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RESUMO: As cultivares de bananeira sdo em sua maioria triploides,
desenvolvem os frutos por partenocarpia e apresentam niveis de esterilidade
diferenciados, fatores que dificultam o melhoramento genético por hibridacao.
Estudos preliminares mostram que em cultivares do subgrupo Cavendish os
grados de podlen germinam na superficie do estigma, aparentemente sem que
ocorra penetracdo do tubo polinico, e na porcao distal do ovario h4 a presenca
de uma necrose, fatos que podem estar relacionados a esterilidade destas
cultivares. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de extratos florais na
germinacao in vitro do poélen e determinar os tipos de compostos presentes
nestas regides que possam representar possiveis barreiras quimicas da
fertilizacdo em bananeira. No experimento 1, grdos de polen de bananeira
diploide foram inoculados em meio de cultura suplementado com extratos
florais de ‘Grande Naine’ nas concentragbes de 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e
30%, avaliado-se o efeito destes sobre a germinacao in vitro do pdlen. No
experimento 2 foi avaliado o percentual de germinagao in vitro dos graos de
polen de 20 diploides na presenca do extrato floral na concentracdo de 5%. A
concentracdo de 5% e 10% proporcionaram maior germinacao de pdlen para
ambos 0s genoétipos avaliados no experimento 1, sendo que nestas
concentracbes, o extrato do estigma foi significativamente superior ao do
ovario. Em comparagcdo com o controle, quando se utilizou extrato de estigma
de Grande Naine a 5% ocorreu um aumento de cerca de 3 e 7 vezes na
germinacdo in vitro do podlen dos diploides 042052-04 e 089087-01,
respectivamente. Andlises quimicas foram realizadas a fim de identificar os
possiveis compostos presentes nos extratos aquosos do estigma e da porcao
distal do ovario de bananeiras triploides e diploides. Os triploides mostraram

uma concentracdo de fenois total elevada em relagdo aos diploides



principalmente nos estigmas. O sequestro do radical livre (% SRL) nos
estigmas também mostrou alta atividade antioxidante. Em contra partida a
concentragdo de flavonoides totais é baixa em todas as amostras testadas. Nas
analises cromatograficas conseguiu-se identificar espectros que indicam a
possibilidade de encontrar compostos fendlicos nas amostras de estigma e
porcdo distal do ovario de ‘Grande Naine’ (AAA), ‘Prata And’ (AAB); ‘089087-
01’ (AA) e ‘THO3-01' (AA). Os compostos identificados foram extraidos dos
tecidos em agua. Possivelmente compostos nao sollveis em agua devem estar
presentes nestes tecidos, sendo necessaria a utilizacdo de outros solventes a
fim de se determinar outros compostos presentes no extrato bruto de tecidos
florais que podem estar influenciando na germinacdo dos graos de pdlen e

crescimento do tubo polinico.

Palavras-chave: Esterilidade, germinacéo in vitro de pélen, compostos fendlicos.



COMPOSITION OF BANANA FLOWER EXTRACTS AND ITS INFLUENCE
ON IN VITRO GERMINATION OF POLLEN GRAINS
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Co-Advisor: Fabio de Souza Dias
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SUMMARY: The banana cultivars are mostly triploid, develop the fruit by
parthenocarpy and feature levels of differentiated sterility, factors that hinder
breeding by hybridization. Preliminary studies show that in the Cavendish
subgroup cultivars of pollen grains germinate on the stigma surface seemingly
devoid of pollen tube penetration occurs, and the distal portion of the ovary is
the presence of necrosis, facts that can be related to sterility of these cultivars.
The aim of this study was to investigate the effect of floral extracts in vitro polen
germination and determine the types of compounds present in these regions
that may represent potential chemical fertilization barriers. In experiment 1,
banana diploid pollen grains were inoculated in the culture medium
supplemented with floral extracts 'Grand Nine’ in concentrations of 5%, 10%,
15%, 20%, 25% and 30%, assessed the effect of these on in vitro pollen
germination. In experiment 2, was rated the percentage of in vitro germination
of pollen grains of 20 diploides in the presence of floral extract at a
concentration of 5%. The concentration of 5% and 10% have provided greater
pollen germination for both genotypes evaluated in experiment 1, being that in
these concentrations, the stigma extract was significantly superior to the ovary.
In comparison with the control, when using large stigma extract Grand Nine to
5% there was an increase of about 3 and 7 times on in vitro pollen germination
of diploid 089087-01 and 042052-04, respectively. Chemical analyzes were
performed in order to identify the possible compounds present in agueous
extracts of the stigma and the distal portion of the ovary of banana trees
triploides and diploides. The triploid showed a high concentration of total
phenolics in relation to diploid mainly concentrated in stigmata. The % FRL
(sequestration of free radical) in stigmata also showed high activity antioxidant.
In against the concentration of total flavonoids is low in all samples tested.



Chromatographic analysis were able to identify spectra which indicate the
possibility of finding phenolic compounds present in samples of stigma and
distal portion of the ovary of '‘Grande Naine’ (AAA), 'Prata An& (AAB); '089087-
01' (AA) and 'THO03-01' (AA). Identified compounds were extracted from tissues
in water. Possibly not-soluble compounds in water should be present in these
tissues, requiring the use of other solvents in order to determine other
compounds present in the crude extract of floral fabrics that may influencing the

germination of pollen grains and pollen grains and pollen tube growth.

Keywords: Sterility, in vitro germination of pollen, phenolic compounds.
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INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) € uma das principais frutas consumidas no mundo
devido ao seu alto valor nutricional, cultivada principalmente em regides
tropicais e subtropicais. E a segunda fruta mais consumida no pais perdendo
apenas para a laranja. Possui uma importancia social, pois a cultura €&
explorada por pequenos empresarios rurais o que permite a fixagdo de mao de
obra no campo, constituindo-se uma fonte de renda continua para esses
agricultores (MASCARENHAS, 1997).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de bananas, com 7,3
milhdes de toneladas produzidas em 2014, em uma area aproximada de 493
mil hectares (IBGE, 2014). Mesmo sendo um dos maiores produtores mundiais,
as exportacOes brasileiras sdo menores quando comparadas com outros
paises produtores, como o Equador (LESSA et al., 2010). A baixa exportacdo
banana brasileira esta associada ao elevado consumo per capita e,
principalmente, ao fato de que variedades de maior preferéncia dos
consumidores brasileiros serem do tipo Prata (AAB).

A baixa disponibilidade de variedades comerciais de banana que sejam
produtivas, com porte adequado, adaptadas a diferentes ecossistemas,
resistentes as principais doencas e com boas caracteristicas de pdés-colheita,
sao fatores que limitam a produtividade (SILVA et al., 2002b; LESSA et al.,
2010).

A FLOR DA BANANEIRA

A inflorescéncia da bananeira € uma espécie de espiga simples que
emerge do centro das bainhas foliares, apresentando bracteas
ovaladas,distribuidas em espiral pela raquis, em cujas axilas se formam as
flores (DANTAS et al., 1999; BORGES & SOUZA, 2004) O eixo floral,
completamente formado, apresenta as regifes distintas: a parte compreendida
entre 0 apice do rizoma e a base da primeira bractea vazia, sem glomérulos

florais; 0 engago, que se estende desde a primeira bractea vazia até a primeira
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bractea com glomérulo de flores femininas; e a parte que se estende desde a
primeira penca até o apice do “cora¢do” ou mangard (SOTO BALLESTERO,
1992). As primeiras pencas da raquis sédo constituidas de flores femininas, com
ovario bem desenvolvido, que dardo origem aos frutos (Figura 1A). No restante
do eixo da inflorescéncia, aparecem grupos de flores masculinas
caracterizadas por ovario reduzido e estames desenvolvidos, sdo as que
produzem polen (Figura 1B). As flores sédo irregulares e constituidas de trés
grupos de pecas florais: perianto, androceu e gineceu, 0s quais sao inseridos
no ponto de conexdo do estilete com o ovario, formando a flor epigina, visto

gue o ovario é infero.

Figura 1. Estruturas florais de bananeira. A) Flores femininas: a) estigma, b)
estilete, c) ovério, d) Porcdo distal do ovario. B) Inflorescéncia masculina: a)

flores masculinas, b) coracao
FERTILIDADE EM BANANEIRA
O género Musa apresenta duas secfes: a secao Musa com 33 espécies

gue apresentam numero basico de cromossomos igual a 11, englobando as
antigas secfes Eumusa e Rhodochlamys, e a secdo Callimusa com 37
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espécies com n = 10 e n = 9, incorporando a antiga secao Australimusa
(HAKKINEN, 2013).

As espécies silvestres sdo diploides (2n = 22 cromossomos),
seminiferas, geralmente aldgamas e apresentam sementes férteis, das quais
dependem para sua dispersdo e regeneracdo, enquanto as cultivares
comerciais sao triploides, com (2n = 33 cromossomos) e nao produzem
sementes (SILVA et al., 2011). A auséncia de sementes pode estar relacionada
a intensa selecdo agrondmica para esse fator, devendo ser um reflexo do
processo de domesticacdo da espécie. Assim, as bananeiras comestiveis
normalmente s&o propagadas vegetativamente, por meio de mudas
desenvolvidas a partir de gemas do seu caule subterrdaneo ou rizoma
(SHEPHERD et al., 1986).

As cultivares do subgrupo Cavendish (AAA), que sao as de maior
interesse no mercado internacional, apresentam alto grau de esterilidade, o que
dificulta a transferéncia de caracteristicas de interesse dos diploides para estes
triploides mediante hibridacfes. Assim € importante o uso de metodologias
alternativas para a obtencdo de hibridos com caracteristicas desejaveis
(SOARES, 2011). Em decorréncia das limitagbes do melhoramento
convencional, relacionados com os diferentes niveis de esterilidade das
cultivares triploides, outras técnicas, como engenharia genética, mutacao,
variacdo somaclonal, hibridacdo somatica e duplicacdo de cromossomos vém
sendo usadas no melhoramento da bananeira (PANIS et al., 1995; SANTOS-
SEREJO et al., 2006; SILVA et al., 2005; AMORIM et al., 2013).

Para que se possam conhecer 0s mecanismos que envolvem a
esterilidade em Musa spp. sdo necessarios estudos sobre barreiras pré-
zigoticas, interacdo polen-pistilo, estudos quimicos e bioquimicos que visem
tentar elucidar ou mesmo ajudar a compreender os fatores que inibem a

fertilidade das musaceas.
INTERCAO POLEN-PISTILO
A reproducéo sexuada das plantas depende de interagbes altamente

especificas entre pdlen e pistilo, 0 gametdéfito masculino e o 6rgéao reprodutivo
feminino, respectivamente (KNOX, 1984., MASCARENHAS, 1993). O pistilo é
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composto de trés grandes pecas estruturais: o estigma, o estilete e o ovario. O
estigma tem uma superficie receptiva ao pélen e varias camadas subjacentes
de células secretoras. O estilete conecta o estigma, basalmente localizado no
ovario contendo os oOvulos. Dentro de cada Ovulo, uma célula-ovo se
desenvolve dentro do saco embrionario. Na polinizacdo compativel, o grao de
pdlen germina apds o contato com a superficie do estigma. Cada tubo polinico
penetra as camadas de células do estigma e alonga-se dentro de um tecido
especializado no estilete chamado de tecido transmissor, eventualmente
alcancando o ovario, onde entra em um Ovulo e penetra 0 saco embrionario. A
ponta do tubo polinico estoura o saco embrionario para liberar as células
germinais masculinas para fertilizagdo. Polen incompativel ndo se movimenta
no estigma, ou em qualquer lugar ao longo da via do alongamento do tubo
polinico. O pdlen tem uma alta capacidade para suportar esta atividade durante
a germinacdo e crescimento do tubo (STEER & STEER, 1988; HESLOP-
HARRISON, 1987).

Acredita-se que os tecidos do pistilo fornecem meios fisicos, suporte
quimico e orientacdo direcional para o processo de crescimento de tubo
polinico (KNOX, 1984., MASCARENHAS, 19931., STEER & STEER, 1988).
Observacdes citolégicas e bioquimicas (KNOX, 1984., MASCARENHAS, 1993)
sugerem que o poélen e a matriz extracelular do pistilo (LORD & SANDERS,
1992) e o citoesqueleto do pélen (PIERSON & CRESTI, 1992) sdo importantes
para o processo de polinizagdo. Experiéncias demonstram alguns desses
componentes e muitas moléculas candidatas que podem participar de
interacbes-compativeis no polen-pistilo. Dentre essas moléculas, encontra-se
descrita uma proteina especifica da matriz extracelular do polen de milho, Pex-
1. (RUBINSTEIN, et. al., 1995). Conhecer melhor a estrutura quimica das
regides florais de musaceas podem fornecer subsidios para discussdo de
novos paradigmas relacionados a fertilidade ou infertilidade do género Musa.

COMPOSICAO QUIMICA

Os compostos fendlicos ocorrem em todos os frutos como um grupo
diverso de metabolitos secundarios (ROBARDS, 1999). Metabdlitos

secundarios de plantas atualmente é objeto de muito interesse na pesquisa,
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mas sua extragcdo, como parte fitoquimica ou investigacdes bioldgicas
apresenta desafios especificos que devem ser abordadas durante todo o
processo de extragdo do solvente. Com uma extracdo bem sucedida comecga a
cuidadosa selecéo e preparacdo das amostras da planta e profunda revisao de
literatura apropriada para indicacdes de quais protocolos sdo adequados para
uma classe particular de compostos ou espécies de plantas. Durante a
extracdo de material vegetal, minimizando a interferéncia de compostos que
podem ser coextraidos com os compostos alvos, e evitando a contaminagao do
material extraido, bem como evitando a decomposicdo de metabolitos
importantes (JONES, 2006).

Metabolitos vegetais secundarios referem-se a compostos que sao
essenciais para a sobrevivéncia da planta inteira ou de algumas partes da
planta. Eles sdo caracterizados por um numero de aspectos, incluindo a
diversidade estrutural e sintese, a partir de um conjunto limitado de precursores
biossintéticos, tipicamente fosfoenolpiruvato, piruvato, acetato e um pouco de
aminoacidos, acetil-CoA e a malonil-CoA. Varias hipoteses tém sido propostas
para explicar a producdo de metabodlitos secundarios, mas nenhuma &
inteiramente satisfatéria (ROBARDS, 1999). Como a proposta do trabalho é
tentar elucidar possiveis metabdlitos secundarios, produzidos em estruturas
femininas das musaceas, torna-se necessario a busca de compostos fendlicos,
pois é um grupo altamente representativo em plantas.

Os compostos fenolicos sdo extremamente diversificados (Figura 2). Por
exemplo, fendlicos diterpenos, como carnosol e rosmanol foram identificados
em ervas e especiarias (HOULIHAN, 1984). Enquanto o principal fendlico
constituinte da soja séo isoflavonas glicosideos (ELDRIDGE & KWOLEK, 1983;
NAIM, GESTETNER, ZILKAH, BIRK & BONDI, 1973), além de diversos acidos
fendlicos (PRATT & BIRAC, 1979), incluindo acidos clorogénico, caféico e
ferulico. Estes mesmos compostos fendlicos sdo encontrados na maioria das
frutas e legumes.

Os métodos tradicionais para a determinagdo de componente fendlico
sdo baseados na medicdo de fendis totais ou, em alguns casos, o 1,2-difendis
(NERGIZ & UNAL, 1991) por causa de sua associacdo com reacOes de
escurecimento. Na necessidade de criagcdo de perfis e identificar duplos

compostos fendlicos foram necessarios substituir métodos tradicionais
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baseados em colorimetria por analises cromatograficas liquidas de alto

desempenho (HPLC) e atualmente por novos métodos incluindo cromatografia

a gas (CG).
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Figura 2. Estrutura quimica de compostos fendlicos.

Fonte: ROBARDS, 1999.
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Um dos primeiros relatéorios (WULF & NAGEL, 1976) sobre
cromatografia (HPLC) de compostos fendlicos, diferentes misturas de acido
acético, agua e metanol foram usados para separar os membros de varias
classes de fendis, e o efeito da modificacdo organica sobre seletividade foram
deduzidos. Desde entdo, numerosas fases moveis tém sido empregadas com
diferentes modificagdes (geralmente metanol, acetonitrilo ou tetra-hidrofurano),
acidos (acido acético, acido triflouoroacetico e formico) e sais (fosfato de
amonio).

A deteccdo é geralmente baseada na absorcéo de radiacdo ultravioleta
ou, menos comumente, a radiacdo visivel em varios comprimentos de onda,
caracteristicas da classe de compostos fendlicos compostos (BENGOECHEA,
1995). A maioria dos flavonoides exibem duas grandes bandas de absorc¢éao;
Banda | na gama de 320 + 385 nm, que representa o0 anel B e Banda de
absorcéo Il, no intervalo de 250 + 285 nm, representando a absorgcédo A-anel.
Um desvio para o vermelho € induzido, aumentando o numero de grupos
hidroxilo, por exemplo, a partir de 367 nm em kaempferol, a 71 nm em
guercetina e 374 nm, em miricetina. Por esta razao, Banda | em flavonas esta
sempre em flavondis, um comprimento de onda mais curto por 20 = 30 nm do
gue nos equivalentes flavonais.

Portanto, a busca da elucidacdo dos compostos fendlicos e demais
compostos presentes na porgéo distal do ovario e estigma de bananeiras para
o entendimento dos possiveis impedimentos na fertilizacdo em Musa ssp.
torna-se um caminho longo e com muitos obstaculos a serem superados pela

pesquisa cientifica.
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EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE TECIDOS FLORAIS DE BANANEIRA
NA GERMINACAO IN VITRO DE POLEN



EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE TECIDOS FLORAIS DE BANANEIRA
NA GERMINACAO IN VITRO DE POLEN

RESUMO: Embora sejam relatados na literatura diferentes fatores que podem
ser responsaveis pela auséncia ou baixa producédo de sementes em cultivares
de bananeira, existem poucas informagfes que revelam quais as barreiras
fisicas e/ou bioquimicas que limitam ou impedem a producdo de sementes. O
objetivo do presente estudo foi investigar a acdo de extratos aquosos de
estigma e porcédo distal de ovario, em concentracdes variadas, na germinacao
e crescimento do tubo polinico de variedades de bananeira. No experimento 1
os graos de pdlen de hibridos diploides bananeira (AA), 089087-01 e 042052-
04, foram inoculados em meio de cultura basico acrescido de extratos florais
(estigma e ovario) de ‘Grande Naine’ nas concentracoes (5%, 10%, 15%, 20%,
25% e 30%). As concentracbes de 5% e 10% proporcionaram maior
germinacdo de pdélen para ambos os gendtipos avaliados. Em contrapartida,
houve efeito negativo para a germinacdo a medida que adicionou-se extrato:
em concentracdes maiores que 10%, indicando a presenca de substancias que
em concentracdes mais elevadas limitam a germinacdo do pdlen. No
experimento 2 foi testada a melhor concentragao do extrato aquoso de estigma
que promoveu melhor geminagdo in vitro e crescimento do tubo polinico. O
extrato do estigma do diploide (AA) 089087-01, que produz muitas sementes, e
triploide Grande Naine (AAA) que é estéril, foi adicionado ao meio de cultura
para a germinacdo do poélen a 5%. Como doadores de poélen foram avaliados
20 genatipos de diploides que produzem alto niumero de sementes. O diploide
089087-01 apresentou maior porcentagem de germinacao in vitro do grao de
pélen em extrato bruto a 5% de Grande Naine (95,86%). O extrato bruto a 5%
do diploide 089087-01 mostrou-se menos efetivo que o de Grande Naine,
sendo que a maior percentagem de germinacao do pélen foi obtida no gendtipo
013019-01 (55,57%). A adicdo de extrato aquoso a 5% do estigma de Grande
Naine e do diploide 089087-01 ao meio de cultura aumentou em média em
196,21% e 141,22%, respectivamente, a percentagem de germinacao in vitro

do pdlen dos gendtipos analisados.

Palavras-chave: Extrato floral, infertilidade, germinacao de pdélen in vitro.



EFFECT OF CRUDE EXTRACT OF FLORAL TISSUES OF BANANA IN
VITRO POLLEN GERMINATING

SUMMARY: There are few literature about physical and / or biochemical barries
limiting or preventing seed production. The literature reports the existence of
that may be responsible for the absence or low seed production in banana
cultivars. The aim of the present study was to investigate the action of aqueous
extracts of stigma and distal portion of the ovary, in different concentrations, in
the germination and pollen tube’s growth of banana varieties. In experiment 1,
the pollen grains of diploid banana hybrids (AA), 089087-01 and 042052-04
were inoculated in basic culture medium and was adictioned floral extracts
(stigma and ovary) of 'Grande Naine’ 5%, 10%, 15%, 20%, 25% and 30%
concentrations of 5% and 10% provided higher pollen germination for both
genotypes. In contrast, there was negative for germination as above extract: in
concentrations greater than 10% effect, indicating the presence of substances
in higher concentrations limited to pollen germination. In experiment 2 we tested
the best concentration of the crude extract of stigma that best promoted
twinning in vitro and pollen tube growth. The extract from the stigma of diploid
(AA) 089087-01, which produces many seeds, Grand Naine and triploid (AAA)
which is sterile, was added to the culture medium for pollen germination to 5%.
As pollen donors 20 diploid genotypes that produce large numbers of seeds
were evaluated. The diploid 089087-01 showed higher germination in vitro
pollen grain crude 5% of Grand Naine (95.86%) extract. The aqueous extract
5% of the diploid 089087-01 was less effective than the Grand Naine, with the
highest percentage of pollen germination was obtained in the genotype 013019-
01 (55.57%). The addition of 5% of gross stigma extract and Grand Naine
diploid 089087-01 to the culture medium increased on average by 196.21% and
141.22%, respectively, the percentage of in vitro germination of pollen

genotypes analyzed.

Key words: Aqueous extract, infertility, in vitro germination of pollen
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INTRODUCAO

A banana é uma das frutas mais consumidas em todas as regifes do
globo, sendo uma fruta de importancia significativa nos paises tropicais. Além
do sabor, s@o véarios os atrativos nutricionais de estimulo ao seu consumo; é
rica em vitaminas A e C, além de fibras e potassio. Esta fruta assume
importancia social e econbmica em mais de 80 paises, principalmente em
pequenas propriedades (SILVA et al. 2002a., SENA, 2011). O Brasil € um dos
maiores produtores mundiais de bananas, com 7,3 milh6es de toneladas
produzidas em 2014, em uma area aproximada de 493 mil hectares (IBGE,
2014). Apesar de o Brasil ser um dos principais produtores mundiais perde em
produtividades para paises como a india, devido & baixa disponibilidade de
variedades comerciais de banana que sejam produtivas, com porte adequado,
adaptadas a diferentes ecossistemas, resistentes as principais doencas e com
boas caracteristicas de pods-colheita, sdo fatores que limitam a produtividade
(SILVA et al., 2002b; LESSA et al., 2010).

As cultivares de bananeira séo triploides e apresentam diferentes niveis
de fertilidade. Cultivares do subgrupo Prata produz poucas sementes quando
cruzadas com diploides (AA). Por outro lado as cultivares do subgrupo
Cavendish (Grande Naine, Williams, Nanica, Nanic&o, etc.) apresentam alto
nivel de esterilidade, dificultando a obtencdo de hibridos mediante
cruzamentos.

O melhoramento genético convencional de bananas e platanos é
dificultado, devido principalmente a diferentes graus de esterilidades das
cultivares triploides. A maioria dos programas de melhoramento convencional
se baseia na obtencéo de diploides melhorados, os quais séo utilizados como
parentais em cruzamentos com outros diploides ou alguns triploides que
conservam certa fertilidade feminina (ESCALANT e SANDOVAL, 1992, SILVA
et al., 2001).

Novas técnicas biotecnolégicas, a exemplo, a inducdo da duplicacéo de
cromossomos in vitro, a duplicagcdo cromossémica de diploides promissores
permite a producdo de plantas autotetraploides possivelmente férteis, que

podem ser utilizadas em cruzamentos com diploides melhorados para geracao
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de triploides secundarios (AAA) com resisténcia a doencas e frutos com boas
caracteristicas agronémicas (BAKRY et al., 2007; AMORIM et al., 2013).

Estudos preliminares visando investigar a esterilidade em cultivares do
subgrupo Cavendish (Grande Naine, Nanicdo e Nanica) mostraram que na
antese as flores femininas apresentam um escurecimento (oxidacao) na regiao
distal do ovério, no qual poderia ocorrer devido a producdo de substancias que
contribuiriam para dificultar a penetragdo e o crescimento do tubo polinico
(SOARES et al., 2014). Além disso, em condi¢des de campo, quando 0s graos
de polen sdo depositados sobre o estigma de Grande Naine é observado o
crescimento do tubo polinico, mas aparentemente ndo ocorre a penetracdo no
estigma (SOARES et al., 2014). Estas observacfes sugerem a ocorréncia de
alguma barreira quimica ou fisica que limita a fertilizacdo em cultivares do
subgrupo Cavendish.

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia dos
extratos de estigma e da porcédo distal do ovario na germinacéo in vitro de

graos de polen e crescimento do tubo polinico em bananeiras diploides.

MATERIAL E METODOS

Experimento 1 — Efeito do extrato de estigma e da porc¢ao distal do ovario

na germinacao in vitro de graos de polen de bananeira

Material Vegetal

Os Gendtipos que forneceram o extrato floral feminino: Grande Naine
(AAA), utilizando o estigma, parte floral feminina. Os gendétipos utilizados como
doadores de pdlen foram os diploides (AA) melhorados 042052-04 (M53 X
Sowmuk) e 089087-01 [(Malaccensis x Sinwobogi) x (Calcutta x Heva)], que

produzem elevada quantidade de graos de polen viaveis.

Metodologia

Teste de germinacgao in vitro de graos de podlen de bananeira em meio

contendo extrato aquoso de tecidos florais
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Para o preparo do extrato aquoso foram coletadas flores femininas de
Grande Naine, em fase de antese, e acondicionados dentro de sacos plasticos,
isolados, em caixa de isopor com gelo. Os estigmas e 0 segmento da porcao
distal do ovario foram excisados, e sem tratamento para desinfestacdo, foram
macerados em nitrogénio liquido (Nop). O material vegetal transformado em po
foi pesado em balanga analitica seguindo a proporcéo de 0,150 mg do tecido
em po para dissolucdo em 1,5 mL de agua destilada. Esse material
acondicionado em tubos tipo falcon foi agitado em agitadores de tubos tipo
“vortex” por 1 minuto em seguida centrifugado a 11.000 rpm por 15 minutos.
Apoés essa etapa, os extratos florais (estigma e ovario) de ‘Grande Naine’ foram
filtrados com filtro estéril de 45um e adicionados nas concentracfes (5%, 10%,
15%, 20%, 25% e 30%) (v/v) ao meio de cultura proposto por Soares et al.
(2008) ja autoclavado a 121 °C por 20 minutos, composto de 15% de sacarose,
0,01% de &cido borico, 0,01% de nitrato de potassio, 0,03% de nitrato de calcio
e 0,02% de sulfato de magnésio, solidificado com 0,08% de Agar, pH ajustado
em 7,0.

Para a germinacdo in vitro os graos de pdlen, sem qualquer processo de
desinfestacdo, foram inoculados em placas de Petri estéreis (60 X 50 mm)
contendo aproximadamente 12,5 mL do meio de cultura.

Graos de polen foram distribuidos no meio com auxilio de um pincel para
promover a distribuicdo homogénea do podlen. Utilizou-se para cada placa um
mix de polen oriundo de cinco anteras/flor. Apos a inoculagdo, as placas foram
mantidas em condi¢gées controladas de 27 + 1°C no escuro, antes de se
realizar a contagem dos grédos de polen germinados e a medicdo do
comprimento do tubo polinico apés 24 horas de incubacédo, mediante
observacdo em um estereomicroscépio binocular com objetiva 10x.

Para a percentagem de germinagcdo foram contabilizados todos os
grdos da placa de Petri e para o comprimento do tubo polinico foram
mensurados 40 tubos polinicos, com auxilio de uma ocular micrométrica, com
dados convertidos em milimetros (mm). Foram considerados germinados os
gréos de polen que possuiam tubo polinico com tamanho igual ou superior ao
didmetro do proprio pélen.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema

fatorial (2 gendtipos x 2 extratos x 6 concentracfes do extrato). Os dados de
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porcentagem foram transformados para arc sen (Vx /100) antes da andlise
estatistica para o comprimento de tubo polinico, e as médias obtidas foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para os meios e Scott-
K para os genotipos avaliados. Utilizou-se o programa computacional SISVAR

para analise dos dados.

Experimento 2 — Comparacéo da eficiéncia do meio de cultura sem e com

5% de extrato de estigma na germinacao in vitro de pdolen de bananeira

Material Vegetal

Genodtipos que forneceram o extrato floral feminino: Diploide (AA)
089087-01 e triploide Grande Naine (AAA), utilizando o estigma, parte floral
feminina. Os gendtipos que ofereceram os grdos de pdlen foram: 010016-01;
013019-01; 017041-01; 028003-01; 3004-02; 030023-03; 041054-08; 042049-
09; 042052-04; 042079-06; 042085-02; 042252-0; 086079-09; 086094-15;
086094-20; 089087-01; 091087-01; 091094-04; 097079-03; TH03-01.

Metodologia

Teste de germinacao in vitro de graos de pdolen de bananeira-extrato bruto

Para a germinacdo in vitro os grdos de pdlen, sem qualquer processo de
desinfestacdo, foram inoculados em placas de Petri estéreis acondicionando
aproximadamente 12,5mL do meio de cultura proposto por Soares et al. (2008),
composto de 15% de sacarose, 0,01% de &cido borico, 0,01% de nitrato de
potassio, 0,03% de nitrato de calcio e 0,02% de sulfato de magnésio,
solidificado com 0,08% de Agar, pH ajustado em 7,0 e autoclavado a 121 °C
por 20 minutos, acrescido ou ndo de 5% de extrato de estigma de Grande
Naine e do diploide 089087-01.

Os gréos de pdlen foram distribuidos no meio com auxilio de um pincel
para promover a distribuicAo homogénea do pélen. Utilizou-se para cada placa
um mix de pélen oriundo de cinco anteras/flor. Apos a inoculacdo, as placas

foram mantidas em condi¢cdes controladas de 27 + 1°C no escuro, antes de se
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realizar a contagem dos grédos de polen germinados e a medicdo do
comprimento do tubo polinico ap6s 24 horas de incubagdo, mediante
observacdo em um estereomicroscopio binocular com objetiva 10x.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x20 (extrato florais x genaotipos) com oito repeti¢cdes, sendo cada uma
representada por uma placa de Petri. Para a percentagem de germinagdo
foram contabilizados todos os graos da placa de Petri e para 0 comprimento do
tubo polinico foram mensurados 40 tubos polinicos, com auxilio de uma ocular
micrométrica, com dados convertidos em milimetros (mm). Foram considerados
germinados os graos de pdlen que possuiam tubo polinico com tamanho igual
ou superior ao diametro do préprio polen.

Os dados de porcentagem foram transformados para arc sen (Vx /100)
antes da andlise estatistica para o comprimento de tubo polinico, e as médias
obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para os
meios e Scott-K para os gendtipos avaliados. Utilizou-se o programa

computacional SISVAR para analise dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 — Efeito do extrato de estigma e da porc¢ao distal do ovario

na germinacao in vitro de graos de polen de bananeira

O percentual de germinacdo do pdlen in vitro de bananeira foi
influenciado pela presenca do extrato floral no meio de cultura (Figura 1). A
concentracdo de 5% e 10% proporcionou maior germinacdo de pdlen para
ambos os genotipos avaliados, sendo que nestas concentragdes, o extrato do
estigma foi significativamente superior ao do ovario. Em comparagdo com o
controle, quando se utilizou extrato de estigma de Grande Naine a 5% ocorreu
um aumento de cerca de 3 e 7 vezes na germinacdo in vitro do poélen dos
diploides 042052-04 e 089087-01, respectivamente.
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Figura 1. Germinacéo in vitro de pélen de diploides de bananeira em meio de
cultura contendo diferentes concentracdes de extratos florais de ‘Grande
Naine’. A) 042052-04 e B) 089087-01 (Médias seguidas de letras iguais,
minuUsculas e mailsculas nas barras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott &

Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de probabilidade).
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Em contrapartida, houve efeito negativo para a germinacdo a medida
qgue se adicionou extrato acima de 10%. Considerando a intera¢cdo genotipo x
meio, o diploide 089087-01 foi que apresentou maior percentual de gréos de
polen germinados com 52,44% em meio acrescido a 5% de extrato de estigma
(Figura 2a). O diploide 042052-04 ndo apresentou germinagéo de polen in vitro
em meio de cultura acrescido de 30% de extrato de estigma (Figura 2b). No
estigma e no estilo encontram-se substéncias que estimulam a adesdo,
hidratacdo e germinacao dos graos de pélen, e que regulam o crescimento do
tubo polinico (HIGASHIYAMA, 2003; BOAVIDA, 2011).

Figura 2. Germinacdao de pélen in vitro de bananeira. a) 089087-01 — alta
germinacgdo de pdélen em meio contendo 5% de extrato de estigma; b) 042052-
04 - auséncia de graos de pdélen germinados em meio acrescido de 30% de

extrato de estigma.
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A germinagdo de pdlen in vitro permite a analise da capacidade de
emissao do tubo polinico e uma correlacdo dessa taxa com a viabilidade do
grao de polen. A germinacgao in vitro € a técnica mais utilizada para estimar a
viabilidade dos graos de pdlen, jA que simula as condi¢cdes do estilo/estigma,
induzindo a germinacéo do tubo polinico (MARCELLAN e CAMADRO, 1996).

Com base nos dados obtidos para os dois gendétipos avaliados nas
concentracbes de 0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 30% pode-se dizer que
para os extratos brutos de estigmas a 5% em meio de cultura dos genaotipos
Grande Naine e diploide 089087-01 podem ser utilizados para inducao de
crescimento de tubo polinico e germinacao in vitro.

O uso de extratos do estigma e do ovario de flores de bananeira ‘Grande
Naine’, em uma concentracdo de 5% no meio de cultura, promove a
germinacao in vitro de grdos de pdlen de bananeira. ConcentragBes destes
extratos acima de 10% promovem efeito negativo para a germinagdo a medida
gue adicionado o extrato aquoso.

A identificacdo dos compostos presentes nos extratos florais podera

elucidar o processo de germinacao do polen e fertilizagdo em bananeira.

Experimento 2 — Comparacéo da eficiéncia do meio de cultura sem e com

5% de extrato de estigma na germinacao in vitro de pdlen de bananeira

O percentual de germinacao do poélen (%GP) in vitro de bananeira foi
influenciado pela presenca do extrato floral bruto da cultivar Grande Naine no
meio de cultura na concentracdo de 5% proporcionou 95,86% de germinacao
do polen para o diploide 089087-01 (Figura 3A, Figura 4b). Este valor de
porcentagem de germinagdo de podlen estd proximo dos dados obtidos por
Soares (2008). Os graos de podlen do diploide TH-0301 ndo germinaram. Na
avaliacdo da porcentagem do comprimento do tubo polinico (CTP) o diploide
089087-01 apresentou 2,07 mm (Figura 3B).

Para percentual de germinacéo do polen (%GP) in vitro de bananeira no
extrato floral aquoso do diploide 089087-01 no meio de cultura pela analise do
teste F a concentragdo de 5% proporcionou uma (%GP) de 62,79% para o
diploide 089087-01 e de 55,57% para o diploide 013019-01 (Figura 5A e Figura

6b). Os graos de podlen do diploide TH03-01 também ndo germinaram neste
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extrato. Na avaliacdo da porcentagem do comprimento do tubo polinico (CTP),
o diploide 089087-01 apresentou 1,70 mm e o TH03-01 apresentou 0,0mm
(Figura 5B).
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Figura 3. Porcentagem de germinagdo in vitro de podlen (%GP) (A) e
comprimento do tubo polinico (CTP) (B) de 20 diploides de bananeira (AA) em
meio sem e com extrato de estigma de Grande Naine a 5% (Médias seguidas
de letras iguais, minusculas e mailsculas nas barras, nao diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de probabilidade).
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Figura 4. Germinacdo in vitro de graos de pdlen do hibrido diploide de
bananeira 087089-01 em meio contendo extrato bruto de estigma de Grande

Naine (AAA). a) Meio contendo 0% de extrato bruto. b) Meio contendo 5% de
extrato bruto.
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Figura 5. Porcentagem de germinagdo in vitro de polen (%GP) (A) e
comprimento do tubo polinico (CTP) (B) de 20 diploides de bananeira (AA) em
meio contendo extrato de estigma do diploide 089087-01 a 5% (Médias
seguidas de letras iguais, minUsculas e mailsculas nas barras, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott & Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de
probabilidade).

dﬂd"é@

Figura 6. Germinacao in vitro de graos de pdlen do hibrido diploide (AA) de
bananeira 089087-01 em meio contendo extrato bruto de estigma de diploide
089087-01. a) Meio sem adicdo de extrato aquoso. b) Meio contendo 5% de

extrato aquoso.
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O diploide melhorado 013019-01 apresentou (%GP) in vitro de 82,61%
no extrato aquoso de estigma de Grande Naine apresentou diferenca
significativa em relagdo ao controle (Figura 3A), sendo que o CTP nao (Figura
3B).

No extrato de estigma do diploide 089087-01 a 5%, o pélen do diploide
089087-01 apresentou um valor de 62,79%, superior ao controle (Figura 5A). O
CTP 1,70 mm a 5% de extrato aquoso adicionado ao meio de cultura (Figura
5B).

A germinagdo de podlen in vitro permite a andlise da capacidade de
emissao do tubo polinico e uma correlacdo dessa taxa com a viabilidade do
gréo de polen. A germinacgao in vitro € a técnica mais utilizada para estimar a
viabilidade dos grdos de pdlen, jA que simula as condicdes do estilo/estigma,
induzindo a germinacg&o do tubo polinico (MARCELLAN e CAMADRO, 1996).
Com base nos dados obtidos para os vinte gendétipos avaliados pode-se dizer
gue para os extratos aquosos de estigmas a 5% em meio de cultura com os
genotipos Grande Naine e diploide 089087-01 podem ser utilizados para

inducéo de crescimento de tubo polinico e germinagéo in vitro.

CONCLUSAO

O aumento na percentagem de germinacao in vitro de pélen inoculado
em meio com extrato indica que existe no extrato aquoso de estigma de
Grande Naine e do diploide melhorado 089087-01 algum fator quimico e/ou
bioquimico que induz o crescimento do tubo polinico alguns dos genotipos
avaliados.

No estigma provavelmente contém substédncias que estimulam a
adesdo, hidratacdo e germinacdo dos graos de polen, e que regulam o
crescimento do tubo polinico. A identificacdo dos compostos presentes nos
extratos florais podera elucidar o processo de germinacdo do pdlen e
fertilizacdo em bananeira. E importante salientar a necessidade de
caracterizagbes a nivel celular como identificagdo de enzimas, proteinas e
outras espécies quimicas com uso de marcadores para uma completa

caracterizacdo, permitindo obter as rotas bioquimicas, sinalizacdo celular e
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detalhamento do funcionamento fisiologico das estruturas florais nas

musaceas.
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CAPITULO 2

ANALISE QUIMICA DOS EXTRATOS AQUOSOS DE ESTIGMA E PORCAO
DISTAL DO OVARIO DE BANANEIRA



ANALISE QUIMICA DOS EXTRATOS AQUOSOS DE ESTIGMA E PORCAO
DISTAL DO OVARIO DE BANANEIRA

RESUMO: Com o objetivo de identificar possiveis compostos presente em
extratos florais de estigma e porcao distal de ovario de triploides (AAA) e
diploides (AA), realizou-se, inicialmente, um estudo do tempo de extracdo por
ultrassom de 10 minutos, sendo que a agua se comportou como o melhor
solvente para extracdo, comparando-se com metanol e etanol. Isto ocorre
devido a polaridade da agua nos extratos e a grande presenca de grupos
fendlicos com grupos hidroxilas (OH) que facilitam a solubilidade das amostras.
O contetdo de fendis totais variou de 30,8 + 0,28 a 37,5 + 5,9 mg GAE.g™ para
porcao distal do ovéario de Prata And e em Grande Naine a concentracdo do
estigma variou de 75,3 + 11,2 a 158,2 + 25,7 mg GAE.g . Para as variedades
diploides o conteudo de fendis totais encontrado foi de 1,41 + 0,03 para 3,50 +
0,01 mg GAE.g"! para porcéo distal do ovario das amostras de 089087-01 e
THO03-01 e a concentracdo do estigma variou de 5,0 £ 0,3 a 8,6 = 1,0 mg
GAE.g*. A atividade antioxidante em % SRL foi significativa em estigmas de
triploides 92,00% a 89,74% para Grande Naine e Prata Ana respectivamente e
92,39% a 86, 47% para THO03-01 e 089087-01 respectivamente. No teste de
flavonoides totais os estigmas apresentaram baixas concentracfes: 0,0058 +
0,0004 a 0,0055 + 0,0013 mg.g' para Prata And e Grande Naine,
respectivamente e 0,0037 + 0,0008 a 0,0041 + 0,0013 mg.g™ para 089087-01 e
THO03-01. Para porc¢ao distal do ovario encontramos 0,0062 + 0,0020 a 0,0055
+ 0,0007 mg.g* para Grande Naine e Prata And e 0,0022 + 8,65 x 10™ a
0,0030 + 0,0006 mg.g™* para TH03-01 e 089087-01 respectivamente. A baixa
concentracéo de flavonoides totais indica que outras substancias fendlicas, que
nao os flavonoides, sdo os compostos bioativos presentes no extrato aquoso.
Nas analises por HPLC-DAD os espectros no UV gerados indicam a presenca

de compostos fendlicos nos extratos.

Palavras-chave: Fendlicos, antioxidantes, HPLC-DAD, biocompostos



CHEMICAL ANALYSIS OF AQUEOUS EXTRACTS OF STIGMA AND
OVARIAN DISTAL PORTION OF BANANA

SUMMARY: In order to identify possible compounds present in floral extracts of
stigma and distal ovary triploid (AAA) and diploid (AA) was held, initially, a study
of ultrasound extraction time of 10 minutes, that water behaved as the best
solvent for extraction, compared with methanol and ethanol. This is due to the
polarity of the water extracts and the presence of large groups with phenolic
hydroxyl groups (OH) that facilitate solubility of the samples. The content of total
phenols ranged from 30.8 + 0.2 to 37.5 + 5.9 mg GAE.g™ to the distal portion of
the ovary ‘Prata And’ and ‘Grande Naine’ concentration of stigma varied from
75.3 + 11.2 to 158.2 + 25.7 mg GAE.g™. For varieties diploid content of total
phenols was found to be 1.41 + 0.03 to 3.50 + 0.01 mg GAE.g" to the distal
portion of the ovary samples 089087-01 and THO03-01 and concentration of
stigma ranged from 5.0 + 0.3 to 8.6 + 1.0 mg GAE.g™. The antioxidant activity
was significant in FRL% stigmata of triploid 92.00% to 89.74% for ‘Grande
Naine’ and Prata Ana’ and 92.39% respectively to 86% and 47% for THO3-01
089087-01 respectively. In total flavonoid test stigmas: 0.0058 + 0.0004 to
0.0055 + 0.0013 mg g for ‘Prata An& and ‘Grande Naine’, respectively, and
0.0037 + 0.0008 to 0, 0041 + 0.0013 mg.g™ for 089087-01 and TH03-01. Distal
portion of the ovary found + 0.0062 from 0.0020 to 0.0055 + 0.0007 mg.g™ for
‘Grande Naine’ and ‘Prata And’ and 0.0022 + 0.0030 to 8.65 x 10-5 + 0, 0006
mg.g™* for TH03-01 and 089087-01, respectively. The low concentration of the
total flavonoid indicates that other phenolic compounds other than flavonoids
are the bioactive compounds present in the aqueous extract. In the analysis by
HPLC-DAD UV spectra generated indicating the presence of phenolic

compounds in the extracts.

Keywords: Phenolic antioxidants, HPLC-DAD, biocompouns
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INTRODUCAO

O melhoramento genético é uma importante ferramenta para a
sociedade, contribuindo com programas de melhoramento genético de plantas
e garantindo, em parte, com a descoberta de novos genes e
consequentemente com a segurancga alimentar e outras necessidades béasicas
das geracdes atuais e futuras (PEREIRA et. al., 2010).

A pesquisa em recursos genéticos assume importancia crescente em
relacdo ao melhoramento de plantas. O controle de pragas e doencas, por
exemplo, requer a identificacdo de linhagens ou de cultivares resistentes a
determinadas pragas e doencas para as quais outros tipos de controle sao
ineficientes ou onerosos demais com relacédo ao produto das culturas afetadas.
O aproveitamento de recursos genéticos ainda nao explorados torna possivel
lancar no mercado novos produtos com qualidades antes desconhecidas e
valorizar o patrimdénio genético até entdo ndo explorados (PEREIRA et al.,
2010).

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de bananas, com 7,3
milhdes de toneladas produzidas em 2014, em uma area aproximada de 493
mil hectares (IBGE, 2014). Apesar destas grandes proporcdes esta cultura tem
uma demanda crescente de producao, novos produtos e cultivares encaixando-
se perfeitamente na pesquisa de recursos genéticos vegetais por apresentar
aspectos negativos em sua producdo como ataque de pragas e grau elevado
de esterilidade para as cultivares comerciais.

Conhecimentos dos metabolitos secundarios na cultura da banana séo
de interesse na pesquisa cientifica por auxiliarem no processo de descoberta
de novos compostos naturais que possam ser utilizados nos diversos setores
da indastria quimica e/ou farmacéutica, como servem de base para ampliar o
conhecimento de novas rotas bioquimicas nesta espécie, podendo revelar
novas possibilidades no melhoramento genético de plantas (JONES, 2006).

Apesar de existirem varios estudos, sobre a fitoquimica dos diferentes
orgaos da bananeira (BORGES, et al., 2012; NGO et al., 2009; DAVEY, et al.,
2006) h& poucos registros das inflorescéncias femininas com destaque para

composicdo quimica de partes especificas como regido distal do ovario e
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estigma, estruturas vegetais envolvidas na reproducdo desta espécie, onde
futuramente possa auxiliar programas de melhoramento (FINGOLO, et al.,
2010).

Estudos preliminares visando investigar a esterilidade em cultivares do
subgrupo Cavendish (Grande Naine, Nanicdo e Nanica) mostraram que na
antese as flores femininas apresentam um escurecimento (oxidacdo) na regiao
distal do ovério, o qual poderia ocorrer devido a producédo de substancias que
contribuiriam para dificultar a penetracdo e o crescimento do tubo polinico
(SOARES et al., 2014).

Desse modo, o0 objetivo desse trabalho foi identificar possiveis
compostos presentes nos extratos aquosos florais de estigma e porcéo distal
de ovario em triploides ‘Grande Naine’ (AAA) e ‘Prata An&’ (AAB); e diploide
‘089087-01" (AA) e ‘THO3-01' (AA).

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Gendtipos que forneceram o extrato floral de estigma e porcéo distal do
ovario: Diploides (AA) 089087-01 e THO03-01, triploides, Grande Naine (AAA) e
Prata Ana (AAB).

Avaliacédo do tempo/solvente para extragcdo das amostras

Foi determinado o melhor tempo e o melhor solvente para a extracao de
compostos nas amostras de diploide e triploide. Para determinar o tempo
necesséario de extracao foi pesado de 25mg da amostra de estigma e porcéo
distal do ovéario de Grande Naine e adicionados em tubos separados em
triplicata juntamente com 5 mL de H,O. Apds, colocavam-se as amostras em
banho ultrassonico pelo periodo de 0 a 60minutos, sendo que a cada 5
minutos, retirava-se a amostra, filtrava-se e determinava o teor de fendlicos
pelo método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON, 1999). Num baldo de 25 mL
foram adicionados: 250 pL da amostra, 12,5 mL de H,O, 1250 pL reagente de

Folin-Ciocalteau, 5 mL de solucdo de carbonato de sodio a 20% (m/v),
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avolumando-se para 25 mL. Agitou-se e apés 30 minutos foi realizada a leitura
em espectrofotdbmetro. As leituras espectrofotométricas foram realizadas no
espectrofotometro INSTRUTERM UV-Vis 2000A. Determinou-se a absorvancia
no comprimento de onda de 750nm com cubeta de 1 cm de passo optico com
as amostra de estigma e porcdo distal do ovario em triplicada para cada
material analisado. A calibracdo realizou-se com dissolu¢cbes de acido galico
entre 0 a 100 mg.L™ (0, 0,9, 1,8, 2,7, 3,6, 4,5 e 5,4 mg.L™). Os resultados foram
expressos como equivalentes de acido galico (Galic Acid Equivalents, GAE),
obtendo-se uma &rea de calibracdo com um r? = 0,999 aproximadamente. A
equacao da reta sera Y(Abs) = 0,001 (conc.) — 0,0046.

Para a avaliagdo do melhor solvente utilizamos a mesma metodologia da
extracdo, porém utilizamos agua, metanol e etanol como solventes em vez de

usar somente agua.
Teste de fendis totais

Para o preparo das amostras foram coletados, em fase de antese,
estigmas e porcédo distal do ovério de triploides ‘Grande Naine’ (AAA) e ‘Prata
and’ (AAB); e diploide ‘089087-01' (AA) e ‘TH03-01" (AA). As partes femininas
foram levadas dentro de sacos plasticos, isolados, em caixa de isopor com gelo
para o laboratério. Os estigmas e porcéo distal do ovario sem tratamento foram
retirados, congelado a -20°C, posteriormente liofilizados em liofilizador da
Liobras-liotop L101 e posteriormente macerados no almofariz e pistilo em

nitrogénio liquido (N). De acordo com o fluxograma abaixo (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma de preparo das amostras de porcao distal das amostras

e estigma
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De pose dos extratos para analise os mesmos em triplicata foram
submetidos ao teste de fendis totais seguindo a metodologia de Folin-
Ciocalteu, visando estudo de atividades em extratos polifendlicos onde se
calcula o indice de polifenois totais (IPT), medindo-se a quantidade de

compostos polifendlicos presente nas amostras.

Teste de atividade antioxidante total (AAT)

Para o preparo das amostras foram coletados, em fase de antese, estigmas
e porcdo distal do ovério de triploides ‘Grande Naine’ (AAA) e ‘Prata and’
(AAB); e diploide ‘089087-01' (AA) e ‘TH03-01’ (AA). As partes femininas foram
levadas dentro de sacos plasticos, isolados, em caixa de isopor com gelo para
o laboratorio. Os estigmas e porcdo distal do ovario sem tratamento foram
retirados, congelado a -20°C, posteriormente liofilizados em liofilizador da
Liobras-liotop L101 e posteriormente macerados no almofariz e pistilo em
nitrogénio liquido N; (. De acordo com o fluxograma de preparo das amostras
de porcéo distal das amostras e estigma (Figura 1).

A metodologia utilizada para determinacéo de atividade antioxidante total
foi a mesma descrita em Rufino (2007), com algumas adaptagfes. Foram
preparadas 4 solucdes:

Solucgdo hidroalcoodlica com metanol a (50%).

Solucéo de acetona a 70%

Solucéo controle de alcool metilico, acetona e agua (2:2:1).

Solucédo de DPPHe (2,2-difenil-1- picrilhidrazila), 0,06 mM -.Preparada e
usada apenas no dia da analise.

Para a leitura dos resultados construiu-se uma curva de calibragéo inicial a
partir da solucédo de DPPH 0,06 mM preparando em balées de 10 mL, solucbes
variando a concentracdo 10 uM a 50 uM. Em ambiente escuro, transferir uma
aliguota de, aproximadamente, 4 mL de cada solu¢cdo de DPPH (10 uM, 20 uM,
30 uM, 40 uM, 50 uM e 60 pM) para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em
espectrofotometro a 515 nm. Utilizamos alcool metilico, como branco, para
calibrar o espectrofotémetro (RUFINO, 2007).

A partir do extrato obtido de acordo com o fluxograma de preparo das
amostras de porcao distal e estigma das amostras (Figura 1), prepararam-se
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em tubos de ensaio no minimo trés diluicbes diferentes em triplicata. Em
ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do
extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH 0,06 mM e
homogeneizou em agitador de tubos. Utilizou-se 0,1 mL da solucéo controle de
alcool metilico, acetona e agua com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizou-
se. Utilizou-se alcool metilico, como branco, para calibrar o espectrofotémetro.
As leituras (515 nm) foram monitoradas a cada minuto, onde foi observada a
reducdo da absorbancia até sua estabilizacdo. A leitura da absorbéancia final
para o célculo do EC50 so foi feita apds a estabilizacdo da absorbancia (tempo
EC50) (RUFINO, 2007).

O percentual de sequestro do radical livre DPPH (%SRL), foi calculado

como:

% SRL = [(C-A)/C] x 100

Onde:

C é a absorbancia do controle

A é a absorbancia da amostra em solucéo.

O tempo de medida de reacdo entre o radical e a amostra de 30 minutos
é suficiente embora alguns autores determinem 20 minutos (SOARES, 2008).
Neste trabalho, determinou-se a capacidade antioxidante (% SRL) no tempo de
20 minutos.

Para o preparo das amostras foram coletados, em fase de antese,
estigmas e porcédo distal do ovério de triploides ‘Grande Naine’ (AAA) e ‘Prata
and’ (AAB); e diploide ‘089087-01' (AA) e ‘TH03-01' (AA). As partes femininas
foram levadas dentro de sacos plasticos, isolados, em caixa de isopor com gelo
para o laboratério. Os estigmas e porcéo distal do ovario sem tratamento foram
retirados, congelado a -20°C, posteriormente liofilizados em liofilizador da
Liobras-liotop L101 e posteriormente macerados no almofariz e pistilo em
nitrogénio liquido (N.). Fluxograma de procedimentos para preparo das

amostras na Figura 1.
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Determinacao de flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides seguiu a metodologia proposta por
Woisky e Salatino (1998), onde foram pipetados 2,0 mL do extrato para analise
Figura 1 em tubos de ensaio em triplicata para cada amostra. Apos a adi¢cdo do
extrato para analise, adicionou-se aos tubos 1 mL de solucdo aquosa de
cloreto de aluminio 5% m/v em metanol e 2 mL de metanol. Preparou-se o
branco utilizando 4 mL de metanol e 1 mL de cloreto de aluminio. A utilizacao
do cloreto de aluminio deve-se a propriedade do cation aluminio formar
complexos estaveis com a hidroxila dos flavonoides, originando um composto
de cor amarela. Aguardou-se 30 minutos no escuro e procedeu-se a leitura no
espectrofotometro (INSTRUTERM UV-Vis 2000A) a 425 nm. Utilizou-se como
padrdo a quercetina nas concentracdes de 0,05, 0,01, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6
para a construcdo da curva de calibracdo. Os dados dos resultados foram
expressos em mg de quercetina/g de amostra. Os valores foram expressos

como média * desvio padrao de trés repeticoes.

Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

No preparo das amostras foram coletados, em fase de antese, estigmas
e porcao distal do ovario de triploides ‘Grande Naine’ (AAA) e ‘Prata Anad’
(AAB); e diploide ‘089087-01’ (AA) e ‘TH03-01’ (AA). As partes femininas foram
levadas dentro de sacos plasticos, isolados, em caixa de isopor com gelo para
o laboratorio. Os estigmas e porcdo distal do ovario sem tratamento foram
retirados, congelado a -20°C, posteriormente liofilizados em liofilizador da
Liobras-liotop L101 e posteriormente macerados no almofariz e pistilo em
nitrogénio liquido (N>).

Os solventes de grau HPLC utilizados foram: metanol, acetonitrila (J. T.
Backer) e acido acético (Merk). Agua mili-Q ultrapura com condutividade de
0,05 pS.cm™ foi utilizada para fazer os experimentos. Foi utilizado coluna C18
fase reversa (50x7,6, 5um), Varian com coluna-guarda. O cromatografo
utilizado para as leituras de comprimento de onda e espectros foi um Agilent
série 1260 infinity possuindo, duas bombas de presséo, auto-injetor, DAD (UV-

Vis), forno de aquecimento e coletor de fracdo. As corridas cromatograficas
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foram feitas em sistema de gradiente com as configuracdes apresentadas na
Tabela 1. Esse sistema esta de acordo com a metodologia proposta por Dias
(2013), para identificacdo de compostos fendlicos em vinho com adaptacgées. O
fluxo da fase mével foi de 0,8 mL.min™*. A temperatura do forno foi de 30 °C. O
comprimento de onda utilizado foi 280 e 320 nm. A quantidade de amostra
injetada foi de 25 pL por corrida em triplicada para cada material analizado. As
fases modveis foram preparadas usando as propor¢des seguintes: Fase A
(aquoso): Metanol: Acido acético: agua (5:2:93), Fase B (solvente): Acetonitrila:

acido acético: agua (88:2:10).

Tabela 1. Gradiente das fases moveis

Gradiente das fases moveis

Tempo (min) A (%) B (%)
0,00 95 5
6,00 85 15
8,00 30 70

10,00 30 70
12,00 95 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo do tempo/solvente para extracdo das amostras

As amostras de estigma e porcao distal do ovario dos triploides Grande
Naine e Prata And apresentaram um tempo 6timo de extracdo de 10 minutos
para ambas as amostras (figura 2). A figura 3 mostra que o melhor solvente foi

a agua.
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Figura 2. Tempo de extracdo para as amostras de estigma e porcao distal do

ovario de Grande Nine e Prata Ana.
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Figura 3. Teste do melhor solvente para as amostras de estigma e porcéo
distal do ovario para triploides

Teste de fendis totais

Os valores de fendlicos totais encontrados nos extratos aquosos para as
amostras de estigmas e por¢éo distal do ovario de triploides ‘Grande Naine’
(AAA) e ‘Prata an&’ (AAB); e diploide ‘089087-01' (AA) e ‘TH03-01' (AA) podem
ser visualizados respectivamente nas Figuras 4, 5 e a curva de calibracéo
respectivamente na Figura 6.
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As amostras dos triploides apresentaram uma concentracdo de fendis
totais mais elevada que as dos diploides principalmente nos estigmas. Os
valores para triploides encontrados s&o bem superiores aos encontrados por
Sheng, 2011 em flores de variedades Baxijiao (AAA) e Paradisiaca (AAB). Nos
diploides a concentracédo de fendis totais € mais baixa principalmente para as
amostras de porc¢do distal do ovario.

A maioria dos compostos fendlicos ndao é encontrada no estado livre na
natureza, mas sob a forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto,
soliveis em agua e em solventes organicos polares (MELLO, 2001). Sé&o
metabdlitos secundarios das plantas e sdo muito importantes na quelacao de
ions metélicos redox-ativo, inativando lipidios livre de cadeias radicais, e
evitando conversdes de hidroperéxidos em oxiradicais. S&o reguladores
vegetais ndo hormonais encontrados em maiores concentracfes enddgenas
(mM) onde o precursor € o acido chiquimico sintetizado em qualquer parte
verde da planta podendo formar: taninos hidrolisaveis, &cido cindmico, dando
origem a fendlicos simples, cumarinas e flavonoides.

Uma das explicacbes para as altas concentracdes de fendis totais no

teste pode ser devido a escolha do método Folin-Ciocalteau que embora seja
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um dos métodos mais utilizado para quantificacdo de compostos fendlicos, tal
reagente pode interagir com outros constituintes quimicos nao fendlicos como
carotenoides, amino4cidos, acucares e vitamina C, podendo ocorrer resultados
superestimados de fendis totais (OLIVEIRA, 2009).

Os fenois podem ser divididos em trés grupos quimicamente distintos:
terpenos, compostos fendlicos e compostos contendo nitrogénio. Os fendlicos
sao um grupo quimicamente heterogéneo de cerca de 10.000 compostos
individuais: alguns sdo apenas solluvel em solventes organicos, alguns sao
acidos carboxilicos, soluveis em agua e glicosideos, e outros sdo grandes
polimeros insolaveis.

De acordo com a sua diversidade quimica, compostos fenélicos tém uma
variedade de papéis na planta. Muitos servem como compostos de defesa
contra herbivoros e patogenos. Outros funcionam em suporte mecanico, na
atracdo de polinizadores e dispersores de frutos, na absor¢cdo de radiacéo
ultravioleta, ou em reduzir o crescimento de plantas vizinhas concorrentes
(TAIZ e ZEIGER, 2006).

Atividade sequestro de radicais (AAT)

A atividade antioxidante total encontrada nos extratos aguosos para as
amostras de estigmas e porcdo distal do ovario de triploides ‘Grande Naine’
(AAA) e ‘Prata And’ (AAB); e diploide ‘089087-01' (AA) e ‘TH03-01’ (AA) podem
ser visualizados respectivamente nas Figuras 7 e 8, os valores foram
expressos em % SRL (porcentagem do sequestro do radical livre) e a curva de

calibracéo respectivamente na Figura 9.
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Figura 9. Curva de calibracdo para amostras triploides e diploides

A atividade antioxidante através do método do sequestro de radicais
livres (DPPHe¢) baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um radical livre, o DPPHe (2,2-difenil-1- picrilhidrazila), que ao
se reduzir perde a sua coloragdo purpura. Desta forma, avalia apenas o poder
redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e por este motivo ndo
detecta substancias pro-oxidantes (DUARTE-ALMEIDA, et al.).

Compostos antioxidantes estdo naturalmente presentes em frutas, sendo
que algumas apresentam altas concentragcbes de determinados grupos
(HARBORNE e WILLIANS, 2000). Nas amostras de estigmas tanto para
diploides como triploides apresentam uma alta % SRL. Comparando-se com o
teste de fendis totais que também apresentaram uma alta concentracado de
fendis totais, podemos inferir que sdo fontes reais de fendis e ndo de
interferentes presentes nas amostras de estigmas. As amostras de porcao
distal do ovario mostraram uma menor % SRL, corroborando com a afirmacao
por Harborne e Willians (2000).

A atividade de sequestrar o radical livre DPPH também pode ser
expressa em termos de CEsp (concentracdo minima necessaria para o
antioxidante reduzir em 50% a concentracédo inicial do DPPH). Os valores de
CEso foram calculados por regressao linear dos graficos em que o eixo das

abscissas representou a concentracdo dos extratos e o eixo das ordenadas o
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percentual de sequestro de radical livre (% SRL). Desta forma, quanto menor o
valor de CEsp, maior é a capacidade antioxidante dos compostos presentes. Na
Tabela 2 os dados do ECs para as amostra dos tecidos florais dos triploides
‘Grande Naine’, ‘Prata An&’ e dos diploides ‘089087-01" e ‘TH03-01".

Tabela 2. EC5p nos tecidos florais em amostras de triploides e diploides

Amostra dos tecidos florais ’ CEso (g amostra/g DPPH)
Estigma-Grande Naine 1,2151
Porcao distal do ovario- Grande Naine 0,5814
Estigma-Prata Ana 0,1009
Porcao distal do ovario- Prata Ana 0,1162
Estigma-089087-01 0,3481
Porcao distal do ovario-089087-01 0,6049
Estigma-THO03-01 0,4601
Porcao distal do ovario- TH03-01 1,2054

Determinacao de flavonoides totais

O teor de flavonoides total encontrada nos extratos aquosos para as
amostras de estigmas e por¢cdo distal do ovario de triploides ‘Grande Naine’
(AAA) e ‘Prata and’ (AAB); e diploide ‘089087-01’ (AA) e ‘TH03-01' (AA) podem
ser visualizados respectivamente na Figura 10.

A concentracdo de flavonoides nas amostras de diploides e triploides
encontradas € baixa em relacdo a de outras espécies vegetais. Em amostras
de pélen apicola na regido de Maceio6 (AL) o valor encontrado para flavonoides
total encontrada de 4,68 mg de quercetina.g™® (NEVES, 2009).

A alta atividade antioxidante e a significativa concentracdo de compostos
totais em contrapartida com a baixa concentracdo de flavonoides totais nas
amostras de estigmas e por¢ado distal do ovario de triploides ‘Grande Naine’
(AAA) e ‘Prata and (AAB); e diploide ‘089087-01' (AA) e ‘TH03-01' (AA),
indicam que outras substancias fendlicas, que ndo os flavonoides, sdo os
compostos bioativos presentes nestas amostras.

O teor de flavonoides totais baseia-se na propriedade do cation aluminio
formar complexos estaveis com a hidroxila dos flavonoides, originando um
complexo de cor amarela (ALMEIDA et. al., 1997; FUNARI e FERRO, 2006)

Este teste permite determinar a quantidade de flavonoides presentes na
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amostra evitando-se a interferéncia de outras classes de substancias fenolicas,
sobretudo os acidos fendlicos (FUNARI e FERRO, 2006).

CONCENTRAGCAC DE FLAVONDIDES (mg/g)
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Figura 10. Concentracdo de flavonoides totais em amostras de diploides e

triploides

Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-DAD)

Fendlicos das regides distal do ovéario e estigma em triploides (AAA) e
diploides (AA) por tentativa foram caracterizados por HPLC-DAD. N&o ocorreu
a identificacdo de compostos especificos, porém pode-se sugerir a ocorréncia
da natureza dos compostos por compara¢cao com o espectro na regido do UV-
Vis encontrado na literatura como o de OBREQUE-SLIER, 2009; em que
determina, via caracterizagdo quimica, dez agentes de curtimento comerciais
derivados de plantas de uso enolégico, onde se encontram taninos enoldgicos
e foram analisados por espectrofotometria (fenois totais, taninos totais e indice
de gelatina) com Cromatografia Liquida de Alto Desempenho com Arranjo de
Fotodiodo (HPLC-DAD). Este trabalho demonstra uma possibilidade de
comparacao do perfil cromatografico e de absorgdo obtido para amostras de
estigmas de ‘Grande Naine’ (AAA), ‘Prata and’ (AAB); ‘089087-01' (AA) e
‘THO3-01" (AA). A figura 11 demonstra um perfil cromatografico para os

estigmas dos dipldides e triploides avaliados. Na Figura 12, comparando-se
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com a Figura 15-1 pela analise do perfil cromatografico via HPLC-DAD do
espectro de absorvancia, nos estigmas, acredita-se que sejam taninos
hidrolisaveis, devido a natureza polar das extra¢des obtidas no teste do melhor
solvente para as amostras de estigma.

Na Figura 13 temos o perfil cromatografico para as amostras de porgao
distal do ovario de triploides e diploides. Comparando-se o perfil dos espectros
de absorbéancia A, B, C, D, E e F da Figura 14, com os da analise via (HPLC-
DAD) da porcéo distal dos ovarios de ‘Grande Naine’ (AAA), ‘Prata and’ (AAB);
‘089087-01" (AA) e ‘TH03-01' (AA) com os encontrados por LIIMATAINEN
(2013) (Figura 16), podemos sugerir que esses compostos sdo fendlicos,

porém nao podemos afirmar a natureza fendlica.
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Figura 11. Perfis cromatograficos obtidos da amostra de estigma de triploide
(AAA/AAB) e dipléides (AA)
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triploides (AAA/AAB) e diplbides (AA)
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Figura 15. Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis encontrados em
amostras de 10 taninos etnoldgicos (adaptado de OBREQUE-SLIER, 2009). A)
Acido Galico; B) Elagitaninos; C) Acido protocateico; D) Flavonol glicosideo; E)
Aldeido protocateico; F) Galotanino; G) Acido Vanilico; H) Acido Elagico; I)
Flavan-3-ol (catequina).
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Figura 16. Espectros de absor¢do dos compostos fendlicos identificados a
partir da casca interna de bétula (Adaptado de LIIMATAINEN, 2013). A)
Galatocatequina; B) (E)-1,7-bis(4-hidroxi-fenil)hept-4-en-3-one.
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Para uma determinacdo mais precisa de compostos bioativos nas
estruturas florais de muséceas torna-se necessario o uso de técnicas de
identificacdo estrutural por ressonancia magnética nuclear que devido a
melhoria tecnologica dos equipamentos utilizados atualmente na analise
espectroscopica, permite analisar amostras cada vez menores podendo
reconhecer um grande namero de compostos organicos mais refinadamente.
Conhecer a estrutura quimica presente nos tecidos florais de bananeira pode
permitir um avanco no melhoramento de técnicas de fertilizacdo in vitro e in
vivo auxiliando programas de melhoramento genético da cultura. Outra
ferramenta que poderia auxiliar na busca da elucidacdo do comportamento
guimico em tecidos florais é a espectrometria de massa que auxilia na
determinacdo de massa molecular com elevada exatiddo, inclusive de
biomoléculas e materiais poliméricos e/ou identificacdo de substancias, mesmo

em misturas complexas.

CONCLUSAO

Nos estigmas e porcéo distal do ovario de triploides encontramos valores
altos para a presenca de compostos fendlicos confirmando a presenca de
metabolicos secundarios. Em contrapartida para as amostras diploides esses
valores sdo pequenos, porém ainda presentes. Este estudo mostrou que
porcdo distal do ovario e do estigma é uma poderosa fonte de compostos
fendlicos.

As amostras mostraram um valor elevado para a % SRL tanto para
diploides quanto triploides, indicando uma regido com presenca de compostos
gue protegem os sistemas biolégicos contra efeitos nocivos em processos e
acbes que podem causar oxidacdo excessiva. A presenca de oxidacao
excessiva na regido distal de ovario tanto para diploide quanto para triploides
deve estar relacionados a outros processos biologicos ainda néo explicados.

E importante salientar a necessidade de caracteriza¢ées a nivel celular
como identificacdo de enzimas, proteinas e outras espécies quimicas com uso
de marcadores para uma completa caracterizacao, permitindo obter as rotas
bioquimicas, sinalizacdo celular e detalhamento do funcionamento fisiologico

das estruturas florais nas musaceas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho disponibilizou novos conhecimentos sobre o
comportamento dos extratos florais de estigma e porcao distal do ovario dos
genotipos Grande Naine e do diploide 089087-01em relacdo a 20 gendtipos
melhorados e buscou elucidar a composi¢cao quimica dos compostos presentes
nas amostras de extrato aquoso, contribuindo para o0 programa de
melhoramento genético da cultura da banana.

A identificacdo dos compostos fendlicos nas amostras serve de estimulo
para futuras caracteriza¢des funcionais e bioguimicas nas regiées onde ocorre
a necrose nos genotipos estéreis.

O isolamento dos compostos e o teste do efeito de cada um deles sobre
a germinacdo do polen permitirdo a identificacdo mais precisa daqueles que
estdo envolvidos diretamente na germinagdo do pdlen e crescimento do tubo
polinico em bananeira. De posse de resultados, mais sofisticados, pode-se
tracar planos futuros no melhoramento deste cultivar ampliando a oferta de

produto tanto para o mercado interno quanto para o externo.



