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Resumo

A fisiologia e conservacéo de flores de corte, podem ser alteradas pela aplicacdo de
fitorreguladores, como giberélinas e poliaminas. E evidenciado que ambos isoladamente
aumentaram a vida Util de flores, demonstrando a variabilidade de respostas de flores aos
fitorreguladores. Porém, estudos com a combinacio de Acido giberélico (GA3) e Poliaminas
(PAs) em flores tropicais sdo escassos. Com isso 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo de
Acido Giberélico e Espermina (SPM) na fisiologia e conservacdo de flores de Antdrio cv.
Arizona. As hastes de Antario foram colhidas, transportadas, selecionadas e suas bases imersas,
assim como, suas espadices pulverizadas. A solucédo de pulsing ou pulverizacdo continham GAs
a 144 uM, Spm a2 pM e GAz a 144 uM + Spm a 2 uM. O controle correspondeu a imerséo ou
pulverizacdo em agua destilada. Apds 24 horas, as solucdes foram substituidas por agua
destilada e trocadas a cada 3 dias. Amostras das hastes e espadice foram coletadas a cada trés
dias. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial,
composto por dois métodos de aplicacéo (pulsing e pulverizago) trés concentragdes de Acido
Gibereélico e Espermina (GAsz a 144 uM, Spm a 2 uM e GAz a 144 uM + Spm a 2 uM) mais o
controle, com cinco dias de analise (0, 3, 6, 9 e 12). Os graficos foram gerados usando-se as
medias e os desvios com auxilio do software Sigma Plot versdo 12. O aumento significativo da
conservacao esta associado a menores alteracBes fisico-quimicas, representada pela massa
fresca, extravasamento de eletrélitos, fenois sollveis totais, maior niveis de Putrescina,
Espermina, Espermidina, Cadaverina e Serotonina, estabilidade de proteinas solUveis totais, e
menores incremento nas atividades das enzimas PPO, POD e SOD. Assim, a pulveriza¢do com
a combinacdo GAs e SPM nas concentragdes 144 uM e 2uM respectivamente, dobrou o tempo
de conservacdo de 6 para 12 dias. Enquanto pulsing de 6 para 9 dias das flores de Antdrio cv.
Arizona, demonstrando que a aplicacdo dos fitorreguladores direto na flor foi mais eficaz em
relagdo a solucdo, na qual as bases estavam submersas, na conservacao das flores, uma vez que
a pulverizacdo possuem menos barreiras assim como menor, distancia para as células florais,

podendo os fitorreguladores testados atingir o alvo de forma mais eficiente.

Palavra-chave: Acido Giberélico, Poliaminas, Flor tropical, Senescéncia, Conservagio Pos-
colheita



Abstract

The physiology and conservation of cut flowers, can be changed by the application of
growth regulators such as gibberellins and polyamines. It is evident that both alone increased
the shelf life of flowers, demonstrating the variability in responses to growth regulators flowers.
However, studies with the combination of gibberellic acid (GAz) and polyamines (PAS) in
tropical flowers are scarce. Thus the aim of this study was to evaluate the effect of gibberellic
acid and Spermine (SPM) in physiology and conservation of anthurium flowers cv. Arizona.
The rods Anthurium were harvested, transported, and selected immerged bases as well as their
espéadices sprayed. The pulsing or spray solution containing 144 uM GAs, Spm 2 uM and 144
MM GAs Spm + 2 uM. The control corresponded to immersion or spraying in distilled water.
After 24 hours, the solutions were replaced with distilled water, changed every 3 days. Samples
of the stems and the spadix were collected every three days, and subjected to analysis: visual
quality; fresh pasta; electrolyte leakage; total soluble protein; soluble carbohydrates;
polyamines (Putescina, Spermine, Spermidine, Cadaverine Serotonin, Histamine, Tyramine
and Dopamine); total phenolic compounds; enzymes were extracted and quantified superoxide
dismutase, polyphenol oxidase and peroxidase. The experimental design was completely
randomized in a factorial design, consisting of two application methods (pulsing and spraying)
four concentrations of Gibberellic Acid and Spermine. The graphics were generated using the
media and the deviations with software aid Sigma Plot version 12. The significant increase
conservation is associated with lower physical and chemical changes, represented by fresh
mass, electrolyte leakage, soluble phenols, higher levels Putrescine, Spermine, Spermidine and
Cadaverine and serotonin, stability and total soluble proteins, and smaller increase in the
activities of PPO, POD and SOD. Thus, spraying with GAsz and SPM combination at
concentrations 144 pM and 2uM respectively folded storage time of 6 to 12 days. While pulsing
6 to 9 days of anthurium flowers cv. Arizona demonstrating that the application of direct plant
growth regulators in bloom was more effective relative to solution in which the bases were
submerged in the storage of flowers, since the spray have less barriers as well as smaller

distance to the flower cells, may the regulators tested hit the target more efficiently.

Keyword: Gibberellic Acid, Polyamines, Tropical Flower, Senescence, Post-harvest

conservation
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1. Introducgéo

O antudrio (Anthurium andraeanum L.) é uma planta pertencente a familia Araceae, ordem
Alismatales, classe Liliopsida, caracterizada por espécies com inflorescéncias em espadice, no
qual se encontram agregadas a dezenas de pequenas flores, seguindo um delineamento
espiralado e uma bractea colorida denominada espata (CASTRO et al., 2012). E largamente
utilizado na floricultura e no paisagismo, sua forma, coloragdo, tamanho e orientacdo da
espadice e da espata determinam o valor comercial, como indicadores de qualidade das
inflorescéncias (NOMURA et al., 2014).

O anturio € uma planta cultivada em todo o mundo, ocupando o segundo lugar entre as
flores tropicais de corte, seguido das orquideas em valor comercial (BULDEWO e
JAUFEERALLY — FAKIN 2002, DUOFUR e GUERIN, 2003). Os principais produtores de
flores de antario no mundo sdo a Holanda, com 25 milhdes de hastes comercializada por ano
seguida por Estados Unidos da América, com 11,3 milhdes de hastes (MIRELES-ORDAZ et.
al., 2015).

No Brasil, o antdrio vém-se destacando na floricultura, em dados mais recentes demonstrou
ser a principal flor tropical de interesse econémico, gerando 1,3 milhGes de reais ao ano.
(JUNQUEIRA e PEETZ, 2008; ANEFALOQOS et al., 2010). A regido Sudeste, detém a maior
producdo destacando-se 0s municipios de Vale do Ribeira, Holambra e Atibaia, todas em S&o
Paulo. No Vale do Ribeira ha uma producdo de 1,7 milhdo de plantas cultivadas
(TOMBOLATO et al., 2002). Entre os estados nordestinos, destacam-se Pernambuco, Ceara e
Bahia, apresentando maior expressao nessa atividade (CUQUEL e GROSSI, 2004; TERAO et
al., 2005).

Um dos principais problemas que afetam a comercializagdo do antdrio é o manejo
inadequado na pds-colheita, comprometendo até 40% da producdo no Brasil (DIAS-
TAGLIACOZZO e CASTRO, 2002). As flores perdem qualidade e se deterioram rapidamente,
por causa de processos catabdlicos, que sao intensificados apos a colheita (HARDENBURG et
al., 1988). As flores de corte por serem um produto extremamente perecivel perdem suas
caracteristicas Otimas para a comercializagdo de forma muito répida, principalmente pelos
aumento da atividade respiratoria, resultando em um maior consumo das reservas energéticas
(ASRAR, 2012; PROMYOU et al.,, 2012) consequentemente acelerando os efeitos da
senescéncia.

Outra consequéncia do efeito da senescéncia, é 0 aumento das espécies reativas de oxigénio

(ERO), que sdo moléculas danosas a membrana celular (MILLER et al., 2008), entretanto, séo

14



produzidas normalmente, mas, quando submetidas a algum tipo de estresse tem seu niveis
aumentados, resultando em extravasamento de contetdo celular e morte (CAO et al., 2010).
Para evitar isso ocorra, ha formacao de enzimas antioxidante que tem por funcdo combater os
efeitos maléfico das ERO’s.

Para combater os efeitos deletérios da senescéncia se requer o uso técnicas adequadas de
conservagdo, que prologuem a qualidade pos-colheita. Dentre essas técnicas, a utilizagdo de
solugdes conservantes nas inflorescéncias, tem sido uma pratica na preservacdo da qualidade
de flores de corte (NOMURA et al., 2014). As solucbes podem ser constituidas por
carboidratos, inibidores de etileno, reguladores de crescimento, germicidas, usados
individualmente ou em conjunto (NOWAK e RUDINICK, 1990).

Os fitorreguladores sdo substancias organicas que desempenham uma importante funcéo na
regulacdo do crescimento, estimulando ou inibindo, dependendo da sua concentracdo e das
caracteristicas intrinsecas da planta (TEIXEIRA e MARBACH, 2000). Os fitorreguladores
Giberelina, Citocinina e Poliaminas (PAs), merecem destaque, pois, podem interferir na
qualidade pos-colheita, retardando a senescéncia de plantas (FRANCO e HAN, 1997), sendo
de grande importancia para a conservacdo de flores de corte (BRACKAMANN et al., 2005).

Acido giberélico (GAs) desempenha um papel importante em muitos processos essenciais
para o crescimento e desenvolvimento de plantas, incluindo germinacdo de sementes,
alongamento de haste, expansdo foliar e desenvolvimento reprodutivo (VIEIRA, 2001,
CASTRO et al., 2002; RAZEM et al., 2006). O GA3 bloqueia os processos relacionados a
senescéncia, desfavorecendo o aumento da permeabilidade da membrana celular, diminuindo o
extravasamento das células e consequentemente a morte dos tecidos (ZIESLIN et al., 2007).

Marsala et. al, (2014) relataram o uso do GAs, pulverizado na concentragio 200 mg L™ em
folhas de antdrio, estendeu sua vida de vaso até 22 dias. Janowska e Jerzy (2004) relataram em
copo-de-leite (Zantedeschia elliottiana (W. Wats) Engl) que o GAz aumentou a vida de vaso
em 15 dias em comparacdo ao tratamento controle, que chegou a 10 dias de conservagéo. Isso,
demonstra que 0 GAs possui acédo eficiente na conservagdo pds-colheita de flores.

As Poliaminas (Putescina, Espermina, Espermidina, Cadaverina, Serotonina, Histamina,
Tiramina e Dopamina) sdo reconhecidas como uma nova classe de fitorreguladores
(DANTULURI et al., 2008). Participam de diversos processos bioguimicos e fisioldgicos, tais
como divisdo e elongacdo celular, o alongamento celular, floracdo, frutificacdo e
desenvolvimento, maturacdo, senescéncia (COHEN, 1998, IMAN et al., 2005). Elas também

participam de varios processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo
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respostas aos estresses, estimulo da diviséo celular, regulacéo de enraizamento, embriogénese
e desenvolvimento de frutas e flores (KAKKAR e SAWHNEY 2002; BASSARD et. al, 2010;
MOSCHOU et. al, 2012).

Os métodos de aplicacdo de substancias conservantes em flores mais usados sao
pulverizacdo (WATERLAND et. al, 2010), pulsing (ELHINDI 2012) e manutencdo (ELHINDI
2012; SCHMITT et. al, 2014), a qualidade e a longevidade das flores pode ser aumentadas ou
diminuida dependendo do método de condicionamento a ser empregado (FAVERO, 2010),
gerando uma variabilidade de respostas, dependendo das espécies e das cultivares tratadas.

Farahi et al, (2012) observaram que rosas (Rosa hybrida) cv. Dolcvita aumentaram a vida
de vaso para 17 dias em flores submetidas a 1mM de poliaminas, em relacdo ao controle que
obteve apenas 13 dias. Sardoei et. al, (2013) observaram em Narciso (Narcissus tazetta) que a
utilizacdo de PAs nas concentragdes 100 mg L em combinagdo com &cido salicilico nas
concentragdes 100 mg L estendeu a vida de vaso da flor em 14,5 dias. Isso demonstra que PAs
em combinagdo com &cido salicilico pode minimizar os fatores envolvidos na senescéncia de
flores de corte estendendo sua vida de vaso.

O uso combinado de GAz e SPM foi estudado por Garcia e Moraes (2011) em sementes. Os
trabalhos observados com GAs e SPM, foram estudados isoladamente em angélica (Polianthes
tuberosa) (ABBASI e HASSANPOUR, 2011) e antirio (MARSALA et. al, 2014) utilizando
GA:s. Por outro lado, em rosas (FARAHI, et al 2012) e narciso (SARDOEI et. al, 2013) foram
estudados o uso de PAs. Assim, os resultados do uso da combinacdo de GAz e PAs em flores
tropicais sdo escassos. Além disso, sabendo-se que ha um provavel efeito sinergético desses
fitorreguladores em 6rgdos de plantas, em relacdo aos efeitos desses fitorreguladores isolados,
a proposta do presente estudo foi aplicar a combinacéo de GAz e SPM para prolongar a vida de
vaso de Anturio cv. Arizona.

Logo, o objetivo deste trabalho foi estudar a acdo de Acido Giberélico e Espermina na

fisiologia e conservagédo de flores de Anturio cv. Arizona.
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2. Material e Métodos

2.1 Obtencdo do Material Vegetal
As hastes de Anturio da cultivar Arizona foram adquiridas de produtores e colhidas no
estadio de comercializa¢do, quando 34 da espédice apresentou alteracdo de coloragdo, de

acordo com padrdes exigidos para exportacdo (Figura 1) Paull (1982).

Figura 1: Flor de corte de Antdrio cv. Arizona com 34 da espadice apresentando alteracdo na
coloragéo.

As flores foram colhidas e transportadas a 20° C £ 2° C por 7 horas, mantidas em tubetes
individuais para o Nucleo da Pos-Graduagdo em Producgdo Vegetal, Unidade Académica de
Serra Talhada da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UAST/UFRPE). As hastes foram
selecionadas, identificadas de acordo com os tratamentos e cortadas na base para manter o

padréo de 45 cm de comprimento.

2.2 Manuseio Pds-colheita e Conservacéo

Foram separadas 240 hastes, em que 120 tiveram suas bracteas pulverizadas, com
auxilio de um borrifador, com solugdes contendo Acido Giberélico (GAs) a 144 uM, Espermina
(SPM) a 2 uM, Acido Giberélico (GAs) a 144 pM + Espermina (SPM) a 2 uM e agua destilada
como controle. Pulverizou-se as hastes até o escorrimento e foram mantidas as bases imersas
em vasos contendo 1 litro de &gua destilada. Um outro grupo de hastes (120 hastes) foi mantidas
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imersas em vasos contendo 1 litro das respectivas solugdes, GAz e SPM nas mesmas
concentrag0es, isoladas e/ou combinadas. Apos 24 horas, substituiram-se as solu¢des por agua
destilada, denominada de pulsing.

As hastes foram mantidas a 22 + 2 °C e UR 70% por 12 dias, a cada 3 dias foram
realizadas analises visuais, com uso de escala de notas subjetiva (Tabela 1), a perda de massa
fresca e extravasamento de eletrolitos. Coletou-se as amostras da espata para as analises de
conteddo Proteinas Soluveis e Carboidratos Soluveis, atividade de Superdxido Dismutase e
Aminas bioativas e da base da haste para as analises de Fenois soluveis totais, atividade de
Polifenoloxidase e Peroxidase, com auxilio de N2 liquido no qual foram mantidas em
Ultrafreezer (Vip Plus MDF U56VC) a -80°C.

2.3 Andlise Visual

Utilizou-se uma escala notas visual subjetiva de acordo com Reis (2009) (Tabela 1).

Tabela 1: Imagens, critérios e notas, para quantificacdo da anélise visual em hastes de
Anturio cv. Arizona, Serra Talhada-PE, UAST/UFRPE, 2016.

Imagens Critérios Notas

Inflorescéncia tirgida com brilho e sem 3
manchas  aspecto  excelente, para
comercializacao

Aspecto geral bom, coloracdo da espata
sem brilho, mas com qualidade comercial. 2

Aspecto geral ruim, com murcha na
inflorescéncia, mudanga de cor para 1
arroxeada, escurecimento do &pice da
espadice, ndo apta para comercializagao.
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2.4 Massa Fresca das Hastes

As hastes foram pesadas em balancga semianalitica (ARD110 OHAUS). Os valores de
massa fresca das hastes foram obtidas por meio da diferenca percentual da massa fresca inicial
e a massa fresca do dia da analise. A porcentagem de perda de massa fresca foi determinada
pela seguinte formula:

PMF: <Mfi - Mff> x 100
Mff

PMF: Perda de Massa fresca (%);
Mfi: Massa fresca inicial;

Mff: Massa fresca final, no dia da analise 3, 6, 9 ou 12 dias.

2.5 Extravasamento de Eletrolitos

Foi determinado, como descrito por Shanahan et al., (1990). Pesou-se 0,3 g de discos de
4 cm da espadice e imergiu-se em 10 mL de agua destilada em tubos de ensaio fechados e
encubados por seis horas, tempo estabelecido com base em curva de ajuste (Figura 1), obtendo-
se 0 extrato denominado de C1 a 28° C. Em seguida, foi medido a condutividade elétrica com
auxilio de um condutivimetro (DDS-12DW). Os mesmos tubos foram incubados a 100° C por
1 hora. Apos esse periodo, foram mantidos em temperatura ambiente até atingirem 25° C,

obtendo-se o extrato C2, no qual foi medido a condutividade elétrica.

120 -
100 -

80

60

40

Condutividade Elétrica (uS)

20

Horas
Figura 2: Curva de ajustamento do tempo de incubacéo de hastes de flores de anturio cv.
Arizona. 19



Estimou-se o extravasamento de eletrolitos (EE) pela relagdo abaixo. O resultado foi
expresso em percentagem.
EE=C1 x100
c2
EE: Extravasamento de eletrdlitos;
C1: Leitura apds 6 horas de incubacéao a 28° C;

C2: Leitura apés 1 hora de incubacgédo a 100° C.

2.6 Extracgdo e Determinacdo de Proteinas Solaveis

A extracdo foi realizada de acordo com Cavalcante et al. (2006). Com o auxilio de
nitrogénio liquido, realizou-se a homogeneizacédo de 0,1 g tecido em 1,3 mL de tampéo fosfato
de sodio 0,1 M (pH 7,0). O extrato foi centrifugado a 13.000 x g por 21 minutos a 4 °C.

O ensaio foi realizado de acordo com Bradford (1976). Em tubos de ensaio adicionou-
se 100 pL do extrato, 2,5 mL do reagente de Bradford, e agitou-se em agitador de solucdo (AP
56). Apos 15 minutos foram realizadas leituras em espectrofotémetro (Biochrom; modelo libra
S8) a 595 nm.

O teor de proteinas soltveis foi quantificado utilizando curva padrdo com Bovine Serum
Albumin (BSA) (Tabela 2). Os resultados foram expressos em mg g* MF.

Tabela 2: Solucdo padrdo de Bovine Serum Albumin, Agua destilada, volume final e
concentracdo final para a confeccdo curva de calibracdo, Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST,
2016.

BSA (uL) HO destilada (uL) Vol. final (mL) Concent. final (ug 100puL™)

0 1000 1000 0
100 900 1000 10
200 800 1000 20
300 700 1000 30
400 600 1000 40
500 500 1000 50
600 400 1000 60
700 300 1000 70
800 200 1000 80
900 100 1000 90
1000 0 1000 100
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1,8

1,6 y = 0,154x *
1,4 R2=0,9731

Absorbancia (595 nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentracdo de BSA (ug mL1)

Figura 3. Valores de absorbancia a 595 nm em funcdo da concentragdo de BSA (Bovine Serum
Albumin) para a curva de calibragéo.

2.7 Extracgéo e Determinagdo de Carboidratos Soluveis

A extracdo e determinacdo de carboidratos sollveis foi realizada de acordo com Dubois
et al. (1956). Com o auxilio de nitrogénio liquido, homogeneizou-se 0,05 g da espadice em 1,3
mL de &gua destilada. O extrato foi centrifugado a 13.000 x g por 21 minutos a 4 °C.

Foi coletado 25 pL de sobrenadante e adicionado 475 L de dgua destilada e colocados
em tubos de ensaio, juntamente com 500 pL de fenol 5 % e 2,5 mL de 4cido sulfarico PA. O
extrato permaneceu em repouso por 10 minutos, apos esse periodo, agitados e mantidos em
bandeja contendo agua a 25°C por 20 minutos. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro
(Biochrom; modelo libra S8) a 490 nm.

Os carboidratos sollveis foram quantificados com uso de curva padrdo utilizando

glicose como padréo (Tabela 3). Os resultados foram expressos em mg g* MF.
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Tabela 3: Concentracéo de solucéo padréo de glicose e volumes, agua destilada, Fenol e Acido
Sufarico (H2SO4) em tubos de ensaio para curva e calibracdo, Serra Talhada-PE,
UFRPE/UAST, 2016.

Padrdo (uL) H2Odest (uL) Fenol (UL) H2SO4(uL) Vol. Fin (uL) Conc (umol mL™1)

0 1000 250 1500 2750 0,36
100 900 250 1500 2750 0,32
200 800 250 1500 2750 0,28
300 700 250 1500 2750 0,24
400 600 250 1500 2750 0,20
500 500 250 1500 2750 0,16
600 400 250 1500 2750 0,12
700 300 250 1500 2750 0,08
800 200 250 1500 2750 0,04
900 100 250 1500 2750 0,03

1000 0 250 1500 2750 0
2,5

N

y =5,3647x
R2=0,9914

=
Ul

Absorbancia (490 nm)
o
[ (SN

0 006 01 015 02 025 03 035 04
Concentracdo de Glicose (umol mL1)

Figura 4. Valores de absorbancia a 490 nm em fungéo da concentracao de Glicose para a curva

de calibracéo.
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2.8 Poliaminas

As poliaminas foram extraidas de acordo com Lima et al. (2008) e determinadas atraves
da cromatografia de ultra performance (HPLC) com detector fotodiodo em coluna C18 de
acordo por Dadakova et al. (2009).

A extracdo foi realizada pesando-se 20 mg de tecido vegetal em tubos, ao qual foram
adicionados 3 mL de &cido perclérico. Os tubos foram agitados em vortex por 10 segundos e
mantidos em banho de gelo por 30 minutos. Posteriormente foram centrifugados a 5000 x g a
5° C por 10 segundos, € o sobrenadante armazenado em freezer a -18° C.

Foram retirados 200 pl dos extratos, e colocados em tubos de vidro, adicionando-se 200
pl tampéo carbonato (50 mL de NaHCOz a 0,5M, 12 mL de Na,COz a 0,5M com pH 9,2 e 16,65
g de K2CO3; com pH 11). Também adicionados 400 pl de cloreto de dansil (5 mg mL™?)
posteriormente agitados em vortex por 10 segundos e mantidos no escuro por 2 horas. Apds
esse periodo foram adicionados 200 ul de prolina e mantidos no escuro por 1 hora, sendo
agitacdo em vortex a cada 15 minutos. Aos tubos foram acrescentados 1000 pl de tolueno e
agitados por 1 min. O sobrenadante foi seco em linha de nitrogénio e ressuspendido em 200 pl
de acetronitrila, grau HPLC, agitado por 1 min, submetidos a banho ultrassénico por 2 min,
centrifugado a 4000 x g a 4° C por 5 minutos e injetados em HPLC (Thermo Scientific).

Para a separacdo cromatografica, foi utilizado um gradiente de eluicdo de (A)
acetonitrila (100%) e (B) acetonitrila (50%), com o seguinte gradiente: 0-2 minutos, A 40% e
B 60%; 2-4 minutos, A 40-60% e B 60-40%; 4-8 minutos, A 60- 65% e B 40-35%; 8-12
minutos, A 65- 85% e B 35-15%; 12-15 minutos, A 85-95% e B 15-5%; 15-20 minutos, A 95%
e B 5%; 20-21 minutos, A 95-85% e B 5-15%; 21-22 minutos, A 85-75% e B 15-25%; 22-25
minutos, A 75-40% e B 25-60%; 25-28 minutos, A 40% e B 60%. A alteracdo de concentracdo
linear foi realizada em todos os casos. A taxa de fluxo foi mantida a 0,7 ml min™, com injecdo
de 20 pL por amostra. A temperatura da coluna foi de 25° C, e as detec¢Oes foram realizadas a
225 nm. Os resultados foram expressos em mg 100 g* de espemina, espermidina, putrescina,

serotonina, cadaverina, histamina, tiramina e dopamina.

2.9 Fenois Solaveis Totais

Foi quantificado de acordo com método de Folin-Ciocalteau (1927). A extracdo foi
realizada a partir da maceracéo de 0,1 g do tecido em almofariz contendo 1,3 mL de metanol.
Em seguida, as amostras permaneceram em repouso por 20 horas no escuro a 4 °C. Ap0s esse

periodo o extrato metandlico foi centrifugado a 13.000 x g a 4 °C por 21 minutos.
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O ensaio, foi realizado com a utilizagdo de 150 puL do sobrenadante, 2400 uL de agua
destilada, 150 uL de Folin Cioucauteu (0,25 N). A mistura foi agitada por 3 minutos e
adicionado 300 pL de carbonato de calcio (1 N). Os tubos foram mantidos no escuro a 25 °C
por 2 horas.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Biochrom; modelo libra S8) a 725
nm e os resultados expressos em pg gt MF. Os fendis solGveis totais foram quantificados com

auxilio curva padréo utilizando o acido galico.

Tabela 4: Concentracdo de acido galico e volumes de metanol, 4gua destilada, Folin-Ciocalteau

e Na2COsz em tubos de ensaio para a confecgéo calibracao .

Ac galico (uL) Ac galico (uL) CH3OH (uL)  H20 dest (mL) FCR (uL) Na2COs (pL)

0 0 150 2,4 150 300
20 30 120 2,4 150 300
40 60 90 2,4 150 300
60 90 60 2,4 150 300
80 120 30 2,4 150 300

100 150 0 2,4 150 300

FCR: Folin-Cioucauteu reagente (0,25 N); Na,COs: Carbonato de Sddio (1 N); CH3zOH: Metanol

0,45
0,4
y = 0,004x
0,35 R2 = 0,9158 °
0,3

0,25

0,15

Absorbancia (725 nm)
o
N

o
=

0,05

0 20 40 60 80 100
Concentracdo de acido galico (UM/L)

Figura 5. Valores de absorbancia a 725 nm em funcdo da concentragdo de &cido gélico para a

curva de calibracéo.
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2.10 Extracdo e Ensaio da Atividade da Polifenoloxidase (PPO, EC:1.10.3.1) e da
Peroxidase (POD, EC:1.11.1.7)

Realizou-se a extracdo conforme a metodologia descrita por Silva (1981) e adaptada por
Simdes, et al., (2015). Com o auxilio de nitrogénio liquido foi realizada a homogeneizacao de
0,1 g tecido fresco das hastes, em 1,3 mL de tampéo fosfato de sddio 0,2 M (pH 6,0) mantido
previamente a 4 °C. O extrato foi centrifugado a 13.000 x g por 21 minutos a 4 °C.

O ensaio da PPO foi determinado pela adi¢do de 500 puL do sobrenadante ao meio de
reacao contendo 1,2 mL de tampéo de fosfato 0,2 M (pH 6,0) e 1,3 mL de catecol (0,2 M). As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Biochrom; modelo libra S8) a 425 nm, a uma
temperatura de 25 °C, por dois minutos. A atividade da PPO foi calculada com base no
coeficiente de extingdo molar de 34 mM cm™ para catecol e expressa em pmol gt MF min™.

O ensaio da POD foi determinado pela adi¢do de 300 puL do sobrenadante ao meio de
reagdo contendo 1,0 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,0), 100 uL de guaiacol (0,5 %) e 100
puL de peroxido de hidrogénio (0,08 %). Realizou-se as leituras em espectrofotdmetro
(Biochrom; modelo libra S8) a 470 nm, a uma temperatura de 30 °C, por trés minutos. A
atividade da peroxidase foi calculada com base no coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM

cm! para guaicol, e expressa em pmol gt MF min™,

2.11 Extracdo e Ensaio da Atividade da Superoxido Dismutase (SOD, EC:1.15.1.1).

A extracdo foi realizada de acordo com Cavalcanti et al. (2006). Com o auxilio de
nitrogénio liquido realizou-se a homogeneizacédo de 0,1 g tecido em 1,3 mL de tampéo fosfato
de s6dio 0,1 M (pH 7,0). O extrato foi centrifugado a 13.000 x g por 21 minutos a 4 °C.

A SOD foi determinada como descrito por Giannopolitis e Ries (1977). Aliquotas de
100 pL do sobrenadante adicionadas a 1.660 pl de tampao fosfato de sdédio 50 mM (pH 7,8)
contendo (1 mM EDTA e 13 mM de metionina), 40 pL de riboflavina 2mM e 200 pl de Nitro
blue tetrazolium chloride (NBT) a 750 uM.

O meio de reacdo, permaneceu sob incidéncia de luz (duas lampadas fluorescente de 18
W) por seis minutos para posterior leitura em espectrofotdbmetro a 560 nm. A atividade foi
determinada com base na inibicdo da reducdo de NBT, definiu-se como unidade de atividade,
como a quantidade da enzima necesséaria para inibir 50 % da fotoredugdo (BEAUCHAMP e
FRIDOVICH, 1971). A atividade foi expressa em U.A. mint g* MF.
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2. 12 Andlises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial, com dois métodos de aplicacdo (pulsing e pulverizacdo) trés combinacbes de
fitorreguladores (GAza 144 uM, Spm a2 uM e GAz a 144 uM + Spm a 2 uM) mais o controle.
Cada repeticdo foi constituida de um vaso, contendo seis hastes, em um total de cinco
repeticBes. Os graficos foram gerados por meio do software Sigma Plot versdo 12 com as

medias e 0s desvios.

26



3. Resultados

No inicio do experimento (dia zero), as hastes estavam com cor caracteristica, targida e
brilhante, sem manchas, aspectos que refletiam boa caracteristicas para a comercializagéo,
obtendo nota 3 (Figuras 6A, 6B ¢ 7). Durante a conservacao, a partir do sexto dia, observou-se
queda das notas das hastes submetidas a GAz e SPM isolados e controle, em ambos 0os métodos
de aplicacdo (Figuras 6A, 6B ¢ 7).

A B I Controle
[ Ga,

I SPM
[ Ga, + SPM

Escala de Notas (1 - 3)

0 3 [ 9 12 3 6 9 12
Dias de conservagdo Dias de conservagio

Figura 6: Escala de notas referente a anélise visual em flores de anturio de corte cv. Arizona

submetidas a Pulverizacdo (A) e Pulsing (B). Solugdes contendo Acido Giberélico (GAz a 144

1M), Espermina (SPM a 2 uM) e Acido Giberélico (GAs a 144 uM) + Espermina (SPM a 2

1M) e Agua destilada (Controle). As flores foram mantidas a 22 + 2°C por 12 dias.
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Pulverizagao Pulsing

Dias de Conservacao Dia de Conservagéo
0 3 6 9 12
Controle
GA3
SPM
GAs + SPM

Figura 7: Aspecto visual em flores de antdrio cv. Arizona submetidas a Pulverizagao e Pulsing. Solucdes contendo Acido Giberélico
(GAz a 144 pM), Espermina (SPM a 2 uM) e Acido Giberélico (GAz a 144 pM) + Espermina (SPM a 2 pM) e Agua destilada
(Controle) de flores aos 0, 3, 6, 9 e 12 dias de conservacgdo, a 22° + 2°C por 12 dias. As setas indicam flores com aspecto geral bom,
apenas com perda de brilho. Circulos indicam aspecto geral ruim, com mudanga de coloragao.
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Apenas nas hastes pulverizadas com a combina¢do GAs + SPM mantiveram as maiores
notas (nota 2) até 12 dias de conservacdo (Figuras 6 A e 7). Enquanto a combinagdo GAz +
SPM via pulsing, essa mesma nota se manteve até 9 dias (Figuras 6 B e 7).

Verificou-se que houve aumento na perda de massa fresca e de extravasamento de
eletrolitos, nas hastes submetidas aos dois métodos de aplicacdo, até 12 dias (Figura 8A a 8D).
Além disso, a combina¢do GAs+ SPM resultou, ao final do experimento, menor perda de massa
e menores valores de extravasamento de eletrolitos em relacdo ao controle, nos dois métodos
de aplicacdo, com perda de massa de aproximadamente 4,5 % para pulverizacdo e 2,5 % para
pulsing (Figura 8 A e 8 B) e com extravasamento de eletrdlitos de 30,5 % para pulverizagdo e
23,5 % para pulsing (Figura8 C e 8 D).

25 4

20 - A 1 B

—@— Controle
—— Ga,

15 - 1 N

—8— SPM

—— Ga; + SPM

10 A

Perda de Massa Fresca (%)

60 -

40

20 A

Extravasamento de Eletrolitos (%)

0 3 6 o 2o 3 6 9 12
Dias de conservagdo Dias de conservagio
Figura 8: Perda de massa fresca e Extravasamento de eletrdlitos em flores de antario de corte
cv. Arizona submetidas a Pulverizagdo (A e C) e Pulsing (B e D). Solucdes contendo Acido
Giberélico (GAz a 144 uM), Espermina (SPM a 2 pM), Acido Giberélico (GAz a 144 pM) +
Espermina (SPM a 2 pM) e Agua destilada (Controle). As flores foram mantidas a 22 + 2°C
por 12 dias.
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Observou-se que no inicio (dia 0) tanto a perda de massa, quanto o extravasamento
foram semelhantes para todas as flores tratadas, em ambos os métodos de aplicacéo (Figura 8A
a 8 D). Ao final de 12 dias, as flores denominadas controle, sempre apresentaram dentro dos
maiores valores médios de perda de massa e de extravasamento (Figura 8 A a 8 D). Por outro
lado, no mesmo periodo, as flores tratadas com a combinacdo GAs + SPM sempre obtiveram
dentro dos menores valores de perda de massa e de extravasamento (Figura 8 A a 8 D).

Observou-se, em geral, queda nos teores de proteinas solUveis e carboidratos soluveis
no decorrer dos 12 dias (Figura9 A a9 D). Entretanto, flores submetidas a pulsing, mantiveram
0s niveis de carboidratos mais estaveis na conservagdo, em comparagdo com as flores
Pulverizadas (Figura 9 C e 9 D). Por outro lado, flores pulverizadas até 9 dias tiveram valores
superiores de carboidratos sollveis totais em relacdo aquelas submetidas a pulsing (Figura9 C

e 9 D).

A B —@— Controle
—v— GA

1,5 A 1 —B8- SPM

—&— GA,+SPM

1,0 14

0,5 A

Proteinas Soluveis (mg g_lMF)

0,0
18 1

1,6 q

14 4

1,2 4

1,0 4§

0,8 1

Carboidratos Soltveis (mg g_l MF)

0,6

Dias de Conservagao Dias de Conservagao

Figura 9: Proteinas Soluveis e Carboidratos Soltveis em flores de anturio de corte cv. Arizona
submetidas a Pulverizacdo (A e C) e Pulsing (B e D). Solucdes contendo Acido Giberélico (GAs
a 144 pM), Espermina (SPM a 2 uM), Acido Giberélico (GAsa 144 pM) + Espermina (SPM a 2
M) e Agua destilada (Controle). As flores foram mantidas a 22 + 2°C por 12 dias.
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Verificou-se que aos 12 dias, flores que foram pulverizadas e aos 9 dias submetidas a
pulsing, em ambos 0s casos a combinacdo GAs + SPM apresentou 0s maiores niveis de
carboidratos e proteinas em relagdo aos demais tratamentos, coincidindo com a maior nota 2

para estes tratamentos (Figura6 Ae 6 B e Figura9 Aa9 D).

Flores pulverizadas, o teor de fenois soluveis totais apresentou uma curva em forma de
parabola, com uma ascendéncia rapida e maxima entre 3 e 6 dias, dependendo do tratamento,
seguindo de queda nos valores de forma mais sutil, a partir do 3 ou 6 dias (Figura 10 A).
Diferente para flores submetidas a pulsing, no qual os valores incrementaram a partir dos trés
primeiros dias, seguido de estabilizacdo (Figura 10 B). Entretanto, nas flores submetidas a GA3
por pulsing, os valores permaneceram mais estaveis, ndo apresentando o mesmo padrdo de

comportamento descrito (Figura 10 B).
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Figura 10: Determinacdo de Fendis Sollveis Totais, e atividade das enzimas PPO, POD E SOD em
flores de antdrio de corte cv. Arizona submetidas a Pulverizacdo (A, C, E e G) e Pulsing (B, D, F e H).
Solugdes contendo Acido Giberélico (GAs a 144 uM), Espermina (SPM a 2 uM), Acido Giberélico
(GAs a 144 pM) + Espermina (SPM a 2 pM) e Agua destilada (Controle). As flores foram mantidas a
220+ 2°C por 12 dias.



Observou-se ainda que em ambos os métodos de aplicagdo estudados, a combinagéo
GAs + SPM sempre permaneceu com teores médios de fendis soluveis totais inferiores ou igual
ao controle e demais aplicacGes isoladas, em todos os dias de andlise (Figura 10 A e 10 B).

No inicio da conservacédo (dia 0) as flores submetidas a pulsing mantiveram semelhantes
atividades da PPO e POD, independente do fitorregulador aplicado (Figura 10 D e 9 F). Por
outro lado, nas flores pulverizadas com GAsz + SPM resultou em menores atividades dessas
enzimas, nesse mesmo dia, em relacdo aos fitorreguladores aplicados sozinhos e ao controle
(Figura 10 C e 10 E). De forma geral, a combina¢do GAz + SPM apresentou menor atividades
em comparagéo ao controle para PPO, POD e SOD em todos os dias estudados, mais evidentes
nas flores pulverizadas (Figura 10).

Nas flores pulverizadas, os niveis de Putrescina aumentaram ou se mantiveram altos
entre o inicio e 9 dias, a partir dai caiu, com excecdo da combinacdo GAs + SPM (Figura 11
A). Enquanto flores submetidas a pulsing os niveis de Putrescina em todos os tratamentos
sempre cairam até 12 dias com excecédo do controle, com excecdo do controle (Figura 11 B).
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Figura 11: Putrescina e Cadaverina em flores de antdrio de corte cv. Arizona submetidas a
Pulverizacio (A e C) e Pulsing (B e D). Solucdes contendo Acido Giberélico (GAs a 144 pM),
Espermina (SPM a 2 uM), Acido Giberélico (GA3z a 144 uM) + Espermina (SPM a 2 uM) e Agua
destilada (Controle). As flores foram mantidas a 22 + 2°C por 12 dias.

o
w

)



As flores que foram pulverizadas com a combinagdo GAsz + SPM e apenas SPM, o0s
niveis de Cadaverina, mantiveram-se mais instaveis, como também com valores médios
superiores, em comparacdo aquelas flores controle e submetidas a GAs (Figura 11 C). As flores
submetidas a pulsing, houve um aumento dos niveis de Cadaverina para combinacdo GAs +
SPM e GAz até o dia 9, enquanto para SPM esse aumento foi até 6 dia (Figura 11 D). Ao final
de 12 dias, em todos os casos, com excec¢do do controle, os niveis de Cadaverina cairam
significativamente (Figura 11 D)

Em geral, flores pulverizadas com a combinagdo GAz + SPM, obtiveram maiores niveis
de Cadaverina em comparagdo ao controle, em todos os dias de conservagédo (Figura 11C).
Enquanto flores submetidas a pulsing, essas diferencas ndo foram perceptiveis (Figura 11 D).

Observou-se nas flores pulverizadas, os niveis de Espemidina aumentaram até 3 dias e
depois até 9 dias para GAz e SPM. Para a combinacdo, esse incremento se estendeu até 12 dias
(Figura 12 A). Os niveis de Espermina, em geral mantiveram-se mais estaveis na conservagao,
com excecéo das hastes pulverizadas com SPM, no qual aos 6 dias, aptresentaram um aumento
transiente entre 3 e 9 dias (Figura 12 C). No caso, das flores submetidas a pulsing, ocorreu um
amento transiente no inicio até o sexto dia (Figura 12 B). O mesmo comportamento foi

observado foi para Espermina, apenas nas flores controle sob pulsing (Figura 12 D).
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Figura 12: Espermidina e Espermina em flores de anturio de corte cv. Arizona submetidas
a Pulverizacdo (A e C) e Pulsing (B e D). Solucdes contendo Acido Giberélico (GAs a 144
UM), Espermina (SPM a 2 uM), Acido Giberélico (GAs a 144 uM) + Espermina (SPM a 2
M) e Agua destilada (Controle). As flores foram mantidas a 22 + 2°C por 12 dias.

Além disso, verificou-se que aos 12 dias a combinacdo GAz + SPM em pulverizacao,
obteve maiores valores médios de Espermidina e Espermina em comparacao ao controle (Figura
12 A e 12 C) isso néo foi evidenciado para pulsing (Figura 12 B e 12 D).

As flores que foram submetidas a pulsing e pulverizadas, os niveis de Histamina e
Serotonina se mantiveram em geral, mais estaveis, ao longo de 12 dias (Figura 13). Porém,
aquelas pulverizadas com GAg, apresentaram um aumento transiente no inicio (até 3 dias para
Histamina e 3 a 6 dias para Serotonina) (Figura 13 A e 13 C). Por outro lado, sob pulsing as
flores submetidas a GAs esse aumento parabolico ocorreu no final (6 a 9 dias) (Figura 13 D)
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Figura 13: Histamina e Serotonina em flores de anturio de corte cv. Arizona submetidas a
Pulverizacdo (A e C) e Pulsing (B e D). Solucdes contendo Acido Giberélico (GAsz a 144 pM),
Espermina (SPM a 2 uM), Acido Giberélico (GAs a 144 uM) + Espermina (SPM a 2 pM) e Agua
destilada (Controle). As flores foram mantidas a 22 + 2°C por 12 dias.
Com relacdo aos niveis de Dopamina, observou-se que nas flores pulverizadas, o
controle sempre teve maior concentragao e a combinagdo GAs + SPM 0s menores, tanto aos 9
como aos 12 dias (Figura 14 A). Os maiores niveis para flores sob pulsing nesse mesmo periodo,
foram verificados quando as flores foram submetidas ao controle e os menores as flores com
combinacdo GAs + SPM (Figura 14 B). Verificou-se que ocorreu o contrario em Tiramina, as
flores pulverizadas a combinagdo GAs + SPM obtivam os menores niveis enquanto que as flores

submetidas a pulsing a combinacdo permaneceu entre os maiores niveis (Figura 14 C e 14 D).
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Figura 14: Dopamina e Tiramina em flores de antirio de corte cv. Arizona submetidas a
Pulverizacio (A e C) e Pulsing (B e D). Solugdes contendo Acido Giberélico (GAs a 144 pM),
Espermina (SPM a 2 uM), Acido Giberélico (GAsz a 144 uM) + Espermina (SPM a 2 pM) e Agua
destilada (Controle). As flores foram mantidas a 22 + 2°C por 12 dias.
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4. Discusséo

Nos dois métodos de aplicacéo estudados, a combinacdo GAsz + SPM, estendeu a vida
de vaso de Anturio de corte cv. Arizona, em 12 dias para flores pulverizadas e 9 dias para flores
submetidas a pulsing. Ambos 0s casos com nota 2, considerado ainda comercial (Figura 6).
Enquanto GAsz e SPM aplicados isoladamente, e controle atingiram nota 2 até 6 dias de
conservacao (Figuras 6 e 7). Esses resultados demonstraram a maior eficiéncia, da combinagéo

GAs e SPM, principalmente sob pulverizagéo.

As respostas de aumento de longevidade de flores de corte tropicais sdo muito variaveis
dependendo da espécie e da cultivar. Em anturio, pode variar de poucos dias, até semanas,
dependendo da cultivar (ELIBOX e UMAHARAN, 2010). Pode chegar a 8 dias para cv. Yellow
Butterfly (ASRAR, 2012), 20 dias para a cv. Rubi (NASCIMENTO et al. 2008) e 28 dias para
a cv. Cassino (PROMYOU et al. 2012).

O GA:; aplicado por pulverizagdo isoladamente estendeu a vida de vaso de flor de
helicbnia cv. Golden Torch (MANGAVE, et al. 2013). Espermina em rosa cv. Dolcvita ndo
houve aumento na vida de vaso (FARAHI, et al. 2012), demonstrando variabilidade de
respostas de flores aos fitorreguladores. No presente trabalho, a aplicacdo de GAsz e SPM de
forma isolada ndo prolongou ainda mais a conservacdo de flores de Antdrio cv. Arizona, como
observados por Marsala et al. (2014) e Farahi, et al. (2012). Porém, a combinacdo prolongou de
3 a 6 dias, pulsing ou pulverizacéo, respectivamente, em relagéo ao controle, representando um

ganho significativo na comercializacdo de flor de antdrio cv. Arizona.

Flores pulverizadas e submetidas a pulsing com a solucdo formada de GAz + SPM
perderam menos massa fresca em comparagao ao controle, mais evidente aos 12 dias (Figura 8
A e 8 B). Esse comportamento resultou em hastes florais mais hidratadas, possivelmente com
menor estresse hidrico. Associado a isso, a combinacdo GAz + SPM resultou em menores
valores médios de extravasamento de eletrolitos, mais evidente também aos 12 dias,
independentemente do método de aplicacdo (Figura 8 C e 8 D). Isso pode indicar membranas

mais estaveis, resultando em flores mais duradouras.

A desidratacdo e a intensificacdo do extravasamento de eletrolitos sdo medidas que
podem indicar perda de qualidade de flores (MIRDEHGHAN E RAHIMI 2016). No presente
estudo, os danos causados pela senescéncia foram minimizados pelo uso da combinagdo GAs
+ SPM. O GAgs é notavelmente conhecido pelo aumento da forca motriz osmética, resultando
em potencial hidrico celular mais baixo, 0 que promove uma maior absorcdo de agua
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(EMONGOR 2004; SINGH et al. 2011). Além disso, é conhecido que as PAs, Putrescina,
Espermina e Espermina podem também regular abertura estomatica reduzindo o efeito do
estresse hidrico (LIU et al. 2000; AN et al. 2008). No presente trabalho, a combinacdo GAs +
SPM induziram Putrescina, Espermina e Espermina endogenas (Figuras 11 e 12) o que pode ter

favorecido essa regulacdo estomatica.

A medicao da condutividade elétrica, pode ser usado como indicativo de permeabilidade
da membrana em sépalas de flores, no qual aumenta com o estagio de desenvolvimento de
Ranunculus asiaticus L. e Consolida ajacis L. cv. Violet Blue (SHAHRI e TAHIR, 2011). E
noticiado também atividade de lipoxisenases (LOX) na senescéncia de flores de corte
estimulando a deterioracdo das membranas (FUKUCHI-MIZUTANI et al. 2000). Os efeitos
benéficos do GAs e da SPM combinados, sugerem uma maior manutengdo da integridade
celular e consequentemente maior durabilidade das hastes florais, mantendo caracteristicas

comerciais, além de retardar os efeitos da senescéncia.

Geralmente, os niveis de carboidratos e proteinas diminuem durante 0 processo de
senescéncia em plantas (EASON et al. 1997), devido, em parte, pelo uso na respiracdo
(HALEVY e MAYAK, 1981) e por acdo das proteases especificas (SHAHI, et al. 2011). No
presente trabalho, observou-se queda nos niveis de proteina do dia 0 ao dia 12 (Figura 8A e
8B), devido o turnover esta favorecendo a degradacdo, ao invés de sintese. Além disso, a
combinacdo GAs + SPM aplicados por pulsing, manteve mais estaveis os niveis de carboidratos
(Figura 9 D). Diferente das flores pulverizadas, no qual a queda desse fitoquimico foi mais
evidente (Figura 9 C). Por outro lado, as flores que foram pulverizadas até o dia 9, seus niveis
de carboidratos soltveis foram maiores em relacdo aquelas submetidas a pulsing (Figura 9 C).
Os carboidratos, sdo fontes de energia, controlam o metabolismo, desenvolvimento e expressdo
génica em procariotos e eucariotos (KUMAR et al. 2008). A reducéo dos niveis de acucares é

um dos mais importantes eventos associados a senescéncia de flor de Consolida ajacis L.

Os compostos fendlicos, pode ser utilizado como marcador bioquimico de senescéncia
de plantas (LEJA et al. 1994; FRANCK et al. 2007; CAVAIUOLO et al. 2013). Menores teores
de fenois podem ser indicativo de menores danos as membranas celular. Seus niveis sdo
aumentados, geralmente, quando plantas sdo submetidas a algum tipo de estresse (LEJA et al.,
2003). Uma vez que se encontram principalmente nos vacuolos e em outros espacos celulares
sob estresse extravasam podendo reagir com as polifenoloxidases (HOLDERBAUM et al.

2010). No presente trabalho, os teores de fendis sollveis totais (Figura 10 A), demonstraram
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possuir altos niveis, podendo ser explicado por a flor de Antdrio apresentar como principal
pigmento da espata os flavonoides (COLLETTE, 2004) que s&o conhecidos por possuirem anéis
fendlicos. A aplicacdo de GAsz e SPM na forma isolada e o controle, mantiveram, quase sempre,
intensos aumentos parabdlicos. Diferentemente, a combinacdo GAs e SPM, sempre obteve 0s

menores valores (Figura 10 A e 10 B).

O conteudo de compostos fenolicos e a atividade de PPO estdo intimamente
correlacionados, no qual 0 aumento do contetido dos fendis resulta em maior atividade da PPO
(HOLDERBAUM, et al. 2010). Menores atividades de PPO (Figura 10 C e 10 D), POD (Figura
10 Ee 10 F) e SOD (Figura 10 G e 10 H), pode ter contribuido para que as flores tratadas com
a combinagcdo de GAz e SPM estendesse a vida util, por alguns dias (Figura 6). Essa
combinacdo, possivelmente, favoreceu menores danos oxidativo, causados pelas EROs
(SHIGEOKA et al. 2002) o que pode ter gerado menores atividades de POD (Figura 10 E e 10
F) e SOD (Figura 10 G e 10 H).

Geralmente a POD e SOD sao medidas enzimaticas para se determinar o nivel de
estresse oxidativo em flores (RUBINOWSKA e MICHALEK, 2009; YU et al. 2009;
MANGAVE, et al. 2013). Quanto maior a atividade dessas enzimas, maior o nivel de estresse
dos tecidos (SHIGEOKA et al. 2002; YU et al. 2009). Resultados semelhantes foram visto no
presente trabalho, as flores néo tratadas (controle) ou submetidas aos fitorreguladores isolados
apresentaram mais curto tempo de conservagdo, possivelmente, resultado em maior dano

oxidativo, evidenciado indiretamente por meio de maiores atividades de POD e SOD.

Geralmente, as PAs encontram-se em maior concentracdo em tecidos jovens em relacao
aos velhos, um dos argumentos é a competicdo pelo precursor do etileno (S-adenosilmetionina
- SAM) (TIBURCIO et al. 1997). Embora, o anturio seja uma flor tropical moderadamente
sensivel ao etileno. Assim, o prolongamento da vida de vaso de flor, foi explicado em parte,
por altos niveis ou a estabilidade das poliaminas. No presente trabalho, as flores pulverizadas
com a combinacdo GAs + SPM, os niveis endogenos de Putrescina, Cadaverina, Espermidina,
Espermina e Dopamina sempre estiveram dentre os mais altos, e estaveis no final do
experimento, ou mesmo, significativamente superior em relagéo aos demais (Figura 11 A e 11
C; Figura 12 A e 12 A). Por outro lado, o tratamento via pulsing isso ndo aconteceu (Figura 11
B e 11 D; Figura 12 B e 12 D). Isso pode indicar um desvio para sinteseproducéo de PAs,
Espermina e Espermidina, ao invés de etileno, favorecendo a maior conservagao observada nas

flores pulverizadas com GA3z + SPM.
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As aminas de forma geral, agem como indicadoras de deterioracdo de tecidos
(REMANTANIS et al., 1985). Podendo atuar auxiliando a remo¢do de EROs e também na
manutencdo da integridade das membranas celulares (GROPPA e BENAVIDES, 2008).
Embora o seu papel como antioxidantes seja ainda bastante discutido (CHATTOPADHAYAY
et al. 2002; KAKKAR e SAWHNEY, 2003). Entretanto, este efeito ndo foi observado para
Histamina, Serotonina e Tiramina uma vez que flores sob pulsing e a pulverizacdo, a
combinagdo GAz + SPM seus niveis permaneceram dentre 0S menores e mais estaveis em
relacdo aos fitorreguladores aplicados isolados e ao controle (Figuras 13, 14 C e 14 D), e no
mesmo periodo para os niveis de Tiramina pulverizados (Figura 14 C e 14 D). Isso pode indicar

que estas PAs tiveram menor contribuigdo para uma maior longevidade dessas flores.

As poliaminas possuem um efeito antioxidante através de sua utilizacdo em reacdes
catalisadas pela peroxidase (BOUCHEREAU et al. 1999; CHATTOPADHYAY et al. 2002).
Assim como, podem ter um efeito protetor no que diz respeito a conservacao das estruturas
celulares diminuido sua degradacdo por meio da inibicdo da peroxidacéo lipidica. No presente
trabalho, verificou-se que as enzimas envolvidas na desintoxicacdo celular estudados POD e
SOD, apresentaram menores atividades naquelas flores pulverizadas com a combinagdo GAs +
SPM. Associados a isso, evidenciaram-se maiores niveis endogenos das PAs Putrescina,
Cadaverina, Espermidina e Espermina e Dopamina (Figura 11, 12, 14 C e 14 D). Isso pode
evidenciar que a combina¢do GAz + SPM usada pode aumentar a protegéo celular induzindo

moleculas ainda desconhecidas (LIU et al. 2007).

Uma novidade do presente trabalho foi que anturio cv. Arizona parece ser as PAs
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina e Dopamina, associadas de forma ainda
desconhecida, na protecdo das células em adicdo aos mecanismos conhecidos envolvendo
remocao de espécies reativas de oxigénios observado pela POD e SOD (Figura 10 E, 10 F, 10
G e 10 H). Possivelmente genes e metabolitos desconhecidos induzidos por PAs end6genos
parecem ser mais evidentes quando se aplica GAs e SPM combinados diretamente no tecido

alvo.

De modo geral, a combinagdo dos reguladores GAz + SPM aplicados por pulverizacéo,
sempre mantiveram os niveis de Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina e Dopamina
crescentes ou estaveis, significativamente altos, em relacdo ao controle, durante os 12 dias
estudados (Figuras 11, 12, 14 C e 14 D). Por outro lado, a aplicacdo dessa mesma combinagéo

por pulsing os niveis das mesmas poliaminas foram menores ou iguais ao controle (Figura 11,

41



12, 14 C e 14 D). Isso mostra que a aplicacdo por imersdo via pulsing no qual ocorre
translocacéo dos fitorreguladores nos vasos do xilema, para depois atingir as celulas da flor, ou
seja, na translocacéo via xilema, por haver uma infinidade de barreiras que dificulta a acdo dos
fitorreguladores estudados nas células-alvo, isso parece ndo ter sido téo eficiente, em relacdo a
pulverizagdo, no qual os fitorreguladores passam por contato direto, menos barreiras menor
distancia para atingir as células-alvo de forma mais eficiente. Assim, para os fitorreguladores
estudados, a pulverizacao foi mais eficiente na manutencao da qualidade de flores de antdrio

cv. Arizona.

Com base nos dados obtidos, assim como em outros trabalhos, acreditasse que em flores
de anturio cv. Arizona 0 manuseio e manutencgdo a 20 ° C estimula danos celulares conhecidos
como: desidratacdo, vazamento de eletrélitos, queda dos niveis de proteinas e aglcares, como
também, pode estimular danos oxidativos por meio das EROs (Figura 15). Porém, quando o
manuseio for associado a aplicacdo exdgenos direta na flor, ou via solugdo de GAs e SPM,
principalmente misturados em solucdo, estimula acumulos enddgenos de Putrescina,
Cadaverina, Espermina, Espermidina e Dopamina mais evidente e significativo que as PAs
Tiramina, Histamina, Serotonina, Dopamina. O acumulo dessas PAs parecem estar, em parte,
ligadas aos mecanismos de defesas, representado pelo metabolismo antioxidante via SOD e
POD; metabolismo fenolico, PPO e fendis sollveis total, no qual sdo mais conhecidos. Porém,
acredita-se ainda que outros mecanismos de protecdo sejam mais evidentes, no qual ainda sdo
desconhecidos, mas, que trabalhos evidenciam algumas possiveis moléculas candidatas, como
oxido nitrico (NO); acido gama-aminobutirico (GABA), genes, prolina assim como produtos
do metabolismo do N2, e o ciclo do acido tricarboxilico. Isolados ou em conjunto essas
moléculas em mudancas genética e metabdlicas devem estar estimulando, ainda mais, as

defesas celulares resultando em maior longevidade da flor de anturio cv. Arizona (Figura 15).
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Figura 15: Mecanismo referente a algumas respostas fisico-quimicas ao aumento da longevidade de flor de Antdrio cv. Arizona. As referéncias
sobescritas sdo: (a) Van Doorn, 2013; (b) Marsala et. al, 2014; (c) Mangave, et al. 2013; (d) Alcazar et al. 2006; (e) Alcazar et al. 2010; (f) Chattopadhyay
et al. 2002.
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5 Conclusdo

A utilizacdo da combinacio de Acido Giberélico (GA3) a 144 pM + Espermina (SPM)
a 2 UM demonstrou ser mais eficiente no retardamento da senescéncia em flor de corte de

Antlrio cv. Arizona.

A pulverizacdo foi o método mais adequado para a aplicacdo dos fitorreguladores

estudados, visto que dobrou o tempo de conservacéo conservagdo em relagcéo ao controle.
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