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RESUMO

KARSTEN, Juliane, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 20AQ@ e
propriedades cinéticas da peroxidase na oclusdo xilematica de aleparaiso
(Strelitzia reginae Ait.). Orientador: Fernando Luiz Finger. Coorientadores:
Raimundo Santos Barros e José Geraldo Barbosa

Com o intuito de melhor compreender os mecanismos pela qual a peroxidase (POD)
esta envolvida no bloqueio xilematico em hastes de ave-do-paraiso e como estes
podem ser reduzidos ou inibidos, este trabalho teve como objetivos: purificar e
caracterizar a POD; verificar o efeito da utilizagcdo de inibidores enzimaticos
combinados ou ndo com pHs acidos e a presenca do corte peridédico da base da hast
sobre a vida pds-colheita dessas flores, avaliar o efeito da aplicacdo de substratos
fendlicos na longevidade das flores e estudar as caracteristicas inerentes a propria
haste, que podem estar influenciando a longevidade das flores de ave-do-paraiso.
Para a purificacdo da POD foi utilizada uma amostra composta de bases de vérias
hastes mantidas por 8 dias na agua. Durante a extracao, foi utilizado um processo de
separacao da POD soluvel da de parede, e o extrato bruto obtido foi purificado por
meio da precipitacdo com sulfato de amdm por cromatografia gélica. O extrato
purificado foi utilizado para a caracterizacdo enzimatica. A atiidotal no extrato

bruto, a massa molecular estimada e o pH 6timo foram semelhantes para as duas
isoenzimas. O processo de purificacdo so6 foi eficiente para a POD solawrQ2

de parede mostrou-se mais sensivel aos aumentos de temperatura e apresentou maior
afinidade com os substratos. Entre os inibidores enziméticos testados, o mais
eficiente foi o B-mercaptoetanol. No experimento de vaso, as hastes foram colhidas
com um florete aberto e distribuidos entre os tratamentos que continham os
inibidores metabissulfito de sédio ou azida sddica, combinados com pH 6,0,0u 2,5
aplicados na forma de pulsing por 24 h. Metade das hastes sofreram o corte da base,
e a outra metade ndo. Para as hastes que nédo sofreram o corte da base, o melhor
tratamento foi azida sézica, pH 6,0, que proporcionou maiores valores de massa
fresca relativa e retardou o desenvolvimento do balanco hidrico negativo. Ja o
mesmo inibidor com o pH 2,5 causou toxidez, e por isso foi considerado o pior
tratamento. O metabissulfito foi eficiente em retardar o escurecimento da base e

reduziu a atividade da polifenoloxidase (PPO). Apesar destes resultados, a



longevidade ndo apresentou diferencas estatisticas entre os tratamentos aplicados.
Em outro experimento de vaso, substancias fendlicas (catecol, 4-metilcatecol,
pirogalol, pirocatequina e guaiacol, 10 mM) foram aplicadas como pulsing por 24 h e
em experimento subsequente, o guaiacol foi aplicado como pulsing ou solucédo de
vaso em concentragdes de 5, 25 e 50 mM. A massa fresca relativa das hastes tratadas
com essas substancias fendlicas foram superiores as das hastes controles nos dois
experimentos e o balanco hidrico negativo foi retardado. No entanto, essas hastes
apresentaram escurecimento intenso da base, e a longevidade nao foi prolongada. No
altimo experimento, as hastes colhidas com um florete aberto foram separadas em 3
grupos de acordo com o didmetro da basefihas (até 10 mm de diametro),-I

médias (diametro maior que 10 e menor que 12 mm)-edgitbssas (diametro maior

que 12 mm). A presenca do corte da base a cada 48 h também foi avaliado. Foram
avaliadas as relacbes hidricas, o conteldo de carboidratos, abertura de florete,
tamanho de florete, longevidade, escurecimento da base e atividade da POD. A taxa
da absorcéo de agua so foi influenciada pela presenca do corte da base, sendo maior
para as hastes grossas que sofreram o corte da base, apresentando estas maiores
valores de massa fresca relativa. Essas hastes também apresentaram maior abertura
de floretes e longevidade. As taxas de transpiracdo ndo foram influenciadas pelo
didmetro da haste, nem pela presenca do corte da base. O contetudo de carboidrato
variou com o diametro da haste, parte da planta avaliada (haste, bractea ou florete),
tempo e presenca do corte. O escurecimento foi semelhante entre os 3 grupos e a
atividade da POD foi maior nas hastes grossas. O tamanho da bractea e da sépala
aumentou proporcionalmente com o aumento no diametro da base. Conclui-se que a
POD estd mesmo envolvida no processo de obstrucdo xilematica em hastes de ave-
do-paraiso, desempenhando um papel fundamental neste processo que culmina com
o murchamento precoce dos floretes. No entanto, outros fatores, como diametro da
haste e o conteldo de reserva presenteasgssdem estar influencianda

longevidade dsflores.



ABSTRACT

KARSTEN, Juliane, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, Zat@n

and kinetic properties of peroxdase in xylem occlusion of birdef-paradise.
Adviser: Fernando Luiz FingerCo-advisers: Raimundo Santos Barros and Joseé
Geraldo Barbosa

In order to better understand the mechanisms by which the peroxidase (POD) is
involved in xylem blockage in stems of bird of paradise and how these xylem
blockage can be reduced or inhibited, this work aimed to purify and characterize
POD; verify the effect of enzyme inhibitors combined or not with acid pH and the
periodical cut of the base of the stem on the postharvest life of these flowers,
evaluate the effect of phenolic substrates in the longevity of the flowers and study the
characteristics inherent to the stem, which may be influencing the bird of paradise
flowers longevity. To purify POD was used a sample of several bases maintained for
8 days in water. For the extraction, a procedure to separate the soluble POD from the
cell wall POD was used, and the crude extract obtained was purified by precipitation
with ammonium sulfate and by gel chromatography. The extract purified was used
for enzymatic characterization. The total activity in the crude extract, the estimated
molecular weight and pH optima were similar for both isoenzymes. The purification
process was only effective for soluble POD. The cell wall POD was more sensitive to
increases in temperature and had a higher affinity for the substites.
mercaptoethanol was the most efficient, among the enzyme inhibitors tested. In the
vase experiment, stems were collected with an open floret and distributed among the
treatments containing inhibitors sodium metabisulfite or sodium azide, combined
with pH 6.0 or 2.5, applied as pulsing for 24 h. Half of the stems had undergone the
cutting of the base, and the other half didn’t. For stems that didn’t have the cut in the

base, the best treatment was sodium azide pH6.0, which led to higher values of
relative fresh weight and slowed the development of negative water balance.
However the same inhibitor at pH 2.5 caused toxicity, and therefore was considered
the worst treatment. The metabisulfite was effective in delaying the darkening of the
base and reduced polyphenoloxidase (PPO) activity. Despite these results, longevity
showed no statistical differences among treatments. In a different vase experiment,

phenolic substances (catechol, 4-methylcatechol, pyrogallol, pirocatequina and

Xi



guaiacol 10 mM) were applied as pulsing for 24 h. and in a subsequent experiment,
the guaiacol was applied as a vase solution or pulsing at concentrations of 5, 25 and
50 mM. The stems treated with these phenolic compounds showed higher relative
fresh weight than those of control stems of the two experiments and the negative
liquid balance was delayed. However, these stems had intense base darkening, and
the longevity was not increased. In the last experiment, the stems collected with an
open floret were separated into three groups according to the base diameter: | - thin
(up to 10 mm diameter), 1l - medium (diameter greater than 10 and smaller than 12
mm) and Il - thick (greater than 12 mm diameter). The base cutting at every 48 h
was also evaluated. Were also evaluated the water relations, carbohydrate content,
floret opening, floret size, longevity, darkening of the base and POD activity. The
rate of water absorption was only changed by the presence of the base cutting, being
greater for thick stems that have undergone the base cutting that also showed higher
relative fresh weight. These stems also had a greater opening of florets and longevity.
Transpiration rates were not influenced by the stem diameter or by the presence of
the base cutting. The carbohydrate content changed with the stem diameter, the plant
part evaluated (stem, bract or floret), cutting time and cutting presence. Darkening
was similar among the three groups and POD activity was higher in thick stems. The
size of the bract and sepal increases with the increase in base diameter. In
conclusion, POD is really involved in xylem blockage of bird of paradise stems,
playing a key role in this process that culminates in early wilting of the florets.
However, other factors such as stem diameter and reserves content may be

influencing the flowers longevity.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas ornamentais tropicais, flores e folhagens, destinadas
principalmente para corte sdo de grande beleza pelo porte e formas exéticas. Dentre
as espécies tropicais, a ave-do-pardbdreljtzia reginacAit.) destaca-se pela beleza,
curiosa forma e comprimento da haste (Luz et al., 2005). Pertencente a familia
Strelitziaceae, a ave-do-paraiso € uma planta herbacea rizomatosa, entouceirada,
acaule, apresentando folhas firmes e coriaceas (Lorenzi e Souza, 2001). As flores se
abrem sucessivamente de uma bractea de cor verde-avermelhada, possuindo trés
sépalas grandes de cor laranja e duas pétalas azuis modificadas em forma de seta, que
abrigam os 6rgaos sexuais (Castro, 1995).

As hastes deasespécie, logo apds a colheita, ao serem colocadas na agua,
desenvolvem balanco hidrico negativo, devido a perda da condutividade hiraulic
de seus vasos condutores. Nessa espécie, a perda da condutividade parece
relacionada ao aumento na atividade da peroxidase induzida pelo corte na base da
haste floral (Karsten, 2009). Uma vez que 0s vasos sdo bloqueados, a absorcdo de
agua é limitada devido a alta resisténcia hidraulica, porém o processo de transpiracdo
continua, o que gera um desequilibrio hidrico e, consequentemente, tem-se o
murchamento precoce como resultado da perda prematura do turgor das células (van
Meeteren et al., 2001).

As peroxidases (POD) oxidam substratos organicos, fendis, precursores de
lignina e varios metabdlitos secundarios, e tem o peroxido de hidrogénio como
molécula aceptora de elétrons (Passardi et al., 2007). E codificada por uma familia
multigénica e multiplas formas de isoperoxidases podem ser encontradas, diferindo
com respeito ao peso molecular, ponto isoelétrico, pH e temperatura 6tima,
especificidade ao substrato, estabilidade térmica e sensibilidade a inibidores (Veitch,
2004). As PODs estdo envolvidas em varias funcdes metabdlicas como regulacéo do
alongamento celular, ligacédo entre os polissacarideos da parede celular, lignificacao,
protecdo contra patdgenos, cicatrizacdo de ferimentos, suberizacdo, oxidacdo de
fenol (Lagrimini, 1991). No caso das flores de corte, 0 aumento da atividade da POD
em resposta ao dano, primeiramente serve para impedir a entrada de microgganismo
no tecido danificado, o que pode resultar na oclusdo dos vasos do xilema, devido a

deposicdo de materiais no limen dos vasos.



Existem algumas técnicas que vem sendo utilizadas na tentativa de melhorar
as relacdes hidricas de hastes apds a colheita. A aplicacdo de tratamentos com
produtos quimicos no manejo pos-colheita melhora a longevidade e, por
consequéncia, o periodo de comercializacao (Paiva et al., 2005). No caso do bloqueio
vascular causado por enzimas oxidativas, a utilizacdo de inibidores enzimaticos
especificos para essas enzimas como constituintes de solu¢des de pulsing ou de vaso
podem ser utilizados. Resultados positivos com a utilizacdo dessa técnica ja foram
encontrados para flores de crisantemo (van Doorn e Vaslier, 2B0Ryardia
(Vaslier e van Doorn, 2003)G@revillea(He et al., 2006). Marques (2008), utilizando
diferentes inibidores enzimaticos em ave-do-paraiso, ndo encontrou diferencas
significativas na longevidade dessa espécie, enquanto Karsten (2009) encontrou
resultados positivos com a utilizagcdo dos inibidores, principalmente quando esses
foram combinados com sacarose, apresentando maior longevidade e abertura de
floretes e o desenvolvimento do balanco hidrico negativo foi retardado.

A acidificacdo da solucéo de pulsing ou vaso também é uma alternativa, uma
vez que a atividade das enzimas oxidativas e o crescimento de microrganismos sao
reduzidos ou inibidos nessas condi¢cdes. Conforme observado na caracterizagdo da
POD de ave-do-paraiso, a utilizacdo de pHir2 \&tro, causa inibic&o irreversivel na
atividade dessa enzima (Karsten, 2009).

O corte periddico da base da haste € outra técnica muito utilizada. Com isso,
tem-se a remocao da porcédo obstruida da haste, e o fluxo de d4gua ao longo dos vasos
xilematicos pode ser restabelecido (van Doorn, 1997). Resultados positivos foram
encontrados com o corte da base da haste de ave-do-paraiso a cada 2 dias, sendo a
longevidade aumentada de 7,6 dias nas plantas controle para 11,3 nas hastes em que
o corte foi realizado periodicamente (Campanha et al., 1997).

A purificacdo e uma possivel producdo de anticorpos que agem
especificamente sobre a POD, inibindo e/ou reduzindo a atividade dessa enzima,
parece ser uma estratégia promissora. No entanto, para isso, ha necessidade de
purificar e realizar estudos mais detalhados de caracterizagdo de seus mecanismos
cinéticos e de inibicdo enzimatica.

O fornecimento de substratos fendlicos pode também fornecer informacdes
importantes sobre os mecanismos de como as enzimas oxidativas estdo envolvidas

nesse blogueio. Caracteristicas inerentes das préprias hastes, como diametro, podem



também estar influenciando o desenvolvimento do bloqueio ou a capacidade de
restabelecer o fluxo de agua apés a obstrucado, e precisam ser avaliadas.

Dessa forma, o trabalho tem por objetivos:
- purificar e caracterizar a peroxidase (soluvel e de parede);
- avaliar o efeito combinado da utilizacdo de inibidores enzimaticos com pH &cido,
em haste que sofreram o corte periédico da base;
- verificar o efeito do fornecimento de diferentes substratos fendlicos ao longo da
vida de vaso;
- estudar as caracteristicas inerentes das hastes, como o didmetro e o contetudo de
carboidratos, que podem influenciar na longevidade das flores.
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CAPITULO 1 - PEROXIDASES DE HASTES DE AVE-DO-PARAISO
(Strelitzia regina®: PURIFICACAO, PROPRIEDADES CINETICAS E
MECANISMOS DE INIBICAO

Resumo

A ave-do-paraiso é uma importante espécie de flor tropical utilizada para corte, e que
sofre a influéncia da atividade da peroxidase (POD) apés o dano causado pela
colheita da haste. O aumento da atividade dessa enzima resulta na obstrucdo dos
vasos do xilema durante sua vida de vaso e, como consequéncia, tem-se redugcao nas
taxas de absorcdo de agua e na longevidade. A POD pode ser encontrada como
diferentes isoformas em um mesmo tecido vegetal, apresentando caracteristicas
bioquimicas e propriedades cataliticas diferentes, que devem ser estudadas. Ness
espécie, a atividade total da POD soluvel e ligada a parede é semelhante no extrato
bruto. A utilizacdo da precipitagdo com sulfato de amoénia, seguido por cromatografia
gélica é um processo eficiente na purificagcdo da POD solavel. A massa molecular
estimado para essas duas isoenzimas através de cromatografia gélica foi semelhante
(132 e 135 kDa), e possivelmente tratam-se de enzimas constituidas por mais que
uma subunidade. O pH étimo da POD soluvel foi de 5,0 e da POD de parede pH 5,5.
A temperatura 6tima foi de 50 e 20°C da POD soluvel e de parede, respectivamente.
Dos substratos testados, o guaiacol foi superior aécido 2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), e a afinidade da POD ligada a parede para
peroxido de hidrogénio, guaiacol e ABTS foi superior ao da POD soluvel. Entre os
inibidores testados, p-mercaptoetanol foi 0 mais eficiente em reduzir a atividade, e

o0 modo de inibicdo varia com o composto utilizado e com a isoenzima.

1. INTRODUCAO

A peroxidase (POD) é uma oxidoredutase que catalisa a oxidacdo de uma
variedade de substratos doadores de elétrons utilizando o perdxido de hidrogénio
como agente oxidante (Hamid e Rehman, 2009). Constituinte do grupo das
glicoproteinas, essa enzima contém ferro na sua estrutura, e catalisa a oxidacéo de
fendis (guaiacol, p-cresol), aminas aromaticas (anilina, o-dianisidina), e alguns
outros compostos organicos (Vamos-Vigyazo, 1981)a Eszima é amplamente

distribuida entre as plantas superiores e diversas isoenzimas estdo presentes em
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diferentes tecidos e espécies, diferindo nas propriedades moleculares e cataliticas
(Veitch, 2004).

A peroxidase nas plantas, pertencente a classe lll, pode ser encontrada na
forma sollvel, ionicamente e covalentemente ligada a parede (Robinson, 1991). Esta
envolvida em diversas fungbes, como consequéncia de seus ciclos peroxidativo e
hidroxilativo, como a regulagéo e geracao de espécies reativas de oxigénio, regulacéo
dos niveis de peroxido de hidrogénio e oxidacdo de varios substratos. Utilizando
desses trés mecanismos, as plantas tém a disposicdo acbes multifuncionais que
podem ser usadas em muitos tecidos, a qualguer momento, em todo o ciclo de vida
(Passardi et al.,, 2005). As PODs estdo envolvidas em numerosos processos
fisioldgicos que incluem a regulacdo do alongamento celular, lignificacdo, ligacao
cruzada entre os polissacarideos da parede celular, resisténcia a patdgenos,
cicatrizacdo de ferimentos, suberizacdo, respostas gerais ao estresse e catabolismo de
auxinas (Passardi et al., 2004, 2005; Lagrimini, 1991).

A ave-do-paraiso é uma planta nativa da costa subtropical do sul da Africa, e
€ amplamente cultivada em regides quentes (Hensley et al., 1998). Essa espécie
apresenta grande potencial para o cultivo comercial, devido a rusticidade e
resisténcia a pragas e doencas e apresenta caracteristicas favoraveis paraia utilizag
como flor de corte como tamanho longo das hastes e cores fortes das inflorescéncias
(Wood, 1995). Quando utilizada como flor de corte, perdas na vida pés-colheita séo
encontradas, resultantes de um rapido declinio na absorcédo de agua apdés a colheita,
associado ao bloqueio dos tecidos vasculares e consequente senescéncia dos floretes
(Jaroenkit e Paull, 2003).

O bloqueio vascular em ave-do-paraiso estd relacionado ao aumento na
atividade da POD em resposta ao dano causado pelo corte (Karsten, 2009). Essas
reacdes de dano, primariamente, servem para impedir a entrada de microrganismos
no tecido aberto, e podem resultar na oclusdo xilemética, devido a deposi¢cao de
lignina na regido do corte. A POD esta envolvida na oxidacao de varios fendis, entre
eles os monoligndis (mondémeros constituintes da molécula de lignina), dando origem
a radicais que espontaneamente formam a lignina, que obstruem os vasos xilematicos
abertos.

Em trabalhos ja realizados com a POD de ave-do-paraiso, determinaa-se qu
esta apresenta atividade maxima a 60°C em pH 5,0. Trata-se de uma enzima com alta

termoestabilidade, sendo que inibicdo irreversivel da sua atividade € observada com
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a pré-incubacdo do extrato em pHs &cidos. Sua atividade pode ser também inibida
pela adicdo de diferentes inibidores ao meio de reacdo (Karsten, 2009). Outras
caracteristicas como a presenca de diferentes isoenzimas, peso molecular, constantes
cinéticas e mecanismos de inibicdo ainda ndo foram determinados para a POD desta
espécie.

Assim, este trabalho teve como objetivo separar a POD soluvel e ligada a
parede, purificar essas isoformas, determinar suas constantes cinéticas e estudar 0s

mecanismos de inibicdo de diferentes compostos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Hastes florais de ave-do-paraiso foram colhidas no campo de cultivo da Horta
Velha da Universidade Federal de Vigosa (20°45° S, 42°51°W e altitude de 651 m),
no periodo de marco de 2010 a marco de 2011. Em seguida, foram levadas ao
laboratorio onde passaram por processo de selecdo e padronizacdo. As hastes foram
colocadas em vasos contendo agua destilada, sendo essa trocada a cada 48 horas para
evitar o desenvolvimento de microrganismos. No final do oitavo dia, seccbes de
aproximadamente 2 cm da base da haste foram cortadas, congetadasgénio

liquido e armazenadas20°C para posterior purificacdo da POD.

2.2 Extracdo e Separacao da POD soluvel e ligada a parede

Cerca de 200 g de material vegetal foram triturados com 500 mL de tampdao de
extracdo (tampéo fosfato 0,1M pH 6,5, acrescido de 0,1% de bissulfito de sédio).
Apoés a homogeneizacdo, o homogeneizado foi filtrado em uma camada de organza e
o liquido filtrado centrifugado a 170@) por 30 min, a 4°C. O sobrenadante obtido
desta centrifugacao foi utilizado para a determinagéo da atividade do extrato bruto da
peroxidase solavel. O residuo retido na organza foi lavado com agua desionizada
gelada, e ressuspendido em 500 mL do tampéo fosfato 0,1 M pH 6,5, acrescido de 1
M de cloreto de sodio. Esse foi reextraido no triturador, e mantido sob agitacéo por 4
h a 4°C e apos filtrado e centrifugado como descrito anteriormente. O sobrenadante
dessa centrifugacdo foi utilizado para o ensaio da peroxidase ionicamente ligada a

parede celular do extrato bruto (Esquema 1).
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Esquema 1.Esquema de separacdo da POD soluvel e ligada a parede em hastes de

Strelitzia reginae

2.3Purificacdo da POD

Todo o processo de purificacédo foi realizado a 4°C. O extrato bruto obtido da
extracdo foi saturado pela adicdo de sulfato de amo6nriB088 e foi mantido sob
homogeneizagéo por 30 min e posteriormente centrifugado a 8j7p6020 min. O
precipitado obtido da centrifugacao foi resuspendido em 2 mL de tampéo fosfato 10

mM pH 6,5. Esse extrato parcialmente purificado foi aplicado em coluna de
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cromatografia gélica (40 cm x 2,5 cm) preenchida com Sephacryl S-200 e
equilibrada com tampéao fosfato 10 mM pH 6,5. A eluicdo foi feita com o mesmo
tampéao de equilibrio e fracbes de 4 mL foram coletadas por um coletor de fracao,
sendo elas utilizadas para quantificacdo de proteinas e atividade da POD. As fracGes
gue apresentaram maiores atividades da POD foram misturadas e concentradas por
ultracentrifugacao (Millipore Amicon 10 kDa). O processo de purificagdo foi
realizado separadamente para a POD soluvel e ligada a parede. O extrato agora

purificado foi utilizado nos estudos de caracterizacdo descritos abaixo.

2.4Determinacdo da atividade da POD e concentracdo de proteina

Para a determinacdo da atividade enzimatica da peroxidase, uma aliquota de
extrato enzimatico foi adicionada ao meio de reacdo contendo 0,5 mL de guaiacol
(1,7%), 1,5 mL de tampéao &cido citrico 0,1 M (pH 5,0) e 0,5 mL g IdL,8%),
completandse os 3 mL da reacdo. A atividade enzimética foi analisada em
espectrofotdmetro, observando-se a variacdo na absorbancia a 470 nm, a 25°C, e
expressa em UA/min/mg de proteina (Neves, 2003).

O extrato utilizado para a determinacdo da atividade enzimética também foi
utilizado para a quantificacdo da proteina pelo método de Bradford (1976), adotando-

se albumina soro bovina como padrao.

2.5Determinacdo da massa molecular por cromatografia gélica

A massa molecular da POD foi estimado por filtragdo gélica utilizando-se uma
coluna Sephacryl S-200, equilibrada com tampéao fosfato 10 mM pH 6,5. A coluna
foi calibrada com os seguintes padrbes: catalase (250 kDa), amilase (200 kDa),
alcool desidrogenase (141 kDa), soro albumina bovina (132 e 66 kDa), peroxidase
(44 kDa), albumina de ovo (43 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e a-lactalbumina
(14,2 kDa), eluidos com o tampéao de equilibrio. A partir desses padrbes, uma curva
derivada da relacdo volume de eluicdo x log massa molecular das proteinas foi

construida e a massa molecular da POD da haste de ave-do-paraiso estimado.

2.6 Determinacao do pH 6timo de reacéo
Para determinar-se o efeito do pH na atividade da peroxidase sollvel e de parede,
foram utilizadas diferentes solugbes-tampdo de reagdo a concentracdo de 0,1 M:

acido citrico (pH 2,5 a 5,5), tampéo fosfato (pH 6,0 a 7,5) e acido bodrico (pH 8,0 a
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9,0). Os ajustes dos pHs foram realizados com NaOH e HCI 1 M (Neves, 2003).
pH o6timo, a atividade relativa foi considerada 100%, e a atividade nos demais pHs

foi estimada com relacéo a ela.

2.7 Determinacdo da temperatura 6tima de reacao

Para a determinacdo da temperatura 6tima para a atividade, os extratos
enzimaticos e o tampao de reacéo foram incubados, por 10 min sob temperaturas que
variaram de 10 a 80°C, em intervalos de 10°C, e imediatamente, foi efetuada a leitura
da atividade em espectrofotbmetro, a 470 nm, & mesma temperatura da incubacéo
(Neves, 2003). A temperatura que proporcionou maior atividade foi considerada
como 100%, e a atividade relativa nas demais temperaturas foi calculada com base

nesta.

2.8 Determinacgdo das constantes cinéticas

Os parametros cinéticos \Ke Vmnax foram determinados para peréxido de
hidrogénio (HO,), guaiacol e ABTS (acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico). Os valores de Kpara o peroxido de hidrogénio foram obtidos por
variacbes na concentracdo dedd (0,05 a 7,5 mM) e com concentragao fixa de
guaiacol (25 mM). J& para o guaiacol e ABTS, as concentracdes variaram de 1 a 40
mM e 0,5 a 15 mM, respectivamente, e concentracdes fixas do perdxido de
hidrogénio (30 mM) foram utilizadas. Gréaficos do duplo reciprocos de Lineweaver-
Burk 1/V verso 1/[S] foram construidos e os valores gleeR/ms foram estimados

para todos 0s substratos.

2.9Determinacao da cinética de inibicédo

A atividade da peroxidase foi determinada com concentracdo fixa de guaiacol e
na presenca de inibidores e peroxido de hidrogénio em diferentes concentracdes. Os
inibidores utilizados foram: azida sodica (1,5 e 3 mM), B-mercaptoetanol (0,05 e 0,1
mM), L-cisteina (0,125 e 0,25 mM) e metabissulfito de sodio (0,125 e 0,25 mM). As
concentracdes do perdxido de hidrogénio variaram de 0,05 a 7,5 mM. O modo de
inibicdo foi determinado a partir do grafico Lineweaver-Burk de 1/V verso 1/[S]. O
valor de K foi determinado a partir da inclinacao do gréfico Lineweaver-Burk versus

a concentracgéo correspondente do inibidor como descrito por Segel (1979).
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2.10 Delineamento experimental
O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados. Todas as analises foram

realizadas com 4 repeticdes, e cada repeticdo quantificada em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Purificacao

A POD soluvel e a ligada a parede apresentaram no extrato bruto atividade
total semelhante, no entanto, o contetido de proteina quantificada no extrato bruto da
POD ligada a parede foi inferior a 7% da quantidade determinada no extrato da POD
soltvel (Tabela 1). Eritrus unshiy observou-se que a proporcao que as atividades
da peroxidase solluvel e a ionicamente ligada a parede representam com relacdo a
atividade da peroxidase total, depende da parte da planta avaliada e da estac&o do ano
em que as amostras foram colhidas (Monerri e Guardiola, 2001). Resultados
semelhantes foram encontrados tambémRirmoenix dactyliferal. (Qacif et al.,
2007).

Tabela 1. Niveis de purificacdo da POD soluvel e ligada a parede de hastes de

Strelitzia reginagapoés aplicacao de diferentes fases de purificacao

Fase da Atividade Total Proteina Total Atividade Especifica

Purificacdo (UA/min) (mg) (UA/min/mg de ptn)  Purificacéo
POD soluvel
Extrato bruto 3333,49 71,78 46,44 1,00

Precipitacdo

com Sulfato de

Amodnia 90,08 0,89 101,76 2,19
Cromatografia

Gélica 46,31 0,01 4951,34 106,6
POD parede

Extrato bruto 3479,16 4,98 699,28 1,00

Precipitacdo

com Sulfato de

Amonia 139,16 0,09 1513,39 2,16
Cromatografia
Gélica 17,61 0,01 1774,33 2,54
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A utilizagdo de diferentes fases no processo de purificacdo foi eficiente em
aumentar a taxa de purificacdo da POD soluvel. Apos precipitacdo com 60-80% de
sulfato de amonia e aplicacdo da amostra em coluna de cromatografia gélica, obteve-
se uma purificacdo de 106,6 vezes (Tabela 1). J4 no caso da POD ligada,aaparede
utilizacdo da mesma sequiéncia de fases ndo se mostrou tao eficiente. Isto pode ser
explicado pelo baixo conteudo de proteina encontrado j4 no extrato bruto dess
isoenzima, o que fez com que, ao longo do processo de purificacdo o contetudo de
proteina tornasse muito baixo, e muitas vezes até dificil de ser quantificado (Tabela
1).

As taxas de purificacdo encontradas para outras espécies dependem das
técnicas utilizadas no processo de purificacdo.\Egma mungo purificacdo de 44
vezes foi encontrado para a POD, apds cromatografia de troca idnica e gélica (Ajila e
Rao, 2009), enquanto eManilla, a taxa de purificacdo da peroxidase ligada a
parede, apOs passar por processo de ultrafiltracdo e cromatografia gélica, foi de 21
vezes (Marquez et al., 2008). O processo de purificacdo emprega sucessivos métodos
de fracionamento quimicos ou fisicos, com o objetivo, em cada etapa, de reter o
maximo possivel a enzima que se quer purificar e elinsi@@e maximo outras
proteinas, acidos nucleicos e outras substancias (Segel, 1979). O objetivo final é a
obtencéo de um alto rendimento de proteinas puras e ativas em um menor niamero de

etapas (Burgess, 2008).

3.2 Determinagéo da massa molecular

O perfil de eluicdo da POD soluvel e ligada a parede na coluna de Sephacryl
S-200 apresentou um pico Unico distinto de atividade (Figuras 1A e 1B), localizado
entre as fracdes 23 e 26. O grafico das proteinas padrbes apresenta uma equacao de
regressdo de y = -0,0236x + 4,371°4®93) (Figura 2) e que foi utilizadaan
determinacdo da massa molecular das PODs de interesse. Com base nessa equagéao, a
massa molecular estimada para a POD solavel foi de aproximadamente 132 kDa e da
POD ligada a parede de 135 kDa.

A massa molecular da POD ligada a paredeVaailla estimado por
cromatografia em coluna foi de 186 kDa, e em gel SDS-PAGE, obteve-se uma
simples banda com 46,5 kDa, o que levou-se a concluir que a peroxidase nativa desta
espécie apresenta-se na forma tetramérica (Marquez et al., 2008)eUcaena

leucocephala a massa molecular nativa da peroxidase purificada foi de
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aproximadamente 200 kDa e em SDS-PAGE, foram observadas duas subunidades
com tamanhos diferentes de 66 e 58 kDa, e com base no tamanho destas
subunidades, foi sugerido que a POD nessa espécie apresenta estrutura
heterotrimérica (2 subunidades de 66 kDa e 1 de 58 kDa) (Pandey e Dwivedi, 2011).
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Figura 1. Perfil de eluicdo da peroxidase soluvel (A) e ligada a parede (B) de

Strelitzia reginae partir de Sephacryl S-200
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A maioria das PODs samonomeéricas, com a massa molecular dos
monomeros de diferentes fontes vegetais variando de 30-60 kDa (Vamos-Vigyazo,
1981). As diferencas observadas sao atribuidas as modificacdes pos-transcricional na
cadeia polipeptidica, bem como no niamero e composicédo da cadeia de glicanos (van
Huystee et al., 1992). Uma das provaveis explicacdes para as PODs de alta massa
molecular encontradas é a possivel agregacdo de proteinas sob as condi¢cdes
utilizadas no trabalho (Deepa e Arumughan, 2002). Possivelmente a POD de ave-do-

paraiso apresenta-se composta por mais de uma subunidade.
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Figura 2. Curva de calibracdo para determinacdo de peso molecular da peroxidase de

Strelitzia reginagpor cromatografia de filtracédo gélica

3.3 Determinac¢éo do pH 6timo de reacao

O comportamento da atividade da POD solavel e ligada a parede sob
diferentes pHs do tampéao de reacao foi semelhante, sendo que maior atividade para a
POD soluvel foi encontrada sob pH 5,0, enquanto para a POD ligada a paesde ess
foi de 5,5 (Figura 3). Maxima atividade da POD utilizaséom guaiacol como
substrato, em folhas de palmeiras foi encontrada sob pH 5,5 (Al-Senaidy e Ismael,
2011), resultado idénticacs encontradogm alcachofra (Cardinali et al., 2011) e
rabanete cv. Balady (Mohamed et al., 2011).lFemcaena leucocephatapH 6timo,

utilizandose o guaiacol como substrato foi 5,0 (Pandey e Dwivedi, 2011) e em
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Euphorbia cotinifolia6,0 (Kumar et al., 2011). A POD ligada a parede/dgilla
planifolia apresentou pH étimo de pH 3,8 (Marquez et al., 2008).

A POD solavel exibe mais que 50% de atividade em pHs entre 3,5 e 7,0,
enquanto para a POD ligada a parede, essa faixa € mais estreita, sendo encontrada
entre os pHs 4,0 e 6,5 (Figura 3). Nos extremos de pHs testados (2,5 e 9,0), as duas
isoformas da POD apresentaram baixissimas atividades, retendo menos de 10% da
atividade maxima, resultados semelhantes ao encontrado por Pandey e Dwivedi
(2011), em POD dkeeucaena leucocephal® declinio da atividade nesses pHs pode
ser resultado da constituicdo de uma forma idnica ndo adequada do substrato ou da
enzima, ou de ambos, pela inativagcdo da enzima ou pela combinagao destes efeitos
(Segel, 1979).
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pHs
Figura 3. Efeito do pH do meio de reacdo sobre a atividade de duas isoenzimas da
peroxidase de hastes &relitzia reginae As barras verticais representam o erro

padrao da média

A maioria das enzimas sao ativas em estreitos intervalos de pH, devido a
combinagéo de fatores como a ligacdo do substrato a enzima, o estado de ionizacao
dos residuos de aminoacidos envolvidos na atividade catalitica da enzima, a
ionizacao do substrato e a variagdo na estrutura da proteina (Voet et al., 2002). O pH
e fator determinante na expressdo da atividade enzimatica pois altera o estado de

ionizacao das cadeias de aminoéacidos e do substrato (Ajila e Rao, 2009). O pH étimo
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sofre influéncia também do doador de H utilizado no ensaio enzimético (Fortea et al.,
2011). EmViscum angulatumDas et al. (2011), ao testar a combinacao de
substratos com diferentes pHs, encontrou o pH 6timo de 3,5 para acido cafeico e p-

coumarico, pH 4,0 para ABTS e acido ferulico e pH 4,5 para o guaiacol.

3.4 Determinacgdo da temperatura 6tima de reacao

A atividade da POD soluvel e de parede em diferentes temperaturas esta
presente na figura 4. Nota-se que a POD ligada a parede mostrou-se muito mais
sensivel aos aumentos de temperaturas que a sollvel. A temperatura 6tima para a
POD soluvel foi de 50°C, enquanto para a POD ligada a parede, foi de 20°C,
apresentando decréscimo gradual na atividade com o aumento na temperatura
(Figura 4). POD ddcuphorbia cotinifoliatambém apresenta temperatura 6tima de
50°C (Kumar et al., 2001), enquanto para rabanete cv. Balady esta foi de 40°C, em
Leucaena leucocephakem palmeiraPhoenixfoi 55°C (Pandey e Dwivedi 2011;
Al-Senaidy & Ismael, 2011), e e¥igna mungos0°C (Ajila e Rao, 2009). A POD
ligada a parede ed Vanilla planifolia apresentou temperatura 6tima de 16°C
(Marquez et al., 2008).

Suzuki et al. (2006), estudando a POD de sementefagmpyrum
esculentumMoench encontraram duas isoenzimas (POX1 e POX2). Utilizando o-
dianisidina como substrato, eles encontraram temperatura 6tima de 30°C e 10°C para
POX1 e POX2 respectivamente. No entanto a POX1 retém mais que 50% de
atividade entre 0 e 50°C, enquanto a POX2 apresenta altas atividades em baixas
temperatura (entre 0 e 20°C), e sua atividade decresce gradualmente em temperaturas
maiores que 20°C. A POD sollvel apresenta quedas de 50% da atividade a partir de
60°C, enquanto a POD de parede, apresenta mais que 50% de atividade somente até
40°C (Figura 4). A POX2 descrita por Suzuki et al. (2006) apresenta comportamento
semelhante a POD de parede quando exposta a diferentes temperaturas.

Com temperaturas de 70 e 80°C a atividade das duas isoenzimas foi reduzida

drasticamente (Figura 4), assim como observado Y@ma mungo(Ajila e Rao,
2009) eEuphorbia cotinifolia(Kumar et al., 2011). A alta estabilidade térmica
apresentada por PODs de diversas fontes vegetais se deve a presenca de carboidratos
na sua estrutura (Al-Senaidy e Ismael, 2011).

A medida que a temperatura aumenta, maior é a energia cinética das

moléculas de reagentes e, consequentemente, ha maiores colisbes produtivas por
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unidade de tempo. As enzimas sdao moléculas proteicas complexas e suas atividades
cataliticas provém de uma estrutura terciaria precisa, mantida por ligacbes néo
covalentes fracas, altamente ordenadas, que justapdem o0s grupamentos R especificos
dos aminoacidos para formar sitios estéreo-especificos de ligacdo com o substrato e o
centro catalitico. Uma grande absorcdo de energia leva ao rompimento dessas
estruturas terciarias e a enzima desnhatura-se, perdendo assim a sua capacidade
catalitica (Segel, 1979).
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Figura 4. Influéncia da temperatura do meio de reacdo sobre a atividade de duas
isoenzimas da peroxidase de hastesStlelitzia reginae avaliadas em pH 5,0. As

barras verticais representam o erro padrdao da média

3.5 Determinac¢do das constantes cinéticas

O efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade da peroxidase
purificada foi estudado pelo ensaio com diferentes concentracbes de substratos.
Todos os substratos testados apresentaram curva de saturacdo com comportamento
de Michaelis-Menten (Figuras 5, 6 e 7), ou seja, a atividade aumentou com o
aumento da concentracdo do substrato, até alcancar um méaximo, onde permaneceu
praticamente estavel. Apesar de nao ter sido observada em POD de ave-do-paraiso, é
comum encontrar inibicdo na atividade da POD sob altas concentragcbes de peroxido
de hidrogénio (Ajila e Rao, 2009). Isso parece devido a inibicdo combinada do

substrato com a oxidagéo do ferro no grupo heme formando uma oxiperoxidase. A
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extensdo da inibicdo causada pej@kivaria grandemente com diferentes substratos
e com as condi¢cdes experimentais (Duarte-Vazquez et al., 2000), o que pode
justificar, nesse caso, a ndo ocorréncia desse fendbmeno.

Na tabela 2, encontram-se os valores gVKn € a razdo W¥a/Km,
determinados pelo gréfico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk (Figuras 5, 6 e 7).
Variando-se as concentragcbes de guaiacol, e mantendo-se fixa a concentracdo do
peréxido de hidrogénio, 0\« estimado para o guaiacol foi de 1,05 e 0,89,ed&

31,53 e 15,84 mM, para a POD soluvel e de parede, respectivamente (Tabgla 2). K
semelhantes (32,2 e 22,9 mM) foram encontrados para duas isoenzimas de
Metroxylon saguyOnsa et al., 2008). A maioria das PODs caracterizadas apresenta
valores de I inferiores para o guaiacol, como os encontrado¥anilla 3,8 mM,
(Marquez et al., 2008), diferentes espécies de saliz,3,19 ¢ 4,62 mM (Dogan et

al., 2007) d_eucaena leucocephald,9 mM (Pandey e Dwivedi, 2011). No entanto,

Km de 98,61 mM j& foi encontrado para beterraba (Rudrappa et al., 2007).
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Figura 5. Grafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o efeito da
concentracdo do guaiacol na velocidade de reacdo da POD soluvel e ligegtdea pa

de Strelitzia reginaelnserido: Curva de Michaelis-Menten

As constantes cinéticas para o peroxido de hidrogénio foram estimadas sob
concentracdes constantes de guaiacol (25 mM). Qsotidos foram de 0,55 e 0,69

e K, de 0,52 e 0,31 mM para a POD sollvel e de parede, respectivamente (Tabela 2).
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Em cenoura, K de 1,4 mM foi encontrado para este substrato (Soysalye@ez,

2005), j& em beterraba,K, foi de 0,133 mM (Rudrappa et al., 2007). Para o ABTS,

os valores de K encontrados para a POD soluvel e de parede (132,66 e 96,52 mM),
foram muito superiores aos citados na literatura. Em diferentes espécies de salvia,
Dogan et al. (2007), encontraram K, de 0,027, 0,161 e 0,189 mM, enquanto em
folhas deElads guineensislacq. o Ik foi de 1 mM (Deepa e Arumughan, 2002),

em beterraba, 5,05 mM (Rudrappa et al., 2007) e em algas vermelhas, 13 mM (Fortea
et al., 2011). Segundo Dogan et al. (2007), os valores de K, € Vinax para a atividade

da POD variam com o tipo de substrato e tampéao utilizado.
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Figura 6. Grafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o efeito da
concentracdo do peroxido de hidrogénio na velocidade de reacdo da POD solavel e

ligada a parede dgtrelitzia reginaelnserido: Curva de Michaelis-Menten
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Figura 7. Gréfico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o efeito da
concentracdo de ABTS na velocidade de reacdo da POD soluvel e ligada a parede de

Strelitzia reginaelnserido: Curva de Michaelis-Menten

Em todos os substratos testados, peiicontrado para a POD ligada a parede
foi menor do que os estimados para a POD solavel, sugerindo maior afinidaale dess
isoenzima para os diferentes substratos. Entre o guaiacol e ABTS, o guaiacol
mostrouse 0 melhor substrato (Tabela 2). A razadgs¥Kn € chamada poder
catalitico, e € um bom parametro para encontrar o mais eficiente substrato. Quanto

maior a afinidade, menor o) e maior a razao Vs/Km (Dogan et al., 2007).
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Tabela 2 Vnace Ky de diferentes substratos para a peroxidase solluvel e ligada a
parede dé&trelitzia reginae

Substrato Vmax (UA) Km (mM) Vimad Km
POD soluvel
GuaiacoFf 1,0513 31,53 0,033
H.0," 0,5501 0,5173 1,063
ABTS® 3,3134 132,66 0,025
POD parede
Guaiacol 0,8953 15,8378 0,056
H,0, 0,6932 0,31 0,5173
ABTS 6,3211 96,52 0,065

@Determinado com 30 mM de,8,
® Determinado com 25 mM de guaiacol

¢ Determinado com 30 mM de,&,

3.6 Determinacgdo da cinética de inibicao

A azida sodica apresentou um modo de inibicdo misto para a POD soluvel e
incompetitivo para a POD ligada a parede, com;ad& 0,19 mM para as duas
isoenzimas (Tabela 3 e Figura 8). Segundo Nelson e Cox (2002), o inibidor misto &
caracterizado por se ligar a um sitio diferente do sitio ativo do substrato, podendo-se
ligar tanto a enzima quanto ao complexo enzima-substrato, enquanto o inibidor
incompetitivo se liga somente ao complexo enzima-substrato. Estes dois tipos de
inibicdo afetam tanto os valores dgs¥Yquanto os de K, sendo que na inibicéo
mista os dois pardmetros séo reduzidos. A azida sodica foi considerada como tendo
um mecanismo de inibicdo ndo competitivo sobre a peroxidase de beterraba
(Rudrappa et al., 2007%,igna mungdAjila e Rao, 2009) &iscum angulatuniDas
et al., 2011) e competitivo e@olanum melongen@/ernwal et al., 2006). O kda
azida sédica encontrado em POD de ave-do-paraiso (0,19 mM) foi menor do que os
encontrados em outras espécies cbtavea brasiliensig2,7 mM) (Wititsuwannakul
et al., 1997)Vigna mungd2,08 mM) (Ajila e Rao, 2009) ¥iscum angulatun(l,24
Mm) (Das et al., 2011).

O B-mercaptoetanol, um tipo de inibidor tiol, apresentou-se como um inibidor
nao competitivo na POD soluvel e incompetitvo na POD ligada a parede (Tabela 3,

Figura 9). Sariri et al. (2006) encontrou inibicdo ndo competitiva mista para o [3-
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mercaptoetanol em peroxidase de rabanete. Segundo esses autores, 0 que caracteriza
a inibicdo ndo competitiva mista € a reducado doel/na, 0 que para Nelson e Cox

(2002), sao caracteristicas de inibicdo incompetiti®a. constantes de inibicadan

POD soluvel e de parede foram de 0,06 e 0,10 mM, respectivamente, enquanto em
horseradish, o Ki foi de 83,7 uM x 10Segundo Sariri et al. (2006), a presenca do
grupo tiol neste inibidor € um importante fator para a sua caracteristica de inibi¢cao
ndo competitiva e tem sido @uido que a presenga do grupo OH no PB-
mercaptoetanol aumenta a sua poténcia de inibicdo, podendo este se ligar ao sitio
ativo da enzima com um tipo competitivo de cinética.

O mecanismo de inibicdo encontrado para L-cisteina sobre a POD soluvel e
ligada a parede de hastes de ave-do-paraiso foi 0 misto, cden®12 e 0,17 mM
respectivamente (Tabela 3 e Figura 10). A L-cisteina, exibiu inibicdo incompetitiva
em Metroxylon sagy com um K de 0,03 mM (Onsa et al.,, 2004), enquanto o
mecanismo de inibicdo em rabanete é ndo competitiva mista (Sariri et al., 2006).

O metabissulfito de sédio apresentou-se como um inibidor competitivo nas
duas isoenzimas da peroxidase de ave-do-paraiso, cdsm®18 e 0,13 mM para a
POD soluvel e ligada a parede respectivamente (Tabela 3 e Figura 11). Um inibidor
competitivo € uma substancia que se combina com a enzima livre de forma a impedir
a ligacao do substrato, ou seja, o inibidor e o substrato sdo mutuamente exclusiveis,
competindo pelo mesmo sitio (Segel, 1979). A competicdo entre o inibidor e o
substrato pela enzima pode se tornar favoravel ao substrato, pela adicdo de mais
substrato, sendo que em altas concentracdes de substrato, a probabilidade de uma
molécula de inibidor se ligar a enzima é minima, e por iSSo 0 que caracteriza esse
tipo de inibicdo € o aumento dg,k auséncia de efeito non¥ (Nelson e Cox,

2002). EmMetroxylon saguOnsa et al. (2004), determinaram que o metabissulfito é
um inibidor ndo competitivo, e apresenta alto poder de inibicdo com; aie 6024

mM. Temsesugerido que o metabissulfito esta envolvido na reducéo do peréxido de
hidrogénio, e assim a atividade da POD ¢é bloqueada e o substrato doador € mantido

na sua forma reduzida (Vamos-Vigyazo, 1981).
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Tabela 3 Constantes cinéticas, modo de inibicdo e constante de inibigadgK
diferentes inibidores sobre a POD soluvel e de pare@#reltzia reginae

Inibidor Concentracdo Viyae  Kn? Tipo de inibicad® KP
(mM) (mMm) (mM)
POD soluvel
Azida sodica 0 1,81 4,14 mista 0,19
1,5 0,27 2,12
3,0 0,39 5,37
B-mercaptoetanol 0 1,35 3,00 N&o competitiva 0,06
0,05 0,82 3,84
0,1 0,44 2,78
L-cisteina 0 1,35 3,00 mista 0,12
0,125 0,92 4,08
0,25 0,37 2,52
Metabissulfito de sédio 0 0,51 0,67 competitiva 0,18
0,125 0,52 1,14
0,25 0,62 1,92
POD parede
Azida sd6dica 0 0,73 0,82 incompetitiva 0,19
1,5 0,08 0,28
3,0 0,03 0,20
B-mercaptoetanol 0 1,12 1,29 incompetitiva 0,10
0,05 0,51 1,04
0,1 0,25 0,58
L-cisteina 0 1,12 1,29 mista 0,17
0,125 2,04 4,26
0,25 4,45 12,99
Metabissulfito de s6dio 0 0,64 0,32 competitiva 0,13
0,125 0,62 0,42
0,25 0,72 0,92

& Determinados a partir do grafico de duplo reciproco de Lineweaver-Burk de 1/V
versus 1/[HO;)].

b Determinado a partir da inclinacdo do grafico do duplo reciproco contra a
concentracdo do inibidor.
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Figura 8. Grafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o efeito de diferentes
concentracdes de peroxido de hidrogénio em presenca de azida sédica sobre a

atividade da peroxidase soluvel (A) e de parede (EBtaditzia reginae

Com base nos resultados encontrados, o inibidor mais potente para a
peroxidase soluvel f@ p-mercaptoetanol, seguido pela L-cisteina, metabissulfito de

sodio e azida sodica. ComPOD ligada a parede o B-mercaptoetanol também foi o
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mais potente, seguido pelo metabissulfito de sodio, L-cisteina e azida sodica (Tabela
3).

A 180 1

160 A

® sem inibidor
B-mercaptoetanol 0,05 mM
B-mercaptoetanol 0,1 mM

1V (dA min™ a 470 nm)

1/[H,0,] mM

B 1,
® sem inibidor
O  B-mercaptoetanol 0,05 mM
60 - v B-mercaptoetanol 0,1 mM

1V (dA min™ a 470 nm)

1/[H,0,] mM

Figura 9. Grafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o efeito de diferentes
concentracdes de peroxido de hidrogénio em presknfanercaptoetanol sobre a

atividade da peroxidase soluvel (A) e de parede (EBtaditzia reginae
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Figura 10. Gréfico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o efeito de
diferentes concentracdes de perédxido de hidrogénio em presenca de L-cisteina sobre

a atividade da peroxidase soluvel (A) e de parede (B}réditzia reginae
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Figura 11. Gréfico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o efeito de
diferentes concentrac6es de perdxido de hidrogénio em presenca de metabissulfito de
sédio sobre a atividade da peroxidase soluvel (A) e de parede (Bjraldzia

reginae

27



4. CONCLUSOES

A POD soluvel e de parede apresentam atividade total semelhante em extratos
brutos de base de hastes de ave-do-paraiso. Apos purificacdo, a massa molecular
estimado das isoenzimas foi semelhante e, possivelmente, essas apresentam-se
compostas por mais de uma subunidade em sua estrutura nativa. O guaiacol foi o
melhor substrato testado, e a POD ligada a parede apresenta maior afinidade com os
diferentes substratos. O melhor inibidor enzimatico tedf@ide 3-mercaptoetanol e

0S mecanismos de inibicdo variam com os diferentes inibidores e isoenzimas.
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CAPITULO 2 - EFEITO DE INIBIDORES ENZIMATICOS, DA ACIDEZ E
DO CORTE PERIODICO DA BASE DA HASTE NA VIDA DE VASO DE
FLORES DE AVE-DO-PARAISO (Strelitzia reginag

Resumo

A ave-do-paraiso € uma importante espécie de flor tropical utilizada atualmente
como flor de corte. No entanto, ja nas primeiras horas apos a colheita, ao serem
mantidas em agua, as hastes desenvolvem um balanc¢o hidrico negativo, resultado da
obstrucdo dos vasos xileméticos, causado por atividade de enzimas oxidativas e
crescimento bacteriano. Técnicas como a utilizacéo de solugbes de pulsing contendo
inibidores enzimaticos, acidificacdo do meio e o corte periddico da base podem
reverter ou retardar este problema. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
dessas técnicas sobre diferentes parametros ao longo da vida de vaso de ave-do-
paraiso. Os inibidores testados foram metabissulfito de sédio e azida sddica,
combinados com pH 6,0 e 2,5, sendo a agua destilada utilizada como controle. As
hastes foram divididas em 2 grupos, sendo um que néo sofreu o corte da base, e outro
que sofreu cortes periodicos. Para hastes que ndo tiveram o corte da base ao longo da
vida de vaso, os melhores resultados foram encontrados com o tratamento de pulsing
contendo azida sodica pH 6,0, que proporcionou maiores valores de massa fresca
relativa, e retardou o desenvolvimento do balanco hidrico negativo. Os diferentes
tratamentos néo tiveram efeito sobre a massa fresca relativa de hastes que sofreram o
corte periddico da base. A azida sddica combinada com pH &cido causou toxidez, e
foi o pior tratamento para a perda de massa fresca e longevidade, apesar de ter
reduzido a atividade da POD. A utilizacdo do metabissulfito de sdédio como
constituinte da solucao de pulsing diminuiu a atividade da polifenoloxidase (PPO) e,
consequentemente, o escurecimento da base das hastes tratadas com essa substancia
também foi reduzido. Apesar desses resultados, a utilizacdo dessas trés diferentes

técnicas nédo foi eficiente em prolongar a longevidade das flores de ave-do-paraiso.

1. INTRODUCAO

A ave-do-paraisoStrelitzia reginag pertencente a familia Strelitziaceae, é
uma planta herbacea rizomatosa, entouceirada, acaule, apresentando folhas firmes e

coriaceas (Lorenzi e Souza, 2001). As flores se abrem sucessivamente de uma

33



bractea de cor verde-avermelhada, possuindo trés sépalas grandes de cor laranja e
duas pétalas azuis modificadas em forma de seta, que abrigam os 6érgdos sexuais
(Castro, 1995). Dentre as espécies de flores tropicais, esta destaca-se pela beleza,
curiosa forma, e comprimento da haste (Luz et al., 2005).

As flores em geral sdo classificadas como produtos altamente pereciveis, pela
natureza efémera dos diferentes tecidos que as formam, pela alta atividade
respiratoria e pelo reduzido contetdo de carboidratos de reserva (Nowak e Rudnicki,
1990). Ap6s a colheita, ocorrem nas flores alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e
estruturais que levam ao processo de desorganizacdo e desagregacao dos tecidos e
orgaos, 0s quais promovem a senescéncia, sendo o balanc¢o hidrico considerado um
fator determinante no comportamento e na longevidade dos 6rgaos da planta (Finger
et al., 2003).

As flores de corte, quando mantidas em agua, desenvolvem um balanco
hidrico negativo, onde as taxas de transpiracdo se tornam superiores as de absorcéo.
Isso ocorre devido ao aumento da resisténcia hidraulica ao longo do xilema,
conseqguéncia de uma obstrucéo vascular (van Meeteren, 1992). As principais causas
da obstrucdo dos vasos xileméaticos séo: (l) crescimento bacteriano na dgua de vaso
ou base da haste; (ll) blogueio fisiologico resultante da atividade das enzimas
peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO), estimuladas pelo dano (van Doorn e
Valier, 2002) ou pela deposicdo de gomas, mucilagens, taninos e resinas sobre a
regido cortada (van Doorn 1997); e (lll) embolismo, em que apds o corte da haste o
ar flui para dentro dos vasos condutores abertos (van Doorn, 1999).

Uma vez que o vaso esta bloqueado, a absorcdo de agua € limitada devido a alta
resisténcia hidraulica. Porém, o processo de transpiragdo continua, o que leva ao
desequilibrio hidrico, sendo que o murchamento precoce ocorre como resultado da
perda prematura do turgor das células (van Meeteren et al., 2001). Em trabalhos
anteriores realizados com ave-do-paraiso, constatou-se que a perda da condutividade
hidraulica nessa espécie esta relacionada ao aumento na atividade da peroxidase
induzida pelo corte na base da haste floral (Karsten, 2009) e pelo crescimento
bacteriano (Marques, 2008).

Existem alguns tratamentos que podem ser aplicados para melhorar as relagbes
hidricas da haste ap6s o corte, reduzindo ou inibindo a ocorréncia do bloqueio
xilematico, como a utilizacdo de inibidores enzimaticos em solucdo de pulsing ou

vaso. Esses inibidores agem sobre as enzimas POD e PPO induzidas pelo dano e que
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participam da sintese de lignina e suberina, que levam a obstrugdo dos vasos
condutores (van Doorn, 1997). A acidificagdo da solucédo de pulsing ou vaso também
pode ser utilizada, uma vez que essas enzimas oxidativas tem sua atividade inibida
ou reduzida em pHs baixos (Vamos-Vigyazo, 1981), além do crescimento de
microrganismos também ser reduzido nestas condi¢des (van Doorn e Perik, 1990).
Outra pratica comum é o corte peridédico da base da haste, rem®eagmrcdo
obstruida e restabelecendo o fluxo de agua ao longo dos vasos xilematicos (van
Doorn, 1997).

Em trabalhos anteriores realizados em ave-do-paraiso, resultados positivos foram
encontrados, quando o corte da base da haste foi realizado a cada dois dias. A
longevidade das flores passou de 7,6 dias nas plantas controle para 11,3 dias nas que
sofreram o0s cortes, assim como essas também apresentaram maior numero de
floretes abertos, e mantiveram maior teor relativo de agua nas sépalas e bracteas ao
longo da vida de vaso (Campanha et al., 1997). Hastes de ave-do-paraiso submetidas
a tratamentos de pulsing com diferentes inibidores enzimaticos, também
apresentaram melhores resultados na longevidade e abertura de floretes, se
comparadas ao controle. O desenvolvimento do balango hidrico negativo fo
retardado, destacando-se os inibidores azida sodica e o metabissulfito de sddio
(Karsten, 2009).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da utilizacdo de solucdes
de pulsing contendo inibidores enzimaticos e/ou pH acido sobre a longevidade e
atividade de enzimas oxidativas de hastes de ave-do-paraiso, que sofreram cortes

periodicos de sua base.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Hastes florais de ave-do-paraiso, contendo um florete aberto (ponto de colheita
comercial), foram colhidas no campo de cultivo da Horta Velha da Universidade
Federal de Vicosa (20°45° S, 42°51°W e altitude de 651 m), no periodo de fevereiro a
abril de 2010. Em seguida, essas hastes foram levadas ao laboratorio, onde passaram
por processo de selecdo e padronizacdo (hastes com 80 cm). Apds esses

procedimentos, as hastes foram distribuidas aleatoriamente entre os diferentes
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tratamentos. Os experimentos foram conduzidos a temperatura de 25 + 5°C, umidade
relativa de 60 + 20% e intensidade luminosa de 10 prifa’m

2.2 Tratamentos poés-colheita

Os tratamentos aplicados foram: T1 - agua pH 6,0 (controle)};atia pH 2,5;
T3 -azida sbédica 2 mM pH 6,0; T4 - azida sédica 2 mM pH 2,5; etabissulfito
de sodio 6 mM pH 6,0 e T6 - metabissulfito de s6dio 6 mM pH 2,5. Esses
tratamentos foram aplicados na forma de pulsing por 24 horas e apos esse periodo, as
hastes foram transferidas para frascos contendo 400 mL de &gua destilada, sendo
que, a cada 48 horas, foi realizada a troca da agua dos frascos, para evitar o
desenvolvimento de microrganismos e o0 consequente blogueio xilematico. Esses
tratamentos foram aplicados nos dois grupos distintos de hastes: grupo | - hastes que
ndo sofreram o corte da base até o final do experimento e grupo Il - hastes que

sofreram cortes da base a cada 48 h.

2.3Massa fresca relativa

As hastes florais, apds a padronizacdo foram pesadas para a obtencdo da massa
fresca inicial, peso esse considerado como 100%. Subsequientes pesagens foram
realizadas diariamente, até o término da longevidade das flores, sendo os resultados

expressos em porcentagem de massa fresca relativa (MFR) (He et al., 2006):

MFR = (MR/MF) x 100

Em que:
MF; — massa fresca (g) da haste not=dia 0, 1, 2, 3, etc

MF=— massa fresca (g) da mesma haste not =dia 0

2.4Numero de floretes abertos
O numero de floretes abertos nas inflorescéncias de ave-do-paraiso foi avaliado
diariamente, sendo os resultados expressos como 0 numero medio de floretes abertos.

As avaliagdes ocorreram até o término da longevidade do ultimo florete aberto.
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2.5Longevidade
A longevidade das flores de ave-do-paraiso nos diferentes tratamentos foi
determinada como o periodo (numero de dias) compreendido entre o inicio do

experimento e o murchamento do ultimo florete aberto.

2.6 Extracdo e ensaio enzimatico da peroxidase e polifenoloxidase

O material vegetal utilizado na determinacdo da atividade enzimatica da
peroxidase e polifenoloxidase foi coletado em diferentes tempos dependendo do
grupo de hastes. Para as hastes que nao sofreram corte, a coleta foi realizada nos
dias: 0, 1, 2, 5 e 8, enquanto as hastes que sofreram cortes periodicamente, o0 material
foi coletado nos dias: 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10. Para isso, secc¢des de 2 cm da base de cada
haste foram retiradas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -20°C, para posterior analise.

Para a extracdo de cada enzima, 10 mL de tampdo de extracdo foram
adicionados a 2 g de material vegetal, que foram entdo, triturados em
homogeinizador até a obtencdo de massa homogénea, e posteriormente centrifugada
17.000 g, durante 30 min, a 4°C. O sobrenadante obtido da centrifugacao foi
utilizado para determinacdo da atividade enzimatica e quantificacdo das proteinas
(Bradford, 1976). A composicdo do tampao de extracao utilizado para a peroxidase
foi a proposta por Neves, (2003): Tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 6,5,
acrescido de bissulfito de sédio 0,1% e cloreto de sodio 0,15 M. Para a
polifenoloxidase, o tampé&o de extracao utilizado foi o tampao fosfato de potéssio 0,1
M pH 6,5, acrescido de 1% de polivinilpirrolidona (PVP40) (Concedibal, 2004
com modificacdes).

Para a determinacdo da atividade enzimatica da peroxidase, foi adicionada
uma aliquota de extrato enzimatico ao meio de reacéo contendo 0,5 mL de guaiacol
(1,7%), 1,5 mL de tampéao &cido citrico 0,1 M (pH 5,0) e 0,5 mL & Kil,8%)
completando-se os 3 mL da reacdo. A atividade enzimatica foi analisada em
espectrofotdmetro, observando-se a variacdo na absorbancia em comprimento de
onda de 470 nm, a 25°C, e expressa em UA/min/mg de proteina (Neves, 2003).

Na reacdo da polifenoloxidase uma aliquota do extrato enzimatico foi
adicionada ao meio de reacao contendo 0,5 mL de tampé&o fosfato 0,1 M (pH 6,0), e
0,5 mL de 4-metil-catecol 10 mM, completando-se o volume final de reagéo de 1,5

mL. A atividade foi analisada em espectrofotometro, por meio de variacdo na
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absorbancia em comprimento de onda de 420 nm, a 25°C e expressa em UA/min/mg
de proteina (Kavrayan e Aydemir, 2001).

2.7 Andlise visual

Diariamente foram observadas as bases das hastes de todos os tratamentos,
avaliando-se o surgimento de injarias causadas pelas alteracdes do pH ou pela
utilizacdo dos inibidores. O escurecimento da base da haste como resultado da

atividade de enzimas oxidativas também foi acompanhado.

2.8 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados (DBC), com
quatro blocos, sendo cada unidade experimental constituida por duas hastes. Os
dados obtidos para longevidade e atividade da POD e PPO foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott, em 5% de
probabilidade por meio do programa estatistico SISVAR. Nas demais analises,

utilizou-se a estatistica descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Massa fresca relativa

Maiores valores de massa fresca relativa para hastes que nao sofreram o0s
cortes periédicos da base foram encontradas com a aplicacdo de azida s6dica 2 mM
pH 6,0 (tratamento 3), sendo que essas hastes tiveram aumentos nos valores de massa
fresca relativa até o terceiro dia, e nas hastes dos demais tratamentos, iSso ocorreu
somente até o primeiro ou segundo dia (Figura 1). Esse tratamento também foi o
mais eficiente em retardar o desenvolvimento do balanco hidrico negativo, sendo
esse observado somente no sétimo dia de vaso (Figura 1), enquanto nas hastes
mantidas em agua pH 6,0 e azida sddica pH 2,5, este processo foi observado ja no
guarto dia (Figura 1). No final da vida de vaso (9° dia), menores valores de massa
fresca relativa (92,9%) foram observados em hastes mantidas em pulsing com azida
sbdica pH 2,5, enquanto os maiores valores (97,2%) foram encontrados em hastes
acondicionadas com azida sodica pH 6,0 (Figura 1).

No caso do inibidor enzimatico azida sodica, a combinacdo dessa substancia

com o pH acido (pH 2,5), mostrou efeitos negativos na massa fresca relativa. Para a
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agua e o metabissulfito de sédio, a partir do sexto dia, menores valores de massa
fresca relativa também foram encontrados com a acidificacdo da solugdo, mais em
propor¢cdes muito menores se comparadas aos da azida soédica (Figura 1). A
acidificacdo da agua ou solucédo de pulsing e/ou de vaso € uma pratica comum em
estudos de pdés-colheita de flores. Normalmente, acidos organicos, como o &cido
citrico, sdo usados na acidificacdo das solu¢bes (pH de 3,5 a 5,0), o que reduz o
crescimento de microrganismos causadores do bloqueio xilematico (Gast, 1997).
Segundo Durkin (1980), a acidificacdo da agua também aumenta o fluxo de agua em
hastes de rosa, uma vez que essa proporciona aumento no movimento lateral de agua
através das paredes dos vasos, possivelmente por quebra das ligagbes de pectato de
calcio. A falta de resultados encontrados com a utilizacdo combinada de inibidores e
pH acidos em ave-dparaiso pode ser devido ao fato de o pH utilizado ser muito
acido, se comparado aos comumente utilizados, o que pode ter causado toxidez e
injuria nos tecidos das haste.

Massa Fresca Relativa (%)

— e aguapH6,0 AL O T
94 - <0 aguapH25 ~a_ B
———¥-—— azida sédica pH 6,0 ~a
— -—A-—..- azida sddica pH 2,5
921 — @ —  metabissulfito de sodio pH 6,0
/( — —0O—— metabissulfito de sodio pH 2,5 /(
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tempo (dias)
Figura 1. Massa fresca relativa ao longo da vida de vaso de hastStralézia
reginaesubmetidas a diferentes solugde pulsing, sem o corte da base

Em hastes décacia holoserice® Chamelaucium uncinatura, utilizagéo de

inibidores enzimaticos em solucdo de pulsing melhorou as relacdes hidricas das

hastes, sugerindo o envolvimento das enzimas oxidativas nas respostas ao dano

39



nestas espécies (Celikel et al.,, 2011). Resultados semelhantes também foram
encontrados er@revillea(He et al., 2006).

Nas hastes que sofreram os cortes da base, um novo corte foi feito nos dias 1,
2, 4, 6 e 8. Neste caso, como os tratamentos foram aplicados somente por 24 horas, e
logo apds a saida do pulsing as hastes sofreram novo corte, induzindo novo dano, e
em seguida estas foram mantidas somente em &gua, os diferentes tratamentos
deixaram de ter efeito sobre a massa fresca relativa, sendo observado o mesmo
comportamento nas hastes de todos os tratamentos (Figura 2). Nessa circunstancia
em que um novo corte da base da haste é realizado, talvez a utilizacdo de solucdes de
manutencdo contendo inibidores enzimaticos, em vez da solugdo de pulsing, traria
resultados mais satisfatérios no que diz respeito ao parametro variacdo de massa
fresca relativa.

A partir do corte realizado no quarto dia, observa-se um comportamento em
zig-zag nos valores de massa fresca relativa, com aumentos nesses valores no dia que
segue o corte, seguida por uma queda no dia em que o0 novo corte era realizado
(Figura 2). A técnica dos cortes periodicos da base da haste parece eficiens® por si
em reverter parcialmente o bloqueio xilemético causado nas hastes, restabelecendo,

em parte, a absorcdo de agua pela haste apos o corte.
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Figura 2. Massa fresca relativa ao longo da vida de vaso de hastStralézia

reginaesubmetidas a diferentes solu¢des de pulsing, com o corte periédico (ia base.

Indica o novo corte da base
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3.2 Numero de floretes abertos

Nas hastes que nao sofreram cortes da base, todos os tratamentos
proporcionaram maior abertura de floretes se comparado ao controle (dgua pH 6,0).
Melhores resultados (1,8 floretes abertos) foram encontrados com a azida sédica pH
6,0 e metabissulfito de sddio pH 6,0 ou 2,5, enquanto as hastes controle tuveram
abertura de 1,4 floretes (Figura 3). A abertura de floretes em hastes que sofreram o
corte periodico da base foi maior em hastes mantidas em solucdo de pulsing
contendo metabissulfito de sédio pH 2,5 (1,9 floretes), enquanto resultados inferiores
foram encontrados com a azida sddica pH 2,5 (1,4 floretes) (Figura 4).

Marques (2008) ndo encontrou diferencas significativas no niumero de floretes
abertos em strelitzia, apdés a aplicacdo de diferentes solucfes de pulsing contendo
inibidores enziméticos. Campanha et al. (1997), observaram para esta mesma
espécie, que o corte da base, a cada 2 dias para hastes mantidas em agua, aumentou o
namero médio de floretes abertos de 1,6 (hastes controle sem corte) para 2,7.
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Figura 3. Namero de floretes abertos ao longo da vida de vaso de haS#sldeia

reginaesubmetidas a diferentes solugdes de pulsing, sem o corte da base
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Figura 4. Namero de floretes abertos ao longo da vida de vaso de haSusldeia
reginaesubmetidas a diferentes solu¢des de pulsing, com o corte peridédico da base.
llndica 0 novo corte da base

3.3 Longevidade

A longevidade em hastes que ndo sofreram cortes da base foi semelhante
entre os tratamentos, ndo diferindo estatisticamente. A longevidade variou de 8,3
dias, nas hastes mantidas em pulsing com metabissulfito de sédio pH 6,0 a 7,4 dias
em hastes mantidas com agua pH 6,0 e azida sddica pH 2,5 (Figura 5).

Em flores de bouvardia e crisantemo, a utilizacao de inibidores da peroxidase
e da catecol oxidase retardou o tempo até o total murchamento das flores,
proporcionando maior longevidade (Vaslier e van Doorn, 2003; van Doorn e Vaslier,
2002).
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Figura 5. Longevidade de hastes (#trelitzia reginaesubmetidas a diferentes
solugdes de pulsing ((1) agua destilada pH 6,0; (2) 4gua destilada pH 2,5; (3) azida
sédica 2 mM pH 6,0; (4) azida sddica 2 mM pH 2,5; (5) metabissulfito de sédio 6
mM pH 6,0 e (6) metabissulfito de sédio 6 mM pH 2,5) sem cortes da base. As
barras verticais representam o erro padrédo da média e letras iguais nao diferem entre

si pelo teste Scott-Knott, em 5% de probabilidade

Hastes que sofreram o corte da base periodicamente também né&o
apresentaram diferencas da longevidade entre os diferentes tratamentos. Maior
longevidade foi observada com a utilizacdo de azida sédica pH 6,0 (8,1 dias), e as
menores com agua e azida sddica pH 2,5 (7,4 dias) (Figura 6). Neste trabalho,
técnica do corte da base da haste ndo aumentou a longevidade, se comparado com
hastes que ndo sofreram corte. Em outro trabalho realizado com ave-do-paraiso,
Campanha et al. (1997) encontraram aumento de 49% na longevidade das flores ao
realizar o corte de 2 cm da base da haste a cada 2 dias.
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Figura 6. Longevidade de hastes d#trelitzia reginaesubmetidas a diferentes
solugdes de pulsing ((1) agua destilada pH 6,0; (2) 4gua destilada pH 2,5; (3) azida
sédica 2 mM pH 6,0; (4) azida sddica 2 mM pH 2,5; (5) metabissulfito de sédio 6
mM pH 6,0 e (6) metabissulfito de s6dio 6 mM pH 2,5) com cortes da base. As
barras verticais representam o erro padrdo da média e letras iguais ndo diferem entre

si pelo teste Scott-Knott, em 5% de probabilidade

A vida pos-colheita de ave-do-paraiso varia entre 6 e 16 dias. Essa diferenca
reflete, em parte, as condicbes de crescimento, maturidade na colheita, diferentes
condi¢cdes de armazenamento, transporte e diferentes critérios utilizados para avaliar
a longevidade das inflorescéncias (Bayogan et al., 2008). Segundo esses autores, 0
comprimento da haste também tem influéncia na longevidade de strelitzia, sendo que
hastes mais compridas (70 cm) proporcionam maior vida de vaso que hastes mais
curtas (35 cm). Como a absorcdo de agua € limitada ap6s a colheita, hastes mais
longas apresentam maior reserva de agua (Jaroenkit e Paull, 2003).

3.4 Atividade da POD e PPO

A atividade da POD em hastes de ave-do-paraiso que n&do sofreram o corte da
base durante a sua vida de vaso é mostrada na tabela 1. Pode-se observar que as
menores atividades dessa enzima foram encontradas em base de hastes que foram

mantidas em solucéo de pulsing contendo azida sodica pH 2,5 (tratamento 4) (Tabela
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1). Apesar de essas hastes terem exibido as menores atividades da peroxidase, o que
se esperaria como um bom resultado, para os demais parametros avaliados, este foi 0
pior tratamento, possivelmente devido a toxidez causada pela combinacdo desta
substancia com o pH acido. No primeiro e segundo dias de vaso, a atividade da POD
nas hastes mantidas em agua pH 6,0 e 2,5 e metabissulfito de sédio pH 6,0 e 2,5
foram semelhantes, ndo diferindo estatisticamente entre si (Tabela 1) O
metabissulfito de sodio 10 mM, aplicado na forma de pulsing por 5 h, reduziu a
atividade da POD em 65% se comparado a agua destilada, no segundo dia de
colheita, para esta mesma espécie (Marques, 2008). No oitavo dia de vaso, observa-
se menor atividade em todos os tratamentos com pH 2,5 se comparados aos seus
correspondentes sob pH 6,0 (Tabela 1). Nesse mesmo dia, as hastes do tratamento 1
(dgua pH 6,0), foi o que apresentou maior atividade da POD, diferindo

estatisticamente de todos os demais tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade da enzima peroxidase (UA/min/mg de proteina), em hastes de

Strelitizia reginaendo submetidas ao corte da base, ao longo da vida de vaso

Tempo (dias)

Tratamento
0 1 2 5 8
Agua destilada pH 6,0 50,19 A* 29,2A 286B 646B 130,3A
Agua destilada pH 2,5 50,19 A 36,2A 255B 90,0A 80,3B
Azida sédica pH 6,0 50,19 A 122B 533A 483B 246C
Azida sédica pH 2,5 50,19A 32B 157B 68D 143C

Metabissulfito de sédio pH 6,0 50,19A 26,4A 36,2B 30,1C 102,2B
Metabissulfito de sddio pH 2,5 50,19A 399A 339B 50,8B 46,1C

* Em cada dia de avaliacao, letras iguais na coluna nao diferem entre si, pelo teste de
Scdt-Knott em 5% de probabilidade

Em trabalhos realizados com inibicdo da peroxidase em ave-do-piaraiso
vitro, observouse inibicdo total e irreversivel da atividadesde enzima, apos a
incubacdo do extrato enzimatico em pH 2,5 (Karsten, 2009). A capacidade catalitica
das enzimas para exercer suas fun¢cdes em solucdo aquosa, depende das condicdes de
temperatura e pH. Alteracdes de pH causam mudancas de ionizac¢do do sitio ativo da

enzima, o que causa variagdes na sua atividade (Nelson e Cox, 2006).
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Nas hastes em que o corte da base da haste foi realizado periodicamente, o
maior efeito dos tratamentos sobre a atividade da POD foi observado no primeiro
dia, logo apods a saida das hastes da solucdo de pulsing, sendo a menor atividade
encontrada nas hastes tratadas com azida sodica pH 2,5 (tratamento 4) (4,5
UA/min/mg de proteina) e a maior para as hastes mantidas em &gua pH
2,5(tratamento 2) (40,9 UA/min/mg de proteina) (Tabela 2). No quarto, sexto e
oitavo dias de vaso, maiores atividades da POD foram encontradas nas hastes dos

tratamentos 2, 5 e 6 (Tabela 2), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

Tabela 2. Atividade da enzima peroxidase (UA/min/mg de proteina), em hastes de

Strelitizia reginaesubmetidas ao corte da base, ao longo da vida de vaso

Tempo (dias)
0 1 2 4 6 8 10

Tratamento

Agua destilada pH 6,0 33,2A* 162C 187A 392B 449B 57,1B 359B
Agua destiladapH 2,5 33,2A 409A 288A 644A 747A 964A 934A
Azida sédicapH 6,0 332A 125C 254A 33,7B 493B 60,1B 549B
Azida sédicapH?2,5 332A 45D 221A 387B 60,7B 688B 679B
Met. de s6diopH 6,0 33,2A 17,7C 232A 629A 841A 883A 606B
Met. de s6diopH 2,5 33,2A 324B 338A 635A 943A 911A 504B

* Em cada dia de avaliacéo, letras iguais na coluna nao diferem entre si, pelo teste de
Scdt-Knott em 5% de probabilidade

A técnica do corte da base da haste é utilizada para remover a parte da haste
gue teve seus vasos xilematicos obstruidos. No entanto, como um novo corte é feito,
tem-se novamente o aumento da atividade de enzimas oxidativas em resposta a esse
dano, o que, indiretamente, leva a uma nova obstrucdo vascular.

A atividade da PPO ao longo da vida de vaso de hastes que foram submetidas
aos diferentes tratamentos de pulsing, sem e com o0s cortes da base, pode ser
encontrado nas tabelas 3 e 4, respectivamente. Em ambos o0s grupos de hastes, as
atividades mais baixas dessa enzima foram encontradas com a utilizacdo do
metabissulfito de sodio (Tabela 3 e 4). No primeiro dia de vaso, hastes que nao
sofreram o corte da base e que foram mantidas na solucdo de pulsing com
metabissulfito de sodio pH 6,0 (tratamento 5), exibiram reducdo de 78% da atividade

da PPO com relagéo ao controle (tratamento 1), enquanto nas hastes mantidas sob
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metabissulfito pH 2,5 (tratamento 6) a reducéo foi de 75% (Tabela 3). Marques
(2008) encontrou reducdo de 78% da atividade da PPO com a utilizacdo de
metabissulfito de sédio 10 mM aplicado na forma de pulsing por 5 h, no segundo dia

de vaso de ave-do-paraiso.

Tabela 3. Atividade da enzima polifenoloxidase (UA/min/mg de proteina), em

hastes déstrelitizia reginaendo submetidas ao corte da base, ao longo da vida de

vaso
Tempo (dias)
Tratamento
0 1 2 5 8
Agua destilada pH 6,0 11,9A* 122B 6,0B 85C 72B
Agua destilada pH 2,5 119A 134B 100A 194A 144A
Azida sddica pH 6,0 119A 189A 112A 114B 3,8C
Azida sddica pH 2,5 119A 6,7C 99A 2,7D 35C

Metabissulfito de sddio pH 6,0 119A 2,7C 4,2B 23D 2,1C
Metabissulfito de sédio pH 2,5 119A 3,0C 49B 1,6 D 1,6 C

* Em cada dia de avaliacéo, letras iguais na coluna nao diferem entre si, pelo teste de
Scdt-Knott em 5% de probabilidade

O metabissulfito € um potente inibidor da PPO, podendo agir diretamente na
estrutura da PPO, reagindo com as pontes dissulfidicas, levando a ocorréncia de
mudancas na estrutura terciaria da enzima e, consequente, inativacdo (Golan-
Goldhirisch e Whitaker, 1984). A utilizacdo desse agente redutor em inibigdes
vitro da PPO, tem levado a completa inativacao desta enzima em uva (Reipaanu
2006) e ave-do-paraiso (Karsten, 2009).

Nas hastes que nao sofreram cortes da base, maiores atividades da PPO no
quinto e oitavo dias foram encontradas com a utilizagdo de 4gua pH 2,5, que diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos nesses periodos. Hastes que sofreram o corte
periodico da base ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os diferentes
tratamentos com oito e dez dias de vaso (Tabela 4). Neste experimento, a azida
sbdica nao foi eficiente em inibir a atividade da PPO, uma vez que hastes tratadas
com esta substancia (tratamento 3 e 4), apresentaram atividades enzimaticas

semelhantes ou superiores as hastes controle (Tabela 4).
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As PPOs séo enzimas que catalizam reacdes de éxido-reducdo dos compostos
fendlicos, transformando-os em suas quinonas correspondentes (Mayer, 2006). Apds
sua descompartimentalizacdo e formacdo das quinonas, as reacdes subsequentes
ocorrem espontaneamente. As quinonas podem polimerizar-se e formar pigmentos
insolaveis escuros denominados melanina, ou reagir ndo enzimaticamente com
outros compostos fendlicos, aminoacidos e proteinas, também formando melanina.
Para controlar a atividade enzimatica da PPO, e evitar que reacdes indesejaveis
ocorram, € necessario bloquear a participacédo da enzima, do substrato ou do oxigénio
(Araujo, 2004).

Tabela 4. Atividade da enzima polifenoloxidase (UA/min/mg de proteina), em

hastes dé&trelitizia reginaesubmetidas ao corte da base, ao longo da vida de vaso

Tempo (dias)
0 1 2 4 6 8 10

Tratamento

Agua destiladapH 6,0 9,0A* 141A 36B 52B 52B 40A 50A
Agua destiladapH25 90A 170A 62A 56B 76A 62A 54A
Azida s6dicapH6,0 90A 165A 55A ©65A 63A 54A 62A
Azida sédicapH25 9,0A 88B ©64A T75A 66 A 53A 54A
Met. de sédio pH6,0 9,0A 46C 43B 458B 39B 47A 46A
Met. de sodiopH 2,5 9,0A 14C 40B 42B 42B 6,1A 55A

* Em cada dia de avaliacéo, letras iguais na coluna nao diferem entre si, pelo teste de
Scdt-Knott em 5% de probabilidade

3.5 Andlise visual

A combinacdo da azida sodica com o pH &cido causou toxidez, sendo
observado ja nas primeiras horas um escurecimento da por¢cédo da haste em contato
com a solucdo. Na figura 7, pode-se observar a aparéncia das hastes submetidas a
este tratamento no momento da retirada da solucéo de pulsing, ou seja, 24 h apds a
aplicacdo do tratamento. A parte das hastes que esteve em contato com a solucao
apresentou escurecimento intenso, amolecimento, aparéncia de podre e odores fortes.

Com oito dias de vaso, hastes que ndo sofreram o corte da base,
apresentaram-se conforme a figura 8. Hastes que foram mantidas em solucdo de
pulsing contendo somente &agua, tanto sob pH 6,0 como sob pH 2,5 tiveram

escurecimento mais intenso que o0s demais tratamentos, ou seja, somente a
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acidificacdo da agua nao foi suficiente em reduzir o escurecimento da base da haste.
As hastes que mostraram o menor escurecimento foram as submetidas ao tratamento
5 (metabissulfito de sodio pH 6,0). Marques (2008) ndo observou a formacédo de
pigmentos escuros no tecido cortado até o segundo dia apds a colheita com a
utilizacdo de metabissulfito de s6dio 10 mM em solucdo de pulsing, por 5 h, em
hastes de ave-do-paraiso. O metabissulfito de soédio é muito utilizado para prevenir o
escurecimento enzimatico, pois além de ter efeito sobre a estrutura da enzima PPO, o
composto age sobre as quinonas, formando complexos quinonas-sulfito, prevenindo

a sua polimerizacao e a formacéo dos pigmentos escuros (Embs e Markakis, 1965).

Figura 7. Aspecto das hastes @&relitzia reginaeapés 24 horas de aplicacdo da
solucdo de pulsing azida sddica 2 mM pH 2,5 (tratamento 4)
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Figura 8. Aspecto das bases das hasteStielitzia reginaeB dias apés a aplicacéo

das solucBes de pulsing: agua destilada pH 6,0 (A), &gua destilada pH 2,5 (B), azida
sédica 2 mM pH 6,0 (C), azida sodica 2 mM pH 2,5 (D), metabissulfito de sodio 6
mM pH 6,0 (E) e metabissulfito de s6dio 6 mM pH 2,5 (F)

4. CONCLUSOES
Apesar dos resultados positivos encontrados analissewlgens parametros,
a utilizacdo da solucdo de pulsing contendo inibidores enzimaticos e pH &acido,

combinado ou ndo com o a realizagédo de cortes da base da haste, ndo foi eficiente em

prolongar a longevidade de flores de ave-do-paraiso.
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CAPITULO 3 - EFEITO DO USO DE SUBSTRATOS FENOLICOS NA
SOLUCAO DE VASO OU EM PULSING SOBRE A VIDA DE VASO DE
AVE -DO-PARAISO (Strelitzia reginag

Resumo

A ave-do-paraiso apds a colheita sofre a acdo de enzimas oxidativas que tém a
atividade aumentada em resposta ao dano causado pelo corte na haste, resultando da
oclusdo xilematica. As principais enzimas envolvidas neste blogueio sdo a
peroxidase (POD) e a polifenoloxidase (PPO), enzimas essas que utilizam
substancias fendlicas em suas reagfes. Assim, o objetivo do trabalho foi aplicar
substratos fendélicos em pulsing ou na solucéo de vaso, e avaliar seus efeitos ao longo
da vida de vaso. O experimento foi realizado em duas partes: (I) utilizacdo de
diferentes substancias fenodlicas (4-metilcatecol, catecol pirogalol, pirocatequina e
guaiacol 10 mM) aplicadas como solucdo de vaso; e (Il) utilizagdo de diferentes
concentracdes de guaiacol (5, 25 e 50 mM) aplicados na forma de pulsing ou solucéo
de vaso. Nos dois experimentos, a massa fresca relativa das hastes tratadas com as
substancias fendlicas mostreesuperior as hastes controle, e o desenvolvimento do
balanco hidrico negativo nestas hastes foi retardado. A abertura de floretes variou
entre os tratamentos indo de 1,5 até 2,4 floretes. Nao houve diferenca na longevidade
dos floretes nos dois experimentos. No experimento 1, o escurecimento mais intenso
da base da haste foi observado com a utilizagcdo de catecol e pirocatequina, enquanto
no experimento 2, 0 escurecimento variou com a concentragdo do guaiacol e com sua
forma de aplicacdo. A atividade enzimatica da POD e PPO foi maior nas hastes
controle, sendo a atividade da POD superior a da PPO. Conclui-se que, apesar do uso
desses tratamentos ter melhorado as relacdes hidricas das hastes, a longevidade nao
foi prolongada, porém o escurecimento intenso causado nas bases das hastes fez com
gue estas ficassem com aparéncia inadequada para seu uso decorativo, diminuindo

valor comercial.

1. INTRODUCAO

A ave-doparaiso ou flor “crane” (Strelitzia reginag é nativa da Africa do
Sul, e muito comum em parques e jardins no sul da Califérnia, Florida e outras

regides temperadas quentes, além de muito utilizada em arranjos paisagisticos
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(Hoffmann et al., 2011). Essa espécie se desenvolve lentamente pela divisdo de seus
caules subterraneos, apresentando, quando madura, de 4 a 5 metros desaltura. A
folhas que surgem na base da touceira sdo grossas, duras, verde-acinzentadas, lisas e
cerosas. As flores sdo suportadas por uma longa haste, sendo compostas por trés
sépalas laranjadas e duas pétalas azuis onde estdo inseridos os érgaos sexuais
(Hensley, et al.,, 1998). As caracteristicas exoticas de suas coloridas flores, o
comprimento longo das hastes e a alta valorizacdo desta espécie favorece a sua
utilizacdo como flor de corte (Wood, 1995).

Por natureza, as flores sdo 6rgdos efémeros e o fornecimento de substancias
organicas e inorganicas é interrompido uma vez que a flor € colhida, alterando
processos fisiolégicos importantes (Finger e Barbosa, 2006). A aparéncia, qualidade,
e a longevidade das flores de corte dependem das condi¢cbes de cultivo, do periodo
adequado de colheita, condi¢cbes de transporte dos produtos e manejo pés-colheita,
que sao dependentes dos estresses impostos sobre eles como a diminuicdo da
absorcéo de agua, transpiracdo, condutividade hidraulica, massa fresca, teor de agua
das flores e potencial hidrico (Silva, 2003).

Plantas ornamentais para corte, especialmente flores, apresentam uma vida de
vaso limitada. A longevidade dessas flores pode ser estendida por aplicacédo de
tratamentos que reduzem a taxa de senescéncia e melhora as relacdes hidricas das
hastes (Finger e Barbosa, 2006). Um eficiente procedimento € o tratamento de
pulsing. O term “pulsing” significa colocar flores recém colhidas, por um periodo
relativamente curto (de poucos segundos até varias horas), em uma solucao
especialmente formulada para estender o seu armazenamento e sua vida de vaso
(Reid, 2009). Entre as substancias que compdem a solu¢cdo de pulsing estdo os
acucares, acidos organicos, inibidores da acdo e sintese de etileno e agentes
antibacterianos (Finger e Barbosa, 2006). Outra opcdo é a solucdo de vaso ou
conservantes, normalmente constituidas pelas mesmas substancias da solucdo de
pulsing, em menores concentracdes (Armitage e Laushman, 2003).

Em muitas espécies de flores, o murchamento e a senescéncia das pétala
estdo relacionados a deficiéncia hidrica causada principalmente pela continuada
reducdo na capacidade de absorcdo de agua (Finger e Barbosa, 2006). Em trabalhos
anteriores realizados com ave-do-paraiso, foi constatada a perda da capacidade de
absorcdo ja nas primeiras horas apés a colheita, resultado da obstrucdo dos vasos

xilematicos. Esse bloqueio vascular estad relacionado a atividade de enzimas
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oxidativas, principalmente a peroxidase (POD), que tem sua atividade aumentada em
resposta ao dano causado pelo corte, e por crescimento bacteriano na agua e na base
da haste (Karsten, 2009; Marques, 2008). Nas espécies que apresentam essa forma de
blogueio fisiolégico, uma alternativa que vem sendo trabalhada é a utilizacdo de
inibidores enzimaticos especificos para as enzimas oxidativas como constituintes das
solugdes de vaso ou pulsing. No entanto, na espécie em questdo, a utilizacdo de
inibidores enzimaticos e a acidificacdo do meio ndo foram eficientes em prolongar a
longevidade das flores (capitulo 2).

A POD esta envolvida nos processos relacionados a cicatrizacdo de danos,
como a lignificacdo. Essa enzima catalisa a oxidacao de uma variedade de substratos
fendlicos, incluindose os monolignois, que sdo os mondmeros constituintes da
molécula de lignina (Passardi et al., 2007). A polifenoloxidase (PPO) também esta
relacionada a processos de defesa e cicatrizacdo de danos (Mayer, 1987), e catalisa a
hidroxilacdo de monofendis e a oxidacdo de difendis (Aydemir, 2004). Ambas as
enzimas utilizam em seus processos 0s fendis presentes no meio. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do fornecimento de substratos fendlicos na solucao
de vaso ou pulsing, nos diferentes parametros, ao longo da vida de vaso de flores de
Strelitzia reginae

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Hastes florais de awde-paraiso, contendo um florete aberto (ponto de
colheita comercial), foram colhidas no campo de cultivo da Universidade Federal de
Vigosa (20°45” S, 42°51’W e altitude de 651 m), no periodo de novembro de 2010 a
fevereiro de 2011. Em seguida, essas hastes foram levadas ao laborat6rio, onde
passaram por processo de selecdo e padronizacdo para 80 cm de comprimento. Apos
estes procedimentos, as hastes foram distribuidas aleatoriamente entre os diferentes
tratamentos. Os experimentos foram conduzidos a temperatura de 25 + 5°C, umidade
relativa de 60 + 20% e intensidade luminosa de 10 prifa’m

2.2 Experimentos

2.2.1 Experimento 1
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Os tratamentos aplicados foram T1 - agua destilada (controle)- ®
metilcatecol (4-MC) 10 mM; T3- catecol 10 mM; T4 pirogalol 10 mM; T5 -
pirocatequina 10 mM e T6 guaiacol 10 mM. Estes tratamentos foram aplicados em
solucéo de vaso, sendo a cada 48 h realizada a troca da solucdo dos frascos, para
evitar o desenvolvimento de microrganismos e o consequente bloqueio xilematico.
Apbs o preparo das solugbes, foram feitas medicdes do seu pH, para verificar-se a

possivel influéncia desse fator no experimento.

2.2.2 Experimento 2

Os tratamentos aplicados foram T1 - agua destilada (controle)pliBing com
guaiacol 5 mM; T3- pulsing com guaiacol 25 mM; T4 pulsing com guaiacol 50
mM; T5- solucédo de vaso com guaiacol 5 mM;-T6olucédo de vaso com guaiacol
25 mM e T7- solugdo de vaso com guaiacol 50 mM. Para os tratamemntos e
pulsing, esses foram aplicados por 24 h e, ap0s este periodo, as hastes foram lavadas
e colocadas em frascos contendo 400 mL de 4gua destilada. A cada 48 h foi realizada
a troca da solucdo de vaso e da &gua, para evitar o desenvolvimento de
microrganismos. ApGs o preparo das solu¢des, foram feitas medi¢cdes do seu pH, para

verificar a possivel influéncia deste fator no experimento.

2.3Andlises
Todas as analises, com excecdo da atividade enzimética, foram realizadas a 0, 6,
12, 18 e 24 h de vaso. ApoOs este periodo, as analises passaram a ser feitas a cada 24 h

até o final da longevidade das flores.

2.3.1 Massa fresca relativa

As hastes florais, apés a padronizacdo foram pesadas para a obtencdo da massa
fresca inicial, massa essa considerada como 100%. Subsequentes pesagens foram
realizadas até o término da longevidade das flores, sendo os resultados expressos em

porcentagem de massa fresca relativa (MFR) (He et al., 2006):

MFR = (MR / MF=) X 100

Em que:

MF; — massa fresca (g) da haste not=dia 0, 1, 2, 3, etc
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MF-o— massa fresca (g) da mesma haste dot =dia O

2.3.2 Numero de floretes abertos
O numero de floretes abertos nas inflorescéncias foi avaliado diariamente,
sendo os resultados expressos como o numero meédio de floretes abertos. As

avaliacbes foram realizadas até o término da longevidade do ultimo florete aberto.

2.3.3 Longevidade
A longevidade das flores nos diferentes tratamentos foi determinada como o
periodo (numero de dias) compreendido entre o inicio do experimento e o

murchamento do ultimo florete aberto.

2.3.4 Coloracéao e analise visual

Alteragbes na coloracdo da base da haste foram avaliadas utilseando-
colorimetro (Colortec PCM Minolt). Valores de L*, a*, b*, croma (C*={a*bh*)")
e angulo hue (h° = artg b*/a*) foram registrados.

Diariamente, foi observada a base das hastes de todos os tratamentos,
avaliando-se o surgimento de injarias causadas pelos substratos fendlicos. O
escurecimento da base da haste como resultado da atividade de enzimas oxidativas
também foi acompanhado. No ultimo dia de vaso, o escurecimento interno ao longo

da haste também foi avaliado.

2.3.5 Extracao e ensaio enzimatico da peroxidase e polifenoloxidase

O material vegetal utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica da
peroxidase e polifenoloxidase foi coletado no dltimo dia de vaso. Para isso, seccoes
de 2 cm da base de cada haste foi retirado, imediatamente congelados em nitrogénio
liguido e armazenados a -20°C, para posterior andlise. Para extracdo da POD, 10 mL
do tampdo de extracdo (tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5, acrescido de
bissulfito de sddio 0,1% e cloreto de sdédio 0,15 M) foi adicionado a 2 g de material
vegetal. Em seguida, esse foi triturado em politron até obtencdo de uma massa
homogénea, que foi filtrada em 2 camadas de gaze, e centrifugada a,1@6080
min, a 4°C (Neves, 2003). O processo de extracdo utilizado para a PPO foi
semelhante ao da POD, sendo alterado somente o tamp&o de extracdo (tampéao

fosfato de potassio 0,1 M pH 6,5 acrescido de 1% de polivilpirrolidona (PVP40))
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(Concellonet al, 2004 com modificacdes). O sobrenadante obtido da centrifugagéo
para cada enzima, foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimética e
quantificacao de proteina (Bradford, 1976).

Para a determinacdo da atividade enzimatica da peroxidase, foi adicionada
uma aliquota de extrato enzimético ao meio de reagédo contendo 0,5 mL de guaiacol
(1,7%), 1,5 mL de tampé&o &cido citrico 0,1 M (pH 5,0) e 0,5 mL £ Kil,8%)
completando-se os 3 mL da reacdo. A atividade enzimatica foi analisada em
espectrofotdmetro, observando-se a variacdo na absorbancia em comprimento de
onda de 470 nm, a 25°C e expressa em UA/min/mg de proteina (Neves, 2003).

Na reacdo da polifenoloxidase uma aliquota do extrato enzimatico foi
adicionada ao meio de reacao contendo 0,5 mL de tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,0), e
0,5 mL de 4-metil-catecol 10 mM, completando-se o volume final de reacéo de 1,5
mL. A atividade foi analisada em espectrofotometro, por meio de variagcdo na
absorbancia em comprimento de onda de 420 nm, a 25°C e expressa em UA/min/mg

de proteina (Kavrayan e Aydemir, 2001).

2.4Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados (DBC),
com seis blocos, sendo cada unidade experimental constituida por duas hastes. Os
dados de longevidade, e atividade enzimética da POD e PPO foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott, em 5% de
probabilidade por meio do programa estatistico SISVAR. Nas demais analises,

utilizou-se a estatistica descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os experimentos, a adicdo das substancias fendlicas nao alterou

significativamente o pH da solucédo, que permaneceu ha faixa de 6,5 a 6,8.

3.1 Massa fresca relativa

As alteracbes da massa fresca das hastes no experimento 1, sdo apresentadas
na Figura 1. Observou-se ja nas primeiras horas de experimentos, que todos o0s
tratamentos mostraram valores de massa fresca relativa superior ao do controle.

Entre as substancias fendlicas testadas destaca-se o guaiacol, que promoveu aumento
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de massa fresca relativa até 48 h, atingindo o maximo de 102,7%, enquanto no
controle esse aumento foi observado somente nas primeiras 18 h, alcangando 101,1%
(Figura 1). O balanco hidrico negativo das hastes tratadas com guaiacol foi
observado com 120 h de vaso, enquanto nas hastes tradadas com catecol, pirogalol e
pirocatequina, isso ocorreu com 96 h, ja para 4-MC e o controle 0 mesmo foi
observado com 72 e 48 h respectivamente (Figura 1). Com 8 dias de vaso (192 h), a
massa fresca relativa das hastes tratadas com guaiacol foi 5,7% superior as da hastes
controle (Figura 1).

Marques (2008), ao aplicar catecol 5 mM como solugéo de pulsing, por 5 h
em hastes de ave-do-paraiso, encontrou valores de massa fresca relativa maxima
semelhantes aos do controle (em torno de 102%). Neste experimento, a utilizacdo de
catecol 10 mM como constituinte da solucdo de vaso, proporcionou valores maximos
de massa fresca relativa semelhantes ao encontrado por Marques (2008) (102,1%),
mas superior ao controle (101,1%) (Figura 1).
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Figura 1. Massa fresca relativa ao longo da vida de vaso de hast8talézia
reginaesubmetidas a solucdes de vaso contendo diferentes substratos fendlicos (10
mM)

No segundo experimento, as hastes foram submetidas a solucdo de pulsing ou
vaso com diferentes concentracdes de guaiacol. Os valores de massa fresca relativa

encontrados para estas hastes estdo na figura 2. Neste experimento, novamente todas
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as hastes dos tratamentos tiveram massa fresca relativa sagdramtes controle
(Figura 2). Comparandse os tratamentos em que o guaiacol foi fornecido na forma

de pulsing ou como constituinte da solucéo de vaso, maiores valores de massa fresca
relativa foram encontrados sob tratamentos com solucdo de vaso. Para os tratamentos
em pulsing, & medida que a concentragdo de guaiacol foi aumentando, aumentaram-
se os valores de massa fresca relativa. Ja nos tratamentos com solucdo de vaso, a
utilizacdo de 5 mM e 50 mM de guaiacol proporcionou valores de massa fresca
relativa semelhantes, enquanto a utilizagcdo de 25 mM mostrou-se superior a esses
(Figura 2). Maiores valores de massa fresca relativa foram encontrados apés 48 h nos
tratamentos de pulsing com 50 mM (104,7%) e com solugdo de vaso 25 mM
(104,6%). O balanco hidrico negativo nas hastes desses dois tratamentos foi
encontrado apos 144 h, enquanto nas hastes controle, esse ja foi observado com 72 h
(Figura 2).
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Figura 2. Massa fresca relativa ao longo da vida de vaso de hastStralézia

reginae submetidas a solugdes de pulsing (P) ou solugdes de vaso (SV) com
diferentes concentracdes de guaiacol

O balanc¢o hidrico negativo se d4 quando as taxas de absorcdo de agua se
tornam mais baixas que as taxas de transpiracdo, possivelmente devido a oclusao
xilematica, que se desenvolveu na parte basal da haste (van Meeteren et al., 2006).

Os diferentes tratamentos utilizados nos dois experimentos foram eficientes em
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retardar o tempo até o desenvolvimento de um balan¢o hidrico negativo. Esta
caracteristica é desejavel uma vez que para que se tenha a abertura de noeas flores
necessario que haja uma boa condutividade hidraulica no xilema, capaz de manter os
tecidos das hastes hidratados. Obses/&m muitos trabalhos realizados com ave-
do-paraiso, que o déficit hidrico que se instala nas hastes € tdo severo que estas nao
alcancam o estaddio de abertura 2, quando a segunda flor se abre, e as duas

apresentam 6timo aspecto (Campanha et al., 1997; Marques, 2008).

3.2 Numero de floretes abertos

Com a utilizagdo de diferentes substancias fendlicas como constituintes da
solucdo de vaso (experimento 1), maior abertura de floretes foi encontrada com
catecol (2 floretes), seguido do 4-MC e pirogalol (1,8 floretes), enquanto as hastes
controle exibiram abertura de 1,5 floretes (Figura 3). Apesar wlatamento com
guaiacol ter proporcionado 0s maiores valores de massa fresca relativa, e ter
retardado o desenvolvimento do balanco hidrico negativo, esse nao foi eficiente em
aumentar o numero de floretes abertos (Figura 1 e 3). No experimento 2, maior
abertura de floretes foi encontrada com a utilizacdo de 50 mM de guaiacol aplicado
em pulsing (2,4 floretes), seguido pelo controle (2,2 floretes) (Figura 4).
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Figura 3. Namero de floretes abertos ao longo da vida de vaso de haS#sldeia
reginaesubmetidas a solucbes de vaso contendo diferentes substratos fendlicos (10
mM)
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Em testes preliminares, em que a combinacdo solucdo de pulsing contendo
25 mM de guaiacol acrescido de 40% de sacarose foi testado, aplicados por 24 h
encontrou-se uma abertura média de 3 floretes por haste, sendo observada abertura
de até 5 floretes (dados nédo apresentados). Para essa espécie, parece que O
fornecimento de uma fonte de carboidrato externo é fundamental para que se tenha
maior abertura de floretes e, consequentemente, maior longevidade. O acUcar
melhora o balanc¢o hidrico pela regulacdo da transpiracéo, pela reducdo do potencial
osmoético e aumento na absorcdo de agua (Nowak e Rudnicki, 1990), além de
prolongar a vida de vaso de varias flores, aumentar a abertura floral, e intensificar a
cor das pétalas (Finger e Barbosa, 2006). Assim, a combinag¢do de uma substancia
fendlica e o fornecimento de uma fonte de carboidrato talvez seja mais adequado
para essa espécie, proporcionando resultados mais satisfatorios.

Em vérios experimentos realizados com essa espécie, assim como foi
observado nesses dois experimentos, existe grande variacdo na abertura de floretes
entre hastes submetidos aos diferentes tratamentos, e mesmo dentro de cada
tratamento. Outras caracteristicas, inerentes a propria haste, devem ter afetado este

parametro e devem ser ainda estudada
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Figura 4. Namero de floretes abertos ao longo da vida de vaso de haS#sldeia
reginae submetidas a solugdes de pulsing (P) ou solugcdes de vaso (SV) com

diferentes concentracdes de guaiacol
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3.3 Longevidade

A longevidade no experimento 1 ndo apresentou diferencas estatisticas entre
os tratamentos, variando de 4,8 dias para as hastes controle até 6,8 dias para hastes
tratadas com catecol (Figura 5). No experimento 2, diferencas significativas de
longevidade também n&o foram encontradas, e a longevidade variou de 5,4 dias sob
solugéo de vaso 25 mM a 6,7 dias sob pulsing de 50 mM (Figura 6). Os tratamentos
gue proporcionaram maior longevidade nos dois experimentos foram 0os mesmo que
produziram maior abertura de floretes (Figura 3 e 4).

Em flores de crisantemo, van Doorn e Vaslier (2002), utilizaram diferentes
inibidores enzimaticos como constituintes da solu¢do de pulsing. Entre os compostos
utilizados, estava o catecol, classificado por eles como inibidor da peroxidase e que
estimula a atividade das fenoloxidases. Em crisantemo, a aplicacdo de catecol 2 e 5
mM como pulsing por 5 h, teve efeito relativamente pequeno em retardar o tempo de
murchamento das flores.
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Figura 5. Longevidade de hastes dgirelitzia reginaesubmetidas a diferentes
solugcdes de vaso (1-controle; 2-4-MC; 3-catecol; 4-pirogalol; 5-pirocatequina e 6-
guaiacol). As barras verticais representam o erro padrdo da média e letras iguais nao

diferem entre si pelo teste Scott-Knott em 5% de probabilidade
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Figura 6. Longevidade de hastes d#trelitzia reginaesubmetidas a diferentes
tratamentos com guaiacol (1- controle; 2- pulsing 5 mM; 3- pulsing 25 mM; 4-
pulsing 50 mM; 5- solucéo de vaso 5 mM; 6- solucdo de vaso 25 mM e 7- solugéo de
vaso 50 mM). As barras verticais representam o erro padrdo da média e letras iguais

nao diferem entre si pelo teste &donott em 5% de probabilidade

3.4 Coloracgéao e analise visual

De todos os parametros cromaticos avaliados com o colorimetro, o que
melhor parece explicar os resultados € o L* (luminosidade). Os valores de L* podem
variar entre 0, preto, até 100, branco (McGuire, 1992). Observa-se na figura 7, os
dados de luminosidade dos diferentes tratamentos no experimento 1. Os tratamentos
3 e 5 (catecol e pirocatequina) tiveram reducdo brusca nos valores de L*, j4 nas
primeiras horas em vaso, permanecendo, apds este periodo, praticamente constante
até o final do experimento (Figura 7). Isso indica 0 aumento no escurecimento dos
tecidos da base da haste. Estes resultados podem ser confirmados pela anélise visual
da base da haste, onde observou-se o escurecimento intenso ja nas primeiras 6 h de
contato com a solugao de vaso, e que se manteve ao longo do todo o experimento
(Figura 9). Marques (2008), também observou forte pigmentacdo da base de hastes
de ave-do-paraiso, ao utilizar catecol 5 mM em pulsing por 5 h.
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Figura 7. Luminosidade (L*)ao longo da vida de vaso de hastesSieelitzia
reginaesubmetidas a solucdes de vaso contendo diferentes substratos fendlicos (10
mM)

Hastes controle tiveram reducéo gradual nos valores de L* ao longo de todo o
experimento, indo de valores de 57,6 no tempo 0 a 29,9 ap6s 192 h de vaso (Figura
7). De todos os tratamentos aplicados o que se assemelhou mais ao comportamento
das hastes controle foi o guaiacol, que promoveu uma peguena queda nos valores de
luminosidade nas primeiras horas de experimento e, apés, manteve-se constantes ao
longo de todo o experimento, sendo que, a partir das 120 h esses valores foram
superiores ao controle, ou seja, no final do experimento hastes tratadas com guaiacol
foram as que tiveram menor escurecimento da base (Figuras 7 e 9).

No experimento 2, todos os tratamentos também mostraram maiores reducdes
nos valores de L* se comparado as hastes controle, nas primeiras horas de
experimento (Figura 8). Hastes que foram mantidas em pulsing por 24 h em solugéo
de guaiacol 50 mM, exibiram valores de luminosidade semelhantes aos das hastes
mantidas em solucdo de vaso com 50 mM de guaiacol até 48 h. ApGs esse periodo, as
hastes que sofreram o tratamento de pulsing, mostraram aumentos nos valores de L*,
engquanto as hastes mantidas em solugcéao de vaso tiveram reducao nos valores de L*,
ou seja, as hastes submetidas ao pulsing, ap0s serem colocadas em agua, nao

aumentam sua taxa de escurecimento (Figura 8). Isso pdde ser confirmado pela
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andlise visual, em que o escurecimento da base da haste mantida em pulsing por 6 h
com 50 mM de guaiacol foi muito mais intenso, do que apés 9 dias de vaso (Figura
10).
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Figura 8. Luminosidade (L*) ao longo da vida de vaso de hastesStdditzia
reginae submetidas ao pulsing (P) ou solucdes de vaso (SV), com diferentes

concentracdes de guaiacol

Em cilindros de jicama armazenados a 20°C, Agliolnos ¢ Mercado-

Silva (2004), observaram decréscimo gradual nos valores de luminosidade ao longo
dos dias apés o dano, variando de 71,5 no inicio do experimento até 51,1 no décimo
dia.

O escurecimento no interior da haste também foi avaliado no final da vida de
vaso das flores de aw-paraiso. Para isso, cerca de 20 cm da base da haste foram
retirados, e por meio de um corte longitudinal, a haste foi aberta e 0 escurecimento
avaliado. Nos dois experimentos, 0 escurecimento das hastes controle s®strou-
bem inferior aos dos demais tratamentos (Figuras 11 e 12). No experimento 1,
observou-se escurecimento mais intenso na base da haste, e esse foi reduzindo-se
gradualmente a medida que se distanciava da base (Figura 11). No experimento 2,
observou-se diferencas tanto com relacdo a concentragdo do guaiacol, quanto na
forma de aplicacdo desse composto. Quanto maior a concentracdo de guaiacol, maior

foi 0 escurecimento. Se comparada & mesma concentracdo de guaiacol, variando-se a
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forma de aplicacdo, observa-se que o escurecimento foi mais intenso nas hastes
mantidas em solugdo de vaso, se comparado as hastes mantidas em pulsing (Figura
12).

Figura 9. Aspecto das bases das hasteStlelitzia reginaessubmetidas a diferentes
solugcbes de vaso (1-controle; 2-4-MC; 3-catecol; 4-pirogalol; 5-pirocatequina e 6-
guaiacol), apos 6, 24 e 192 horas (8 dias) de vaso

O escurecimento dos tecidos é resultado de oxida¢des enzimaticas ou néo
enzimaticas de compostos fendlicos. A principal enzima que parece estar envolvida
no escurecimento de tecidos vegetais € a PPO (Araujo, 2008). O escurecimento pode
estar relacionado também a atividade da POD. A POD esta envolvida na oxidacéo
dos monoligndis antes da sua polimerizacdo, durante a formacdo da lignina. A
lignina e seus intermediarios, formados pela oxidacdo dos monolignois, exibem
coloracdo vermelho-marrom, e o escurecimento de alguns produtos frescos cortados
parece devido a esses compostos produzidos pelo tecido, em parte como mecanismo

de cicatrizacédo (Aquin®olanos e Mercado-Silva 2004).
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No experimento 1, observou-se também o escurecimento da propria solucao
de vaso. Algumas substéancias fendlicas, principalmente o 4-MC e o pirogalol,
apresentaram-se bastante escuras apos 2 dias de preparo, resultados de uma provavel
auto-oxidacdo (Figura 13). A auto-oxidacdo de compostos fenolicos refere-se a
formacgao de estruturas de ligagbes cruzadas, como resultado da exposicdo a luz e
oxigénio. Devido a natureza aromética dos compostos fendlicos eles podem ser
facilmente oxidados, e os radicais formados podem reagir com outros radicais
formando dimeros. A oxidacdo dos compostos fendlicos pode resultar no

escurecimento (Vermerris e Nicholson, 2006).

Figura 10. Aspecto das bases das hasteStoelitzia reginaesubmetidas a diferentes
tratamentos com guaiacol (1- controle; 2- pulsing 5 mM; 3- pulsing 25 mM; 4-
pulsing 50 mM; 5- solucéo de vaso 5 mM; 6- solugédo de vaso 25 mM e 7- solucéo de

vaso 50 mM), ap6s 1, 5 e 8 dias de vaso
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Figura 11. Aspecto do interior das hastes @&#relitzia reginaesubmetidas a
diferentes solugbes de vaso (1-controle; 2-4-MC; 3-catecol; 4-pirogalol; 5-
pirocatequina e 6-guaiacol), apds 8 dias de vaso. O primeiro corte representa a
porcdo mais proxima a base, e o segundo aproximadamente 20 cm de distancia da

base
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Figura 12. Aspecto do interior das hastes @#relitzia reginaesubmetidas a
diferentes tratamentos com guaiacol (1- controle; 2- pulsing 5 mM; 3- pulsing 25
mM; 4- pulsing 50 mM; 5- solucdo de vaso 5 mM; 6- solucdo de vaso 25 mM e 7-
solucéo de vaso 50 mM), apds 8 dias de vaso. O primeiro corte representa a por¢cao

mais proxima a base, e o0 segundo aproximadamente 20 cm de distancia da base
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Figura 13. Aspecto das solucdes de vaso (2-4-MC; 3-catecol; 4-pirogalol; 5-
pirocatequina e 6-guaiacol) no momento de seu preparo (A) e apds 48 horas (B)

3.5 Atividade enzimatica

No experimento 1 e 2, os tratamentos que promoveram escurecimento intenso
na base, exibiram reducdes drasticas na concentracdo de proteina desses tecidos,
tornando-a muitas vezes mais baixa do que a detectavel pelo método de Bradford
utilizado (dados néo apresentados). O motivo para essa reducdo é desconhecido.
Devido a esse fato, para evitar a influéncia da reducao da concentracao da proteina
na atividade especifica das enzimas, optou-se em expressar a atividade enzimética da
POD e PPO por UA/min/g de massa fresca.

No experimento 1, maior atividade da POD ap6s 8 dias de vaso foi
encontrado nas hastes controle (59,7 UA/min/g de MF), seguido pelas hastes tratadas
com guaiacol 10 mM (24,2 UA/min/g de MF) e com pirogalol 10 mM (22,9
UA/min/g de MF). Os demais tratamentos nao diferiram entre si (Figura 14). A

atividade da PPO foi muito mais baixa se comparada a atividade da POD nas hastes
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dos mesmos tratamentos, sendo que em hastes controle a atividade da POD foi 6,15
vezes maior que da PPO. A atividade da PPO neste experimento foi maior para
hastes controle, seguido pelas hastes tratadas com guaiacol 10 mM, sendo de 9,7
UA/min/g de MF e 5,1 UA/min/g de MF, respectivamente (Figura 15).
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Figura 14. Atividade da POD (UA/min/g de massa fresca) de hasteStrditzia
reginaesubmetidas a diferentes solu¢des de vaso (1-controle; 2-4-metil catecolMC;
3-catecol; 4-pirogalol; 5-pirocatequina e 6-guaiacol) apos 8 dias de vaso. As barras
verticais representam o erro padrao da média e letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott em 5% de probabilidade

No experimento 2, maiores atividades da POD foram encontradas em hastes
controle, e tratadas em pulsing de guaiacol 5 e 25 mM, cujos efeitos ndo diferiram
entre si, mas foram superiores aos demais tratamentos (Figura 16). Quanto a PPO,
maiores atividade foram encontradas nas hastes dos mesmos tratamentos da POD
(Figura 17).

Hastes controle apresentaram em ambos 0s experimentos maior atividade da
POD e PPO, o que pode explicar o desenvolvimento de um balan¢o hidrico negativo
tdo precoce causado por esses tratamentos (Figura 1 e 2). O guaiacol é o principal
substrato utilizado nas reagcfes enzimatinagtro da POD. O fornecimento desse
composto apesar de ter causado altas atividades da POD e PPO, proporcionou os
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maiores valores de massa fresca relativa e maior retardamento no desenvolvimento

do balango hidrico negativo.
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Figura 15. Atividade da PPO (UA/min/g de massa fresca) de hastestrébtzia
reginaesubmetidas a diferentes solucdes de vaso (1-controle; 2-4-MC; 3-catecol; 4-
pirogalol; 5-pirocatequina e 6-guaiacol) apos 8 dias de vaso. As barras verticais
representam o erro padrdo da média e letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott em 5% de probabilidade

Compostos fendlicos sdo potenciais substratos para POD e PPO, e os
produtos de sua oxidagcdo (benzoquinonas e compostos poliméricos) afetam a
qualidade, cor e sabor de alimentos e tecidos vegetais (Martinez e Whitaker, 1995).
Nos dois experimentos realizados, o fornecimento das substancias fendlicas
aumentou o escurecimento da base das hastes (Figuras 9 e 10). No en&anto, ess
escurecimento nao foi acompanhado por altas atividades da POD e PPO nas hastes
desses tratamentos (Figuras 14, 15, 16 e 17). Uma das provaveis justificativas para a
falta de relagdo entre o escurecimento e a atividade enzins@icas diferentes
periodos utilizados para avakanse estes parametros. Enquanto o escurecimento
foi avaliado diariamente, a atividade enzimética foi avaliada somente no ultimo dia
de vaso. Como o escurecimento foi intenso ja nas primeiras horas do experimento, e

a atividade enzimatica nédo foi avaliada neste periodo, ndo se pode inferir se no inicio
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do experimento essas ndo estiveram altas, o que explicaria um maior escurecimento

nas hastes desses tratamentos.
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Figura 16. Atividade da POD (UA/min/g de massa fresca) de hasteStraditzia
reginaesubmetidas a diferentes tratamentos com guaiacol (1- controle; 2- pulsing 5
mM; 3- pulsing 25 mM; 4- pulsing 50 mM; 5- solucdo de vaso 5 mM; 6- solucéo de
vaso 25 mM e 7- solucdo de vaso 50 mM) apds 8 dias de vaso. As barras verticais
representam o erro padrdo da média e letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
Scdt-Knott em 5% de probabilidade
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Figura 17. Atividade da PPO (UA/min/g de massa fresca) de hastestrdbtzia
reginaesubmetidas a diferentes tratamentos com guaiacol (1- controle; 2- pulsing 5
mM; 3- pulsing 25 mM; 4- pulsing 50 mM; 5- solucdo de vaso 5 mM; 6- solugéo de
vaso 25 mM e 7- solucdo de vaso 50 mM) apds 8 dias de vaso. As barras verticais
representam o erro padrdo da média e letras iguais ndo diferem entre si pelo teste

Scdt-Knott em 5% de probabilidade
4. CONCLUSOES

O fornecimento de substancias fendlicas promoveu uma melhoria das
relagBes hidricas das hastess ndo foi capaz de aumentar a abertura de floretes e a
longevidade, e causou escurecimento intenso das bases da haste, 0 que a torna com
caracteristicas indesejaveis para comercializacao.
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CAPITULO 4 - CARACTERIZACAO DAS INFLORESCENCIAS DE AVE-
DO-PARAISO (Strelitzia regina@ COLHIDAS COM DIFERENTES
DIAMETROS DE HASTE

Resumo

Em experimentos realizados anteriormente, tem sido observada grande
desuniformidade no diametro das hastes de ave-do-paraiso colhidas no campo de
cultivo da Universidade Federal de Vicosa, o que pode levar a variagcbes nos
parametros pos-colheita. Com o objetivo de caracterizar as diferencas nestas hastes,
apos coleta, estas foram separadas em trés grupos: hastes finas (diametro menor que
10 mm), hastes médias (didametro entre 10 e 12 mm) e hastes grossas (diametro maior
que 12 mm). Metade das hastes ndo sofreu o corte da base até o final do
experimento, e a outra metade sofreu o corte a cada 48 h. Andlises de relagbes
hidricas, contetado de carboidratos, escurecimento e de caracteristicas inerentes as
hastes e aos respectivos floretes foram avaliadas durante a vida de vaso. A taxa de
absorcédo de agua foi semelhante entre os trés tipos de hastes, sendo que somente o
corte da base teve efeito, aumentando as taxas de absorgcédo, e consequentemente
aumentando a massa fresca relativa das hastes. A transpiracdo nao foi influenciada
nem pelo diametro nem pelo corte da base da haste. Os teores de carboidratos foram
influenciados pelo diametro da haste, parte da planta avaliada, tempo e presenca ou
auséncia do corte. Hastes grossas que tiveram a base cortada a cada 48 h mostraram
maior abertura de floretes e maior longevidade. Hastes mais grossas apresentam
maior tamanho de sépalas e bracteas. O escurecimento da base da haste, avaliado por
meio de colorimetro e por analise visual foi semelhante entre os trés grupos de
hastes. Maior atividade da POD foi encontrada nas hastes grossas. Conclui-se que
existem variacbes em varios parametros avaliados dentro dos diferentes didmetros
das hastes. Maior abertura de floreespnsequentemente, maior longevidade das
flores de ave-do-paraiso foram encontradas em hastes mais grossas, que
apresentam maiores teores de carboidratos, combinadosaoralhor capacidade

de absorver agua, causada pelos cortes periddicos da base das hastes.
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1. INTRODUCAO

O sucesso pos-colheita de uma flee inicia com o fornecimento das
melhores condicbes de crescimento possivel e a colheita no estadio adequado
(Bachmann, 2006). Plantas cultivadas em ambientes inadequados nunca sao tao
vigorosas como as cultivadas em ambiente favoravel, além de serem raquiticas,
desenvolvem menos flores, e por consequéncia apresentam menor vida de vaso
(Armitage e Laushman, 2003). Apés a colheita, a qualidade das flores ndo pode se
melhorada, mas elas podem ser mantidas e a vida de vaso estendida pelo
fornecimento de substratos organicos 4gua e baixas temperaturas (Bachmann, 2006).
A longevidade das flores de corte estd associada a fatores fisiologicos inerentes a
espécie e a fatores do ambiente, como temperatura, umidade, acdo do etileno e a
qualidade da agua (Dias-Tagliacozzo et al., 2005).

A turgescéncia das plantas intactas e das flores colhidas é dependente de um
balanco entre a utilizagdo ou perda e o fornecimento de 4gua. A murcha e a falha na
abertura total das flores séo as principais razdes para o término da vida Gtil destas. O
balanco hidrico envolve processos fisioldégicos de absor¢éo, transporte, perda de agua
e capacidade dos tecidos de reté-las. Em muitas flores de corte, o0 murchamento e a
senescéncia das pétalas estdo associados a deficiéncia na absorcdo de agua pelas
hastes (Dias-Tagliacozzo et al., 2005).

Atualmente, observa-se aumento na procura por culturas exéticas com
caracteristicas tropicais, como espécies da farSilialitziaceae(Barbosa et al.,

2005). A avedo-paraiso $trelitzia reginag € uma das principais espécies de flores
tropicais utilizada para corte no Brasil e em muitas outras partes do mundo (Finger et
al., 2003). A vida pos-colheita desta espécie varia ha maioria dos relatos entre 6 e 16
dias. Essas diferencas parecem refletir as condigbes de crescimento, a maturidade na
colheita, as diferentes condi¢cdes de conservacgao, transporte e os diferentes critérios
utilizados para avaliasea vida pos-colheita (Jaroenkit e Paull, 2003).

A causa para a reducdo na vida pos-colheita dessa espécie esta relacionada a
um rapido declinio na absorcéo de agua apos a colheita, associada com um possivel
bloqueio dos tecidos vasculares da haste (Jaroenkit e Paull, 2003). Muitos
tratamentos pos-colheita vém sendo testados com o objetivo de prolongar a vida de
vaso dessas flores, assim como vem sendo avaliada a colheita em diferentes estadios

e épocas, e com diferentes comprimentos das hastes (Jaroenkit e Paull, 2003;
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Bayogan et al., 2007; Marques, 2008; Karsten, 2009), mas em muitos @asos,
objetivo de aumentar a longevidade n&o é alcancado.

As hastes de ave-do-paraiso colhidas nos campos de cultivo da Universidade
Federal de Vicosa apresentam uma grande desuniformidade quanto ao diametro das
bases das hastes, encontrando-se hastes desde muito finas a grossas. Observou-se em
experimentos realizados anteriormente, que hastes mais grossas, apresentam maior
camcidade de abertura de floretes e, por consequéncia, maior longevidade. A razao
para isso ndo se sabe, mas fatores como as relacdes hidricas e o conteudo de
carboidratos dessas hastes podem estar relacionados com esses resultados. Assim, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar as relagdes hidricas, o contetdo de
carboidratos, o escurecimento e as caracteristicas inerentes as hastes e seus
respectivos floretes, de hastes de ave-do-paraiso colhidas com trés diferentes

didmetros de base.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Hastes florais de awde-paraiso, contendo um florete aberto (ponto de
colheita comercial), foram colhidas no campo de cultivo da Universidade Federal de
Vigosa (20°45” S, 42°51°W e altitude de 651 m), emfevereiro de 2011. Em seguida,
essas hastes foram levadas ao laboratério, onde passaram por processo de selecdo e
padronizacdo para 80 cm de comprimento. O experimento foi conduzido a
temperatura de 25 + 5°C, umidade relativa de 60 + 20% e intensidade luminosa de 10

pumol m? s,

2.2 Tratamentos

As hastes, ap0s a padronizacdo foram separadas em 3 grupos, dependendo do
diametro da parte mais larga da sua base e foram classificadas em: (I) finas - hastes
com até 10 mm de diametro; (II) médiabkastes com diametro entre 10 e 12 mm; e
(Il1) grossas- hastes com diametro maior que 12 mm (Figura 1). Metade das hastes
sofreu o corte das bases a cada 48 h (remocédo de aproximadamente 2 cm) e as
demais permaneceram intactas até o final do experimento. As hastes foram mantidas
em frascos individuais, previamente pesados, contendo 50 mL de agua destilada,

sendo a extremidade superior do frasco fechada com papel aluminio paraaeduzir
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evaporacdo da agua. A agua dos frascos foi trocada a cada 48 h para evitar o

desenvolvimento de microrganismos.

Figura 1. Hastes deStrelitzia reginaecolhidas com trés diametros (A- finas, B -

médias e C - grossas)

2.3 Relag6es hidricas

Para as analises de relacdes hidricas foram utilizadas 6 repeti¢cdes, sendo o
valor de cada repeticdo proveniente da média de duas diferentes hastes. As anélises
foram realizadas no tempo 0, e com 6, 12, 18 e 24 h. ApOs esse periodo, as

avaliacbes foram feitas diariamente até o final do experimento.

2.3.1 Absorcao de 4gua
A pesagem dos frascos contendo a agua, sem a haste, foi feito durante toda a
vida de vaso da ave-do-paraiso. A média diaria de absor¢cdo de agua foi calculada

conforme os dois modelos abaixo:

MAA = (MA o1~ MA))
TAA = (MA 11— MA)/MFI
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Em que:

MAA — massa de agua absorvida por haste (¢ dia

TAA — taxa de absorcéo de agua (g g de massa fresca indizd)
MA:— massa da agua (g) not =dia 1, 2, 3, etc.

MA1— massa da agua (g) no dia anterior

MFI — massa fresca inicial (g)

2.3.2 Transpiracao (TR)
A taxa de transpiracdo de cada haste foi estimada segundo as seguintes

formulas:

MAT = [MFI + (MAA) — MFF]
TR = [MFI + (MAA) — MFF] / MFI
Em que:
MAT — massa de &gua transpirada por haste {9 dia
TR — transpiracéo (g g de massa fresca irifoth*)
MAA — massa da agua absorvida por haste no dia
MFI — massa fresca inicial (g)

MFF — massa fresca final (g) apos 24 h

2.3.3 Massa fresca relativa (MFR)
A massa fresca relativa foi calculada usando a seguinte formula (He et al.,
2006):
MFR = (MR / MFi=g) X 100
Em que:
MFR - massa fresca relativa (%)
MF;— massa fresca (g) da haste not=dia 0, 1, 2, 3, etc

MF=o— massa fresca (g) da mesma haste dot = dia 0

2.4 Conteudo de carboidratos

A quantificagdo dos teores de acucares e amido foi realizada no dia 0
(momento em que o experimento foi montado) e no ultimo dia de vaso (momento em
gue o experimento foi desmontado). As analises foram feitas em amostras da haste

(aproximadamente 20 cm abaixo da insercdo da bractea), bractea e floretes. Todas as
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andlises foram feitas com 6 repeti¢cdes, sendo a amostra de cada repeticdo composta
por material retirado de duas diferentes hastes. No momento da quantificacdo, as

repeticbes foram analisadas em duplicata.

2.4.1 Extracdo de agucares e amido

Para extracdo de acuUcares, foram pesados aproximadamente 5 g de material
vegetal, que foram acondicionados em frascos plasticos. Em seguida, etanol 80% a
70°C foi adicionado sobre a amostra, até cobri-la totalmente. Este material foi
triturado em politron até completa homogeneizacao, transferido para tubos falcon,
permanecendo esses em repouso por 10 min e, apas, foi centrifugado por 10 min a
2000 g. O sobrenadante da centrifugacédo foi retirado e colocado em uma proveta.
Apoés isso, 5 mL de etanol 80% foi adicionado ao tubo, que foi agitado,
permanecendo em repouso por 10 min e, em seguida, centrifugado novamente. Ess
processo de adicdo de etanol, repouso, seguido por centrifugacao foi repetido por 3
vezes. Todos os sobrenadantes obtidos foram misturados na proveta e o volume foi
completado para 50 mL com etanol 80%. Esse extrato alcodlico foi armazenado em
geladeira, e posteriormente foi utilizado nas quantificacbes de acuUcares solluveis
totais e redutores. Os residuos precipitados nos tubos de centrifugacdo foram secos
em estufa a 65°C, por 72 h, e posteriormente utilizados para determinacédo dos teores

de amido.

2.4.2 Teores de acucares sollveis totais (AST)

Para a quantificacdo dos AST foi empregado o método fenol-sulfurico
(Dubois et al, 1956). Os extratos alcoodlicos provenientes das amostras do dia 0 foram
diluidos 25 vezes e, para as amostras do ultimo dia de experimento, a diluicdo foi de
10 vezes. Em tubos de vidro, foram pipetados 250 pL do extrato alcodlico diluido e
250 puL de fenol 5% e, em seguida, agitado em vortex. Apos isso, 1250 pL de acido
sulfirico concentrado foram adicionados aos tubos, e esses foram agitados
novamente e colocados em banho-maria, a 30°C, por 20 min. Apds a retirada do
banho-maria, os tubos foram mantidos em temperatura ambiente e procedeu-se a
leitura em espectrofotdbmetro (Schimatzu, modelo UV1601) a 490 Am.
concentracdo dos AST foi estimada com base em curva padrdo construida com

diferentes concentracdes de sacarose.
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2.4.3 Teores de acucares redutores (AR) e ndo redutores (ANR)

A quantificagdo dos teores de AR foi feita segundo metodologia Somogy-
Nelson (Nelson, 1944). Nesse caso, 0s extratos alcodlicos provenientes das amostras
do dia O foram diluidos 10 vezes e, para as amostras do Ultimo dia de experimento a
diluicdo foi de 5 vezes. Aliquotas de 200 pL do extrato diluido foram pipetadas em
tubos de Eppendorf. Em seguida, foram adicionados em cada tubo 200 pL do
reagente de Nelson 4. Esses foram agitados em vortex e incubados em agua fervente,
por 15 min. Apds a fervura, os tubos foram resfriados até atingir a temperatura
ambiente, e foram adicionados a eles 200 pL do reagente de Nelson 5 e 600 pL de
agua desionizada, sendo feita uma nova agitacdo, apés cada adi¢cdo. A mistura obtida
foi lida em espectrofotometro a 540 nm, e as concentracfes de AR foram estimadas
com base em curva padrao de glicose.

Os teores de acucares nao-redutores foram estimados por diferenca entre a

concentracdo de acucares sollveis totais e acUcares redutores.

2.4.4 Teores de amido

A quantificagdo do amido foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por McCready et al. (1950). Os residuos obtidos da extracdo dos acglUcares, apos
secagem, foram retirados dos tubos falcon, pesados para obtencdo da massa seca
total, triturados em almofariz para homogeneizacdo, e uma porcao de
aproximadamente 0,2 g de cada amostra foram pesados e colocados separadamente
em novos tubos. Em seguida, foram adicionados a cada tubo 2,5 mL de &agua
desionizada e 3,25 mL de &cido perclorico 52%, e agitado. Essa mistura permaneceu
em repouso por 30 min e, apas, foi centrifugada por 10 min a2@X¥ke processo
de adicdo de agua e acido perclérico, repouso e centrifugacao foi repetido por mais 2
vezes. Os sobrenadantes provenientes dos 3 ciclos de centrifugagdo foram
combinados, e o volume foi completado para 20 mL com agua desionizada. Para a
quantificacdo do amido, todas as amostras foram diluidas 10 vezes e o processo de
determinacdo da concentracdo do amido seguiu o0 mesmo meétodo utilizado para
quantificar AST, como descrito no item 2.4.2, sendo a concentracdo multiplicada

pelo fator 0,9.
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2.5 Caracteristicas inerentes as hastes e floretes

Para a abertura dos floretes e longevidade, foram avaliadas 6 repeticoes,
sendo cada uma composta por 2 hastes. Para o tamanho das sépalas e bracteas, massa
fresca e area de absorcado, foram avaliadas 12 repeticdes, sendo cada unmta compos

por 2 hastes.

2.5.1 Abertura de floretes

O numero de floretes abertos nas inflorescéncias de ave-do-paraiso foi
avaliado diariamente, sendo os resultados expressos como o0 numero médio de
floretes abertos. As avaliagbes foram realizadas até o término da longevidade do

ultimo florete aberto.

2.5.2 Longevidade
A longevidade dos floretes de ave-do-paraiso foi determinada como o periodo
(numero de dias) compreendido entre o inicio do experimento e 0 murchamento do

ultimo florete aberto.

2.5.3 Comprimento das sépalas e bracteas
O comprimento das bracteas e das sépalas do primeiro florete aberto foi

avaliado no momento da montagem do experimento, com o auxilio de uma régua.

2.5.4 Massa fresca e area de absorcao da base

A massa fresca média (g) das hastes colhidas com os 3 diferentes diametros
foi determinada com auxilio de balanca e a sec¢ao de absorcdo da badeadessas
calculada conforme a férmula abaixo, utilizando paquimetro para medi¢cdo dos raios
da base (Figura 2):

Area de uma elipse =  * raio maior * raio menor
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Figura 2. Exemplo da medicao dos raios da base das hastsdli¢zia reginagara
calculo da area de absorcgéo de agua

2.6 Escurecimento e atividade da peroxidase
2.6.1 Coloragéo e andlise visual
Alteracbes na coloragdo da base das hastes que nao sofreram o corte da base
foram avaliadas utilizando o colorimetro (Colortec PCM Minolt). Valores de L*, a*,
b*, croma (C*= (a* + b**)") e angulo hue (h° = artg b*/a*) foram registrados.
Diariamente, foi observada a base dessas hastes, avaliando-se o

escurecimento como resultado da atividade de enzimas oxidativas.

2.6.2 Extracdo e ensaio enzimatico da peroxidase

O material vegetal utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica da
peroxidase para as hastes que nao sofreram o corte da base foi coletado no dia O e no
altimo dia de vaso. Para as hastes que sofreram o corte periddico da base, a coleta do
material foi realizada nos dias 0, 2, 4, 6 e 8. Para isso, seccfes de 2 cm da base de
cada haste foram retiradas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -20°C, para posterior analise. Para extracdo da POD, 10 mL do
tampdo de extracdo (tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5, acrescido de
bissulfito de sédio 0,1% e cloreto de sddio 0,15 M) foi adicionado a 2 gramas de

maerial vegetal. Em seguida, o material foi triturado em politron até obtencdo de
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uma massa homogénea, que foi filtrada em 2 camadas de gazes, e centrifugada a
17000g, por 30 min, a 4 °C (Neves, 2003). O sobrenadante obtido da centrifugacgao
foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimética e quantificacdo de proteina
(Bradford, 1976).

Para a determinagcdo da atividade enzimatica da peroxidase, foi adicionada
uma aliquota de extrato enzimético ao meio de reacédo, contendo 0,5 mL de guaiacol
(1,7%), 1,5 mL de tampéao acido citrico 0,1 M (pH 5,0) e 0,5 mL & KiL,8%)
completando-se para 3 mL de reacdo. A atividade enzimatica foi analisada em
espectrofotometro, observando-se a variacdo na absorbancia em comprimento de

onda de 470 nm, a 25°C e expressa em UA/min/mg de proteina (Neves, 2003).

2.7 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC).
Osteores de acUcares e amiddpngevidade, o tamanho da sépala e da bractea, a
massa fresca médiaarea da base da haste e a atividade enzimética da POD, foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott, em
5% de probabilidade, por meio do programa estatistico SISVAR. Para as demais

analises, utilizou-se a estatistica descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Relag6es hidricas

A taxa de absorcdo de agua normalmente € expressa em gramas de agua
absorvida por haste por dia. Nesse experimento, ao expressarmos dessa forma, as
hastes mais grossas absorvem muito mais agua do que as hastes finas (Figura 3), uma
vez que essas também apresentam uma area de absorcdo da base (area em contanto
com a agua) muito maior que as demais (Tabela 5). No entanto, como existe uma
grande diferenca de massa entre os diferentes didmetros das hastes, optou-se em
expressar os resultados em gramas de agua por grama de massa fresca inicial por dia.
Dessa forma, padronizou-se a taxa de absorcéo, e a diferenca de massa deixou de ter
influéncia. Nesse caso, a taxa de absorcdo de agua para as hastes finas, médias e
grossas sdo semelhantes, e as maiores taxas de absorcao ocorreram nas primeiras 24

h (Figura 4). Inflorescéncias d&burnum tinus colhidas em trés diferentes estadios
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de maturidade, apresentam aumentos na taxa de absor¢do de agua até o quarto dia de
vaso (Darras et al., 2010).
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Figura 3. Massa de agua absorvida (g Ji@o longo da vida de vaso de hastes de
Strelitzia reginaecolhidas com trés didmetros (finas, médias e grossas), submetidas

ao corte da base a cada 4&h. Indica o novo corte da base

Hastes que tiveram as bases cortadas periodicamente apresentaram aumentos
nas taxas de absorcédo de agua no dia apds o corte, ou seja, o corte da base da haste
restabeleceu, pelo menos em parte, o fluxo de 4gua entre o vaso e os tecidos
vasculares (Figura 4). Em hastes Glevillea, o corte da base diariamente para
remocédo de 2 cm da parte final aumentou a absorcdo de dgua dessas durante toda a
vida de vaso se comparado com as hastes ndo cortadas. Além disso, o corte
proporcionou maior potencial hidrico e conteldo de agua nas inflorescéncias nos

primeiros quatros dias de vaso (He et al., 2006).
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Figura 4. Taxa de absorcdo de 4gua (g g de massa frescafri@ad) ao longo da
vida de vaso de hastes @relitzia reginaecolhidas com trés diametros (finas,

médias e grossas), submetidas ou ndo ao corte da base a caclalmﬂda 0 Novo
corte da base

A taxa de absorcdo de agua das flores de corte depende da condutancia
hidraulica nos condutos da haste e na diferenca do potencial hidrico entre a 4gua do
vaso e os tecidos da flor. O potencial hidrico dos tecidos da flor de corte é por sua
vez, afetado pela perda de agua devido a transpiracao, e também pelos processos que
levam ao alongamento celular, especialmente o crescimento das pétalas das flores
durante a abertura (van Meeteren e van Gelder, 1999). A condutividade hidraulica do
sistema de transporte de agua no xilema depende da condutividade hidraulica no
limen do conduto e da condutividade das conexdes entre os condutos. O diametro e
o comprimento dos condutos e como eles sao interconectados determina as
propriedades hidraulicas de um sistema vascular (Nijsse et al., 2001)

Para as analises de transpiracdo, quando essas foram expressas em gramas de
adgua por dia, hastes mais grossas apresentaram maior transpiracdo (Figura 5),
resultado esse ja esperado, uma vez que a superficie transpiracional das hastes é
superior a das demais. Quando a transpiracdo é expressa por grama de massa fresca
inicial, as taxas de transpiracdo das hastes finas, médias e grossas sdo idénticas,

principalmente a partir de 48 h, independentemente de as hastes terem sofrido o corte
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da base (Figura 6). Nas primeiras horas de experimento, existe uma relacao inversa
entre a transpiracdo e o diametro da haste. Hastes mais finas apresentam maior
transpiracdo, enquanto hastes mais grossas apresentam menor transpiracdo (Figura
6).
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Figura 5. Massa de 4gua transpirada (g3jliao longo da vida de vaso de hastes de
Strelitzia reginaecolhidas com trés diametros (finas, médias e grossas), submetidas

ao corte da base a cada 4fih. Indica o novo corte da base

Em flores ddris, van Doorn et al. (1995) encontraram que o decréscano d
absorcdo de agua pelas hastes ocorre antes do murchamento das tépalas, e que as
guedas na absorcdo sdo maiores que as da transpiracéo, o que faz com que o balanco
hidrico se torne negativo antes do murchamento das pétalas. Resultados semelhantes
também foram encontrados em hastes de ave-do-paraiso, em que as quedas na
absorcdo de &gua entre 24 e 48 h foram muito maiores do que as quedas na

transpiracdo nesse periodo (Figuras 4 e 6).
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Figura 6. Transpiracdo (g g de massa fresca iniciifi') ao longo da vida de vaso
de hastes d8trelitzia reginaecolhidas com trés diametros (finas, médias e grossas),
submetidas ao corte da base a cada 48 h. Indica o novo corte da base

A razao transpiracdo/absorcdo de agua (TR/TAA) é um bom indicativo do
balanco hidrico. Para as hastes que néo sofreram o corte da base, a razdo TR/TAA é
praticamente constante e semelhante nas primeiras 24 h nas hastes com os 3
diferentes diametros (Figura 7). A partir desse periodo, tém-se aumentos na razao,
alcancandese valores maximos com 168 h, sendo de 2,7, 3,1 e 3,3 para hastes finas,
médias e grossas respectivamente (Figura 7). Hastes que sofreram o corte da base
periodicamente exibiram oscilacdes na razdo TR/TAA de agua. No dia que se segue
ao corte, a relacdo TR/TAA é baixa, seguida de aumento nas préximas 24 h (Figura
7). A queda na razdo TR/TAA é explicada pelos aumentos na TAA observados no
dia ap6s o corte (Figura 4).

O estresse hidrico é funcdo do conteudo de agua na colheita, e as taxas de
absorcao de agua e perdas de dgua apds a colheita, sendo que em flores de antario, os
sintomas de estresse hidrico aparecem quando o balangco entre as perdas por
transpiracdo e a absorgdo de agua (razdo TR/TAA) excede 1,5 (Elibox e Umaharam,
2010). Em ave-do-paraiso, hastes que nao sofreram os cortes da base apresentam
valores da razdo TR/TAA superiores a 1,5 jA com 48 h, sendo em hastes que

sofreram o corte da base periodicamente, mesmo apresentando altos valores da razao
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no dia em que um novo corte é realizado, no dia seguinte, os valores ficam iguais ou

abaixo de 1,5 até o ultimo dia de vaso (Figura 7).
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Figura 7. Razéo taxa de transpiracdo/taxa de absorcdo de agua ao longo da vida de
vaso de hastes detrelitzia reginaecolhidas com trés diametros distintos (finas,
médias e grossas), submetidas ao corte da base a cacla 48 h.  Indica o novo corte da

base.

A massa fresca relativa foi semelhante para as hastes com os diferentes
diametros, independentemente da realizacdo do corte, nas primeiras 96 h de
experimento, apresentando valores maximos com 18 ou 24 h (Figura 8). A partir
desse periodo, hastes que sofreram o corte a cada 48 h apresentaram maiores valores
de massa fresca relativa até o final do experimento, desenvolvendo um balango
hidrico negativo, ap6s 144 h de experimento (Figura 8). Hastes finas que nao
sofreram o corte da base desenvolveram balanco hidrico negativo com 96 h de
experimento, enquanto nas hastes médias e grossas este foi observado com 120 h
(Figura 8). Os maiores valores de massa fresca relativa nas hastes que sofreram o
corte da base a cada 2 dias se deve as maiores taxas de absorcdo de &agua
apresentadas por essas hastes ao longo de toda a vida de vaso (Figura 4).

Em inflorescéncias deViburnum tinus colhidas em trés estadios de
maturidade, aumentos na massa fresca relativa foram observados somente no

primeiro dia de vaso (Darras et al.,, 2010). Para inflorescéncid3eddrobium
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reducdes nos valores de massa fresca relativa foram observadas a partir do quinto dia
de vaso (Rattanawisalanin et al., 2003). Hastes de crisantemo, colocadas em agua
logo apds o corte, desenvolvem balanco hidrico negativo apds aproximadamente 3
dias de vaso (van Doorn e Cruz, 2000).
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Figura 8. Massa fresca relativa (%) ao longo da vida de vaso de hasBeetizia

reginaecolhidas com trés diametros (finas, médias e grossas), submetidas ao corte da

base a cada 48 i’i Indica 0 novo corte da base.

Os diferentes diametros de hastes parecem néo influenciar nos parametros de
relacdes hidricas, apresentando esses comportamentos semelhantes, sendo que,

somente o corte da base que proporcionou melhoras nas rela¢des hidricas das hastes.

3.2 Conteudo de carboidratos

No momento da colheita, os teores de AST e AR, foram maiores para as
hastes grossas e médias diferindo das hastes finas. Em bracteas e floretes, esses
foram mais abundantes nas hastes finas (Tabela 1 e 2). No final da vida desvaso, 0
teores dos AST e AR nas hastes que sofreram cortes periédicos mostraram-se
inverso do observado nas hastes que nao tiveram a base cortada, nas trés partes da
planta avaliada. Enquanto nas hastes em que as bases foram cortadas a cada 48 h os
teores de acgUcares sollveis totais e redutores foram maiores nas hastes grossas, e nas

hastes sem corte, maiores concentragdes foram encontrados em hastes finas.
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Maiores quedas nos teores de AST e AR foram encontrados nas bracteas, que
apresentaram ao final do experimento teores variando entre 15 e 50% das
concentracdes iniciais, dependendo do diametro da haste e da presenca ou nao do
corte da base (Tabela 1). Em sépalas de floreBadighinium,a concentracédo de
todos os carboidratos sollUveis decresceu durante o primeiro dia apds a colheita,
permanecendo baixo apds esse periodo (Ichimura et al., 2000).

Tabela 1. Teores de acgUcares soluveis totais (AST) na matéria fresca (%) avaliados
em haste, bractea e floretes de hastes de ave-do-paraiso colhidas com trés diferentes
diametros (finas, médias e grossas), no momento da colheita e no ultimo dia de vaso

(com a presenca ou auséncia do corte periddico da base da haste)

AST (% MF) Haste Bractea Florete
Dia 0
Fina 1,23 + 0,06 B* 1,48 +0,06 A 1,98 +0,08 A
Média 155+0,02 A 1,42 £+ 0,05 A 1,77 £0,06 A
Grossa 1,57 +0,03 A 1,25+0,07B 1,43 +0,06 B
CV (%) 6,84 10,70 9,79
Ultimo dia de vaso - hastes sem corte
Fina 0,93+0,04 A 0,72+0,05 A 1,71+0,12 A
Média 0,84 £0,07 A 0,59+0,05A 1,31+0,08B
Grossa 0,70+0,03B 0,45+0,03B 1,10+0,04B
CV (%) 16,64 18,80 15,63
Ultimo dia de vaso - hastes com corte a cada 48 h

Fina 0,74+0,05B 0,39+£0,04 A 0,75+0,06 B
Média 0,74+0,04 B 0,52 +0,08 A 0,98 £ 0,09 A
Grossa 1,06 + 0,06 A 0,59+0,04 A 1,14 +0,07 A
CV (%) 14,45 26,07 19,00

* Médias seguidas pelo erro padrao da média. Em cada dia de avaliacao, letras iguais
na coluna nao diferem entre si, em 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott

Mapeli et al. (2009) ao estudarem o metabolismo de carboidratos em
estruturas florais déEpidendrum ibaguenseolhidas em diferentes estadios de
desenvolvimento, encontraram em flores colhidas totalmente abertas, que o contetudo
de agucares redutores redugaide 1,41% no dia 0, para 0,65% no dltimo dia de

vaso (6° dia). Em avde-paraiso, reducdes nos teores de AR de floretes também
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foram encontradas ap6s 9 dias de vaso, sendo essas mais intensas em hastes que
tiveram as bases cortadas periodicamente (Tabela 2). A redu¢cdo nos niveis de AR
durante a vida poés-colheita, segundo Mapeli et al. (2009), indica que estes estédo
sendo utilizados em processos anabdlicos, tais como a respiracdo, visando o
fornecimento de energia para a continuidade do desenvolvimento. Sood et al. (2006)
observaram tendéncia contraria nos teores de AR em pétalas de duas espécies de
rosa, sendo a quantidade estimada destes acucares maiores em flores senescentes em

comparacao aos demais estadios de desenvolvimento.

Tabela 2. Teores de acucares redutores (AR) na matéria fresca (%) avaliados em
haste, bractea e floretes de hastes de ave-do-paraiso colhidas com trés diferentes
diametros (finas, médias e grossas), no momento da colheita e no ultimo dia de vaso

(com a presenca ou auséncia do corte peridédico da base da haste)

AR (% MF) Haste Bractea Florete
Dia 0
Fina 1,21 £ 0,05 B* 1,35+ 0,05 A 1,67 £0,05 A
Média 1,61 £0,02 A 1,05+0,06 B 1,38 +£0,06 B
Grossa 1,51 £0,06 A 0,84 0,06 C 1,27 £0,07 B
CV (%) 7,90 12,49 10,32
Ultimo dia de vaso - hastes sem corte
Fina 0,97 £0,04 A 0,54 +0,02 A 1,56 +0,13 A
Média 0,80+ 0,09B 0,43+0,04 B 0,98 +0,08 B
Grossa 0,66 +0,04 B 0,32+0,04C 0,72+0,08 B
CV (%) 18,41 18,99 21,74
Ultimo dia de vaso - hastes com corte a cada 48 h
Fina 0,73+0,03B 0,19+0,02B 0,41 +0,03 A
Média 0,79+0,04 B 0,33+0,08 A 0,60+ 0,08 A
Grossa 1,18 £ 0,04 A 0,37 0,03 A 0,57+0,07 A
CV (%) 9,84 40,45 28,13

* Médias seguidas pelo erro padrao da média. Em cada dia de avaliacao, letras iguais

na coluna nao diferem entre si, em 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Na maioria das flores de corte, € comum 0s niveis de agucares nas pétalas
serem relativamente elevados por ocasido do murchamento e senescéncia das flores,

aparentando ndo haver escassez de carboidratos por parte dos 6rgdos florais para
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manter a respiracdo das pétalas (Dias-Tagliacozzo et al., 2005). No entanto, deve-se
levar em consideragcdo que muitos destes aglUcares podem estar compartimentalizados
e, portanto ndo estar disponiveis as mitocondrias (van Doorn, 2001).

Os teores de ANR nas hastes ndo foram detectaveis, independentemente do
didmetro da haste e do periodo de avaliagdo; nas demais partes da planta, os ANR
foram encontradeem concentra¢cdes muito mais baixas que as de acgulcares redutores
(Tabela 2 e 3). Esses resultados sugerem que a glicose e a frutose podem ser os
principais acucares a serem translocados, como foi sugerido por Adachi et al. (2000),
que encontraram baixas concentracbes de sacarose em capitulos e hastes de
crisintemo ‘Seiun’. Botdes ¢ flores abertas de Paeonia lactiflora também
apresentaram baixos niveis de sacarose ao longo da vida de vaso, sendo os principais
acucares detectados nessa espécie a glicose e a frutose (Walton et al., 2010).

No momento em que o experimento foi montado, maiores teores de ANR nas
bracteas foram encontrados nas hastes grossas, sendo 1,3 e 2,9 vegsgqueaias
hastes médias e finas respectivamente (Tabela 3). Nos floretes, maiores teores de
ANR foram encontrados em hastes de diametro meédio > fino > grosso (Tabela 3). A
quantidade de ANR nas bracteas de hastes finas praticamente néo foi alterada entre o
momento em que o experimento foi montado e o dUltimo dia de vaso,
independentemente da ocorréncia do corte da base, enquanto nas hastes médias e
grossas, o ANR diminuiu (Tabela 3). No florete, o teor de ANR nas hastes grossas,
no dltimo dia de vaso, aumentou 2,9 e 4,1 vezes em hastes sem corte e com corte da
base, respectivamente, com relacdo ao dia em que o experimento foi montado
(Tabela 3). Mapeli et al. (2009) encontraram aumentos de 1,7 vezes nos teores de
ANR em estruturas florais dgpidendrum ibaguensdo dia 0 até o dia 6.

Ranwala e Miller (2009), avaliando o metabolismo de carboidratos de flores
de tulipa durante a vida de vaso, encontraram no momento em que o0 experimento foi
montado, que o0 aglcar mais abundante nas tépalas e segunda folha das hastes de
tulipa foram a glicose, seguidos pela sacarose e a frutose. Durante a vida de vaso, a
concentracdo da glicose nas tépalas diminuiu constantemente, alcancando 20% do
nivel inicial apds 6 dias. A concentracdo de sacarose caiu fortemente nos 3 primeiros
dias e depois permaneceu constante, enquanto a concentracdo de frutose nao foi
alterada. Na segunda folha das hastes, a concentracao de glicose e frutose ndo mudou

durante a vida de vaso, enquanto a de sacarose reduziu 50%.
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Tabela 3. Teores de acucares ndo redutores (ANR) na matéria fresca (%) em haste,
bractea e floretes de hastes de ave-do-paraiso colhidas com trés diferentes diametros
(finas, médias e grossas), no momento da colheita e no ultimo dia de vaso (com a

presenca ou auséncia do corte periodico da base da haste).

ANR (% MF) Haste Bractea Florete
Dia O
Fina Nd 0,15+ 0,02 C* 0,32+0,03B
Média Nd 0,33+0,02B 0,42+0,01 A
Grossa Nd 0,43 +0,02 A 0,14 +0,03C
CV (%) 16,89 21,62
Ultimo dia de vaso - hastes sem corte
Fina Nd 0,16 £0,02 A 0,15+0,07 A
Média Nd 0,18+0,01 A 0,330,122 A
Grossa Nd 0,10x0,01B 0,410,011 A
CV (%) 24,65 64,36
Ultimo dia de vaso - hastes com corte a cada 48 h

Fina Nd 0,21 £ 0,02 A 0,37+0,02B
Média Nd 0,17+ 0,02 A 0,38+0,04 B
Grossa Nd 0,20 £0,02 A 0,58 £0,03 A
CV (%) 21,18 18,2

* Médias seguidas pelo erro padrao da média. Em cada dia de avaliacdo, letras iguais
na coluna nao diferem entre si, em 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. nd

- ndo detectavel

Os teores de amido nas hastes e bracteas no dia 0 foram maiores em hastes
médias e grossas, que diferiu das hastes finas, enquanto no florete 0 comportamento
foi o inverso, sendo maior nas hastes finas (Tabela 4). A quantidade de amido
aumentou no ultimo dia de vaso em todas as partes das plantas Analisadas, para 0s
diferentes diametros e para a presenca ou néo do corte da base, com relacéo ao dia 0,
sendo mais acentuado em bréacteas e floretes (Tabela 4). O acimulo de amido nas
flores senescentes também foi observado por Mapeli et al. (2009), em inflorescéncias
de Epidendrum Segundo os autores, 0 acumulo de amido indica que n&o esta mais
ocorrendo degradacédo do mesmo nesse 0rgao, possivelmente porque nao ocorre mais

expansao celular, tornando-se entdo 6rgao fonte.
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Tabela 4. Teores de amido na matéria seca (%) avaliados na haste, bractea e floretes
de hastes de ave-do-paraiso colhidas com trés diferentes diametros (finas, médias e
grossas), no momento da colheita e no ultimo dia de vaso (com a presenca ou

auséncia do corte periddico da base da haste).

Amido (% MS) Haste Bractea Florete
Dia O
Fina 7,94 £ 0,49 B* 9,39+0,46 B 11,82+ 0,40 A
Média 11,20+ 0,28 A 11,42 0,57 A 10,36 £ 0,71 B
Grossa 10,18 + 0,79 A 10,95+ 0,53 A 9,35+0,19B
CV (%) 14,09 12,16 11,30
Ultimo dia de vaso - hastes sem corte
Fina 9,67+0,15B 14,36 £ 0,13 A 18,44 £ 0,68 A
Média 11,94+ 0,39 A 14,81 £ 0,56 A 16,84 £ 0,48 A
Grossa 12,12+ 0,10 A 14,84 £ 0,45 A 15,18 £ 0,38 B
CV (%) 5,42 7,08 7,67
Ultimo dia de vaso - hastes com corte a cada 48 h

Fina 10,19+£0,31 B 14,58 £ 0,50 A 15,71+0,37 B
Média 12,54+ 0,50 A 14,10+ 0,78 A 17,64 £ 0,59 A
Grossa 12,63+ 0,40 A 15,24+ 0,18 A 16,86 + 0,33 A
CV (%) 8,48 9,18 6,52

* Médias seguidas pelo erro padrao da média. Em cada dia de avaliacao, lesas igua

na coluna nao diferem entre si, em 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

A formacdo de uma flor depende do suprimento de carboidratos. Antes da
colheita, inflorescéncias sdo abastecidas com carboidratos proveniemtes d
fotossintese. ApGs alcancar a inflorescéncia, esses assimilados séo distribuidos entre
os varios botdes florais. A intensidade da luz utilizada na pés-colheita € usualmente
muito baixa, e a producdo de carboidratos pela fotossintese em flores de corte
geralmente é negligenciavel. Assim a quantidade de carboidratos em flores de corte é
limitada e a competicdo entre botdes em desenvolvimento dentro da inflorescéncia
parece acontecer (van der Meulen-Muisers et al., 2001).

Em algumas espécies de flores de corte, os carboidratos presentes na flor
sugerem um aumento na durabilidade pds-colheita desta, entretanto para outras

espécies, os carboidratos presentes nas flores ndo sdo suficientes para suprir o
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metabolismo da haste floral apés o corte, podendo os carboidratos ser translocados
das folhas para a flor (Marissen, 2001).

Uma flor em desenvolvimento atua como um dreno ativo que requer um
fornecimento continuo de carboidratos, que vao servir como fonte de energia,
“blocos de construgdo” para sintese da parede celular € para manter o potencial
osmotico (Ranwala e Miller, 2009). A taxa do fluxo de carboidratos da fonte para o
dreno é relacionada com as taxas de atividades de enzimas como a invertase. A
hidrolise do amido armazenado esta provavelmente associada com a abertura de
flores, @ medida que o decréscimo do potencial hidrico favorece o influxo de agua
para os tecidos da flor e promove o alargamento celular (Sood et al., 2006).

De uma forma geral, as hastes mais grossas apresentam uma maior
guantidade de carboidratos, principalmente no ultimo dia de vaso, e nas hastes que
sofreram o corte da base. A maior concentragdo de AST, principalmente de AR,
nesse periodo, em todas as porcdes avaliadas das hastes grossas, combinado com o
corte da base da haste periodicamente, causou um ambiente favoravel para o fluxo de
agua. O acumulo de carboidratos nessas porgfes, possivelmente faz com que o
potencial hidrico dos tecidos diminua. A diferenca de potencial hidrico gerado entre
o interior da haste e o meio externo, combinado com o restabelecimento da
capacidade da haste de absorver agua, causada pelo corte da base, faz com que a
agua atinja os tecidos das hastes, principalmente na bractea, onde um novo florete se
desenvolve. A pressdo hidrostatica gerada dentro das células provoca a expansédo

celular, e a abertura de um novo florete pode ocorrer.

3.3 Caracteristicas inerentes as hastes e floretes

Existem duas importantes caracteristicas em flores de corte que séao (l) a
habilidade de abertura dos botdes florais apés a haste ter sido colhida e (ll) e a
manutencdo de uma vida de vaso razoavel das flores abertas (Walton et al., 2010).

A abertura de floretes nas hastes de ave-do-paraiso que sofreram ou ndo o
corte da base estd presente na figura 9. Independentemente do corte da base,
observou-se que, quanto mais grossa € a haste, maior € a abertura de floretes, e a
abertura do segundo florete nessas hastes parece ocorrer mais rapidamente que nas
demais. Hastes que nao sofreram o corte da base apresentaram abertura média de 1,6,

1,7 e 1,8 floretes para hastes finas, médias e grossas respectivamente, enquanto que
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nas hastes em que os cortes das bases foram realizados a cada 48 h, a média foi 1,5,
1,8 e 2,3 floretes para estes mesmos diametros de hastes (Figura 9).
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Figura 9. Numero de floretes abertos ao longo da vida de vaso de haS#sldeia
reginaecolhidas com trés diferentes diametros (finas, médias e grossas), submetida

ao corte da base a cada 48 h

Pelos resultados encontrados para a abertura de floretes combinados com os
encontrados em os teores de carboidratos, pode-se sugerir que € necessaria uma
combinacdo de fatores para que se tenha a abertura de novos floretes. Hastes finas,
que ndo sofreram o corte da base, apresentaram no final do experimento maiores
teores de AST e AR, na haste, bractea e florete em comparacédo as hastes médias e
grossas (Tabela 1 e 2). No entanto, essas hastes exibiram grandes reducfes na
capacidade de absorver agua ja nas primeiras horas de experimento (Figura 4),
possivelmente como resultado de um blogueio xilemético. Ou seja, € irrelevante
somente a haste apresentar quantidades significativas de carboidratos nos tecidos, se
o fluxo de agua ao longo da haste esta interrompido.

A longevidade das hastes intactas ndo apresentou diferencga significativas nas
hastes com os 3 diferentes diametros, sendo de 6,1, 5,8 e 6,2 para hastes finas,
meédias e grossas respectivamente (Figura 10). Ja nas hastes com a base cortada a
cada 2 dias, maior longevidade foi encontrada para as hastes grossas (8 dias), que

diferiu estatisticamente das demais (Figura 10). Gmvillea, a vida de vaso das
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flores foi prolongada com o corte diario da base da haste, passando de 4,3 em hastes
nao recortadas para 6,3 dias em hastes com corte da base diariamente (He et al.,
2006).
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Figura 10. Longevidade (dias) de hastes 8gelitzia reginaecolhidas com trés
diametros (finas, médias e grossas), submetidas ao corte da base a cada 48 h. As
barras verticais representam o erro padrdo da média e letras iguais dentro na presenca
ou auséncia de corte ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott em 5% de

probabilidade.

O término da vida de vaso de muitas flores é caracterizado pelo
murchamento. O murchamento é geralmente causado por um desbalanco entre a
absorcdo de agua pelas hastes e a perda de agua via transpiracdo a partir de suas
folhas ou outros 6rgaos, mesmo que as hastes sejam mantidas na agua continuamente
(van Doorn, 1997). Os sintomas da senescéncia de ave-do-paraiso incluem a
dessecacao do florete e o escurecimento da bractea, sendo o término da vida pés-
colheita dessa espécie considerada quando o ultimo florete seca e quando a base da
bractea escurece e as folhas se enrolam (Jaroenkit e Paull, 2003).

O tamanho das bracteas e das sépalas do primeiro florete aberto, a massa
fresca e a area da base das hastes foram avaliadas no momento apds a colheita, e
estdo presentes na tabela 5. Quanto mais grossa a haste, maiores sédo as bracteas e a

sépalas dos floretes, sendo que o tamanho das bracteas das hastes médias e grossas
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foi estatisticamente superior a das hastes finas, enquanto os tamanhos das sépalas,
nas hastes grossas apresentasamaior, diferindo das demais (Tabela 5). A massa
fresca e a area da base mostrasamproporcionais ao diametro da haste, sendo as

médias superioreasfinas, e as grossas superiores as médias (Tabela 5).

Tabela 5 Tamanho médio da bractea e sépala, massa fresca média e area média da
base de hastes de ave-do-paraiso colhidas com trés diferentes diametrps (finas

médias e grossas)

Didmetro haste  Bractea (cm) Sépala (cm) Massa Fresca Area da base

(9)

Fina 18,2+0,4 B* 11,0+0,3B 783+2,0C 48,8+2,9C
Média 196 +0,4 A 11,4+0,2B 1055+1,8B 68,4+3,1B
Grossa 20,7+0,3A 12,1+0,3A 140,9+47A 106,4+53A
CV (%) 6,96 8,28 9,96 18,33

* Médias seguidas pelo erro padrdo da média. Letras iguais na coluna ndo diferem

estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.4 Escurecimento e atividade da peroxidase

Entre os parametros cromaticos avaliados, o que melhor representou o
egurecimento da base das hastes foi o L* luminosidade. Nas hastes que néo
sofreram o corte da base, os valores de L* encontrados ao longo da vida de vaso
estdo presentes na figura 11. A luminosidade nos trés diferentes diametros de hastes
foram semelhantes, com queda gradual nos valores de L* com o passar dos dias. A
luminosidade vai de valores que variam entre 100 (totalmente branco) até 0
(totalmente preto). Quedas nos valores de L* indicam o escurecimento ocorrido nos
tecidos da base da haste, como foi também observado em analise visual (Figuras 11 e
12). Apos 9 dias de vaso, as hastes apresentaram escurecimento similar em suas
bases, independentemente do seu diametro, sendo que em algumas hastes ess
escurecimento manifestou-se mais nas bordas ou em pequenas manchas (Figura 12),

o que dificultou a quantificagdo com o colorimetro.
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Figura 11. Luminosidade (L*) ao longo da vida de vaso de hasteStoaditzia

reginae colhidas com trés diametros (finas, médias e grossas), que nao sofreram o
corte da base a cada 48 h

A atividade da POD nas hastes que néo sofreram o corte da base foi avaliada
no dia O e no ultimo dia de vaso. No momento em que o experimento foi montado,
maior atividade da POD foi encontrada nas hastes grossas que diferiu dos valores das
demais hastes (Figura 13), sendo essa 3,5 vezes maiores que a das hastes finas e 2,6
vezes maior que das hastes médias. No ultimo dia de experimento (9 dias), a
atividade dessa enzima né&o diferiu entre os 3 diametros de hastes, sendo de 89,6,
96,9 e 87,5 UA/min/mg de proteina, para hastes finas, médias e grossas
respectivamente (Figura 13).

Em hastes em que os cortes foram realizados a cada 48 h, a atividade da POD
s6 diferiu estatisticamente no momento em que o experimento foi montado, sendo
maior nas hastes grossas (Figura 14). No demais dias de avaliacdo obsemau-
grande variacdo na atividade da POD entre as repeticdes dentro dos tratamentos, e
por isso diferengas estatisticas ndo foram encontradas, apesar de as hastes finas e
médias mostrarem atividades semelhantes e mais baixas que das hastes grossas nos
dias 2, 6 e 8 (Figura 14).

O dano mecanico causado em tecidos vegetais aumenta a expressao de

numerosos genes e estimula a atividade de varias enzimas, entre elas a peroxidase
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(Lagrimini, 1991). A peroxidase ataca um ou mais grupos hidroxil de uma variedade
de substancias quimicas, incluindo fendis extracelulares. Esta enzima est4 envolvida
na fase final de polimerizacdo de monoligndis na biossintese de lignina e parecem ser

também requisito para a sintese de suberina (Passardi et al., 2005).

Figura 12. Aspecto das bases das hastesSttelitzia reginaecolhidas com trés
diametros (A - ihas, B - médias e C - grossas), que ndo sofreram o corte da base

durante a vida de vaso, apés 9 dias
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Figura 13. Atividade da POD (UA/min/mg de proteina) nos dias 0 e 9, de hastes de
Strelitzia reginaecolhidas com trés diametros (finas, médias e grossas), que nao
sofreram o corte periddico da base. As barras verticais representam o erro padrao da
média e letras iguais dentro de cada dia ndo diferem entre si pelo tdsi€ndto

em 5% de probabilidade
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Hastes mais grossas parecemr mais lignificadas que as demais. Conhecendo-
se 0 envolvimento da POD na biossintese de lignina, as maiores atividadas dess
enzima encontradas nas hastes grossas podem ser justificadas devido a este fato, ou
seja, hastes grossas podem apresentam maior atividade da POD por serem mais
lignificadas. Para a confirmacdo dessa hipotese, analises de teores de lignina

precisam ser realizadas.
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Figura 14. Atividade da POD (UA/min/mg de proteina) ao longo da vida de vaso de
hastes destrelitzia reginaecolhidas com trés diametros (finas, médias e grossas) e
que sofreram cortes da base a cada 48 h. As barras verticais representam o erro
padrdo da média e letras iguais dentro de cada dia ndo diferem entre si pelo teste
Scdt-Knott em 5% de probabilidade

4. CONCLUSOES

As hastes colhidas com diferentes diametros apresentam diferencas nos teores
de carboidratos, na atividade da POD, na abertura de floretes e no tamanho das
flores. Quando os cortes da base foram realizados, diferencas foram encontradas
também nas relacdes hidricas e na longevidade das hastes. Para que se tenha maior
abertura de floretes e, consequentemente, maior longevidade das flores, é necessaria

a combinacgéo do uso de hastes mais grossas, que &preseores conteudos de
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acucares, combinados com a técnica do corte periddico da base, o que proporcionou
ashastes a energia e o turgor necessario para a abertura de novos floretes.
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CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados experimentais obtidos pode-se perceber que:

1. A peroxidase soluvel e de parede apresentam atividade similar no extrato
bruto de hastes de ave-do-paraiso, no entanto suas propriedades cinéticas sao
diferentes.

2. Apesar de existir diferentes tratamentos que podem ser aplicados com o
objetivo de prolongar a vida de vaso de ave-do-paraiso, nem todos sédo eficientes.

3. A utilizagdo de solucdo de pulsing contendo inibidores enzimaticos e pH
acido, ou substancias fendlicas nao foram eficientes em prolongar a longevidade das
flores de ave-do-paraiso.

4. Maior longevidade das flores de ave-do-paraiso foi observada em hastes

grossas que sofreram corte periddico de suas bases.
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