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RESUMO 

 

VIEIRA, Luciana Marques, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2013. Influência do óxido nítrico na longevidade pós-colheita de 
inflorescências de Epidendrum ibaguense Kunth. Orientador: Fernando 
Luiz Finger.  
 

 

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito do nitroprussiato de sódio 

(SNP) sobre a longevidade pós-colheita de inflorescências de Epidendrum 

ibaguense Kunth e a sua ação no sistema antioxidativo. No primeiro capítulo, 

as inflorescências foram tratadas com solução contendo 5, 10, 50, 100 e 500 

µM de SNP, via solução de condicionamento (“pulsing”) ou pulverização, com 

os respectivos controles em água. No segundo e terceiro capítulos, as 

inflorescências foram tratadas com 500 µM de SNP via solução de 

condicionamento ou pulverização, com os respectivos controles em água. Não 

foram observadas diferenças sobre a longevidade das inflorescências quando 

tratadas com solução de SNP até a concentração 100 µM, independente do 

modo de aplicação. Inflorescências tratadas com 500 µM de SNP em solução 

de condicionamento tiveram aumento na abscisão de flores e apresentaram 

sintomas de toxidez, como o escurecimento do labelo, resultando na redução 

da longevidade de 5 para 2 dias. A longevidade das inflorescências 

pulverizadas com 500 µM de SNP reduziu de 6,8 para 5,1 dias. Verificou-se 

inibição de 47%, comparado ao controle, para a atividade da SOD em flores 

tratadas com 500 µM de SNP em solução de condicionamento 48 após o 

tratamento. Nas inflorescências pulverizadas com SNP houve inibição da 

atividade da peroxidase (POD). A atividade das enzimas catalase (CAT), 

ascorbato peroxidase (APX) e polifenol oxidase (PPO) não foram alteradas, 

independente do modo de aplicação. Ocorreu aumento para a atividade da 

fenilalanina amônia liase (PAL) em flores tratadas com 500 µM de SNP em 

solução de condicionamento e, flores pulverizadas com SNP, apresentaram 

maior atividade, comparado ao controle, 96 horas após o tratamento. O teor de 

fenóis não diferiu nas flores mantidas em água ou solução de SNP, entretanto 

foi superior nas flores pulverizadas com solução de SNP, comparado ao 
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controle, 48 horas após o tratamento. O extravasamento de eletrólitos não 

diferiu entre os tratamentos exceto nas inflorescências pulverizadas com SNP 

que apresentaram aumento de 4% em relação ao controle pulverizado com 

água ao final do período avaliado. A peroxidação lipídica, estimada pela 

produção de aldeído malônico (MDA-TBA), não foi alterada nas flores mantidas 

em solução de condicionamento contendo SNP, comparado ao controle 

mantido em água. Foi observado aumento de 127% no teor de MDA-TBA em 

inflorescências pulverizadas com solução contendo 500 µM de SNP, 72 horas 

após o tratamento. Dessa forma, o óxido nítrico causou efeito deletério em 

flores de E. ibaguense, inibindo a atividade de enzimas do sistema antioxidativo 

e promovendo a peroxidação lipídica.  
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ABSTRACT 

 

VIEIRA, Luciana Marques, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 
2013. Influence of nitric oxide in the postharvest longevity of 
inflorescences of Epidendrum ibaguense Kunth. Adviser: Fernando Luiz 
Finger.  
 
 

 

This work aimed to evaluate the effects of sodium nitroprusside (SNP) on 

postharvest longevity of inflorescences of Epidendrum ibaguense Kunth and its 

action on the antioxidative system. In the first chapter, the inflorescences were 

treated with a solution containing 5, 10, 50, 100 e 500 µM SNP by pulsing or by 

spraying with control in water. In the second and third chapters, the 

inflorescences were treated with 500 µM SNP by pulsing or by spraying with 

control in water. There were no differences in the longevity of the flowers 

treated with SNP solution to the concentrations of 100 µM, regardless of the 

mode of application. Inflorescences treated with 500 µM SNP by pulsing had 

increased abscission of flowers and showed toxicity symptoms such as labellum 

darkening, resulting in reduction of longevity from 5 to 2 days. The longevity of 

inflorescences sprayed with 500 µM SNP reduced from 6.8 to 5.1 days. There 

was inhibition of 47% compared to control, for superoxide dismutase (SOD) 

activity in flowers pulsed with 500 µM SNP, 48 hours after treatment. In flowers 

sprayed with SNP we observed inhibition of peroxidase (POD) activity. Catalase 

(CAT), ascorbate peroxidase (APX) and polyphenol oxidase (PPO) activities did 

not change, regardless of the mode of application.  It was observed increased 

of phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity in flowers pulsed with 500 µM 

SNP solution. However, flowers sprayed with SNP showed higher activity 

compared to control, 96 hours after treatment. The phenol content was not 

different in flowers kept in water or solution of SNP however, was higher in 

flowers sprayed with 500 µM SNP, compared to control, 48 hours after 

treatment. The electrolyte leakage did not differ among treatments, except in 

inflorescences sprayed with SNP which showed an increase of 4%, compared 

to control sprayed with water at the end of the study period. Lipid peroxidation, 

estimated by production malondialdehyde (MDA), was not changed in flowers 
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kept in SNP solution, compared with the control kept in water. TBA-MDA 

content increased by 127% in inflorescences sprayed with 500 µM SNP, 72 

hours after treatment. Thus, nitric oxide caused deleterious effect on E. 

ibaguense flowers, inhibiting the activity of enzymes of the antioxidative system 

and promoting lipid peroxidation.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A floricultura brasileira vem adquirindo notável desenvolvimento nos 

últimos anos e se caracteriza como um dos mais promissores segmentos da 

horticultura no campo do agronegócio nacional (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008). 

Segundo o Serviço Brasileiro de Apoio às Micro e Pequenas Empresas 

(Sebrae), a comercialização de flores e plantas ornamentais, no Brasil, vem 

registrando crescimento entre 12% ao ano, bem acima da média da economia 

nacional. O Instituto Brasileiro de Floricultura (Ibraflor) divulgou uma análise do 

mercado de flores no Brasil mostrando que o setor emprega, atualmente, 194 

mil pessoas (MACIEL, 2012).  

Dentre as espécies ornamentais com potencial para flores de corte está 

o Epidendrum ibaguense Kunth (Orchidaceae), que se adapta plenamente ao 

cultivo a pleno sol, florescendo praticamente durante todo o ano (MAPELI et al., 

2009a). É encontrada, naturalmente, no Brasil desde o Amapá até Minas 

Gerais, sendo facilmente propagada (FINGER et al., 2008) por estaquia. A 

espécie tem potencial para flor de corte, por produzir hastes com caule longo e 

inflorescência de rara beleza com coloração amarelo-alaranjada. Todavia, é 

considerada altamente sensível ao etileno, o qual promove aumento na taxa de 

abscisão e senescência prematura das flores (MORAES et al., 2007). A curta 

longevidade dessa inflorescência, que pode ser inferior a seis dias em 

condições de temperatura ambiente, limita a comercialização (FINGER et al., 

2008). 

Em virtude das propriedades fisiológicas, muitos frutos, vegetais e 

flores são considerados altamente perecíveis e, por isso, técnicas pós-colheita 

são desenvolvidas visando manter a qualidade dos produtos durante o 

armazenamento (PALIYATH et al., 2008). Dentre essas técnicas, inclui-se a 

adição de compostos químicos na água de vaso. A maioria das soluções 

preservativas utilizadas em flores de corte contém carboidratos, germicidas e 

inibidores da síntese ou ação do etileno, como aminoetoxivinilglicina (AVG), 

ácido aminooxiacético (AOA), ácido acetilsalicílico (AAS), tiossulfato de prata 

(STS) e 1-metilciclopropeno (1-MCP) (MORAES et al., 2007; MAPELI et al., 

2009a). Inúmeras soluções de vaso são recomendadas, porém, a eficácia 
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dessas soluções em estender a longevidade varia de acordo com a espécie 

(FINGER et al., 2008). 

A curta exposição de frutos, hortaliças e flores às baixas concentrações 

de compostos doadores de óxido nítrico (NO), como nitroprussiato de sódio 

(SNP) e 2,2’-(hidroxinitrosohydrazino)-bisetanamina (DETA/NO), estendeu a 

vida pós-colheita (YANG et al., 2010; BOWYER; WILLS, 2003; DUAN et al., 

2007; WILLS et al., 2000; SINGH et al., 2009). Em flores de corte, o NO foi 

testado visando estender a vida de vaso como alternativa ao 1-MCP e ao STS, 

um metal pesado (BADIYAN et al., 2004). 

O NO, componente endógeno no metabolismo da célula vegetal, é 

considerado um radical livre pelo fato de ter um elétron não compartilhado em 

seu orbital e moderadamente solúvel em água (0,047 cm3 cm-3 H2O; 20ºC 1 

atm). É capaz de se mover por difusão em partes aquosas da célula e através 

da fase lipídica das membranas (NEILL et al., 2003) a uma taxa de 50 µm por 

segundo (CORPAS et al., 2010).  

Em plantas, o NO é gerado pelas enzimas óxido nítrico sintase (NOS), 

nitrato redutase (NR) ou nitrito:NO (Ni-Nor) ou por via não enzimática, por meio 

da conversão do nitrito a NO e nitrato, em altos valores de pH (HAYAT et al., 

2010). Em baixas concentrações (menor que 1 µmol L-1), o NO tem meia-vida 

de minutos a horas, podendo se difundir em várias camadas de células ou a 

longas distâncias em espaços celulares. Em altas concentrações, o NO 

apresenta meia-vida relativamente curta, na ordem de segundos 

(PROCHÁZKOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011). 

A importância do NO em estudos científicos se deu a partir de 1992 

quando foi eleito “Molécula do ano” pela revista Science e, desde então, têm-se 

observado inúmeros estudos buscando elucidar seu papel em plantas (NEILL 

et al., 2003).  É uma molécula simples que, bioquimicamente, mostra-se 

bastante complexa, ainda existindo uma variedade de características não 

compreendidas. Surgiu como importante molécula sinalizadora e, hoje, é 

considerada uma molécula multifuncional (HAYAT et al., 2010). Sabe-se que o 

NO está envolvido em muitos processos fisiológicos, bioquímicos e 

moleculares durante o crescimento, desenvolvimento e senescência (DEL RIO 

et al., 2004). 
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O NO exerce, possivelmente, o papel de proteção da célula contra o 

estresse oxidativo (YIN et al., 2012). Adicionalmente, o mecanismo pelo qual o 

NO pode retardar a senescência pode ser também relacionado com a 

capacidade dessa molécula de interromper as reações em cadeia que levam à 

peroxidação lipídica, à preservação de pigmentos fotossintéticos por um efeito 

direto e positivo na biossíntese de clorofila e à modificação da atividade de 

proteínas (PROCHÁZKOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011). Adicionalmente, o NO 

inibe a expressão de genes envolvidos na rota biossintética do etileno 

(MANJUNATHA et al., 2012). 

A capacidade do NO em exercer a função de proteção da célula contra 

o estresse oxidativo está relacionada aos fatores como a reação com radicais 

lipídicos, à eliminação do ânion superóxido (O2
.-) e formação de peroxinitrito 

(ONOO-), que é tóxico para as plantas, e à ativação de enzimas do sistema 

antioxidativo como dismutase do superóxido (SOD), catalase (CAT) e 

peroxidase (POD) (HAYAT et al., 2010). Tais enzimas são ativadas durante a 

fase de senescência para reduzir as ROS como ânion superóxido, radicais 

hidroxil (OH-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (O2), 

naturalmente formadas, e que podem causar danos e morte celular 

(FERRANTE; FRANCINI, 2006). Em raízes de batata-doce, 0,5 mM SNP 

promoveu ativação das enzimas SOD, CAT, fenilanalina amônia liase (PAL), 

ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) e foi eficaz na 

cicatrização de danos provocados durante a colheita (YIN et al., 2012).  

Os sistemas de defesa enzimático e não-enzimático, ativados durante 

a senescência, podem ser afetados negativamente pelo etileno, inibindo o 

processo de detoxificação e acelerando a senescência. Sabe-se que, em flores 

sensíveis ao etileno, como a orquídea E. ibaguense, a senescência é 

acompanhada pelo aumento na produção desse hormônio e na taxa 

respiratória (ARORA, 2008). Ainda, em órgãos imaturos de frutos, hortaliças e 

flores existe uma relação estequiométrica entre a produção de etileno e de NO 

durante o período de estresse, e o nível endógeno de NO, emitido por esses 

órgãos, variando em função da maturidade (LESHEM et al.,1998).  

O NO é uma molécula bioativa que pode regular a produção de etileno 

por meio da inibição estequiométrica direta ou inibindo enzimas que atuam na 

biossíntese desse hormônio (MANJUNATHA et al., 2012). Essa molécula tem a 
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capacidade de se ligar à ACC oxidase resultando na formação do complexo 

ACC oxidase-NO, o qual forma um complexo estável ACC-ACC oxidase-NO 

que bioquimicamente reduz a produção de etileno. O NO inibiu a produção de 

etileno em frutos de kiwi tratados com 1 µmol L-1 NO e reduziu o conteúdo de 

sólidos solúveis e aldeído malônico (MDA) (ZHU et al., 2010). Também, a 

produção de etileno foi inibida por NO em frutos de tomate, retardando o 

amadurecimento (LAI et al., 2011). 

Em flores de cravo, observou-se aumento na vida de vaso em mais de 

quatro dias quando estas foram tratadas com NO (CHANG-LI et al., 2011). Em 

brotos de bambu, o SNP estendeu a vida pós-colheita e promoveu manutenção 

da qualidade (YANG et al., 2010). Nesse caso, o SNP inibiu o escurecimento e 

a lignificação dos brotos durante o armazenamento e a manutenção da 

qualidade foi relacionada com a inibição da atividade das enzimas PAL, POD e 

polifenol oxidase (PPO), e redução da biossíntese de etileno. Por outro lado, o 

excesso de NO no tecido pode resultar em morte celular (ROMERO-PUERTAS 

et al., 2004), sendo importante o equilíbrio entre esse composto e as ROS 

(NEILL et al., 2003). O efeito do NO na célula é dependente da concentração 

sendo que, baixas concentrações (nanomolar) são requeridas para processos 

regulatórios e altas concentrações (micromolar) podem provocar múltiplos 

danos aos diferentes componentes celulares incluindo proteínas, lipídeos e 

ácidos nucleicos (CORPAS et al., 2010). 

Estudos com NO em plantas tem sido feitos utilizando-se soluções 

líquidas fornecidas na forma de ‘pulsing’ contendo um doador de NO que forma 

o composto após a passagem na célula (NEILL et al., 2003; ARORA, 2008). A 

aplicação do NO gasoso em produtos hortícolas requer infraestrutura nem 

sempre disponível, portanto, menos adequado que os compostos doadores 

(ARORA, 2008). Os doadores de NO mais recentemente utilizados em estudos 

com plantas são o SNP, DETA/NO, N-tert-α-fenilnitrona (PBN), 3-morfolino-

sidonimina (SIN-1) e S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP), sendo o primeiro 

mais utilizado em trabalhos de pós-colheita.  

O SNP é um composto químico de fórmula Na2[Fe(CN)5NO]·2H2O que 

serve como fonte de óxido nítrico. A solução de SNP é sensível à luz, 

quebrando-se na luz solar, e a decomposição é acelerada pelo oxigênio 

produzindo cianeto, que é tóxico. Além disso, pode haver ainda a produção de 
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peroxinitrito e peróxido de hidrogênio, dependendo da dose aplicada (WANG et 

al., 2002). Apesar disso, dentre as moléculas doadoras de NO, o SNP tem 

mostrado os melhores resultados em estudos de pós-colheita (MURGIA et al., 

2004).  

Sabe-se que a longevidade da orquídea E. ibaguense varia de acordo 

com o tratamento utilizado sendo, 46, 55 e 76% maior quando tratadas com 

solução de condicionamento contendo 20% de sacarose por 12 horas, 2 mM 

STS por 30 minutos e 1 g m-3 Ethylbloc® por 6 horas, respectivamente 

(MORAES et al., 2007). Adicionalmente, a longevidade de E. ibaguense foi 

aumentada utilizando-se 1,5 ou 2 mM AVG em solução de condicionamento 

(MAPELI et al., 2009a), pulverização com 1,5 mM AOA (MAPELI et al., 2009b) 

ou a combinação de AVG e STS (MOURA et al., 2010). Já o tratamento com 

1,0 mM AAS (MAPELI et al., 2009c) e 1,5 mM AOA (MAPELI et al., 2009b) não 

afetou a longevidade dessa espécie.  

Diante disso, o objetivo geral do presente estudo foi avaliar os efeitos 

do SNP em flores cortadas de E. ibaguense. Na primeira parte do presente 

estudo, investigou-se o efeito do SNP, em diferentes concentrações, aplicado 

em solução de condicionamento ou via pulverização, sobre a longevidade pós-

colheita das inflorescências. Na segunda parte, foram avaliadas as 

modificações ocorridas no sistema antioxidativo das inflorescências tratadas 

com solução contendo alta concentração de SNP. E, na última, investigou-se o 

efeito do SNP na atividade da PAL, no teor de compostos fenólicos solúveis e 

os danos provocados às membranas celulares por meio da quantificação de 

MDA e do extravasamento de eletrólitos. 
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CAPÍTULO 1 

EFEITO DO ÓXIDO NÍTRICO NA LONGEVIDADE DE INFLORESCÊNCIAS 
DE Epidendrum ibaguense Kunth 

 

RESUMO: O óxido nítrico (NO) tem propriedades anti-senescência, podendo 
estender a vida pós-colheita de muitos frutos, hortaliças e flores quando esses 
são tratados com concentrações micromolares de compostos doadores, como 
o nitroprussiato de sódio (SNP). O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 
NO aplicado na forma de condicionamento ou via pulverização, sobre a 
longevidade de inflorescências de Epidendrum ibaguense. Após a colheita, as 
hastes foram tratadas por 6, 24 e 48 horas com solução de condicionamento 
contendo 5, 10, 50, 100 e 500 µM de SNP ou pulverizadas com SNP nas 
mesmas concentrações, até o completo molhamento da inflorescência. Os 
controles foram feitos com água desionizada. Após o tratamento, as hastes 
foram colocadas em vaso com água desionizada, trocada a cada dois dias. 
Não foram observadas diferenças na longevidade das inflorescências quando 
tratadas com solução de SNP até a concentração 100 µM, independente do 
modo de aplicação. Inflorescências tratadas com 500 µM de SNP tiveram 
redução na longevidade e aumento na abscisão de flores. Nas inflorescências 
mantidas em solução de SNP, sintomas de toxidez, como o escurecimento do 
labelo, resultou na redução da longevidade de cinco para dois dias. A 
longevidade das inflorescências pulverizadas com 500 µM de SNP reduziu de 
6,8 para 5,1 dias. Sendo assim, o uso de altas concentrações de compostos 
doadores de NO em solução de vaso ou via pulverização é tóxico para 
inflorescências de E. ibaguense e o NO não foi capaz de prolongar a vida pós-
colheita . 
Palavras-chave: vida de vaso, solução de vaso, pulverização.  
 

ABSTRACT: Nitric oxide (NO) acts as an anti senescence substance, which 
may extend the postharvest life of fruits, vegetables and flowers when they are 
treated with micromolar concentrations of compounds as donor sodium 
nitroprusside (SNP).  This work aimed to evaluate the effect of NO applied in 
conditioning solution or sprayed on the longevity of cut inflorescences of the 
orchid Epidendrum ibaguense. After the harvest the inflorescenses were pulsed 
for 6, 24 or 48 hours with  5, 10, 50, 100 and 500 µM de SNP or by spraying, 
until complete wetting of the inflorescence. Controls were treated with distilled 
water. After the treatment the stems were placed in deionized water, changed 
every 2 days. No significant differences were observed in the longevity of 
flowers treated with 5, 10, 50 or 100 µM SNP, regardless of the mode of 
application. Inflorescences treated with 500 µM SNP in conditioning solution 
had reduced longevity and increased flower abscission. In inflorescences kept 
in SNP solution, toxic symptoms such as darkening of the labellum, resulting in 
reduced longevity for 2 days. The longevity of inflorescences sprayed with 500 
µM SNP reduced from 6.8 to 5.1 days. Thus, use of high concentrations of NO 
donor compounds in vase solution or spraying is toxic to E. ibaguense 
inflorescences and NO was not able to extend the shelf-life. 
Key-words: vase life, conditioning solution, spray. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Devido à uniformidade e exuberância da cor de suas flores e por 

possuir haste floral longa, a orquidácea Epidendrum ibaguense Kunth, cuja 

floração ocorre praticamente durante todo o ano, surge como flor de corte com 

grande potencial para comercialização (MOURA et al., 2010). No entanto, por 

ser uma espécie altamente sensível ao etileno, observa-se abscisão e 

senescência prematura das flores (MAPELI et al., 2009).  

Alguns estudos sugerem que o óxido nítrico (NO) apresenta 

propriedades anti-senescência, podendo estender a vida pós-colheita de 

produtos hortícolas quando esses são tratados com compostos doadores de 

NO, como o nitroprussiato de sódio (SNP) ou 2,2’-(hidroxinitrosohydrazino)-

bisetanamina (DETA/NO) (ARORA, 2008), como alternativa a outros 

compostos químicos utilizados, como o tiossulfato de prata (STS) e 1-

metilciclopropeno (1-MCP) (SEYF et al., 2012).  

O NO exerce o papel de proteção da célula contra o estresse oxidativo 

(YIN et al., 2012), inibe a expressão de genes envolvidos na rota biossintética 

do etileno (MANJUNATHA et al., 2012) e a peroxidação lipídica 

(PROCHÁZKOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011). No entanto, a promoção ou retardo 

na senescência floral pela aplicação de NO depende da concentração e da 

espécie em estudo (SANKHALA et al., 2004). 

Em brotos de bambu, a aplicação de SNP estendeu a vida pós-colheita 

e promoveu manutenção da qualidade. Nesse caso, o SNP inibiu o 

escurecimento durante o armazenamento, promoveu manutenção da 

qualidade, inibindo a atividade das enzimas fenilalanina amônia liase (PAL), 

polifenol oxidade (PPO) e peroxidase (POD), bem como a biossíntese de 

etileno (YANG et al., 2010). Em frutos de morango fumigados com NO foi 

observado aumento de cerca de 50% na vida pós-colheita (WILLS et al., 2000). 

O tratamento pós-colheita de produtos hortícolas com baixa concentração de 

gás de NO pode prolongar a vida pós-colheita, entretanto, a aplicação a partir 

de um cilindro de gás não é viável em muitas situações da horticultura diante 

da complexidade do uso (WILLS et al., 2007).   

A utilização de compostos doadores de NO aplicado nas hastes florais 

é considerada técnica simples e pode estender a vida de vaso de flores 
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cortadas (BADIYAN et al., 2004). Verificou-se aumento da vida pós-colheita de 

boca-de-leão, crisântemo, tulipa, gérbera, lírio, rosa e íris com a aplicação de 

10 a 100 mg/L de DETA/NO em solução de vaso (BADIYAN et al., 2004). 

Bowyer e Wills (2003) mostraram que o uso de DETA/NO não pode ser 

considerado como tratamento universal aplicável a todas as espécies de flores, 

visto que nem todas as espécies estudadas apresentaram aumento na vida 

pós-colheita. A vida de vaso de flores cortadas de rosas aumentou de 11 para 

13,3 dias quando tratadas com 50 µM SNP por 24 horas (SEYF et al., 2012). 

Adicionalmente, verificou-se aumento no conteúdo de sólidos solúveis, taxa de 

absorção da solução e aumento de massa fresca. 

Neste contexto, as flores de corte podem ser usadas como modelo 

para obter importantes informações sobre a ação do NO em plantas, podendo 

esclarecer como essa molécula afeta alguns processos fisiológicos e 

bioquímicos, visto que as informações existentes são escassas. 

Adicionalmente, o aumento na vida pós-colheita de vários produtos hortícolas 

demonstra a viabilidade do uso do NO e do SNP, devido à facilidade de 

manuseio e baixo custo (SEYF et al., 2012). No entanto, mais pesquisas são 

necessárias para avaliar a eficácia do SNP sobre a vida pós-colheita de flores 

cortadas.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do SNP, sob duas formas 

de aplicação (pulverização ou solução de vaso na forma de condicionamento), 

sobre a longevidade pós-colheita de inflorescências cortadas de Epidendrum 

ibaguense Kunth. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Plantas de Epidendrum ibaguense foram cultivadas no campo de 

produção do Setor de Floricultura da Universidade Federal de Viçosa – MG 

(20º45’ latitude sul, 45º51’ longitude oeste; altitude de 642 m). As hastes foram 

colhidas entre 7 e 8 horas da manhã, no estádio 10 de abertura floral (mais da 

metade do número de botões florais da inflorescência abertos), conforme 

previamente estabelecido por Moraes (2003). Após a colheita, foram colocadas 

em baldes contendo água e levadas ao laboratório, onde foi feito o corte na 

base da haste em água e a padronização do comprimento para 25 cm. Em 
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seguida, foram distribuídas ao acaso de acordo com os tratamentos, descritos 

posteriormente. 

Os experimentos foram conduzidos à temperatura de 25ºC, umidade 

relativa de 50-70% e iluminação constante de 7-10 µmol m-2 s-1 com luz branca. 

Diariamente, avaliou-se longevidade e abscisão das flores. Foi considerado 

como fim da longevidade quando as inflorescências apresentavam mais de 

50% de abscisão ou murcha das flores (MORAES et al., 2007). 

Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados com cinco 

repetições, e a unidade experimental composta por duas hastes. Para todos os 

parâmetros avaliados estimou-se o desvio ou erro-padrão da média. 

 

 

2.1. Experimento I: efeito da solução de nitroprussiato de sódio em vaso 
na forma de ‘pulsing’ 

 

Após a padronização, as hastes florais foram tratadas por 6, 24 e 48 

horas (‘pulsing’) com solução de condicionamento nas concentrações de 5, 10, 

50, 100 e 500 µM de SNP e os respectivos controles em água desionizada. 

Após o tratamento, as hastes foram mantidas em vaso com água desionizada 

até o final da vida de vaso. A cada 48 horas, realizou-se o corte a 2 cm na base 

da haste bem como a troca da água do vaso. 

 

 

2.2. Experimento II: efeito da solução de nitroprussiato de sódio fornecida 
via pulverização 

 

Após a padronização, as hastes florais foram pulverizadas com solução 

contendo 5, 10, 50, 100 e 500 µM de SNP até o completo molhamento da 

inflorescência (cerca de 15 mL por haste) e os respectivos controles em água 

desionizada. Após o tratamento, as hastes foram colocadas em vaso com água 

desionizada até o final da vida de vaso.  A cada 48 horas realizou-se o corte na 

base da haste e a troca da água do vaso. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Experimento I: efeito da solução de nitroprussiato de sódio em vaso 
na forma de ‘pulsing’ 

 

A longevidade das inflorescências, média de 4,6 dias a 25ºC, não foi 

afetada pelo SNP aplicado nas concentrações de 5 a 100 µM por 6 horas. 

(Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Longevidade de inflorescências de Epidendrum ibaguense tratadas 
com soluções de diferentes concentrações de nitroprussiato de 
sódio (SNP), em vaso, por diferentes períodos 

 

‘Pulsing’ (horas) SNP (µM) Longevidade (dias)* 

6 

  
0 5,0 ± 0,31 
5 5,8 ± 0,20 
10 5,6 ± 0,40 
50 5,4 ± 0,74 

100 5,6 ± 0,24 
500 2,0 ± 0,00 

  

24 

  
0 4,8 ± 0,37 
5 4,8 ± 0,80 
10 4,4 ± 0,24 
50 4,4 ± 0,24 

100 4,0 ± 0,00 
500 2,0 ± 0,00 

  

48 

  
0 4,0 ± 0,00 
5 5,4 ± 0,74 
10 5,0 ± 0,77 
50 4,0 ± 0,00 

100 4,0 ± 0,00 
500 2,0 ± 0,00 

  
 * Média ± erro-padrão da média. 
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Quando fornecido durante 24 horas, a solução contendo 100 µM SNP 

reduziu a longevidade das flores em 16% (Tabela 1). Já, quando fornecido 

durante 48 horas, as soluções contendo 5 e 10 µM SNP promoveram aumento 

da longevidade em 35 e 25%, respectivamente. A concentração de 500 µM 

causou efeito deletério, reduzindo a longevidade em 60, 58 e 50% quando 

fornecido por 6, 24 e 48 horas respectivamente.  

Em Lupinus havardii, o tratamento com 100 µM de SNP reduziu a 

longevidade (SANKHLA et al., 2005). Em rosas, o tratamento com 100 µM SNP 

não alterou a longevidade floral (SEYF et al., 2012) e o tratamento com 40 µM 

SNP por 24 horas inibiu em cerca de 70% a produção de etileno e dobrou a 

vida de vaso das flores (MORTAZAVI et al., 2011). Em flores de cravo, foi 

observado aumento de 50% na vida pós-colheita quando tratadas com 10 mg 

L-1 DETA/NO (BOWYER et al., 2003). Em ptilotus, espécie insensível ao 

etileno, o aumento da vida pós-colheita com o uso de 10 e 100 ppm DETA/NO 

foi relacionado à manutenção do balanço hídrico (BOWYER; WILLS, 2003). 

Flores de E. ibaguense mantidas em solução contendo 500 µM de SNP 

apresentaram, 48 horas após o tratamento, escurecimento do labelo (Figura 1), 

inviabilizando o produto para comercialização.  

Baixas concentrações de NO em muitas flores cortadas e em frutos são 

mais eficientes em estender a vida pós-colheita comparadas às concentrações 

mais altas e os efeitos benéficos ou prejudiciais dos doadores de NO 

dependem da concentração e da sensibilidade dos genótipos em estudo (SEYF 

et al., 2012). Adicionalmente, alta concentração de NO pode causar toxidez por 

ser capaz de produzir cianeto, afetando o metabolismo celular 

(PROCHÁZKOVÁ; WILHELMOVÁ, 2012) ou devido sua reação com o ânion 

superóxido (SEYF et al., 2012). Em flores cortadas de Phlox paniculata L. 200 

µmol L-1 de SNP na solução de vaso causou amarelecimento das folhas e 

promoveu a senescência, sendo que, o uso de sacarose ou 1-MCP, juntamente 

com o SNP, minimizou a toxidez desse composto (SANKHLA et al., 2004). Os 

resultados obtidos nesse trabalho sugerem que o escurecimento no labelo de 

E. ibaguense provocado pelo SNP decorre da toxidez por NO quando esse 

composto é fornecido em altas concentrações, comprovando que, o efeito do 

NO em flores é dependente da concentração. 
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As setas indicam a injúria causada pelo SNP no labelo e no detalhe, flor com labelo escurecido. 

 
Figura 1 - Inflorescências de Epidendrum ibaguense 48 horas após o 

tratamento com 0 (A) e 500 µM (B) de SNP, em solução de 
condicionamento.  

 

 

A percentagem de abscisão aumentou ao longo do período de 

avaliação, com destaque para os efeitos promovidos pela solução contendo 

500 µM de SNP, independente do tempo de ‘pulsing’ (Tabela 2). As 

inflorescências tratadas com 500 µM de SNP apresentaram, no segundo dia, 

5,2, 7,3 e 18,1% de flores caídas quando tratadas por 6, 24 e 48 horas, 

respectivamente, enquanto, o controle, apresentou no máximo, 1,1%. Da 

mesma forma, o uso de 10 a 200 µmol L-1 SNP na solução de vaso de flores 

Phlox paniculata L. promoveu a abscisão (SANKHLA et al., 2004).  

 

 

A 

B 
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Tabela 2 - Percentagem de abscisão acumulada de flores de Epidendrum ibaguense tratadas com soluções de diferentes 
concentrações de SNP por diferentes períodos 

 

‘Pulsing’ 
(horas) SNP (µM) 

Dias após aplicação do tratamento 

1 2 3 4 5 

6 

      
0 0±0 1,1±1,10 2,4±1,48 4,8±2,97 15,9±8,87 
5 0±0 1,2±1,20 3,9±2,55 6,2±3,43 13,1±4,02 
10 0±0 0±0 1,4±1,40 5,4±2,41 18,1±7,28 
50 0±0 0±0 0±0 5,1±3,37 15,0±7,63 

100 0±0 0±0 0±0 12,6±5,38 32,0±11,01 
500 0±0 5,2±2,62 - - - 

      

24 

      
0 0±0 0±0 0±0 1,3±1,3 9,6±5,55 
5 0±0 0±0 0±0 2,3±1,41 5,7±3,93 
10 0±0 0±0 0±0 3,3±3,30 7,6±7,60 
50 0±0 0±0 1,4±1,40 4,7±3,28 18,0±4,82 

100 0±0 0±0 0±0 4,2±4,20 - 
500 0±0 7,3±5,96 - - - 

      

48 

      
0 0±0 0±0 1,4±1,40 5,7±2,67 - 
5 0±0 0±0 0±0 12,5±5,17 16,2±3,99 
10 0±0 0±0 0±0 0±0 11,1±7,65 
50 0±0 3,0±3,00 4,6±4,60 10,0±6,20 - 

100 0±0 1,2±1,20 1,2±1,20 21,5±6,11 - 
500 0±0 18,1±11,94 - - - 

      
* Média ± erro-padrão da média. 
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A percentagem de flores murchas aumentou ao longo dos dias 

avaliados, independente do tratamento (Tabela 3). O aumento e posterior 

queda na percentagem de flores murchas no 4º e 5º dias, em alguns 

tratamentos, explicam-se pelo aumento na abscisão. De maneira semelhante, 

elevada percentagem de murchamento nas inflorescências de E. ibaguense a 

partir do 4º dia de armazenamento, foi observada quando estas não foram 

tratadas com inibidores da síntese e da ação do etileno (AVG e STS) e 

sacarose (MAPELI et al., 2009). 

No segundo dia, inflorescências tratadas com 500 µM de SNP, mesmo 

mostrando sintomas de toxidez, apresentaram menores percentagens de flores 

murchas sendo, 1,2% nas flores tratadas por 6 horas ou não apresentaram 

murchamento nas flores tratadas por 24 ou 48 horas (Tabela 3), sugerindo um 

possível papel do SNP na manutenção do balanço hídrico nos estádios iniciais 

da senescência. Ao final do período de avaliação, inflorescências tratadas com 

5 µM de SNP por 6 horas apresentaram redução na percentagem de 

murchamento em 32% comparado ao controle. De maneira similar, Chang-li et 

al. (2011) observaram, em flores de cravo tratadas com 0,1 mmol L-1 SNP, 

retardo no murchamento das pétalas e manutenção do balanço hídrico. Em E. 

ibaguense, o aumento na queda das flores provocadas pelo SNP e a redução 

no murchamento sugere que a abscisão não esteja relacionada à redução no 

teor hídrico das pétalas e sim, à produção de etileno.  

O número de flores abertas se reduziu ao longo do período de 

avaliação e, no 5º dia após o tratamento, a menor percentagem de flores 

abertas pode ser relacionada ao aumento na percentagem de flores murchas 

ou caídas (Tabela 4). No 5º dia, a maior percentagem flores abertas (60,3%) foi 

observado nas inflorescências tratadas com 5 µM de SNP por 6 horas, e a 

menor (43,2%) nas inflorescências tratadas com 50 µM de SNP por 24 horas. 

As inflorescências tratadas com 50 µM por 48 horas, 100 µM por 24 horas e 

500 µM por 6, 24 e 48 horas não foram avaliadas no 5º dia pelo excesso de 

flores murchas, caídas ou por apresentarem sintomas de toxidez em dias 

anteriores. 
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Tabela 3 - Percentagem de murchamento de flores de Epidendrum ibaguense tratadas com soluções de diferentes 
concentrações de SNP por diferentes períodos 

 

‘Pulsing’ 
(horas) SNP (µM) 

Dias após aplicação do tratamento 

1 2 3 4 5 

6 

      
0 4,9±2,23 10,0±5,06 10,0±4,49 24,3±9,10 54,19±6,65 
5 2,6±2,66 2,5±2,50 6,0±3,06 18,3±6,15 36,5±6,04 
10 4,6±1,90 5,9±1,50 8,7±0,93 33,6±7,03 46,0±2,54 
50 0±0 4,3±2,69 11,0±7,30 41,4±9,91 44,5±5,90 

100 1,8±1,80 4,8±3,15 4,8±3,15 33,6±4,03 45,1±6,95 
500 0±0 1,2±1,25 - - - 

      

24 

      
0 0±0 9,1±4,49 11,8±5,17 47,3±5,49 45,5±2,98 
5 0±0 0±0 1,05±1,05 43,0±10,86 51,6±21,65 
10 0±0 0±0 0±0 43,1±5,01 49,1±3,70 
50 3,0±3,00 5,4±4,14 4,6±4,61 49,0±4,42 53,2±5,28 

100 0±0 1,3±1,30 13,8±5,02 67,1±5,18 - 
500 0±0 0±0 - - - 

      

48 

      
0 0±0 2,85±1,74 7,04±3,91 56,5±2,07 - 
5 0±0 4,04±2,49 6,6±4,09 37,0±7,08 41,6±0,26 
10 0±0 2,9±1,85 3,3±3,30 48,6±7,20 39,39±6,06 
50 3,0±3,00 6,3±1,61 7,9±4,87 56,8±4,03 - 

100 0±0 1,25±1,25 18,1±3,48 66,7±3,44 - 
500 0±0 0±0 - - - 

      
* Média ± erro-padrão da média. 
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Tabela 4 - Percentagem de flores abertas de Epidendrum ibaguense tratadas com soluções de diferentes concentrações de 
SNP por diferentes períodos 

 

‘Pulsing’ 
(horas) SNP (µM) 

Dias após aplicação do tratamento 

0 1 2 3 4 5 

6 

       
0 100±0 89,6±4,61 88,9±5,53 88,8±4,82 74,4±9,85 41,2±8,04 
5 86,1±3,06 87,0±4,09 86,6±2,77 91,0±2,79 78,2±6,63 60,3±7,86 
10 91,8±3,00 88,8±3,36 90,3±3,32 88,5±1,43 64,4±7,29 45,5±5,15 
50 95,6±1,80 97,0±1,81 94,0±2,54 88,9±7,30 62,2±11,09 58,8±4,84 

100 92,8±5,53 92,4±3,93 89,3±3,65 95,1±3,15 67,5±4,38 45,2±5,85 
500 98,8±1,11 100±0 97,6±1,45 - - - 

       

24 

       
0 96,5±2,19 96,5±2,19 87,5±3,74 88,1±5,17 53,2±5,19 44,9±3,05 
5 97,3±1,64 98,7±1,25 98,7±1,25 98,9±1,05 57,5±10,82 51,3±26,38 
10 100±0 100±0 100±0 100±0 56,8±5,02 48,0±1,92 
50 93,3±3,65 90,5±4,72 90,5±4,72 94,3±5,71 51,5±4,77 43,2±4,53 

100 97,1±2,85 98,5±1,43 98,6±1,33 87,4±5,61 34,7±5,95 - 
500 96,6±3,33 96,9±3,07 91,1±7,48 - - - 

       

48 

       
0 95,7±1,75 100±0 97,14±1,75 94,3±4,16 44,5±1,49 - 
5 93,4±2,83 95,1±3,05 91,3±3,94 93,3±4,09 64,2±7,12 54,1±9,40 
10 93,4±3,45 95,9±1,70 93,6±2,04 96,6±3,33 51,8±6,84 50,0±16,6 
50 98,5±1,43 95,4±3,05 89,5±3,88 89,5±6,56 42,3±42,3 - 

100 94,3±1,53 95,6±1,87 93,1±0,61 81,8±3,47 30,4±2,43 - 
500 100±0 100±0 86,8±8,44 - - - 

       
* Média ± erro-padrão da média. 
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3.2. Experimento II: efeito da solução de SNP fornecida via pulverização 

 

A maior longevidade (7,2 dias) foi observada nas flores pulverizadas 

com 10 µM de SNP, ocorrendo aumento de 5 % em relação ao controle (Tabela 

5), que apresentou longevidade média de 6,5 dias.  A menor longevidade (5,1 

dias) foi observada quando as inflorescências foram pulverizadas com 500 µM 

de SNP, à semelhança do observado no experimento I, com redução de 25 % 

em relação ao controle.  

 

Tabela 5 - Longevidade, em dias, de inflorescências de Epidendrum ibaguense 
pulverizadas com soluções de diferentes concentrações de SNP 

 

SNP (µM) Longevidade* 

  
0 6,8 ± 0,25 
5 6,9 ± 0,50 

10 7,2 ± 0,12 
50 6,7 ± 0,43 

100 6,8 ± 0,56 
500 5,1 ± 0,36 

  
* Média ± erro-padrão da média. 

 

 

A vida pós-colheita de flores cortadas de cravo aumentou cerca de 

30% quando tratadas com 1 e 5 µL L-1 NO (BOWYER et al., 2003). Em E. 

ibaguense, os resultados mostram o efeito deletério da pulverização com SNP 

em altas concentrações, seja pela produção de cianeto (PROCHÁZKOVÁ; 

WILHELMOVÁ, 2012) ou devido sua reação com o ânion superóxido (SEYF et 

al., 2012). 

Diferentemente do observado em flores tratadas com SNP em solução 

de condicionamento, as flores pulverizadas com 500 µM de SNP não 

apresentaram escurecimento do labelo (Figura 2). Esse resultado comprova 

que o efeito do SNP em E. ibaguense, fornecido em altas concentrações, é 

dependente do modo de aplicação. 
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Figura 2 - Inflorescência de Epidendrum ibaguense 48 horas após a 
pulverização com 0 (A) e 500 µM (B) de SNP.  

 

 

Inflorescências pulverizadas com 500 µM de SNP apresentaram maior 

percentagem de abscisão desde o início até o final do período avaliado (Tabela 

6). Estas inflorescências apresentaram, no 6º dia, 84% de abscisão foliar, 

sendo 39% a mais que o controle. Até o 3º dia, a percentagem de abscisão foi, 

nas inflorescências pulverizadas com 5, 10, 50, e 100 µM SNP, menor que o 

valor observado no controle, constatando-se maior diferença (5,5%) nas 

inflorescências pulverizadas com 50 µM de SNP. Ao final do experimento, a 

menor percentagem de abscisão (56%) foi observada nas inflorescências 

A 

 

B 
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pulverizadas com 50 µM de SNP, uma redução de 10 % em relação ao 

controle. O aumento na taxa de abscisão de flores tratadas com 500 µM de 

SNP comprovou o efeito deletério do SNP em E. ibaguense, e sugere que não 

ocorreu inibição da síntese ou ação do etileno com o tratamento. Mapeli et al. 

(2009), verificaram a inibição de 81,5% na percentagem de abscisão de flores 

de E. ibaguense pulverizadas com 1,5 e 2 mM AVG e concluíram que a 

abscisão de flores dessa espécie está relacionada ao etileno. 

A percentagem de flores murchas na inflorescência variou ao longo do 

período avaliado, devido à abscisão das flores (Tabela 7). Um aumento com 

posterior queda na percentagem de flores murchas está relacionado à 

abscisão, não podendo ser considerado bom índice para comparar os 

tratamentos. Maior percentagem de murchamento foi observada a partir do 5º 

dia de avaliação. Em rosas, 50 µM SNP na solução de condicionamento foi 

mais eficiente em promover aumento na absorção de água e massa fresca, 

comparado ao controle e ao tratamento com 100 µM SNP (SEYF et al., 2012). 

Inflorescências pulverizadas com SNP apresentaram redução na 

percentagem de abertura floral ao longo do período avaliado (Tabela 8), 

independente da concentração utilizada, semelhante às tratadas com solução 

de SNP em vaso. Flores pulverizadas com 500 µM de SNP apresentaram 

redução de 23, 30 e 22% na percentagem de flores abertas comparado ao 

controle, no 4º, 5º e 6º dias, respectivamente, devido à alta taxa de abscisão. 

Assim, pode-se concluir que o efeito do SNP na longevidade das flores 

de E. ibaguense foi dependente da concentração e do modo de aplicação. 

Além disso, o NO causou efeito deletério, quando aplicado em altas 

concentrações, por meio do aumento da abscisão de flores e escurecimento do 

labelo. Estudos futuros podem possibilitar o conhecimento do mecanismo de 

ação do NO em flores cortadas.   
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Tabela 6 - Percentagem de abscisão acumulada de flores de Epidendrum ibaguense pulverizadas com soluções de diferentes 
concentrações de SNP 

 

SNP (µM) 
Dias após aplicação do tratamento 

1 2 3 4 5 6 7 
        

0 5,0±1,52 9,6±1,17 12,1±1,40 18,4±3,65 26,0±5,92 44,6±6,96 56,1±5,97 
5 4,2±2,02 5,2±2,82 8,3±3,30 17,2±5,50 21,9±4,87 38,0±7,30 50,6±7,45 
10 2,1±1,36 4,8±2,12 9,8±3,63 13,5±5,13 23,4±7,27 46,5±4,92 52,7±4,57 
50 3,9±1,32 6,0±2,07 6,6±1,92 15,8±1,96 25,3±5,39 48,5±2,58 52,7±5,11 

100 2,7±1,21 4,8±2,42 8,6±2,85 18,8±2,23 28,7±3,73 42,7±6,59 54,4±4,99 
500 9,1±1,52 14,4±3,72 14,4±3,72 34,5±5,51 59,7±5,27 84,0±2,86 - 

        
* Média ± erro-padrão da média. 

 

 



 

 

  24 

 
Tabela 7 - Percentagem de murchamento de flores de Epidendrum ibaguense pulverizadas com soluções de diferentes 

concentrações de SNP 
 

SNP (µM) 
Dias após aplicação do tratamento 

1 2 3 4 5 6 7 
        

0 3,0±2,42 2,6±0,68 5,9±2,19 2,0±1,38 12,2±1,11 24,7±6,47 14,2±2,10 
5 0,6±0,6 3,5±1,83 4,9±2,58 2,2±0,94 21,5±4,74 18,5±7,07 9,2±1,91 

10 2,2±0,93 4,2±2,50 6,8±2,22 4,0±1,19 13,9±2,17 14,9±2,60 6,8±4,87 
50 2,6±1,13 1,5±1,50 7,1±1,84 9,7±2,25 16,6±2,23 6,94±2,68 17,8±4,41 

100 0±0 5,11±1,74 6,7±1,44 7,6±2,15 24,2±6,49 4,6±4,19 19,4±9,48 
500 2,0±0,86 1,9±1,23 5,9±2,61 6,0±2,72 11,8±5,24 12,1±7,22 - 

        
* Média ± erro-padrão da média. 
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Tabela 8 - Percentagem de flores abertas de inflorescências de Epidendrum ibaguense pulverizadas com soluções de 
diferentes concentrações de SNP 

 

SNP (µM) 
Dias de armazenamento 

0 1 2 3 4 5 6 7 

         
0 99,1±0,83 96,2±1,18 93,0±1,39 87,4±2,49 91,8±2,24 78,4±4,18 53,7±5,42 51,6±3,68 
5 96,5±1,53 95,1±1,77 91,2±2,25 87,4±5,66 83,6±8,14 65,1±5,83 57,2±3,72 53,3±2,41 
10 93,5±1,67 92,5±1,78 91,4±4,33 83,8±5,75 87,2±4,04 71,6±4,06 54,0±1,72 55,1±2,42 
50 94,7±0,83 94,1±2,05 93,4±2,25 90,2±3,65 82,3±4,66 67,6±6,17 57,9±2,60 49,0±4,43 

100 93,8±1,97 99,3±0,66 92,1±1,28 89,5±2,54 81,8±2,34 61,7±7,11 66,4±3,50 53,5±6,77 
500 98,3±1,03 92,2±1,50 89,3±4,46 86,0±3,51 68,0±6,44 48,1±8,56 31,5±7,33 - 

         
* Média ± erro-padrão da média. 
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4. CONCLUSÕES 

 

1. Inflorescências tratadas com SNP em solução de condicionamento 

apresentaram redução na percentagem de murchamento das flores até 48 

horas após o tratamento. 

 

2. Inflorescências tratadas com 500 µM de SNP apresentaram redução na 

longevidade e aumento na percentagem de abscisão, independente do 

modo e tempo de aplicação. 

 

3. O SNP fornecido via solução de condicionamento e em alta concentração 

causou toxidez nas inflorescências, que apresentaram escurecimento do 

labelo 48 horas após o tratamento. 
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CAPÍTULO 2 

RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS DE FLORES DE Epidendrum ibaguense 
TRATADAS COM SOLUÇÃO CONTENDO ALTA CONCENTRAÇÃO DE 

ÓXIDO NÍTRICO 
 

 

RESUMO: O óxido nítrico (NO) foi identificado como agente inibidor da 
senescência e da deterioração de flores e hortaliças podendo, dentre outras 
funções, dissipar o excesso de radicais livres do tecido. No entanto, pode 
resultar em danos celulares quando em excesso. O objetivo desse trabalho foi 
estudar as modificações ocorridas no sistema antioxidativo de inflorescências 
de Epidendrum ibaguense, tratadas com solução contendo alta concentração 
de nitroprussiato de sódio (SNP). As hastes de E. ibaguense foram 
pulverizadas ou mantidas em solução de condicionamento contendo 500 µM de 
SNP por 6 horas, com os respectivos controles em água. Após o tratamento, as 
hastes foram mantidas em vasos contendo água desionizada até o final da vida 
de vaso. Foi avaliada a atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD), 
catalase (CAT), peroxidase (POD), ascorbato peroxidase (APX) e 
polifenoloxidase (PPO). Em flores pulverizadas com SNP observou-se inibição 
para a atividade da POD. A atividade das enzimas CAT, APX e PPO não foi 
alterada pelo SNP. Houve inibição de 47%, comparado ao controle, para a 
atividade da SOD em flores tratadas com SNP em vaso, 48 horas após a 
aplicação do tratamento, quando as flores foram eliminadas devido ao 
escurecimento do labelo, sugerindo que o dano tenha sido causado pela 
inibição da atividade de enzimas antioxidativas pelo SNP. Dessa forma, o 
excesso de NO no tecido inibe a atividade de enzimas do sistema antioxidativo.  
Palavras-chave: solução de vaso, pulverização, enzimas antioxidativas. 
 

ABSTRACT: Nitric oxide (NO) has been identified as an inhibitor of senescence 
and deterioration of flowers and vegetables can dissipate excess free radical 
issue. However, NO may result in cellular damage when excessive. This work 
aimed to study the change in the antioxidative system of cut inflorescences of 
Epidendrum ibaguense treated with high concentrations of sodium nitroprusside 
(SNP). Cut inflorescences of Epidendrum ibaguense were treated with solution 
containing 500 µM SNP in conditioning solution for six hours and sprayed with 
the same solution until complete wetting, in different experiments. Then, the 
inflorescences were maintained in vase containing desionized water until the 
end of vase life. We evaluated the activity of the enzymes superoxide 
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), ascorbate peroxidase 
(APX) and polyphenol oxidase (PPO). In flowers sprayed with SNP observed 
inhibition of POD. CAT, APX and PPO activities was not affected by SNP. 
There was inhibition of 47% compared to control for SOD activity in flowers 
treated with SNP in conditioning solution, 48 hours after treatment, when the 
inflorescences were eliminated due to the darkening of the labellum, suggesting 
that the damage was caused by inhibition of the activity of antioxidant enzymes 
by SNP. Thus, excess NO inhibits the enzyme activity of the antioxidant system. 
Key-words: conditioning solution, sprayed, antioxidative enzymes.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A espécie Epidendrum ibaguense Kunth (Orchidaceae) está entre as 

espécies ornamentais com grande potencial para comercialização como flor de 

corte (FINGER et al., 2008). No entanto, apresenta abertura floral irregular e 

incompleta, além de intensa descoloração e murchamento das flores, o que 

ocorre dentro de poucos dias após a colheita. A senescência pós-colheita é 

uma das principais limitações à comercialização de várias espécies de flores 

cortadas e um esforço considerável tem sido dedicado ao desenvolvimento de 

tratamentos para ampliar a vida de vaso dos produtos (MOURA et al., 2010). 

Na fase de senescência e quando as plantas são submetidas a algum 

estresse fisiológico podem ocorrer alterações bioquímicas, que geram espécies 

reativas de oxigênio (ROS) como ânion superóxido (O2
.), radicais hidroxil (OH-), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (O2) (SIS et al., 2012). 

Quando acima do limiar, as ROS podem danificar proteínas e lipídeos, levando 

à perda de integridade e funcionalidade das membranas (SIS et al., 2012). As 

ROS são controladas e balanceadas pelo sistema antioxidativo e as células 

podem reagir ao acúmulo das ROS pelo aumento da atividade das enzimas 

antioxidativas como dismutase do superóxido (SOD, EC 1.15.1.1), catalase 

(CAT, EC 1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) (BAVITA et al., 

2012).  

O óxido nítrico (NO) é uma molécula multifuncional que exerce 

importante papel em resposta ao estresse e à senescência de produtos 

hortícolas (DEL RÍO et al., 2004). Como observado em raízes de batata-doce 

(YIN et al., 2012) dissipa o excesso de radicais livres do tecido, suplementando 

outros mecanismos de detoxificação das plantas (DEL RÍO et al., 2004). O NO 

tem a capacidade de reagir com alguns radicais, como o O2
-, produzindo 

peroxinitrito (ONOO-) e também pode estar envolvido em outros processos 

fisiológicos, bioquímicos e moleculares durante o crescimento e 

desenvolvimento das plantas (YANG et al., 2010).  

Em plantas de milho submetidas à deficiência de ferro, o NO 

potencializa o sistema antioxidativo, reagindo diretamente com as ROS ou 

ativando enzimas do sistema antioxidativo. Consequentemente, protege as 

plantas do estresse oxidativo (SUN et al., 2007). A SOD, primeira linha de 
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defesa contra o O2
-, é significativamente regulada pelo NO em frutos de 

pêssego (SIS et al., 2012) e tomate (ZHAO et al., 2011). A atividade da CAT 

em frutos de pêssego tratados com 1 mM SNP foi 1, 17 e 1, 36 vezes maior 

que em frutos controle (não tratados) 20 e 30 dias após o tratamento, 

respectivamente (SIS et al., 2012). O efeito protetor do SNP também foi 

observado em trigo submetido ao estresse por alta temperatura (BAVITA et al., 

2012). Em maçãs, o tratamento com 10 mg L-1 2,2’-(hidroxinitrosohydrazino)-

bisetanamina (DETA/NO) inibiu a atividade da polifenol oxidase (PPO, EC 

1.10.3.1) e o consequente escurecimento na superfície do fruto (HUQUE et al., 

2013).  

Em flores de cravo tratadas com 0,1 mmol L-1 SNP foi observado 

aumento de 7,4 dias na vida de vaso, comparado ao controle e melhoria do 

sistema antioxidativo com ativação das enzimas SOD, POD, CAT e APX e 

consequente eliminação das ROS (CHANG-LI et al., 2011). Em brotos de 

bambu, a aplicação de SNP estendeu a vida pós-colheita e promoveu 

manutenção da qualidade, inibindo a atividade das enzimas fenilalanina amônia 

liase (PAL, EC 4.3.1.5), PPO e POD (YANG et al., 2010). Em E. ibaguense, 

conforme discutido no capítulo anterior, foi observado redução da longevidade 

em até 3 dias quando as inflorescências foram tratadas com 500 µM de SNP 

em vaso, e de 1,7 dias quando pulverizadas com a mesma solução. 

O objetivo deste trabalho foi estudar as modificações ocorridas no 

sistema antioxidativo de inflorescências cortadas de E. ibaguense, tratadas 

com solução contendo 500 µM de SNP. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

As plantas de E. ibaguense foram cultivadas no campo de produção do 

Setor de Floricultura da Universidade Federal de Viçosa – MG (20º 45’ latitude 

sul, 45º51’ longitude oeste; altitude de 642 m). As hastes foram colhidas entre 7 

e 8 horas no estádio 10 de abertura floral (mais da metade do número de 

botões florais abertos), conforme estabelecido por Moraes (2003). Após a 

colheita, foram colocadas em baldes contendo água e levadas ao laboratório, 

onde foi feito a padronização do comprimento para 25 cm, com o corte na base 

da haste em água.  
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Após a padronização, as hastes foram distribuídas ao acaso e tratadas 

com solução contendo 500 µM de SNP em dois modos de aplicação: solução 

de condicionamento (“pulsing”) ou pulverização.  O respectivo controle foi 

tratado com água. As hastes tratadas com SNP em solução de 

condicionamento foram mantidas em vasos com 400 mL da solução por 6 

horas e, inflorescências tratadas com SNP via pulverização, foram pulverizadas 

até o completo molhamento utilizando cerca de 15 mL de solução.  

Após o tratamento, as hastes foram mantidas em vaso contendo 400 

mL de água desionizada até o final da longevidade. Foi considerado como fim 

da vida de vaso quando as inflorescências apresentavam mais de 50% de 

abscisão ou murcha das flores (MORAES et al., 2007). 

A troca da água do vaso e o corte a 2 cm na base da haste foram feitos 

a cada dois dias. 

Os experimentos foram conduzidos à temperatura de 25 ºC, umidade 

relativa de 50-70% e iluminação constante (7-10 µmol m-2 s-1). Antes do 

tratamento e 24, 48 e 96 horas após, determinou-se a atividade das enzimas 

SOD, CAT, POD, APX e PPO.  

 

2.1. Obtenção do extrato enzimático bruto e determinação das atividades 
das enzimas SOD, CAT, POD e APX 

 

Foram coletadas, ao acaso, 0, 24, 48 e 96 horas após o tratamento, 0,3 

g de massa fresca de flores de E. ibaguense que foram imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido e mantidas em freezer horizontal a -20ºC, até 

o momento da análise. 

Para obtenção do extrato bruto para determinação da atividade das 

enzimas, o material vegetal foi homogeneizado em nitrogênio líquido, seguido 

da adição de 2 mL de meio de extração, filtração através de quatro camadas de 

gaze e de centrifugação a 12.000 g, por 15 minutos. O sobrenadante foi 

utilizado para determinação da atividade enzimática. Todas as etapas 

necessárias ao processo de extração foram realizadas a 4ºC. 

O meio de extração foi composto de tampão fosfato de potássio a 0,1 

M pH 6,8, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0,1 M, fluoreto de 
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fenilmetilsulfônico (PMSF) a 1 mM e 1% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) (p/v) 

(PEIXOTO et al., 1999). 

 

2.1.1. Determinação da atividade da SOD (EC 1.15.1.1) 

 

Para determinação da atividade da SOD, alíquotas de 30 µL do extrato 

enzimático bruto foi adicionado a 2,79 mL do meio de reação contendo tampão 

fosfato de sódio a 50 mM pH 7,8, metionina a 13 mM, azul de p-nitro tetrazólio 

(NBT) a 75 µM, EDTA  a 0,1 mM e riboflavina a 2 µM (DEL LONGO et al., 

1993).  

A reação foi conduzida a 25 ºC em câmara de reação sob iluminação 

de lâmpada fluorescente de 15 W mantida no interior de uma caixa fechada. 

Após 5 minutos de exposição à luz, a iluminação foi interrompida e a 

formazana azul produzida pela fotorredução do NBT foi medida a 560 nm 

(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A absorbância a 560 nm, de um meio de 

reação exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro, por igual tempo, 

serviu de “branco” e foi subtraído da leitura da amostra que recebeu 

iluminação. Uma unidade (U) de SOD foi definida como a quantidade da 

enzima necessária para inibir em 50% a fotorredução do NBT (BEAUCHAMP; 

FRIDOVICH, 1971) e a atividade da enzima foi expressa em U SOD min-1 mg-1 

proteína. 

 

2.1.2. Determinação da atividade da CAT (EC 1.11.1.6) 

 

Para determinação da atividade da CAT, alíquotas de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto foi adicionado a 2,9 mL do meio de reação contendo tampão 

fosfato de potássio a 50 mM pH 7,0 e H2O2 a 12,5 mM (HAVIR; MCHALE, 

1987). O decréscimo na absorbância a 240 nm à temperatura de 25ºC foi 

medido durante o primeiro minuto de reação. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar do H2O2 de 36 M-1 cm-1 

(Anderson et al., 1995) e expressa em µmol H2O2 consumido min-1 mg-1 

proteína. 
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2.1.3. Determinação da atividade da POD (EC 1.11.1.7) 

  

Para determinação da atividade da POD, alíquotas de 0,1 mL do 

extrato enzimático bruto foi adicionado a 2,9 mL do meio de reação contendo 

tampão fosfato de potássio a 25 mM pH 6,8, guaicol a 20 mM e H2O2 a 20 mM. 

O acréscimo na absorbância a 420 nm à temperatura de 25ºC foi medido 

durante o primeiro minuto de reação (KAR; MISHRA, 1976). A atividade 

enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar do guiacol 

de 26,6 mM-1 cm-1 e expressa em µmol guaiacol consumido min-1 mg-1 

proteína.  

 

2.1.3. Determinação da atividade da APX (EC 1.11.1.11) 

 

Para determinação da atividade da APX alíquotas de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto foi adicionado a 2,9 mL do meio de reação contendo tampão 

fosfato de potássio a 50 mM pH 6,0, ácido ascórbico a 0,8 mM e H2O2 a 1,0 

mM (NAKANO; ASADA, 1981, modificado por Koshiba, 1993). O decréscimo 

na absorbância a 290 nm à temperatura de 25ºC foi medido durante o primeiro 

minuto de reação. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o 

coeficiente de extinção molar do ascorbato de 2,8 mM-1 cm-1 (NAKANO; 

ASADA, 1981) e expressa em µmol ascorbato consumido min-1 mg-1 proteína. 

 

2.1.4. Determinação da atividade da enzima PPO (EC 1.10.3.1) 

 

Foram coletadas, ao acaso, 1,0 g de massa fresca de flores de E. 

ibaguense, que foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e 

mantidas em freezer horizontal a -20ºC até o momento da análise. 

Para obtenção do extrato bruto, o material vegetal foi triturado em 

politron juntamente com 5 mL de meio de extração composto de tampão fosfato 

de potássio a 0,1 M pH 6,5, 1% polivinilpirrolidona (PVP) (p/v) e 0,1% Triton X-

100 (p/v) até a completa homogeneização. Em seguida, esse homogeneizado 

foi centrifugado a 14.000 g por 30 minutos e o sobrenadante foi utilizado para 

determinação da atividade da enzima. Todas as etapas necessárias ao 

processo de extração foram realizadas a 4ºC (CONCELLÓN et al., 2004). 
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Para determinação da atividade enzimática, uma alíquota do extrato 

enzimático bruto foi adicionado ao meio de reação contendo 0,5 mL de tampão 

fosfato de potássio a 0,1 M pH 7,0 e 0,5 mL de catecol a 15 mM. A quantidade 

de extrato enzimático variou de acordo com a amostra, totalizando o volume 

total da reação de 1,5 mL. A atividade enzimática foi determinada em 

espectrofotômetro pela variação na absorbância a 420 nm, à temperatura de 

25ºC, durante 2,5 minutos. A atividade enzimática foi expressa em UA min-1 

mg-1 de proteína (KAVRAYAN; AYDEMIR, 2001). 

 

2.2. Análise quantitativa das proteínas 

 

As proteínas das amostras foram quantificadas de acordo com o 

método de Bradford (1976) utilizando soro albumina bovino como padrão. O 

valor obtido, em mg, foi utilizado para expressar a atividade das enzimas. 

 

2.3. Análise estatística 

 

Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso com cinco repetições. 

Os dados foram interpretados por meio da análise de variância e regressão 

utilizando o Sistema para Análises Estatísticas (SAEG), versão 9 

(UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIÇOSA – UFV, 2007). As médias referentes 

aos tratamentos qualitativos foram comparadas por meio do teste de Tukey a 

5% de probabilidade. Os valores obtidos a partir de tratamentos quantitativos 

foram submetidos à análise de regressão, sendo o modelo escolhido com base 

no coeficiente de determinação, no desvio-padrão dos coeficientes de 

regressão e no fenômeno biológico. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Experimento I: inflorescências tratadas com SNP em solução de 
condicionamento 

 

A atividade da SOD em inflorescências de E. ibaguense mantidas em 

água (controle) aumentou até 48 horas e reduziu de 48 até 96 horas (Figura 1). 
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Nas flores tratadas com SNP a atividade dessa enzima reduziu do início até o 

final do período avaliado, ocorrendo inibição de 47%, comparado ao controle, 

48 horas após a aplicação do tratamento, quando as flores foram eliminadas 

devido ao escurecimento do labelo.  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 1 - Atividade da SOD (U SOD min-1 mg-1 proteína) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense mantidas em água (—) e 
solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

As SODs são metaloenzimas que protegem as células dos radicais O2
● 

reduzindo-o a O2 e H2O2 e formam a primeira linha de defesa contra as ROS. 

Sua atividade tem sido associada aos estresses fisiológicos, como baixa 

temperatura, estresses hídricos e oxidativos (LURIE, 2003). Quando fornecido 

em baixas concentrações o NO promove ativação dessa enzima, 

potencializando o sistema de defesa. Assim, em raízes de batata-doce, o 

tratamento com 0,5 mM SNP aumentou em 33% a atividade da SOD. Já, o 

tratamento com 2-(4-carboxiphenil)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-
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oxide (cPTIO), sequestrador de NO, inibiu a atividade da enzima em 22% 

comparado ao controle (YIN et al., 2012). Portanto, o aumento da atividade 

dessa enzima poderia, além de proteger a célula do estresse oxidativo, retardar 

a senescência do produto, o que não ocorreu nas flores de E. ibaguense.  

Em frutos de kiwi tratados com 1 µmol L -1 NO foi observado ativação 

da SOD, porém, o tratamento com 2  µmol L -1 de NO inibiu a atividade da 

enzima e acelerou a senescência (ZHU et al., 2008), conforme observado em 

E. ibaguense. A redução da atividade da SOD em flores de E. ibaguense, 

mantidas em solução contendo alta concentração de SNP, pode ter causado o 

escurecimento do labelo dessas flores,  aumento das ROS e 

consequentemente, a senescência precoce.  

A atividade da CAT em inflorescências de E. ibaguense mantidas em 

água (controle) aumentou até 96 horas após o tratamento, apresentando 

crescimento linear (Figura 2).  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 2 - Atividade da CAT (µmol H2O2 min-1 mg-1 proteína) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense mantidas em água (—) e solução 
contendo 500 µM de SNP (−−−).  
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Nas inflorescências tratadas com solução de condicionamento 

contendo 500 µM de SNP a atividade da CAT permaneceu constante, não 

diferindo do controle até 48 horas após o tratamento (Figura 2). Em pêssego 

tratados com 0,5 e 1,0 mM SNP, o NO promoveu na atividade da CAT até 20 

dias após o tratamento comparado ao controle em água e, ao final da vida de 

prateleira, a atividade decresceu (SIS et al., 2012).  

Nas inflorescências controle, o aumento da atividade da CAT ao longo 

do período de armazenamento pode estar relacionado ao aumento da atividade 

da SOD até 48 horas após o tratamento. Uma vez que a CAT é uma enzima 

importante contra o estresse oxidativo por eliminar o H2O2 formado pela SOD 

formando H2O e O2 nas células (LURIE, 2003).  

Nas inflorescências tratadas com SNP, o NO não ativou a CAT, porém, 

essa ativação pode não ter ocorrido devido à inibição na atividade da SOD ao 

longo do período de avaliação. 

Em cravos tratados com 0,1 mM SNP, foi verificado estímulo à 

atividade da CAT com o SNP comparado ao controle mantido em água 

(CHANG-LI et al., 2011). Entretanto, esse aumento ocorreu do meio para o final 

do período de avaliação. Em nabos tratados com 100 µmol/L SNP ocorreu 

estímulo na atividade da CAT, comparado ao controle não tratado, no início do 

período avaliado (CHEN et al., 2007). O efeito protetor do NO em condições de 

estresse foi observado em raízes de trigo submetidas à alta temperatura e 

tratados com 50 e 100 µM SNP, comparado ao controle não tratado, pelo 

aumento da atividade da CAT (BAVITA et al., 2012). Em kiwi, verificou-se que o 

NO promove ativação das enzimas SOD e CAT mantendo a qualidade pós-

colheita (ZHU et al., 2008). Assim, esses resultados sugerem que o efeito do 

SNP varia de acordo com a espécie em estudo. 

Em flores de E. ibaguense, independente do tratamento, foi observado 

aumento da atividade da POD ao longo do período avaliado (Figura 3) 

podendo, essa enzima,  ser considerada enzima indicadora de senescência 

(SELÇUKCAN; CEVAHIR, 2008). Em frutos, com a maturidade observa-se 

aumento na atividade dessa enzima e decréscimo na atividade da SOD e CAT 

(LURIE, 2003).  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 3 - Atividade da POD (µmol min-1 mg-1 proteína) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense mantidas em água (—) e 
solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

O aumento da atividade da POD nas flores mantidas em água 

(controle) ocorreu 48 horas após o início do tratamento e, nas flores tratadas 

com SNP, a atividade da POD passou de 0,44 para 0,74 µmol guaiacol min-1 

mg-1 proteína até 48 horas após o tratamento, não diferindo do controle. A 

POD, juntamente com a CAT compõe o sistema de defesa das plantas 

removendo o H2O2 formado pela SOD.  O H2O2 é removido pela CAT ou POD 

para impedir a formação do radical hidroxil, altamente reativo, através da 

reação de Haber-Weiss (FORNEY, 2003).  

Em flores de E. ibaguense, o SNP não alterou a atividade da POD. Em 

tomate, o tratamento com 0,02 mM SNP promoveu ativação da POD durante o 

período avaliado (ZHAO et al., 2011). Em frutos de kiwi, o NO regulou a 

expressão das enzimas CAT, SOD e POD (ZHU et al., 2008). Possivelmente, a 
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não ativação da POD pelo SNP em E. ibaguense está relacionado à inibição da 

SOD, sugerindo que pouco H2O2 foi formado nas células.  

Em inflorescências cortadas de E. ibaguense tratadas ou não com 

SNP, a atividade da APX foi maior no dia da colheita e  se reduziu, de forma 

linear, ao longo do período de avaliação (Figura 4). Resultados semelhantes 

foram encontrados em flores de cravo mantidos em água ou solução contendo 

0,1 mM de SNP (CHANG-LI et al., 2011). 
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 4 - Atividade da APX (µmol ascorbato min-1 mg-1 proteína) em 

inflorescências cortadas de Epidendrum ibaguense mantidas em 
água (—) e solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

A APX, utilizando L-ascorbato como poder redutor, também é requerida 

para eliminar H2O2 das células sendo considerada indispensável para proteger 

cloroplastos e outros constituintes celulares de danos por H2O2 e radical OH- 

produzido a partir dele (ASADA, 1992). A atividade dessa enzima pode ser 
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inibida sob condições de estresse, promovendo acúmulo de H2O2 

(SCHUTZENDUBEL et al., 2001).  

A atividade da APX não foi alterada pelo SNP em solução de 

condicionamento se comparada ao controle para o mesmo período de 

avaliação, mesmo observando-se menor atividade dessa enzima nas 

inflorescências tratadas com SNP 24 ou 48 horas após o tratamento. Em 

nêsperas armazenadas a 1ºC e tratadas com cPTIO, a atividade da APX foi 

menor que em frutos controle (não tratados com cPTIO), mostrando que o NO 

pode ativar a APX em condições de estresse (XU et al., 2012). No entanto, os 

resultados obtidos nesse trabalho mostram que a ativação da APX pelo NO 

não ocorre em flores de E. ibaguense tratadas com solução contendo 500 µM 

de SNP. 

A tendência da PPO em inflorescências tratadas ou não com SNP foi 

de aumento ao longo do período avaliado (Figura 5). Esses dados corroboram 

com os encontrados por Yang et al. (2010) em brotos de bambu tratados com 

SNP e por Huque et al. (2013) em maças minimamente processadas tratadas 

com 10 mg L-1 DETA/NO. 

A atividade da PPO não diferiu entre as flores tratadas com SNP em 

solução de condicionamento e o controle, para o mesmo tempo de avaliação 

(Figura 5). A atividade média da PPO foi 5,0 e 4,7 UA min-1mg-1proteína em 

flores mantidas em água ou solução de SNP, respectivamente. 

A PPO, encontrada em muitos vegetais, está associada à pigmentação 

escura nos tecidos, relacionada à função de proteção (MARTINEZ; 

WHITAKER, 2000), uma vez que promove o escurecimento enzimático, 

catalisando a oxidação de mono e di-fenóis a o-quinonas (LICHANPORN et al., 

2009). Em Heliconia bihai observou-se redução para a atividade da PPO ao 

longo do período de armazenamento, e esse decréscimo foi atribuído à 

diminuição de compostos fenólicos que atuam como substrato para as reações 

de escurecimento (GUIMARÃES, 2008). Segundo Amiot et al. (1995) a 

atividade dessa enzima pode variar entre espécies, maturidade e condições de 

armazenamento, bem como a composição de fenóis. Em maçãs minimamente 

processadas, o tratamento com DETA/NO promoveu inibição da PPO, 

comparado ao controle não tratado, com consequente inibição do 

escurecimento (HUQUE et al., 2013). 
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 5 - Atividade da PPO (UA min-1 mg-1 proteína) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense mantidas em água (—) e 
solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

3.2. Experimento II: inflorescências pulverizadas com solução de SNP 

 

A atividade da SOD em flores de E. ibaguense mantidas em água 

apresentou comportamento linear ao longo do período avaliado (Figura 6). Em 

flores pulverizadas com SNP, a atividade média da SOD foi de 54,7 U SOD 

min-1mg-1proteína e a máxima de 71,6 U SOD min-1mg-1proteína, ocorrido 96 

horas após o tratamento, no entanto, não diferiu do controle.  

Nas flores pulverizadas com SNP, a ação do NO na atividade da SOD 

diferiu das flores tratadas com esse composto via solução de condicionamento 

visto que, quando fornecido diretamente às hastes, o SNP inibiu a atividade 

dessa enzima. A maior longevidade, observada nas flores pulverizadas com 

solução de SNP, pode estar relacionada à não inibição da atividade dessa 
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enzima conforme observado nas flores mantidas em solução de 

condicionamento com SNP. 
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 6 - Atividade da SOD (U SOD min-1 mg-1 proteína) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense pulverizadas com água (—) e 
solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 
 
 

A atividade da CAT em flores pulverizadas com água (controle) ou SNP 

apresentou comportamento quadrático, não diferindo estatisticamente entre os 

tratamentos (Figura 7). Dados semelhantes foram obtidos em flores de 

crisântemos mantidos em água (CHAKRABARTY et al., 2007).  

A atividade máxima da CAT foi 188 e 154 µmol H2O2 min-1mg-1proteína 

em flores pulverizadas com água ou solução de SNP, respectivamente (Figura 

7). O tratamento por pulverização com solução contendo 500 µM de SNP 

resultou em menor atividade da CAT, no entanto, não diferiu estatisticamente 

do controle para o mesmo período de avaliação. 
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 7 - Atividade da CAT (µmol H2O2 min-1 mg-1 proteína) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense pulverizadas com água (—) e 
solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

Nas flores de E. ibaguense, observou-se aumento da POD ao longo do 

período avaliado tanto nas inflorescências controle quanto nas pulverizadas 

com SNP. Maior atividade da POD (1,24 µmol guaicol min-1 mg-1 proteína) foi 

observada em inflorescências pulverizadas com água após 96 horas do 

tratamento (Figura 8). 

O NO aplicado via pulverização promoveu inibição da atividade dessa 

enzima tanto 24 quanto 96 horas após o tratamento. Em inflorescências 

pulverizadas com água (controle) a atividade da POD aumentou 180% até o 

final do armazenamento, já nas pulverizadas com SNP foi observado aumento 

de 70% no mesmo período. Isso significa que o NO em altas concentrações 

pode inibir a atividade de enzimas do sistema antioxidativo. 
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 8 - Atividade da POD (µmol guaicol min-1 mg-1 proteína) em 

inflorescências cortadas de Epidendrum ibaguense pulverizadas 
com água (—) e solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que o efeito do SNP na 

atividade da POD pode variar conforme a espécie em estudo, a concentração 

de SNP utilizada e o modo de aplicação, visto que a atividade dessa enzima 

não foi alterada em flores mantidas em solução de condicionamento contendo 

SNP. 

Em mudas de girassol foi observado decréscimo de 12% na atividade 

da POD quando essas foram tratadas com 0,1 µM de SNP e aumento de 1, 4 e 

10% quando as mudas foram tratadas com 10, 100 e 400 µM de SNP, 

respectivamente (SELÇUKCAN; CEVAHIR, 2008). Já, o tratamento com 0,1 

mM de SNP resultou em ativação da POD em flores de cravo, comparado ao 

controle mantido em água destilada (CHANG-LI et al., 2011). 
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A atividade da APX decresceu ao longo do período de avaliação tanto 

nas flores pulverizadas com água quanto nas pulverizadas com solução 

contendo SNP (Figura 9), conforme observado nas flores mantidas em solução 

de condicionamento contendo SNP ou água (Figura 4). A atividade média da 

APX foi 4,6 e 4,3 µmol ascorbato min-1 mg-1 proteína em inflorescências 

pulverizadas com água (controle) e solução, respectivamente.  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 9 - Atividade da APX (µmol ascorbato min-1 mg-1 proteína) em 

inflorescências cortadas de Epidendrum ibaguense pulverizadas 
com água (—) e solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

A atividade da APX não diferiu entre as flores pulverizadas com 

solução contendo 500 µM de SNP e o controle para o mesmo período de 

avaliação (Figura 9). Resultado similar foi observado em flores mantidas em 

solução de condicionamento contendo SNP. Já, frutos de pepino fumigados 

com 25 µL L-1 de NO apresentaram melhoria no sistema antioxidativo 

observando-se aumentos significativos na atividade da APX e consequente 
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inibição do ‘chilling’ quando armazenados a 2ºC (YANG et al., 2011). Em flores 

de cravo tratadas com solução contendo 0,1 mM de SNP foi observado 

aumento na atividade da APX em estádios mais avançados da vida de vaso 

(CHANG-LI et al., 2011). 

A tendência da atividade da PPO foi de aumento ao longo do período 

avaliado com média de 4,65 e 5,88 UA min-1 mg-1 proteína e máxima de 6,09 e 

8,65 em flores pulverizadas com água (controle) e solução de SNP, 

respectivamente. A atividade da PPO foi cerca de 40% maior, 96 horas após o 

tratamento, em flores pulverizadas com SNP, comparado ao controle, porém, 

não diferiu do controle (Figura 10).  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 10 - Atividade da PPO (UA min-1 mg-1 proteína) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense pulverizadas com água (—) e 
solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  
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A maior atividade da PPO 96 horas após o tratamento sugere uma 

possível ação desta enzima ao mecanismo de reparo do tecido danificado pelo 

NO em altas concentrações, embora não tenha sido verificada diferença 

estatística. Já, em brotos de bambu (Phyllostachys violascens) tratados com 

solução contendo 0,5 mM SNP foi verificada inibição da atividade da PPO e 

aumento na vida pós-colheita (YANG et al., 2010). 

O NO foi identificado como agente inibidor da senescência, bem como 

da deterioração de flores e vegetais (TOIVONEN, 2003). Entretanto, conforme 

observado nesse trabalho, constata-se que altos níveis de NO presentes no 

tecido podem resultar em efeitos deletérios à planta, como toxidez ou inibição 

da atividades de enzimas do sistema antioxidativo. Os resultados obtidos neste 

trabalho sugerem que o escurecimento do labelo, observado em flores de E. 

ibaguense tratadas com a solução de condicionamento, esteja relacionado com 

a inibição da atividade da SOD visto que, em flores pulverizadas com SNP, o 

NO não promoveu inibição da atividade dessa enzima e o escurecimento não 

foi observado.  Sabe-se que o NO é um radical livre e pode formar peroxinitrito 

na presença de ânions superóxido, contudo, os danos provocados por esse 

composto em inflorescências cortadas de E. ibaguense podem estar 

relacionados à produção de ROS. 

 

 

4. CONCLUSÕES 

 

1. O SNP promoveu inibição da atividade da SOD em flores de E. ibaguense 

tratadas com 500 µM de SNP via solução de condicionamento e, 

consequente escurecimento do labelo, 48 após o tratamento. 

 

2. O SNP aplicado sob pulverização promoveu inibição da atividade da POD 24 

e 96 horas após a aplicação. 

 

3. A atividade das enzimas CAT, APX e PPO não foi alterada pelo SNP. 
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CAPÍTULO 3 

ATIVIDADE DA FENILALANINA AMÔNIA LIASE, ACÚMULO DE 
COMPOSTOS FENÓLICOS SOLÚVEIS E PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA EM 
INFLORESCÊNCIAS DE Epidendrum ibaguense TRATADAS COM SNP 

 

RESUMO: O uso de nitroprussiato de sódio (SNP), doador espontâneo de 
óxido nítrico (NO), em altas concentrações causa escurecimento do labelo e 
abscisão precoce de flores de Epidendum ibaguense. O objetivo deste trabalho 
foi estudar a relação deste escurecimento com a atividade da enzima 
fenilalanina amônia liase (PAL) e o teor de compostos fenólicos solúveis, bem 
como estudar os efeitos do SNP sobre a integridade das membranas celulares. 
Inflorescências cortadas de E. ibaguense foram tratadas com solução contendo 
500 µM de SNP por 6 horas em vaso ou pulverizadas com a mesma solução 
até o completo molhamento, em diferentes experimentos, e o respectivo 
controle em água. Em seguida, as flores foram colocadas em vaso com água 
desionizada até o final da vida de vaso. Quando fornecido em solução de 
condicionamento o SNP promoveu ativação da PAL e não foram observadas 
diferenças no conteúdo de fenóis, extravasamento de eletrólitos e teores de 
aldeído malônico (MDA-TBA). Quando fornecido por pulverização, o SNP 
promoveu ativação da PAL 96 horas após o tratamento, aumento no conteúdo 
de fenóis 48 horas após o tratamento, aumento de 4% no extravasamento de 
eletrólitos 96 horas após tratamento, e aumento de 127% nos teores MDA-
TBA, 72 horas após o tratamento, comparado ao controle pulverizado com 
água. O aumento na atividade da PAL em flores tratadas com SNP em solução 
de condicionamento foi relacionado ao mecanismo de defesa, no entanto, os 
compostos fenólicos não foram causa do escurecimento observado nas flores. 
A pequena variação nos teores de MDA-TBA e extravasamento de eletrólitos 
sugere que o NO não foi capaz de comprometer as membranas celulares. 
Ainda, o aumento nos teores de MDA-TBA em flores pulverizadas com SNP 
mostrou que o efeito do NO depende do modo de aplicação e, nesse caso, 
promoveu a peroxidação lipídica.  
Palavras-chave: óxido nítrico, solução de condicionamento, pulverização, 
escurecimento. 
 
ABSTRACT: The use of sodium nitroprusside (SNP), spontaneous nitric oxide 
donor, in high concentrations cause darkening of the labellum and abscission of 
flowers of Epidendrum ibaguense. This work aimed investigate the 
relashionship of this darkening with the activity of enzyme phenylalanine 
ammonia lyase (PAL), accumulation of phenolic coumpounds soluble and study 
the effects of SNP on the integrity of cell membranes. Cut inflorescences of 
Epidendrum ibaguense were treated with solution containing 500 µM SNP in 
vase solution for six hours and sprayed with the same solution until complete 
wetting, in different experiments. Then, the inflorescences were maintained in 
vase containing desionized water until the end of vase life. The inflorescences 
kept in 500 µM SNP in conditioning solution showed activation of PAL and no 
differences were observed in phenolic content, electrolyte leakage and 
malondialdehyde levels (TBA-MDA). The inflorescences sprayed with SNP 
showed activation of PAL 96 hours after the treatment, increase in phenolic 
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content 48 hours treatment, increase of 4% in electrolyte leakage 96 hours after 
the treatment and increases in levels of 127 % MDA-TBA 72 hours after the 
treatment, compared with controls sprayed with water. The increase in PAL 
activity in flowers treated with SNP in conditioning solution may be related to 
defense mechanism, however, the phenolics compounds were not cause 
darkening observed in flowers. The small variation in concentration of TBA-
MDA and electrolyte leakage suggest that nitric oxide was not able to damaging 
the cell membranes. The increased level of TBA-MDA in flowers sprayed with 
SNP showed that the effect of nitric oxide depends upon the mode of 
application and in this case promoted lipid peroxidation.  
Key-words: nitric oxide, conditioning solution, sprayed, darkening. 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Epidendrum ibaguense Kunth (Orchidaceae) é uma planta terrestre que 

produz inflorescências durante praticamente todo o ano com considerável 

potencial para flor de corte. No Brasil há relatos de incidência dessa espécie 

em Minas Gerais, Roraima, Amapá, Amazonas, Pará e Rondônia 

(SUTTLEWORTH et al., 1991). Em virtude de suas propriedades fisiológicas, 

como as demais flores de corte, são consideradas produtos altamente 

perecíveis (PALIYATH et al., 2008). Segundo Finger et al. (2008) são flores 

altamente sensíveis ao etileno e a adoção de medidas para controle das 

perdas e manutenção da qualidade torna-se indispensável (MAPELI,  2009).  

Inúmeros trabalhos têm demonstrado o efeito benéfico da adição de 

produtos químicos nas soluções de condicionamento das flores de corte e, o 

óxido nítrico tem sido testado visando retardar a senescência (CHANG-LI et al., 

2011). Esse composto, exerce, possivelmente, o papel de proteção da célula 

contra o estresse oxidativo (YIN et al., 2012) ou regula a produção de etileno 

(MANJUNATHA et al., 2012). No entanto, o efeito do SNP, doador espontâneo 

de NO, em E. ibaguense parece ser dependente da concentração podendo, 

inclusive, inibir a atividade de enzimas do sistema antioxidativo quando 

utilizado em concentração muito alta, conforme observado no capítulo anterior. 

Adicionalmente, o uso de SNP causa escurecimento do labelo e abscisão 

precoce das flores de E. ibaguense (VIEIRA et al., 2012). Sabe-se que o NO, 

apesar de possuir efeito protetor nas células, é um radical livre e pode formar 

peroxinitrito na presença de ânions superóxido, levando à injúria em proteínas 
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ligadas à membrana (TOIVONEN, 2003). Em maçãs minimamente 

processadas o NO reduziu o conteúdo de fenóis, inibiu a atividade da 

fenilalanina amônia liase (PAL, EC 4.3.1.5), reduziu o extravasamento de íons, 

porém, não alterou os níveis de etileno e a peroxidação lipídica estimada pela 

produção de aldeído malônico (MDA) (HUQUE et al., 2013). 

A PAL é uma enzima chave e regulatória da rota biossintética dos 

fenilpropanóides, catalisando a desaminação do aminoácido L-fenilalanina em 

ácido transcinâmico, sendo esse o primeiro passo para a biossíntese dos 

fenólicos, metabólitos secundários produzidos pelas plantas em resposta a 

condições de estresse (TAIZ; ZEIGER, 2006). Devido à natureza e função dos 

fenilpropanoides, a atividade e ativação da PAL em condições de estresse têm 

sido consideradas como parte de um mecanismo de defesa (OHL et al., 1990). 

Os compostos fenólicos, pelo fato de serem facilmente oxidáveis, 

podem provocar escurecimento em plantas (CHOEHOM et al., 2004). O ácido 

transcinâmico, por exemplo, produzido na rota dos fenilpropanoides, pode ser 

convertido a compostos fenólicos que podem servir como substrato para as 

reações de escurecimento (NGUYEN et al., 2003). 

O estresse oxidativo, gerado pelas espécies reativas de oxigênio 

(ROS) pode provocar danos às proteínas, levando à diversas alterações na 

função celular, e uma das consequências é a peroxidação lipídica que pode ser 

considerada uma das maiores características da senescência de plantas 

(HODGES, 2003). A peroxidação lipídica é definida como uma cascata de 

eventos bioquímicos resultante da ação dos radicais livres sobre os lipídeos 

insaturados das membranas celulares, resultando na formação de 

hidroperóxidos lipídeos e aldeídos como o aldeído malônico que pode ser 

detectado em amostras biológicas e utilizado para se avaliar o estresse 

oxidativo (LIMA; ABDALLA, 2001). 

O objetivo deste trabalho foi estudar a relação entre o escurecimento 

do labelo de flores de E. ibaguense provocado pelo tratamento com SNP e a 

atividade da enzima PAL, teor de compostos fenólicos solúveis e, 

adicionalmente, estudar os efeitos do NO sobre a integridade das membranas 

celulares. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

As plantas de Epidendrum ibaguense foram cultivadas no campo de 

produção do Setor de Floricultura da Universidade Federal de Viçosa – MG 

(20º45’ latitude sul, 45º51’ longitude oeste; altitude de 642 m). As hastes foram 

colhidas entre 7 e 8 horas no estádio 10 de abertura floral (mais da metade do 

número de botões florais da inflorescência abertos), conforme estabelecido por 

Moraes (2003).  

Após a colheita as hastes foram colocadas em baldes contendo água e 

levadas ao laboratório, onde foi feito o corte na base da haste em água e a 

padronização do comprimento para 25 cm.  

Após a padronização, as hastes foram distribuídas ao acaso e tratadas 

com solução contendo 500 µM de SNP em dois modos de aplicação: solução 

de condicionamento (“pulsing”) ou pulverização.  O respectivo controle foi 

tratado com água. As hastes tratadas com SNP em solução de 

condicionamento foram mantidas em vasos com 400 mL da solução por 6 

horas e, inflorescências tratadas com SNP via pulverização, foram pulverizadas 

até o completo molhamento com aproximadamente 15 mL de solução.  

Após o tratamento, as hastes foram mantidas em vaso contendo 400 

mL de água desionizada até o final da longevidade. Foi considerado como fim 

da longevidade quando as inflorescências apresentavam mais de 50% de 

abscisão ou murcha das flores (MORAES et al., 2007). A troca da água do 

vaso e o corte a 2 cm na base da haste foram feitos a cada dois dias. Os 

experimentos foram conduzidos à temperatura de 25ºC, umidade relativa de 

50-70% e iluminação constante (7-10 µmol m-2 s-1). 

Antes do tratamento e 24, 48 e 96 horas após, determinou-se a 

atividade da PAL, o teor de compostos fenólicos solúveis, o extravasamento de 

eletrólitos e a concentração do complexo MDA-TBA.  

Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso com cinco repetições. 

Os dados foram interpretados por meio da análise de variância e regressão 

utilizando o Sistema de Análises Estatísticas (SAEG), versão 9.1 

(UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIÇOSA – UFV, 2007). As médias referentes 

aos tratamentos qualitativos foram comparadas por meio do teste de Tukey a 

5% de probabilidade. Os valores obtidos a partir de tratamentos quantitativos 
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foram submetidos à análise de regressão, sendo o modelo escolhido com base 

no coeficiente de determinação, no desvio-padrão dos coeficientes de 

regressão e no fenômeno biológico. 

 

2.1. Determinação da atividade da PAL (EC 4.3.1.5) 
 

O extrato bruto para determinação da atividade da enzima foi obtido em 

0,5 g de massa fresca de flores retiradas ao acaso e imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido para posterior análise e mantidas em freezer 

horizontal a -20ºC. 

No momento da análise o material vegetal foi triturado em politron 

juntamente com 2 mL de tampão borato a 0,1 M pH 8,8 contendo β-

mercaptoetanol a 5 mM, ácido etilenodiaminotetracético  (EDTA) a 2 mM, e 

PVP a 10% (p/v) . Em seguida, esse homogeneizado foi filtrado em quatro 

camadas de gaze e centrifugado a 12.000 g por 15 minutos e o sobrenadante 

foi utilizado para determinação da atividade da PAL (JIANG; JOYCE, 2003). 

Todas as etapas necessárias ao processo de extração foram realizadas a 4 ºC. 

A atividade da enzima foi determinada em 0,1 mL do extrato que, 

juntamente com 2,9 mL de L-fenilalanina a 60 mM em tampão borato a 0,1 M 

pH 8,8, foram incubados por 1 hora a 40ºC. Após esse período a reação foi 

paralisada com a adição de 0,1 mL de HCl a 6N. As leituras no 

espectrofotômetro foram realizadas antes e após a incubação, a 290 nm. A 

atividade da PAL foi expressa em ∆A h-1 mg-1 proteína. A concentração de 

proteínas nas amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976), 

utilizando soro albumina como padrão. 

 

2.2. Determinação do teor de compostos fenólicos solúveis 

 

O teor de compostos fenólicos solúveis foi obtido de 0,2 g de massa 

fresca de flores, retiradas ao acaso e imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido para posterior análise e mantidas em freezer horizontal a -20ºC. 

No momento da análise, o material vegetal congelado foi triturado em 

politron juntamente com 4 mL de metanol. O homogeneizado foi centrifugado a 

14.000 g por 15 minutos e sobrenadante foi utilizado para determinação do teor 
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de compostos fenólicos solúveis. A 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado 2,5 

mL de Folin-Ciocalteu (diluído 1:3) e, posteriormente, 2 mL de carbonato de 

sódio anidro a 10%. Em seguida, procedeu-se a agitação dos tubos e os 

mesmos foram mantidos no escuro por 1 hora. Posteriormente, realizou-se a 

centrifugação a 14.000 g por 5 minutos. As leituras no espectrofotômetro foram 

realizadas a 700 nm e a concentração de compostos fenólicos solúveis foi 

expressa em mg de D-Catequina g-1 matéria fresca. A curva de calibração foi 

feita usando D-Catequina como padrão (PRINCE; BUTLER, 1977). 

 

2.3. Determinação do extravasamento de eletrólitos 

 

Foram coletadas ao acaso 0,2 g de flores, cortados ao meio e lavadas 

em água desionizada. Posteriormente, as partes florais foram colocadas em 

tubos plásticos com tampa rosqueada contendo 25 mL de água desionizada, os 

quais foram mantidos a 25ºC por duas horas, sob agitação. Após esse período 

foi mensurada a condutividade inicial, seguido de armazenamento a -20ºC 

durante 24 horas. Após o período de congelamento, as amostras foram 

colocadas em banho de água em ebulição durante 25 minutos. Em seguida, os 

tubos foram colocados novamente, sob agitação, a 25ºC, até a estabilização da 

temperatura, mensurando-se, então, a condutividade total. O extravasamento 

de eletrólitos foi calculado em percentagem de eletrólitos extravasados no 

início em relação ao total após o congelamento das amostras (WHITLOW et al., 

1992). 

 

2.4. Determinação da concentração de MDA-TBA 

 

Foram coletados ao acaso 0,2 g de massa fresca de flores que foram 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido para posterior análise e 

mantidas em freezer horizontal a -20ºC. 

No momento da análise, o material vegetal congelado foi triturado em 

politron juntamente com 2 mL de ácido tricloroacético (TCA) a 0,1% (p/v) até a 

completa homogeneização. Em seguida, esse homogeneizado foi filtrado em 

quatro camadas de gaze e centrifugado a 12.000 g por 15 minutos, e o 
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sobrenadante foi utilizado para determinação da concentração de MDA-TBA. 

Todas as etapas necessárias ao processo de extração foram realizadas a 4ºC. 

Alíquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas a 1,5 mL de 

solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) a 0,5% (p/v) em TCA a 20% (p/v) e os 

tubos foram incubados em banho-maria a 90ºC por 20 minutos. Após esse 

período, a reação foi paralisada transferindo-se os tubos para banho de gelo. 

Posteriormente, procedeu-se nova centrifugação a 3.000 g por 4 minutos. A 

absorbância do sobrenadante foi determinada a 532 nm. A absorbância 

inespecífica a 600 nm foi medida e subtraída das amostras.  

A concentração de MDA-TBA foi calculada utilizando-se o coeficiente 

de absortividade do aldeído malônico de 155 mM-1 cm-1 e expressa em nmol 

aldeído malônico g-1massa fresca (HEATH; PACKER, 1968). 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Experimento I: inflorescências tratadas com SNP em solução de 
condicionamento 

 

As inflorescências mantidas em água (controle) apresentaram atividade 

média da PAL de 0,54 ∆A h-1 mg-1 proteína e redução ao longo do período 

avaliado (Figura 1). As inflorescências mantidas em solução contendo 500 µM 

de SNP apresentaram atividade média da PAL de 0,96 ∆A h-1 mg-1 proteína e, 

diferente do controle, apresentaram aumento na atividade dessa enzima ao 

longo do período avaliado. 

A atividade da PAL varia, dentre outras coisas, com a idade da planta 

ou quando ocorre algum dano, ainda, em um dado tecido, os níveis da PAL 

podem variar significativamente em intervalos de tempo relativamente curtos 

(CAMM; TOWERS, 1973).  

A atividade da PAL em inflorescências tratadas com SNP em solução 

de condicionamento diferiu estatisticamente do controle 48 horas após o 

tratamento, sendo 94% maior. Segundo Silva et al. (2012), a ativação da PAL 

ocorre sob condições de estresse. Ainda, em pós-colheita, o aumento na 

expressão gênica com consequente estímulo à atividade da PAL foi observado 
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em condições de dano (VAN DOORN; CRUZ, 2000). Em folhas de alface 

submetidas ao dano mecânico a atividade da PAL aumenta, bem como o 

escurecimento (SALTVEIT, 2004).  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 1 - Atividade da PAL (∆A h-1 mg-1 proteína) em inflorescências cortadas 

de Epidendrum ibaguense mantidas em água (—) e solução 
contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

O aumento da atividade da PAL pode ser considerado um marcador 

bioquímico de defesa das plantas contra o estresse, dado que esta enzima é 

necessária para a síntese de compostos fenólicos associada com mecanismos 

de defesa (NADERNEJAD et al., 2012). A PAL converte fenilalanina a mono e 

di-fenóis que são substratos para a polifenoloxidase (PPO) (NGUYEN et al., 

2003).  

A ativação da PAL em flores de E. ibaguense tratadas com SNP em 

solução de condicionamento pode estar associada ao mecanismo de defesa da 
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espécie em estudo, em função do escurecimento verificado no labelo. Em 

folhas de alface submetidas ao dano mecânico, o escurecimento foi 

relacionado ao aumento no teor de compostos fenólicos (SALTVEIT, 2004). 

O teor de compostos fenólicos solúveis nas inflorescências controle 

reduziu 15% até 24 horas, e posteriormente apresentou aumento até 96 horas 

(Figura 2). Nas inflorescências mantidas em solução contendo 500 µM de SNP 

o teor de fenóis reduziu 12% nas primeiras 24 horas, não diferindo do controle 

para o mesmo tempo de avaliação. O teor médio de fenóis foi de 0,48 e 0,50 

mg D-Catequina g-1 MF nas inflorescências mantidas em água e solução de 

SNP respectivamente.  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 2 - Teor de compostos fenólicos solúveis (mg D-Catequina g-1 MF) em 

inflorescências cortadas de Epidendrum ibaguense mantidas em 
água (—) e solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

Em brotos de bambu, 0,5 mM de SNP causou inibição da atividade da 

PAL e aumento no conteúdo de fenóis, associado à redução do escurecimento 
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(YANG et al., 2010). O tratamento com 0,5 mM de SNP promoveu ativação da 

PAL e aumento no conteúdo de fenóis em raízes de batata-doce, suficiente 

para promover a cicatrização de feridas ocorridas durante a colheita (YIN et al., 

2012).  

O extravasamento de eletrólitos variou de 11 a 17% em inflorescências 

mantidas em água e de 13 a 16% em inflorescências mantidas em solução de 

SNP (Figura 3). O extravasamento médio foi de 15% tanto em inflorescências 

mantidas em água quanto em solução de SNP. Nas inflorescências mantidas 

em água, o extravasamento de eletrólitos se reduziu nas primeiras 24 horas e 

posteriormente apresentou aumento à semelhança das inflorescências 

mantidas em solução contendo SNP. 
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 3 - Extravasamento de eletrólitos em inflorescências cortadas de 

Epidendrum ibaguense mantidas em água (—) e solução contendo 
500 µM de SNP (−−−).  
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Os teores de MDA-TBA não foram alterados nas flores mantidas em 

solução de SNP em solução de condicionamento, comparado ao controle 

mantido em água (Figura 4). Esses resultados sugerem que 500 µM de SNP 

em solução de condicionamento por 6 horas não provoca peroxidação lipídica. 

O teor médio de MDA-TBA foi de 2,96 e 3,20 nmol g-1 MF em flores mantidas 

em água e solução de SNP, respectivamente.  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 4 - Teor de MDA-TBA em inflorescências cortadas de Epidendrum 

ibaguense mantidas em água (—) e solução contendo 500 µM de 
SNP (−−−).  

 

 

Em flores de cravo tratadas com 0,1 mM SNP foi observada redução 

nos teores de MDA comparado ao controle não tratado com SNP e aumento ao 

longo da vida de vaso, mostrando o efeito protetor do SNP (CHANG-LI et al., 

2011). Possivelmente, o escurecimento do labelo observado em inflorescências 

tratadas com 500 µM de SNP em solução de condicionamento não está 
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relacionado com a peroxidação lipídica ou com o extravasamento de eletrólitos. 

No presente estudo foi observada pequena variação nos teores de MDA-TBA e 

extravasamento de eletrólitos sugerindo que o NO parece não ter sido capaz, 

nesse caso, de comprometer as membranas celulares.  

 

3.2. Experimento II: inflorescências pulverizadas com solução de SNP  

 

A atividade da PAL em inflorescências pulverizadas com água 

(controle) ou solução de SNP reduziu ao longo do período avaliado (Figura 5). 

Comportamento semelhante foi observado nas inflorescências mantidas em 

água.  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 5 - Atividade da PAL (∆A h-1 mg-1 proteína) em inflorescências cortadas 

de Epidendrum ibaguense pulverizadas com água (—) e solução 
contendo 500 µM de SNP (−−−).  
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As inflorescências pulverizadas com SNP apresentaram maior 

atividade da PAL, comparado ao controle, 96 horas após o tratamento. A 

atividade média da PAL foi de 0,71 e 0,74 ∆A h-1 mg-1 proteína em 

inflorescências pulverizadas com água e solução de SNP, respectivamente. A 

queda na atividade da PAL ao longo do período de armazenamento também foi 

observada em frutos de nêsperas (Eriobotrya japonica L.) até o 6º dia (CAO et 

al., 2008). Em raízes de batata-doce submetidas ao dano mecânico e tratadas 

ou não com 0,5 mM SNP foi observado aumento na atividade da PAL ao longo 

do armazenamento (YIN et al., 2012). 

Nas inflorescências pulverizadas com água (controle) o teor de fenóis 

reduziu 18% nas primeiras 48 horas e apresentou aumento de 14% de 48 até 

96 horas (Figura 6). O teor médio de compostos fenólicos solúveis foi de 0,49  

mg D-Catequina g-1 MF.  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 6 - Teor de compostos fenólicos solúveis (mg D-Catequina g-1 MF) em 

inflorescências cortadas de Epidendrum ibaguense pulverizadas 
com água (—) e solução contendo 500 µM de SNP (−−−).  
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As inflorescências pulverizadas com SNP apresentaram menor 

variação no teor de fenóis quando comparadas com o tratamento controle. Foi 

observada redução de 5% nas primeiras 24 horas e estabilização até 96 horas. 

O teor médio de fenóis nessas inflorescências foi de 0,52 mg D-Catequina g-1 

MF. Decorridas 48 horas da pulverização com SNP, o teor de fenóis nas flores 

foi menor que no controle. De maneira similar, em maçãs minimamente 

processadas, o NO promoveu redução no conteúdo de fenóis (HUQUE et al., 

2013). Em flores, folhas e frutos de pistache foi observada correlação positiva 

entre a atividade da PAL e o conteúdo de compostos fenólicos (NADERNEJAD 

et al., 2012).  

As ROS podem provocar a peroxidação lipídica e o concomitante 

aumento no extravasamento de íons associado com a senescência (LURIE, 

2003). Nas inflorescências de E. ibaguense pulverizadas com água o 

extravasamento de eletrólitos foi máximo no início do período de avaliação, 

enquanto nas inflorescências pulverizadas com solução de SNP foi observado 

aumento ao final do período, diferindo do controle (Figura 7). O extravasamento 

de eletrólitos variou de 13 a 16% e de 14 a 18% em inflorescências 

pulverizadas com água e solução de SNP, respectivamente. Em maças 

minimamente processadas, o NO inibiu o extravasamento de íons (HUQUE et 

al., 2013). 

Inflorescências pulverizadas com água apresentaram aumento nos 

teores de MDA-TBA e posterior queda ao longo do período avaliado, 

semelhante ao apresentado por inflorescências mantidas em solução de SNP 

(Figura 8). 

O incremento nos teores de MDA-TBA foi observado em 

inflorescências pulverizadas com solução contendo 500 µM de SNP ao longo 

do período avaliado (Figura 8). Até 72 horas após o tratamento com SNP as 

inflorescências apresentaram aumento de 127% nos teores de MDA-TBA, 

enquanto as inflorescências pulverizadas com água apresentaram aumento de, 

no máximo, 33%. Similarmente ao observado neste trabalho, frutos de kiwi 

tratados com solução aquosa contendo 2 µmol L-1 de NO apresentaram teor de 

MDA superior ao observado em frutos tratados  com 1 µmol L-1 de NO, 

sugerindo um aumento na peroxidação lipídica nos frutos tratados com maior 

concentração de NO (ZHU et al., 2008). Já, raízes de batata-doce tratadas com 
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0,5 mM de SNP apresentaram redução nos teores de MDA, comparado ao 

controle não tratado (YIN et al., 2012).  Em maças minimamente processadas o 

NO não alterou a peroxidação lipídica estimada pela produção de MDA 

(HUQUE et al., 2013). 
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 7 - Extravasamento de eletrólitos em inflorescências cortadas de 

Epidendrum ibaguense pulverizadas com água (—) e solução 
contendo 500 µM de SNP (−−−).  

 

 

O aumento nos teores de MDA-TBA em inflorescências pulverizadas 

com solução de SNP indica a ocorrência de danos às membranas celulares 

devido à peroxidação de ácidos graxos insaturados (MONTILLET et al., 2005). 

Segundo Corpas et al. (2010) altas concentrações de NO podem provocar 

múltiplos danos a diferentes componentes celulares como proteínas, lipídeos e 

ácidos nucleicos. Ainda, segundo Lester (2003) o estresse oxidativo é 
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considerado agente direto na degradação autocatalítica de lipídeos, e se H2O2 

e O2
●- formados nas células não forem catabolizados podem, eventualmente, 

serem transformados em ROS induzindo a peroxidação lipídica.  
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Médias seguidas pela mesma letra, para o mesmo tempo de avaliação, não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
Figura 8 - Teor de MDA-TBA em inflorescências cortadas de Epidendrum 

ibaguense pulverizadas com água (—) e solução contendo 500 µM 
de SNP (−−−).  

 

 

Os resultados de peroxidação lipídica e extravasamento de eletrólitos 

nas inflorescências tratadas com SNP comprovam que o efeito do NO está 

relacionado ao modo de aplicação. Possivelmente, a aplicação por 

pulverização é mais danosa às membranas celulares provocando o aumento 

na peroxidação lipídica e o concomitante aumento no extravasamento de 

eletrólitos 72 horas após a pulverização. Segundo Corpas et al. (2010), o 

tempo de vida do NO é relativamente curto e, por isso, como com a 

pulverização o NO é aplicado diretamente à flor, material avaliado, os efeitos 
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podem ser mais danosos às membranas em relação à aplicação via solução de 

condicionamento.  

Com esse estudo observou-se comportamento diferente entre as flores 

tratadas com SNP em solução de vaso ou via pulverização, com destaque para 

a atividade da PAL e teor de MDA-TBA. Nas flores tratadas com 500 µM de 

SNP em solução de condicionamento ocorreu ativação da PAL, o que não 

ocorreu nas flores pulverizadas. Com isso, sugere-se que o SNP seja mais 

danoso ao sistema antioxidativo quando fornecido em solução de vaso por ser 

facilmente absorvido via xilema e posteriormente translocado. Adicionalmente, 

a ativação da PAL pode estar relacionada à menor longevidade e ao 

escurecimento ocorrido no labelo de flores tratadas com SNP em solução de 

condicionamento. Em flores pulverizadas com 500 µM de SNP ocorreu 

significativo aumento nos teores de MDA-TBA comparado ao controle, o que 

não ocorreu nas flores mantidas em solução de condicionamento contendo 

SNP. Esses resultados sugerem que o uso de altas concentrações de SNP via 

pulverização provoca peroxidação lipídica e, consequentemente, danos a 

membranas celulares. Assim, o uso de altas concentrações de SNP em E. 

ibaguense provoca diferentes danos em função do modo de aplicação e não 

deve ser recomendado em pós-colheita desta espécie.  

 

4. CONCLUSÕES 

 

1. O efeito do SNP na atividade da PAL, conteúdo de compostos fenólicos, 

extravasamento de eletrólitos e teores de MDA-TBA variou de acordo com a 

forma de aplicação. 

 

2. Em flores tratadas com SNP em solução de condicionamento foi observado 

ativação da PAL e não foram observadas diferenças nos teores de MDA-

TBA e extravasamento de eletrólitos, comparado ao controle em água. 

 

3. Em flores pulverizadas com SNP ocorreu ativação da PAL, aumento no 

extravasamento de eletrólitos após 96 horas do tratamento e aumento nos 

teores de MDA-TBA comparado ao controle. 
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4. O teor de fenóis não diferiu em flores tratadas com SNP em solução de 

condicionamento e foi maior após 48 horas do tratamento em flores 

pulverizadas com SNP. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

1. Os efeitos promovidos pelo nitroprussiato de sódio (SNP) em inflorescências 

cortadas de Epidendrum ibaguense Kunth variaram de acordo com o modo 

de aplicação. 

 

2. Não foram observadas diferenças na longevidade das inflorescências quando 

tratadas com SNP até 100 µM, independente do modo de aplicação. 

 

3. Alta concentração de SNP (500 µM) em solução de condicionamento 

promoveu aumento da abscisão, acelerou o senescência das flores e 

provocou escurecimento do labelo 48 horas após o tratamento. 

 

4. O tratamento das inflorescências de E. ibaguense com 500 µM de SNP em 

solução de condicionamento promoveu ativação das enzimas dismutase do 

superóxido  e fenilalanina amônia liase (PAL). 

 

5. Em inflorescências de E. ibaguense pulverizadas com 500 µM de SNP foi 

observado inibição da peroxidase, ativação da PAL e aumento na 

concentração de compostos fenólicos solúveis, extravasamento de eletrólitos 

e teores de aldeído-malônico. 

 

6. A atividade das enzimas catalase, peroxidase do ascorbato e 

polifenoloxidase não foi alterada pelo SNP, independente do modo de 

aplicação. 

 


