiante nas figuras 19, 21 e 23 (AC e 2H) pode-se
observar que a concentracao inicial ndo € a mesma nos diferentes tratamentos.
Consistentemente, compostos no grupo frio apresentaram concentracdes muito
menores do que as do grupo controle, ao contrario do que ocorreu no grupo
tratado com etileno, onde a concentracdo era maior do que do grupo controle e
tratado com 1-MCP (dados nao apresentados). Esses resultados evidenciam a
rapidez com que os tratamentos pos-colheita alteram a produgdo de compostos
volateis que compdem o aroma da banana. Assim, a exposicao ao frio alterou o
perfil de compostos associados ao aroma do fruto maduro, mas também aos
compostos do fruto verde, evidenciado pela diminuigdo da concentracdo de 2H
um dia apés o tratamento (figura 19). Da mesma maneira, o tratamento com
etileno exdgeno afetou a producdo de compostos com notas verdes,

apresentando concentracdes maiores do que o controle.

Nos frutos inteiros, as alteracdes causadas pelo armazenamento em
baixas temperaturas nao foi o suficiente para causar uma diferenciacdo no
perfil pela analise de PCA, porém as alteracdes nas polpas foram téo
marcantes (figura 18), que as amostras se deferenciaram em 3 grupamentos
constituidos das amostras pré-climatéricas (sem diferenciacdo no tratamento),

pos-climatéricas do grupo frio e pos-climatéricas do grupo controle.



50

Projection of the cases on the factor-plane ( 1x 2)
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Figura 18 - Analise de componentes principais do perfil de compostos volateis das polpas (A)
dos frutos dos grupos controle e frio durante o amadurecimento e projecdo das substancias
detectadas (B), representadas por codigos (tabela 1)

A partir deste resultado podemos indicar uma alteracdo do perfil de
aromas pela exposicdo ao frio de impacto significativo para a qualidade final
dos frutos, jA que observou-se a auséncia de compostos conhecidamente
importantes no aroma de banana como acetato de isoamila, butirato de
isobutila entre outros. As substancias que mais contribuiram para a distribuicdo
dos grupamentos na PCA foram 2H para o grupamento pré-climatérico, 1AA
para 0 grupamento pos-climatérico controle e AB para o grupamento pos-
climatérico frio. A concentragdo relativa de IAA e 2H nas polpas ao longo do

amadurecimento se encontra na figura 19.
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Figura 19 — Concentracdo relativa de Acetato de isoamila (IAA) e (E)-2-Hexenal (2H) nas
polpas de bananas cv. Nanicdo nos grupos controle a 20°C e 13°C ao longo do
amadurecimento (n=3). A barra de erros corresponde ao desvio padrao.

Na figura 19, assim com na figura 21 adiante, as concentragdes relativas

de compostos volateis dos grupos controle e frio em frutos inteiros e em polpas,

o Active
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mostram exemplos de concentracdo relativa reduzida em todos os volateis no
grupo frio. IAV e IAA tem concentracdo crescente a partir do climatério,

demonstrando uma relagédo com o aumento da producéo de etileno.

O armazenamento de frutos em baixas temperaturas € um procedimento
comumente utilizado para estender a vida de prateleira. E por esta razao,
também tem sido estudado para entender as alteracdes provocadas pelo
mesmo. Bai et al. (2011) verificaram que o resfriamento regulou negativamente
a expressdo de genes que codificam enzimas ligadas a producdo de volateis
em tomates, resultando em diminuicdo de compostos volateis importantes,
entre eles hexanal, E-2-hexanal e hexanol, também avaliados no presente
estudo. Rugkong et al. (2011) observaram que ndo somente a expressao de
genes ADH2 e AAT relacionados ao aroma tiveram a expresséo diminuida pelo
armazenamento em baixas temperaturas, mas também genes envolvidos na
producdo de etileno e transducéo de sinal, alterando assim o amadurecimento

de tomate como um todo.

No presente estudo, nos frutos tratados com 1-MCP, foi observado o
atraso nas mudancas tipicas do perfil de compostos volateis do estagio pré-
climatérico para o estagio pos-climatérico (figuras 20A e 22A), independente de
se tratatrem de frutos inteiros ou polpas. O mesmo efeito foi observado em
outros trabalhos com frutos tratados com 1-MCP, incluindo macas (DEFILIPPI
et al., 2005), e peras (MOYA-LEON et al., 2006). Os resultados estdo em
concordancia com os relatos encontrados na literatura e indicam que o etileno

€ um importante regulador da producéo de ésteres.

N&o houve diferenciacédo do perfil dos compostos volateis entre o grupo
controle e tratado com etileno, havendo somente a separacdo esperada em

amostras pré-climatéricas e pos-climatéricas nos frutos inteiros (figura 20A).



Factor2

Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2

Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2}

52

A Grupos: Controle, 1-MCP e Etileno - Frutos inteiros B Cases with sum of cosine square >= 0,00
Extraction: Principal components e |
4

g |
| S S ¢
# B8 |
5 2 oot
e |
ARG {

g ) AP

t . i b
™ |

| AC
~ . L. T -8 1 Q
Pré-climatérico i
- : Zo 1 -10 !
Pos-climatérico v !
12 o !
I
14
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 -15 -10 5 0 5 10 15 20

Factor 1 Factor 1: 35,860%

Figura 20 — Analise de componentes principais do perfil de compostos volateis em frutos
inteiros cv. Nanicdo dos grupos controle, 1-MCP e etileno (A) durante o amadurecimento e a
projecdo das substancias detectadas (B), representadas por cédigos (tabela 1).

Os volateis que mais contribuiram para as distribuicbes dos perfis de
volateis quando comparados os grupos controle, etileno e 1-MCP foram, nos
frutos inteiros, AC e AP nas amostras pré-climatéricas, IAV e IAB nas amostras
pés-climatéricas (Figura 20B). A concentracdo de AC e IAV ao longo do
amadurecimentos dos frutos inteiros tratados com etileno exdgeno e 1-MCP e

nao-tratados encontra-se na figura 21 abaixo.
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Figura 21 - Concentracéo relativa de Isovalerato de Isoamila (IAV) e a-Cedreno (AC) de frutos
inteiros da cv. Nanicdo dos grupos controle, 1-MCP e etileno ao longo do amadurecimento
(n=3). A barra de erros corresponde ao desvio padrao.

Observa-se que a concentracdo de IAV em frutos inteiros tem um
aumento na concentragao relativa concomitante com o aumento da producéo
de etileno no grupo controle e tratado com etileno, enquanto que o aumento foi
atrasado em dois dias em relacdo a produgdo maxima de etileno pelo grupo 1-
MCP.

o Active
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Figura 22 - Analise de componentes principais do perfil de compostos volateis das polpas de
bananas cv. Nanicdo dos grupos controle, 1-MCP e etileno (A) durante o amadurecimento e
projecdo das substancias detectadas (B), representadas por cédigos (tabela 1)

N&o houve diferenciacdo entre o grupo controle e o grupo tratado com
etileno no perfil de compostos volateis nas polpas dos frutos (figura 22A), assim
como ja havia sido observado nos frutos inteiros (figura 20A), havendo somente

a separacao em grupos pré-climatéricos e pos-climatéricos.

Pode-se observar nas polpas de amostras tratadas com 1-MCP (figura
20A) um atraso na transicdo do perfil de volateis de pré-climatéricos para pos-
climatéricos, havendo amostras intermediarias as dois grupamentos (replicadas

do 24°DPT, por exemplo).

Nas polpas, os volateis que mais contribuiram para as distribuicdes na
PCA dos grupos tratados com etileno e 1-MCP comparadas ao controle foram
2H nas amostras pré-climatéricas, IAA, IAB e IBV nas amostras pos-

climatéricas (figura 22B)

Na figura 23, que mostra as concentracdes relativas de IAA e 2H nas
polpas de frutos tratados com etileno e 1-MCP em relagcdo ao controle, é
possivel observar que a concentracdo de IAA foi maior do que o controle,
enquanto que no grupo 1-MCP a concentracdo foi igual a do controle, porém
havendo um atraso na producao de 2 dias em relagéo ao pico de etileno. Com
relacdo a 2H, um composto tipico do aroma de frutos verdes, no grupo tratado
com 1-MCP, nao foi observado uma diminuicdo da produc¢do, como aconteceu
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no grupo controle e tratado com etileno, mas sim, uma producdo constante até

o final do amadurecimento.
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Figura 23 - Concentracdo relativa de Acetato de Isoamila (IAA) e (E)-2-Hexenal (2H) em
polpas de bananas cv. Nanicdo dos grupos controle, 1-MCP e etileno ao longo do
amadurecimento (n=3). A barra de erros corresponde ao desvio padrao.

O atraso na producédo de volateis apés tratamento com 1-MCP também
foi observado por Golding et al. (1998). E Ortiz et al. (2010) observou em
péssegos que o tratamento com 1-MCP alterou a producéo de ésteres através

da inibicdo da atividade enzimatica de lipoperoxidase e hidroperoxido liase.

As moléculas alifaticas que constituem os principais componentes do
aroma de banana sdo biossintetizadas a partir de acidos graxos de cadeia
longa provenientes do metabolismo de &acidos graxos e do metabolismo de
aminoacidos. Os diferentes alcodis e ésteres observados no aroma de banana
sdo produzidos em uma série de racfes consecutivas que freqlientemente
envolvem precursores bem definidos (SALMON et al., 1996) Essas reacoes
sdo catalisadas por enzimas, das quais as principais sao as lipoxigenases,
alcool acetil-transferase, alcool dehidrogenase e hidroperoxido liase. Essas
enzimas participam de uma ou mais vias de biossintese de aromas, e acredita-
se que o etileno possa regular as suas atividades (GONZALEZ-AGUERO et al.,
2009; PEREZ; SANZ, 2008; DEFILIPPI et al., 2005; FLORES et al., 2002;
GRIFFITHS et al., 1999).

Assim, o0s resultados observados em bananas cv. Nanicdo
demonstraram que o armazenamento em baixas temperaturas alterou o perfil
de compostos volateis do aroma, principalmente na polpa, diminuindo a

qualidade dos frutos. O tratamento com o bloqueador de receptores de etileno
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1-MCP atrasou a formacéo do perfil aroméatico de fruto maduro em relagéo a
curva de etileno, porém ao final do amadurecimento ndo houve diferenciacdo
em relacdo ao controle, e, portanto, ndo prejudicando a qualidade do fruto. O
tratamento com etileno exdgeno aumentou a concentracdo dos compostos de
uma maneira geral, porém nédo alterando o perfil de compostos volateis, que

nao se diferenciou do controle.

4.2.2. Grand Naine

Para verificar se as alteracBes no aroma provocadas por tratamentos
pés-colheita, em especial o armazenamento em baixas temperaturas, que
ocorreram nas bananas cv.Nanicdo se repetem em bananas de outro cultivar, o
ensaio foi parcialmente repetido com bananas do subgrupo Grand Naine, cv.

Grand Naine, cultivadas no Panama.

Com a supervisao do Dr. Jeffrey K. Brecht, da Universiade de Flérida, e
o auxilio da professora visitante Dra. Edna Pesis, do Volcani Center de Israel,
foi sugerido a utilizacdo de um novo método para obtencdo de compostos

volateis das amostras de polpa e casca da banana.

Para as amostras de polpa da cv. Nanicdo, e assim como encontrado na
literatura, a polpa era homogeneizada com Turrax em um bécker contendo
NaCl e agua. A desvantagem desse método é a grande perda de volateis para
0 meio externo durante a homogeneizagdo, diminuindo a concentracdo dos

mesmos, e diminuindo a sensibilidade do método.

Pensando nisso, a Dra. Edna Pesis desenvolveu um método, o qual
denominou de método In situ, onde o processo de congelamento e
descongelamento provoca a ruptura do tecido, liberando os volateis para o
ambiente interno de frascos fechados onde os compostos volateis podem ser
acumulados para analises de aromas sem a perda para o meio externo. Esse
meétodo foi utilizado para a analise de maca (PESIS et. al., 2009) e maracuja
(GOLDENBERG et al., 2012).
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Para adaptar o método para a polpa e a casca de banana foram
realizadas diversas andlises variando a concentracdo da solucdo de NaCl
adicionada, a concentracdo de NaCl em cristal adicionado e as condi¢cbes de
descongelamento da amostra. Por fim, as melhores condi¢cdes foram aquelas

descritas em Material e Métodos.

Também foi comparado o método In situ com o método utilizado
anteriormente nas amostras da cv. Nanicdo, cujo resultado pode ser

visualizado na figura 24
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Figura 24 - Comparacdo dos métodos de preparo das amostras de polpa das amostras de
bananas cv. Nanicdo (homogeneiza¢do com Turrax) e cv. Grand Naine (In situ)

No método In situ foi obtido um ndmero muito maior de picos no
cromatograma, além de uma intensidade muito mais pronunciada dos mesmos,
confirmando que com a homogeneizagcdom em Turrax (utilizada no método

anterior) havia uma grande perda de compostos volateis da polpa.

Também foram analisados outros métodos de preparacdo da polpa: um
primeiro onde a polpa foi homogeneizada em Turrax da mesma maneira como
com as amostras da cv. Nanicao, porém o homogeneizado foi colocado em
vials e congelado; e no ultimo onde a polpa foi homogeneizada em Turrax mas
com a amostra em banho de gelo para tentar diminuir a perda de volateis. Os

cromatogramas resultantes podem ser vistos na figura 25.
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Figura 25 - Comparac¢do dos métodos de preparo das amostras de polpa de bananas: In situ,
homogeneizacdo em Turrax no gelo seguida por congelamento em vials, e homogeneizacdo
com Turrax no gelo.

Nos trés métodos foram obtidos um maior nimero de picos em relacéo
ao método anterior, porém a resolucéo dos picos principalmente no comeco da

corrida foi melhor no método In situ.

Para avaliar o efeito dos tratamentos na banana, especialmente na
casca, foram selecionados compostos adicionais para serem avaliados na

analise de componentes principais (PCATabela 5).
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Tabela 5 — Compostos volateis adicionais analisados nas bananas cv. Grand
Naine nao-tratadas e tratadas com etileno exdgeno e armazenada em
diferentes temperaturas (20°C e 13°C) ao longo do amadurecimento.

Subgtanma Sigla no CAS! Formula Molecular Descru;aoz
selecionada aromatica
Esteres
Acido butandico, Q Frutado,
puti éster BBE 000109217 Ao~ ~ benena
Fenol
CH,0R, Doce,
Eugenol E  000097-53-0 go( e _— especiaria,
2 o\ LOR, cravo,
ooy O, B Rs‘? s amadeirado
Alcano
n-Hexano HX 000110-54-3 N néo descrito

Numero CAS é um numero de registro Unico no banco de dados do Chemical Abstracts
Service, uma divisdo da Chemical American Society.2 Descri¢des obtidas em GSC — The Good
Scents Company (2012).

A analise de PCA do perfil dos compostos volateis dos frutos inteiros
grupos 20C, 20E, 13C e 13E da cv. Grand Naine se encontra na figura 26. N&o
houve a separacdo de grupamentos tao nitidos como ocorreu com as amostras
do cv. Nanicdo nas quais os frutos pré-climatéricos e pdos-climatéricos de
diferenciaram de maneira mais clara. Pelo contrario, ndo houve diferenciacéo
da maioria das amostras, independente de tratamento, com excecdo dos
ultimos dias (evidenciado por setas), equivalentes aos periodos PO-l e PO-Il

em relacdo a curva de etileno, conforme descrito em Material e Métodos.


http://www.google.com.br/imgres?q=000097-53-0&hl=pt-BR&tbo=d&biw=1192&bih=587&tbm=isch&tbnid=nyPDr-4cVifltM:&imgrefurl=http://www.google.com/patents/EP2204155A1?cl=en&docid=Azg68vH2OY7wsM&itg=1&imgurl=http://patentimages.storage.googleapis.com/EP2204155A1/imgb0005.png&w=1039&h=531&ei=euTlULjOJJD-8ATvh4GIAQ&zoom=1&iact=hc&vpx=837&vpy=283&dur=575&hovh=160&hovw=314&tx=202&ty=97&sig=105677106764559888130&page=2&tbnh=100&tbnw=185&start=16&ndsp=34&ved=1t:429,r:21,s:0,i:153

59
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Figura 26 - Analise de componentes principais do perfil dos compostos volateis de frutos
inteiros cv. Grand Naine tratados e ndo-tratados, e a proje¢cdo das substancias responséavel
pela distribuicdo das amostras no grafico.

Nas amostras do ultimo dia (evidenciado por setas), as bananas
estavam totalmente amarelas, com manchas nas cascas, mas ainda sem sinais
de contaminacdo microbiolégica. Na andlise dos frutos inteiros ha a
diferenciacdo entre os tratamentos neste ponto, sendo que as amostras do
grupo Etileno a 13°C (13E) sdo as que mais se diferenciaram ja que se
encontram em outro quadrante do grafico do que os demais tratamentos.
Diferentemente das analises com a cv. Nanicdo em que um ou dois compostos
eram responsaveis pela diferenciacdo dos grupos, na andlise de frutos inteiros

varios compostos contribuiram para a distribuicdo das amostras.

O mesmo quadro se repete com a analise da polpa (figura 27), e da
casca (figura 28) onde somente as amostras mais maduras (do ultimo dia de
analise, evidenciada por setas na figura) se diferenciaram em grupos, sendo
que os dois grupos armazenados a 13°C (13C e Etileno a 13°C - 13E) ndo se

diferenciaram entre si.
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Figura 27 - Analise de componentes principais do perfil dos compostos volateis das polpas de
bananas cv. Grand Naine tratados e néo-tratados, e a projecao das substancias responsaveis
pela distribuicdo das amostras no grafico.

Aroma Casca ov. Cavendish
10 1.0 i
T /_,\- i
e -~
8 Bi%asn,
/ o
7 x
6 05 2
E \
o EA Y
4 = b 2H B2> |4a
2 ] o Ho H o o
9 ~ o o AB H
0oos = i o BV !
~ - 0.0 S
& =
- 20533 ° IBA
2 0 E \ ° i
@ L 1AV !
w o ;
-2 1BB
as] \ sy
o
-4 \‘. =} F.i
% 7
20ESC e i
8 2('5&1 ~. 5 2
s pek s G S ey
-8
2 - 05
£ -4 -2 0 2 4 8 8 10 o Adive 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 oAt
Factor 1: 28,08% Factor 1: 28,08%

Figura 28 - Analise de componentes principais do perfil dos compostos volateis da casca de
bananas cv. Grand Naine tratados e ndo-tratados, e a projecao das substancias responsaveis
pela distribuicdo das amostras no gréfico.

A partir dos resultados das figuras 26, 27 e 28, decidiu-se refazer as
analises de PCA somente com as amostras bem maduras (do dltimo dia de
analises). O resultado encontra-se na figura 29 abaixo. Em todas as amostras,
frutos inteiros, polpas e cascas, os grupos Controle a 20°C (20C) e Etileno
(20E) se diferenciaram dos demais e entre si. Somente nas analises de frutos

inteiros os grupos 13°C (13C) e Etileno a 13°C (13E) se diferenciaram.
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Casca cv. Cavendish

13C24b 2 i 4 2.
2 13c2f8cd4a i 20E8b Chge
>248C3 i o 20E8c 2
13C24c } £ 2
2 i 20ES:
1 13C24a ! o 2
1 a 1358846
2 2 ee0° | 2
# o 3 | o 1
[0 ¢ ORUTSRGS £~ T SRS SRR DO Crirpswos KOpwrerswrwrts v 5 ] O MG S SN, S | CHRE SRS NS SRR | x o
@ o 8 i TR 5 2
2 O (R R R N O (SN O 7o | I | S
& & i & 13c2eE24E o
S o s T 20E8b
g - g i g ° ° 13coan o
H & i g - 3 20E8
e 2 ! & 5
2
! 3
2 20E8b i 4
20E0Es = i
e H E 20E8a
1 2] o
4 i & 4
i
i
4 L 5
8 s 2 0 2 5 2 10 1 3 4 = 4 0 4
Factor 1: 44,88% Factor 1: 21,50% Factor 1: 23,58%
10 1.0 -, i 1.0 :
- N, L BN > 4
- N .8 g LN
BBE AL W
& 2 / 1A0 1AV &
05 2 05 4 i o 4AB Y, 05 4 b
NS / —— L. AB \
3 ° y
o / ) 188 :
£ = 2p 'ABac’, L = 3
o 1H & !, %0 % 2 f 4 1AB b
o (av o o ! i o ! H
2l e 8 el Nacl [ gme s
o : 28 3 & : AB H & > 5 TAK
5 B3B ° 5 o / 5 h 8B EA°!
g i o 2 : 24 ! 2 L S 180 !
5 | : \ S ; : | 25 o}
3 \ & HX £ H b 823 !
o o / o 3
s\ s\ 8 A BBE T ‘
0.5 \ 0.5 \ g % 0.5 N\, 1BV
-3 % o/ X, o 5
o : : P
ey 188 e el g N 18a,7"
= e LA ~ 7 ~
A
10 ; 10 Eire] R . . ) L9
1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 0.5 0.0 0 1.0 10 0.5 0.0 0 1.0

Factor 1: 44,68%

Factor 1: 31,50%

Factor 1 : 33,58%

Figura 29 - Analise de componentes principais do perfil dos compostos volateis de frutos
inteiros, polpas e cascas cv. Grand Naine maduros tratados e néo-tratados, e a projecdo das
substancias responsavel pela distribuicdo das amostras no grafico.

Entre os muitos estudos encontrados na literatura avaliando o aroma de

banana, a maioria estudou somente a polpa ou somente o fruto inteiro. Alguns

avaliaram o fruto inteiro e a polpa. Porém, nenhum trabalho avaliou a

contribuicdo da casca para o aroma final da banana.

Avaliando as amostras do grupo Controle a 20°C (20C), a maioria dos

compostos analisados foram encontrados tanto na casca quanto na polpa,

porém IBA foi encontrado somente na polpa e HNV foi encontrado somente na

casca. Em ambos os compostos, a concentracdo relativa foi a mesma

encontrada no fruto inteiro. Para os compostos IAA, 2P, 2H, 1H, H e B23, a

casca aparentemente atuou como barreira para a liberagdo dos mesmos, ja

gue as concentracdes relativas foram maiores na polpa do que no fruto inteiro.

Porém, a casca também foi o principal contribuinte dos compostos IAO, B1M,

HNV e AB, volateis cujas concentracdes relativas foram maiores nas amostras

de casca.
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Esses resultados podem indicam uma contribuicdo diferencial entre

casca e polpa para o aroma final do fruto.

Além disso, o efeito negativo do armazenamento em baixas
temperaturas tanto na casca tanto na polpa nao foram revertidos ou prevenidos
pelo tratamento inicial com etileno exégeno, como pode ser visto nos
resultados das amostras do grupo Etileno a 13°C (13E). Esse resultado
demonstra que, no que concerne ao aroma, somente o tratamento com etileno
ndo é suficiente para impedir os efeitos deletérios do armazenamento a 13°C,
indicando outros fatores de regulacdo da biossintese de aromas além do

etileno.

Na tentativa de identificar outros padrdes de alteracbes dos compostos
volateis pelos tratamentos, foram realizadas andlises de heatmap e de
agrupamentos hierarquicos. Os mapas formados se encontram nas figuras 30 a
33.

Houve a formacdo de grupamentos entre amostras do Ultimo dia de
analise (regidao pos-climatérico Il em relacdo a curva de etileno enddégeno
conforme descrito no Materias e Métodos) de fruto inteiro, casca e polpa;
seguida da formacdo de grupamentos de amostras de frutos inteiros,
grupamentos de amostras de casca e grupamentos de amostras de polpas.
Esses resultados podem significar que houve uma contribuicdo diferencial da
casca e da polpa para o aroma do fruto inteiro mais pronunciada em frutos

verdes e durante o climatério, do que em frutos maduros.
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Figura 30 - Analise de Heatmap e agrupamento hierdrquico dos compostos volateis dos frutos
inteiros (F), polpa (P) e cascas (C) de bananas cv. Grand Naine nao tratadas armazenadas a
20°C (20C). Os numeros representam os dias pés-tratamento e as letras “a”, “b” e “¢”
representam as replicatas de cada amostra analisada.
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Com relacdo ao grupo Controle a 20°C (figura 30), houve formagéao de
grupamento com maior similaridade entre IAO, EA e B1M, evidenciado na
figura com uma seta, devido a sua maior expressdao no grupamento de
amostras mais maduras (Ultimo dia de analise) Os compostos com menor
similaridade significando um comportamento diferente dos demais foram 1H e
H, similares entre si, e HX. Essa menor similaridade se deve a expressao
somente nos periodos pré-climatéricos dos frutos inteiros para 1H e H, e

também na casca para HX.
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Figura 31 - Analise de Heatmap e agrupamento hierarquico dos compostos volateis dos frutos
inteiros, polpa e cascas de bananas cv. Grand Naine tratadas com etileno exdgeno

armazenadas a 20°C (20E). Os nimeros representam os dias pos-tratamento e as letras “a”,

“b” e “c” representam as replicatas de cada amostra analisada. As elipses destacam grupos de
compostos e amostras com variagdo semelhante.

No grupo Etileno (20E) da figura 31, os compostos que se agruparam
por variacdo semelhante foram B3B, B1M, E, HNV e AP. Com excecao de AP
que teve maior expressao em frutos inteiros pré-climatérios, os demais
mostraram maior expressdao no grupamento de amostras do Ultimo dia de
analise, que formou um agrupamento de maior similaridade. Os compostos
com menor similaridade, apresentando padrdo de expressao diferenciado dos
demais foram IAB e IAA, semelhantes entre si, e H, 1H, 2H, e HX, que
formaram um grupamento por terem maior expressdo em casca e polpa pré-

climatéricas.
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Figura 32 - Analise de Heatmap e agrupamento hierarquico dos compostos volateis dos frutos
inteiros, polpa e cascas de bananas cv. Grand Naine ndo-tratadas armazenadas a 13°C (13C).

Os numeros representam os dias pés-tratamento e as letras “a”, “b” e “c” representam as

replicatas de cada amostra analisada. As elipses destacam grupos de compostos e amostras
com variagdo semelhante

Com relacdo a formacgéao de grupamentos no grupo 13°C (Figura 32), os
volateis que se agruparam com maior similiaridade entre si foram B3B, B1M,
HNV, E, AP, EA e B23, apresentando menor expressdo na casca. Os
compostos com menor similaridade com os demais foram IAA, BBE e IBB, com
similaridade entre si, por apresentarem maior expressdo em amostras mais

maduras (ultimo dia de anélise), e H e HX.
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Figura 33 - Andlise de Heatmap e agrupamento hierarquico dos compostos volateis dos
frutos inteiros, polpa e cascas de bananas cv. Grand Naine tratadas com etileno exégeno
armazenadas a 13°C (13E). Os nimeros representam os dias pos-tratamento e as letras “a”,

“b” e “c” representam as replicatas de cada amostra analisada. As elipses destacam grupos de
compostos e amostras com variagdo semelhante.

E por fim, a analise de heatmap e de formacdo de grupamentos
hierarquicos do grupo Etileno a 13°C (13E) na figura 30 mostrou uma maior
similaridade entre os volateis AP, E, EA, B3B, B23 e IBV; e menor similaridade

com os demais AB, H e HX.

A formacdo de grupamentos entre oS compostos pode indicar que 0s
compostos de um mesmo grupamento podem ser regulados por uma via, ou
até mesmo por um mesmo receptor de etileno. Os compostos H, 1H, 2H e HX

constantemente aparecem agrupados entre si, e apresentando menor
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similaridade entre os demais. Isso porque sdo compostos associados ao aroma

de frutos verdes, e tem a sua expressédo diminuida no inicio do climatério.

Aldeidos C6 como hexanal (H) e (E)-2-hexenal (2H) resultam da
atividade da enzima LOX em 13-hidroperdxido de &cido linolénico e linoleico
(GALLIARD; MATTHEW, 1977). A expressdo de BanLOX declina durante o
amadurecimento do fruto (YANG et al., 2011b) assim como com a producao de
aldeidos C6.

Comparando os resultados obtidos com as andlises dos aromas das
bananas cv. Grand Naine com os resultados anteriores obtidos com os frutos
da cv. Nanicdo observou-se que o armazenamento em baixas temperaturas
nao teve o mesmo efeito na cv. Grand Naine. O frio reduziu a concentracao
relativa dos compostos na cv. Grand Naine assim como na cv. Nanicdo, e
alguns nao foram detectados, como B1M e HNV, porém estes sdo ésteres que
nao s&o considerados na literatura como essenciais para 0 aroma

caracteristico da banana.

Com relacdo ao éster acetato de isoamila (IAA) e seu precursor alcool
isoamilico (IAO), ambos foram detectados nas amostras dos grupos
armazenados a 13°C do cv. Grand Naine, apesar de suas concentragdes
relativas terem sido menores em relacdo as amostras armazenadas a 20°C.
Esse resultado indica que as bananas do cv. Grand Naine devem ser menos
susceptiveis ao frio do que as bananas do cv. Nanicdo, no que concerne a

producdo de compostos volateis.

A disponibilidade de substrato tem sido considerada o fator determinante
na composicdo de ésteres de cadeia ramificada a partir do metabolismo de
aminoécidos e acidos graxos durante o amadurecimento (WYLLIE; FELLMAN,
2000), e foi demonstrado que antes do inicio natural da formacéo dos ésteres,
o fruto j& apresenta toda a maquinaria necessaria para a sua sintese (JAYANTI
et al., 2002). Assim, é possivel que o frio possa afetar a produ¢éo do precursor
do acetato de isoamila, o alcool isoamilico, podendo ter afetado as enzimas
envolvidas na sua sintese, suprimindo a expressao do gene. Em tomate, baixas
temperaturas reduziram a expressao da enzima alcool desidrogenase (ADH) e
alcool aceti-ltransferase (AAT) (RUGKONG et al., 2011).
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O gene BanAAT € um importante ponto de regulacédo transcripcional do
etileno para a producdo do aroma de banana, sendo considerado um gene
relacionado ao estresse (YANG et al., 2011b). Da mesma maneira a ADH atua
na formacdo de alcoois, seguido pela via da LOX ou glicdlise, e, portanto,
também pode ser um ponto de regulacdo da producdo de compostos volateis
(DEFILIPPI et al., 2009) afetado pelo armazenamento com baixas
temperaturas. Porém, os resultados encontrados neste estudo, principalmente
os da cv. Nanicdo, ndo podem ser explicados somente com a diminuicdo da
expressao do gene AAT, ja que ap0s a supressao antisense do gene da AAT
em meldes, o conteldo de ésters do aroma diminuiu drasticamente (78%),
porém com aumento do conteudo de aldeido e alcool (SHAN et al., 2012), o
gque ndo ocorreu nas bananas, que apresentaram ambos éster e alcool

diminuidos.

A biossintese de ésteres foi correlacionada temporalmente a biossintese
de etileno enddgeno (JAYANTI et al., 2002). Temperaturas de armazenamento
abaixo de 11°C podem diminuir a capacidade de ligacdo do etileno aos
receptores de membrana em banana, devido a alteracdes da permeabilidade
da membrana (JIANG et al., 2004b). Assim, uma possivel explicacdo para os
resultados com a cv. Nanicdo é de que uma percepcdo diminuida do etileno
pode ocorrer em temperaturas consideradas seguras, como 0 armazenamento
a 13°C para bananas. Essa percepcdo diminuida nédo seria tdo drastica como
na lesao por frio, quando ha uma perda da funcdo das proteinas associadas da
membrana, mas somente causando uma dessincronia de eventos essenciais
para a biossintese dos aromas volateis. Essa dessincronia ndo seria limitada a
biossintese de aromas, mas também a outros processos relacionados ao
amadurecimento, como foi verificado na mudanca de cor da casca no grupo

13E antes do aumento da sintese de etileno enddégeno.

Além disso, a partir dos resultados encontrados ha a indicacdo de que
os diferentes tratamentos pés-colheita afetam diferentemente a biossintese de
volateis, ja que diferentes compostos foram afetados por diferentes
tratamentos. Assim, apesar do etileno ser um importante fator na producéo e

regulacédo do aroma, deve haver outros fatores que desempenham o mesmo
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trabalho. Essa ultima hip6tese também foi levantada por Griffiths et al. (1999)

estudando a modulacéo da expressao de LOX em tomates.

4.3.Andlise da Expresséo Génica dos Receptores de Etileno

O amadurecimento de frutos € um processo geneticamente programado,
envolvendo a expressdo diversos genes e a coordenacdo de mudangas
bioguimicas e fisioldégicas. Esse processo € estreitamente regulado
(GIOVANONNI, 2001) e provavelmente envolve a inducdo ou inibicdo da
expressao de genes especificos (MANRIQUE-TRUJILLO et al., 2007).

Para entender melhor os processos envolvidos no amadurecimento de
frutos climatéricos, como a banana, as mudancas no perfil de transcricdo de
genes relacionados ao amadurecimento tem sido analisadas em diferentes
situacdes fisiologicas, pré-climatérico e pos-climatérico, assim como expondo

os frutos a tratamentos pés-colheita.

Como gene constitutivo, para a normalizacdo dos resultados foi
escolhido o transcrito do gene da actina. Outros grupos que estudaram a
expressdo génica em bananas também escolheram este mesmo gene para
esta funcdo na anélise por gPCR (CHOUDHURY et.al., 2008).

Até o momento foram analisados somente a expressao dos receptores
de etileno nos varios estagios de amadurecimento nas amostras do grupo
controle e do grupo frio (Figura 31). As analises das amostras dos outros
grupos (etileno e 1-MCP) terdo de ser repetidas por problemas nas analises

que até o momento nao foram solucionados.
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Figura 34 - Expressao relativa dos receptores de etileno (ERS1, ERS2, ERS3 e ETR1) ao
longo do amadurecimento e quando expostos ao frio. Resultados de triplicata de extracdo e
triplicata de analise (n=9). A barra de erros corresponde ao desvio padrdo. As siglas estao
descritas no item Material e métodos, figura 6, pagina 23.

Com a técnica de gPCR é possivel somente avaliar o acamulo relativo
de transcritos de mRNA de genes, ndo significando uma avaliagdo da
expressdo real dos mesmos, ja que podem ocorrer regulacdes poés
transcricionais que nao resultam na efetiva presenca dos produtos da traducéo,
gue no caso deste estudo séo os receptores de etileno. Para uma melhor idéia
do nivel dos receptores de etileno presente no tecido seria necessario analisar,
por exemplo, o nivel protéico de cada receptor. Porém, para tal identificacao
sdo necessarios anticorpos que reconhecam cada um dos receptores
especificamente, o que ainda ndo ha disponivel no mercado. O
desenvolvimento destes anticorpos para as variedades de receptores de etileno
em banana sdo objetivos futuros do grupo de pesquisa no qual este estudo

esta inserido.

A analise do acumulo de transcritos de mRNA possibilita avaliar

mudangas na transcricdo dos genes que ocorrem no processo de
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amadurecimento ou ocasionadas pelos tratamentos, podendo assim levar a

esclarecimentos sobre o mecanismo que regula a percepgéo ao etileno.

Ao analisar o acumulo de transcritos dos receptores, deve-se levar em
consideracdo o modelo inverso de transducdo do sinal que prevé que a
resposta do etileno em magnitude e sensibilidade aumenta quando o numero
de receptores diminui, e da mesma maneira, quando o numero de receptores
aumenta hd uma perda de sensibilidade (BINDER, 2008)

No grupo controle, todos os receptores apresentaram padrdes diferentes
de amplificagcdo. ERS2 e ETR1 apresentaram um aumento no acumulo de
transcritos nos estagios pos-climatéricos, porém com aumento mais expressivo
no estagio pos-climatérico—Il. Esse resultado pode indicar que ERS1 esteja
envolvido com processos ligados a processos mais tardios do amadurecimento,
ja que a sensibilidade a etileno dos outros receptores estd diminuida.
Manrique-Trujillo et al.(2007) encontrou que genes relacionados a processos
de morte celular programada, como degradacdo protéica, que tem maior
expressdo antes do estagio de maior maturacdo e queda de expressdo no

ultimo ponto analisado.

O ERS2 e ETR1 apresentaram o mesmo perfil de expressdo no grupo
controle, com reducdo no acumulo de mRNA nos estagios pré-climatéricos e
climatérico e um acumulo macico no estagio pos-climatérico — Il. Possivelmente
eles possam apresentar a formacdo de um agrupamento, ou sobreposicéo
funcional. Ambos apresentam maior resposta ao etileno nos estagios pré-
climatéricos e climatérico, sugerindo uma maior participacdo nos processos

envolvidos no amadurecimento.

Binder (2008) sugere que uma resposta ao etileno pode ocorrer quando

0,1% dos receptores estejam ligados.

Sabe-se que o resfriamento pode provocar mudancas em membranas
celulares, por alterar a sua fluidez, primariamente. Como o0s receptores de
etileno estdo predominantemente localizados na membrana do reticulo
endoplasmatico (CHEN et al., 2002; WANG et al., 2006b; ZHONG et al., 2008),
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mudancas nas propriedades fisiologicas das membranas celulares podem

afetar a percepcdao e sensibilidade ao etileno (RUGKONG et.al., 2011).

Rugkong et al. (2011) observaram que 0 armazenamento de tomates
sob refrigeracdo alterou a expressdo de diversos genes relacionados ao

amadurecimento, inclusive os receptores de etileno.

Tanto Wang et al. (2006a) quanto Choudhury et al. (2008) observaram
uma diminuicdo no acumulo de transcritos de mMRNA de genes relacionados ao
amadurecimento em periodos pré-climatéricos, quando os frutos foram
expostos ao frio. E possivel que tal comportamento esteja associado a
diminuicdo da expresséo de receptores de etileno como a observada nesse
estudo, uma vez que esta reducdo tera implicacbes na sensibilidade ao

hormonio.

As alteracbes temporais observadas no padrdo de expressdo dos
receptores podem estar correlacionadas também a modificacées na producdo
dos compostos volateis formadores do aroma da banana.

A possivel diminuigdo da sensibilidade ao etileno observada em fungéo
do aumento de ERS1 e de ERS3 no periodo climatérico do grupo frio,
evidenciados pelo aumento da transcricdo dos receptores em relacdo ao
controle, sugere que um dos dois receptores, ou 0s dois, possam estar ligados
a regulacao da via de biossintese de acetato de isoamila, ja que este composto
foi 0 mais afetado.

Além da diminuicdo da expressao no climatério (Cl) para os genes ERS1
e ERSS3, o frio também afetou a resposta ao etileno no periodo PO-I através do
aumento de expressapo do recpetor ERS2, porém néo foi possivel relacionar a
nenhum evento em especifico da producdo de aromas, apesar de sua clara
participacdo nos processos envolvidos no amadurecimento, reforcando a ideia

de sobreposicao de fungao entre o ERS2 e ETR1.

Além disso, o frio diminuiu o acumulo de transcritos de uma maneira
geral, causando assim um aumento a sensibilidade ao etileno em momentos
em que a sensibilidade deveria estar diminuida. Esse resultado corrobora com

a idéia de uma dessincronia de eventos no amadurecimento causado pelo
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armazenamento em baixas temperaturas. Apesar do aumento da sensibilidade
ao etileno, os frutos armazenados em baixas temperaturas ndo amadurecem.
Isso indica a possibilidade de outros fatores estarem funcionando como
inibidores do amadurecimento além do etileno. Um desses fatores é a
expressao do fator de transcricdo RIN, que parece ser central para a regulacéo
do amadurecimento, e atua na regulagcdo da expressdo de genes tanto
dependentes de etileno quanto independentes de etileno (FUJISAWA et al.,
2012). Sabe-se que o fator de transcricdo RIN regula positivamente a
expressdo de LOX (FUJISAWA et al., 2012), ADH e HPL (QIN et al., 2012), e
Rugkong et al. (2011) observou em tomates uma diminuicdo da expressao de

RIN quando os frutos foram armazenados em baixas temperaturas.

El-Sharkawy et al. (2003) estudou a expressdo diferencial dos
receptores do etileno em péras, que necessitam da exposicdo ao frio para
apressar o amadurecimento, e observou um aumento da expressdo de ETR1

pelo tratamento com frio.

Yang et al. (2011a) estudou a expressao diferencial dos receptores de
etileno em bananas com o aumento de temperatura e quando tratadas com 1-
MCP, e verificou que o aumento da temperatura aumentou a expressao de

ERS2 e ERS3, e o tratamento com 1-MCP diminuiu a expressdo dos mesmos.

Nado foram encontrados estudos correlacionando os receptores de
etileno com a biossintese de compostos volateis em frutos, evidenciando a
importancia deste estudo para o entendimento da regulacdo da biossintese do

aroma.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que tratamentos
pés-colheita afetam processos relacionados ao amadurecimento, entre eles a
biossintese do aroma.

Observou-se uma mudanca no perfil aromatico dos frutos ao longo do
amadurecimento, havendo uma significativa diferenca entre as amostras pré-
climatéricas e pos-climatéricas, reforcando a ideia de que o etileno € um dos
fatores que regulam os processos ligados a biossintese de aromas de banana.

A exposicao ao frio diminuiu a producdo de compostos volateis, porém
afetou diferentemente duas variedades de bananas estudadas.
Especificamente em relagdo a biossintese de aromas, bananas da cv. Nanicédo
apresentaram uma maior susceptibilidade ao frio, ndo sendo detectados
compostos importantes como acetato de isoamila, alcool isoamilico e butirato
de isobutila, entre outros. O mesmo nao ocorreu com bananas da cv. Grand
Naine, onde esses compostos foram detectados embora em menor quantidade
do que nos frutos controle.

No estudo da expressao diferencial dos receptores de etileno, ERS1 e
ERS3 podem estar correlacionados com a biossintese de ésteres, como
acetato de isoamila, ou ainda relacionado a biossintese de precursores como
alcool isoamilico, pois apresentaram um acumulo de transcritos aumentado
pelo frio no periodo climatérico.

O tratamento com etileno adiantou o amadurecimento dos frutos, porém
ndo se diferenciando do perfil de compostos volateis do grupo controle das
bananas cv. Nanicdo, e nos frutos da cv. Grand Naine se diferenciando
somente no ultimo dia, quando as amostras estavam completamente maduras.

O tratamento com 1-MCP provocou um atraso na formacgédo dos
compostos volateis em relacdo ao aumento da producédo enddgena de etileno,

porém o perfil final observado foi similar ao do grupo controle.
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ANEXO |

Amostragem bananascv. Nanicdo

Desinfec¢do das cascas
em solugdo 1% de —
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I

Aquisicdo dos frutos (ndo :
tratados) no CEAGESP

s )
Secagem das pencas com
Trat t &=
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\ J
A 4 v
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X por 12h
\ \
or - \
Grupo 13°C: . Grupo Etileno: 1mL/L
Em BOD a 13°C por 15 dias, por 12h
depois temperatura ajustada y

para 20° até total
amadurecimento dos frutos

Figura 35 — Fluxograma esquematico da amostragem das bananas cv. Nanic&o.
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Figura 36 — Esquema com o cronograma das andlises realizadas no grupo controle a 20°C de

bananas cv. Nanicao.
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Figura 37 - Esquema com o cronograma das andlises realizadas no grupo armazenado a 13°C

de bananas cv. Nanicao.
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Figura 38 - Esquema com o cronograma das andlises realizadas no grupo 1-MCP de bananas
cv. Nanicao.
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Figura 39 - Esquema com o cronograma das analises realizadas no grupo etileno de bananas
cv. Nanicéo.
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ANEXO IlI

Amostragem bananas cv. Grand haine
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Figura 40 — Fluxograma esquemético dos tratamentos realizados nas bananas cv. Grand
Naine.



79

ANEXO IV
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Figura 41 - Esquema com o cronograma das analises realizadas no grupo controle 20°C de

bananas cv. Grand naine.
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Figura 42 - Esquema com o cronograma das analises realizadas no grupo 13°C de bananas cv.

Grand naine.
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Figura 43 - Esquema com o cronograma das analises realizadas no grupo etileno de bananas

cv. Grand naine
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Figura 44 - Esquema com o cronograma das analises realizadas no grupo etileno a 13°C de

bananas cv. Grand naine.
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