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“Senhor, fazei-me instrumento da vossa paz
Onde houver odio, que eu leve o amor

Onde houver ofensa, que eu leve o perdao

Onde houver discordia, que eu leve a uniao
Onde houver davida, que eu leve a fé

Onde houver erro, que eu leve a verdade

Onde houver desespero, que eu leve a esperanca
Onde houver tristeza, que eu leve a alegria
Onde houver trevas, que eu leve a luz.

O mestre, fazei que eu procure mais consolar do que ser consolado
Compreender do que ser compreendido

Amar que ser amado

Pois, é dando que se recebe

E perdoando que se é perdoado;

E morrendo que se vive

Para a vida eterna”.

Sao Francisco de Assis
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RESUMO

Conservacdo pos-colheita de inflorescéncias de lisianthus (Eustoma grandiflorum) cv.

Flare Deep Rose

A producéo brasileira de flores € um dos segmentos mais promissores do
agronegocio atual. O lisianthus configura neste panorama como uma das
principais flores de corte. As flores em geral s&o caracterizadas como produtos de
alta perecibilidade devido aos processos fisioldgicos intensos que levam a
senescéncia e por isso sdo extremamente dependentes do manejo pés-colheita
adequado. O desenvolvimento de solugbes conservantes baseadas nas alteracdes
fisiologicas das plantas € um dos grandes avancos no manuseio das flores de
corte. Além disso, as inflorescéncias de lisianthus apresentam desuniformidade de
coloracdo apo6s a colheita, devido aos botdes florais que se abrem com coloragdo
mais clara em relacdo as demais flores que compdem a haste. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da aplicagédo de solucéo de pulsing com trés tipos de
biorreguladores na conservacdo pés-colheita de lisianthus cv. Flare Deep Rose: 6-
benzilaminopurina (BAP), acido giberélico (GAs) e &cido abscisico (ABA). Além
disso, foi avaliada a associacdo do biorregulador mais eficaz a dois tipos de
carboidratos (sacarose e glicose). O ABA foi 0 mais eficaz na manutencdo pos-
colheita, tendo mantido a turgescéncia e retardado a senescéncia das
inflorescéncias. O GAj acelerou o desenvolvimento, reduzindo a vida de vaso,
enquanto que o BAP ndo afetou a longevidade das flores. Porém, o ABA reduziu
0 acumulo de antocianinas nas pétalas das flores e botbes. A glicose intensificou a
tonalidade das inflorescéncias que abriram ap6s a colheita, enquanto que aquelas
tratadas com ABA exibiram tonalidade mais clara. O ABA causou fechamento
estomatico e producdo de superdxido nas pétalas, enquanto a sacarose provocou
maior abertura estomatica e inibiu a producdo de espécies reativas de oxigénio.
Assim, a aplicacdo de ABA pode induzir adaptacdo ao estresse, como fechamento
estomatico, porém reduz a coloragdo das pétalas. A aplicacdo de glicose pode
auxiliar na manutencdo da cor dos botdes que se abrem apds a colheita.

Palavras-chave: Solucdo de pulsing; Biorreguladores; Carboidratos; Qualidade;
Fisiologia pos-colheita



ABSTRACT

Postharvest conservation of lisianthus (Eustoma grandiflorum) cv. Flare Deep Rose

Professional braziliam floriculture is one of the most promising segments
of intensive horticulture in current national agribusiness. Lisianthus is an
importante cut flower, due to its large inflorescences, long stems and several color
of flowers. However, flowers are products of high perishability due to intense
physiological processes that cause senescence and therefore and require adequate
postharvest techniques. Preservative solutions based on the physiological changes
are one of the great advances in flower postharvest. In addition, lisianthus shows
nonuniform coloration in buds that open after harvest. The aim of this work was
to evaluate the effects of pulsing solutions of three types of plant bioregulators in
lisianthus cv. Flare Deep Rose: 6-benzylaminopurine (BAP), gibberellic acid
(GAg3) and abscisic acid (ABA). In addition, ally the most effective bioregulator to
carbohydrates: glucose and sucrose. ABA was the most effective in postharvest
maintenance, it delayed the senescence and turgescence loss, but reduced the
accumulation of anthocyanins in flowers and buds. GA3 accelerated development,
reducing vase life, while BAP did not affect flower longevity. ABA treatments
(with or whitout carbohydrates) caused stomatal closure and superoxide
production in the petals, while sucrose showed greater stomatal opening and
inhibited production of superoxide. Thus pulsing with ABA may induce
adaptation to stress, such as stomatal closure, but reduce the petal color. Glucose
pulsing can improve the color of the flower petals that open after harvested.

Keywords: Pulsing solutions; Bioregulators; Carbohydrates; Quality; Postharvest
physiology






1. INTRODUCAO

A producdo brasileira de flores € um dos mais dindmicos e promissores segmentos do
agronegocio contemporaneo, exibindo indicadores de crescimento significativos como:
namero de produtores, area cultivada e valor bruto de producdo (JUNQUEIRA; PEETZ,
2014). No Brasil existem 8.248 produtores de flores e plantas ornamentais distribuidos em
14.992 hectares, em propriedades com tamanho médio de 1,8 hectares, onde sdo produzidas
mais de 350 espécies e mais de trés mil variedades. O faturamento em 2016 foi de R$ 6,7
bilhdes, 0 que representa crescimento na ordem de 8% (IBRAFLOR, 2017).

A distribuicdo da area cultivada com flores e plantas no Brasil é de 50,4% para
mudas; 13,2% para flores envasadas; 28,8% para flores de corte; 3,1 % para folhagens em
vaso; 2,6% para folhagens de corte e 1,9% para outros produtos da floricultura
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2013). Dentre as principais espécies comercializadas no pais no
segmento de flores de corte destacam-se as rosas, crisantemos, lisianthus e gérberas. O
consumo médio per capita nacional é de R$ 26,68 , onde as plantas ornamentais direcionadas
para paisagismo e jardinagem sdo responsaveis por 48,6% desse valor. Em seguida estdo as
flores de corte com 29,9%, flores e plantas envasadas com 20% e folhagens de corte com
1,5% (LIMA JUNIOR et al., 2015).

Estes indices ainda sdo considerados baixos em relacdo ao consumo per capita dos
paises com mercados mais desenvolvidos (JUNQUEIRA; PEETZ, 2013). Porém, nos Gltimos
anos a floricultura brasileira cresceu em média de 8-10% ao ano e de 12-15% na quantidade
de produtos ofertados no mercado (SEBRAE, 2016). O crescimento expressivo neste setor
tem sido atribuido a evolucdo de indicadores socioecondmicos, a melhorias na cadeia de
distribuicdo dos produtos e a expansdo da cultura de consumo de flores e plantas como
expoentes da qualidade de vida.

O lisianthus foi introduzido primeiramente no Japdo em 1933, embora tenha sua
origem nos Estados Unidos, onde foi introduzido comercialmente pela Sakata Seed Company
no comec¢o da década de 80 (HARBAUGH, 2007). No Brasil foi introduzido, também, na
década de 80, porem apresentou destaque na producdo nacional somente a partir da década de
90 (SALVADOR, 2000; CAMARGO et al., 2004).

Pertencente a familia Gentianaceae foi catalogado nos anos 80 como Lisianthus
russellianus, mas logo foi reclassificado cientificamente como Eustoma grandiflorum (Raf.)
Shinn (syn. E. andrewsii, E. russellianum, L. russellianun) (HARBAUGH, 2007).
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E. grandiflorum é uma espécie herbacea bienal quando em cultivo natural, as flores
se formam no inicio da primavera e inicio do verdo (LORENZI; SOUZA, 2008; BACKES,
2004). A planta apresenta inflorescéncia paniculada determinada, com uma Unica flor por
pedunculo floral (BAILEY, 1950). As flores séo grandes (diametro entre 6 e 9 cm), em forma
de sino, de pétalas simples ou dobradas, apresentam textura acetinada de coloracdo branca,
amarela, réseas, roxas e esverdeadas, também apresentam cultivares bicolores, além de
mesclas e tonalidades intermediarias, podem ser produzidas de 20 a 40 flores por planta. As
cultivares destinadas ao corte devem apresentar hastes com comprimento médio entre 50 e 70
cm e folhas ovais e oblongas de coloracdo verde acinzentada. (BACKES, 2004; BACKES et
al., 2007; MEJIA, 2009).

As flores em geral sdo caracterizadas como produtos de alta perecibilidade, devido a
natureza efémera dos tecidos e pelos processos fisiologicos intensos, assim, tém sua qualidade
extremamente dependente do manejo pés-colheita adequado (NOWAK; RUDINICKI, 1990).
Alteragcdes bioquimicas, fisioldgicas e estruturais ocorrem ap6s a colheita, levando ao
processo de desorganizacao e desagregacdo dos tecidos e érgaos, tais processos promovem a
senescéncia que € de natureza irreversivel (FINGER et al., 2003).

A senescéncia compreende 0s processos que ddo sequéncia a maturidade fisioldgica
levando a morte da planta como um todo, 6rgdo ou tecido a um nivel macroscépico,
envolvendo a expressdo de genes altamente regulados e a presenga de mecanismos
combinados de degradacdo celular (YAMADA et al., 2007; SHAHRI; TAHIR, 2014). Mayak
(1987) sugere a seguinte sequéncia de eventos, que ocorrem durante a senescéncia: alteracdes
nas membranas celulares; elevacdo da producéo de etileno; aumento da respiracdo; perda de
permeabilidade e como consequéncia, o0 extravasamento de ions e reducdo da massa fresca
devido a grande perda de agua.

O periodo entre a maturidade e a senescéncia € menor nas pétalas em relacdo as
folhas, (HALEVY; MAYAK, 1979) e seus efeitos depreciam as hastes. A senescéncia é
caracterizada principalmente pelo aumento dos niveis de &cido abscisico (ABA) e reducdo de
giberelinas. Inicia-se nos 6rgdos florais assim que as flores se abrem e € um processo
altamente regulado que finaliza ao atingir a morte celular programada. Além disso, sdo
caracteristicas deste processo a producéo de espécies reativas de oxigénio — ROS (ROGERS,
2012) e as alteracOes nos niveis de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos relacionados
a eliminagdo de ROS (PRICE et al., 2008).

A variabilidade genética confere caracteristicas préprias a cada cultura, de forma que

0s sintomas da senescéncia e a maxima duracdo de vida de vaso podem variar muito entre
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espécies e cultivares (REID, 1992; VAN DOORN; DE WITTE, 1999). De maneira geral, a
longevidade das flores cortadas é influenciada por fatores ambientais e enddgenos, de
natureza tanto pré como pos-colheita, destacando-se o estadio de desenvolvimento da flor
durante a colheita, a nutricdo e a disponibilidade de carboidratos de reserva (KADER, 2002).

As perdas sdo reflexo, principalmente, da inadequada conducdo e manuseio,
transporte ndo apropriado, deterioragdo causada por microrganismos, uso inadequado de
embalagens e deficiéncia na infraestrutura. Isto, também se deve a grande fragilidade das
flores, principalmente das peétalas, pois ndo possuem protecdo suficiente de cuticula e assim
estdo sujeitas a perda de 4gua (CAVASINI, 2013).

A excessiva perda de agua por transpiracdo causa murchamento das flores e limita a
longevidade das hastes (VAN DOORN; WITTE, 1991). O turgor de um 6rgdo vegetal €
resultado do balanco entre a tendéncia de perder agua por transpiracdo e a capacidade de
drenar a &4gua para as células. Apos a colheita, esse equilibrio é rompido, causando déficit
hidrico permanente, com perda gradual da turgidez dos tecidos e consequéncias drésticas na
qualidade do produto (BOROCHOV et al., 1982). Por isso, 0 aumento da vida de vaso das
flores de corte esta geralmente associado com os altos niveis de hidratacdo dos tecidos
(MUNOZ et al., 1982).

Os diversos fatores envolvidos na senescéncia e no estresse levam a uma série de
mudancas no metabolismo fisiol6gico, assim como nos processos de desorganizacao celular,
gerando aumento na quantidade de ROS. Estas sdo subprodutos do metabolismo do oxigénio
e causam danos oxidativos nos lipidios, proteinas, entre outros, formando produtos tdxicos
que afetam severamente as membranas celulares (SHIGEOKA et al., 2002).

A producéo de enzimas antioxidantes pelas plantas diminui os danos provocados
pelo excesso de ROS, interagindo direta ou indiretamente em varios processos fisioldgicos,
catalisando a oxidacdo de substratos como fendis, aminas e certos compostos heterociclicos
como &cido ascorbico na presenca de H,O, (SCANDALIOS, 1993; JIN et al, 2006).

As enzimas antioxidativas atuam reduzindo as espécies reativas de oxigénio.
(RABABAH et al., 2011). Algumas delas estdo envolvidas no processo de escurecimento, tais
como a polifenoloxidase (PPO), a qual age na oxidacdo de compostos fendlicos na presenca
de peroxido de hidrogénio (H.O,) (TEREFE et al., 2014). Acredita-se que a PPO € um
promotor da atividade da peroxidase (POD), uma vez que o peroxido é gerado como
subproduto durante a oxidagdo dos substratos fenolicos pela PPO (TOMAS-BARBERAN;
SPIN, 2001).
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Os compostos fendlicos sdo produzidos pelo metabolismo secundério dos vegetais e
tém funcdo antioxidante devido a presenca de hidroxilas e anéis aromaticos em sua estrutura
quimica. Apesar dos compostos fendlicos apresentarem funcéo de protecdo contra as espécies
reativas de oxigénio, que causam peroxidacdo dos lipidios, esta reacdo resulta em quinonas
polimerizadas que propiciam o escurecimento de produtos horticolas (DE MARTINO et al.,
2006).

A aplicagdo de técnicas para prolongar a durabilidade das flores é de grande
importancia, tal como o emprego de solugdes conservantes que mantém a qualidade e
prolongam a vida de vaso das hastes. Estas solu¢des podem fornecer substrato energético,
antioxidante, hidratacdo dos tecidos, a¢do antimicrobiana, ja que a colheita da flor interrompe
o fornecimento de agua, substratos respiratorios e outros elementos (De PIETRO, 2009).

O desenvolvimento de solucdes conservantes baseadas nas alteracdes fisiologicas das
plantas é um dos grandes avancos no manuseio das flores de corte (De PIETRO, 2009).
Segundo Halevy e Mayak (1981), existem quatro tipos de solugdes que podem ser utilizadas
de acordo com o objetivo de seu uso: fortalecimento (pulsing), manutencdo, inducdo de
abertura floral e condicionamento.

As solucGes de pulsing sdo consideradas um tratamento rapido antes do transporte ou
armazenamento que prolonga a vida das flores, mesmo apds a transferéncia para agua ou para
solucbes de manutencdo. O tratamento de pulsing € um procedimento que hidrata e nutre 0s
tecidos florais utilizando-se, para este fim, agcUcares e outros compostos quimicos (HALEVY;
MAYAK, 1981).

Os carboidratos séo a principal fonte de carbono para as flores e a principal fonte de
energia necessaria para a manutencao de todos os processos bioquimicos e fisioldgicos apds a
separacdo da planta mde. Por isso a sacarose, e outros agucares, sd0 compostos muito
utilizados para prolongar a longevidade das hastes (MATTIUZ, 2003).

Os acucares possuem funcdes muito importantes como: reducdo do ponto de
congelamento e sensibilidade dos tecidos as injdrias ao frio; auxilio no fechamento estomético
(HALEVY; MAYAK, 1981); retardo da degradacdo de proteinas, lipidios, acidos nucléicos;
manutenc¢do da integridade das membranas, da estrutura e fungcdo mitocondrial; inibicdo da
producdo e acdo do etileno; e manutencdo do balanco hidrico (NOWAK et al., 1991). O
principal efeito da sacarose é atuar como substrato respiratorio, mantendo o nivel de
carboidratos e reduzindo ou evitando a protedlise (MAROUSKY, 1972). Assim, o contedo
desses substratos respiratérios pode indicar a vida potencial da flor cortada a uma determinada

temperatura (NICHOLS, 1973). Apesar de varios trabalhos evidenciarem os resultados



13

benéficos do uso de sacarose em soluces conservantes para flores de corte, em lisianthus
altas concentracGes causaram clorose nas folhas e necrose préximo as nervuras (SHIMIZU-
YUMOTO; ICHIMURA 2007, 2009).

A aplicacdo de biorreguladores na pds-colheita de flores tém se tornado alternativa
eficaz na manutengéo das hastes, devido aos seus efeitos no metabolismo, os quais auxiliam
na longevidade das inflorescéncias. A citocinina sintética 6-benzilaminopurina (BAP)
retardou a senescéncia de flores cortadas de dalia e mostrou ser mais eficiente que o 1-
metilciclopropeno (1-MCP), um inibidor da acdo do etileno (SHIMIZU-YUMOTO;
ICHIMURA, 2013). O papel da citocinina no retardo da senescéncia ainda ndo esta
totalmente elucidado, é provavel que esta possua um papel complexo no retardo da
senescéncia, provavelmente agindo em diferentes processos (HUANG; CHEN, 2002) como
alteracdes fisiologicas, bioquimicas e estruturais que ocorrem apdés a colheita (FINGER et al.,
2003).

As giberelinas (GAs) desempenham fungdes importantes no metabolismo das flores,
pois atuam desde a transi¢do para o florescimento até o desenvolvimento floral. Entretanto, a
giberelina mais importante é o acido giberélico (GA3), sendo este produzido e aplicado
comercialmente (TAIZ; ZEIGER, 2013). O tratamento com GAgj apresentou retardo de
senescéncia em flores cortadas de Gladiolus (SING et al., 2008). Em gérbera, 0 GA3
aumentou a quantidade de acUcares redutores nas flores e caules, reduzindo o potencial
osmotico, o que contribuiu para absorcdo de agua e manutencdo da turgescéncia das hastes,
além de reduzir a transpiracdo (EMONGOR, 2004). Em lisianthus, a interacao sinérgica entre
BAP e GA; retardou a senescéncia relacionada ao estresse hidrico, manifestado através do
bent-neck e murchamento de pétalas (MUSEMBI et al., 2015).

O ABA, embora seja um biorregulador vegetal relacionado a senescéncia, pode ser
utilizado na conservacdo de flores de corte quando utilizado em baixas concentracGes.
Associado a sacarose atraves de solucdo de pulsing causou efeito preservativo em hastes
cortadas de lirio ‘Sorbonne’, aliviou os sintomas de clorose e aumentou significativamente o
peso fresco das hastes (GENG et al., 2015a; GENG et al., 2015b). Segundo Geng et al.
(2015a), o ABA atrasou a degradacdo de proteinas e promoveu a atividade de enzimas
antioxidantes, diminuindo os danos celulares causados pelas espécies reativas de oxigénio.

Efeitos benéficos da aplicacdo conjunta de sacarose e ABA foram observados na
qualidade pds-colheita de lisianthus cv. Mira Coral, houve atraso no murchamento das folhas,
reducdo de danos foliares e aumento da longevidade floral (SHIMIZU-YUMOTO,;
ICHIMURA, 2009; SHIMIZU-YUMOTO et al., 2010) . Os autores relatam que a reducédo da
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transpiracdo foi resultante do efeito do ABA na abertura estomatica e o aumento da
longevidade das hastes foi devido a translocacdo de carboidratos enddgenos para as flores e
botBes de lisianthus. Segundo Shimizu-Yumoto e Ichimura (2009), hastes de lisianthus ‘Mira
Coral’ tratadas com solugdo de pulsing, contendo ABA associado a sacarose, apresentaram
atraso no murchamento das folhas e reducéo nos danos foliares.

Apos a colheita de flores, os processos fisiologicos e os fatores ambientais adversos
aceleram sua deterioracdo. Entretanto, 0 aumento da vida Util pode ser obtido com a utilizacao
adequada de tecnologias de conservacdo (SONEGO; BRACKMANN, 1995). Embora o
lisianthus apresente importante posicdo no mercado de flores brasileiro, os estudos pos-
colheita desta espécie ainda sdo incipientes, tornando-se necessario o desenvolvimento de
técnicas de conservacao que possibilitem a manutencdo da qualidade das flores.

Diante desses aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes tratamentos
poés-colheita para manuten¢do da qualidade e da longevidade lisianthus ‘Flare Deep Rose’,
Assim, os objetivos especificos foram avaliar a influéncia dos biorreguladores na conservagdo
e fisiologia pos-colheita de inflorescéncias de lisianthus. Avaliar o efeito do biorregulador

mais eficaz conjuntamente a dois tipos de carboidratos (glicose e sacarose).
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2. BIORREGULADORES NA MANUTENCAO POS-COLHEITA DE
INFLORESCENCIAS DE LISIANTHUS (Eustoma grandiflorum)

RESUMO

O lisianthus (Eustoma grandiflorum) é uma das mais importantes flores de
corte, entretanto os sintomas de senescéncia depreciam as inflorescéncias apos a
colheita, reduzindo a vida de vaso e a qualidade comercial. Esse trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos de biorreguladores na manutengdo pos-colheita
de lisianthus cv. Flare Deep Rose, aplicados em solugdo pulsing de 24 horas.
Foram aplicados 70 uM de 6-benzilaminopurina (BAP), 5 uM de &cido giberélico
(GA3), 10 uM de é&cido abscisico (ABA) e agua destilada como controle. As
analises foram realizadas antes da montagem do experimento (dia 0) e a cada
quatro dias para avaliacdo dos aspectos visuais (turgescéncia e desenvolvimento
floral), assim como para a determinacdo do teor dos agUcares totais, aclcares
redutores e taxa respiratoria. O BAP ndo interferiu na manutencdo pos-colheita
das inflorescéncias. O ABA apresentou maior turgescéncia e atraso da senescéncia
até o Ultimo dia de armazenamento (12° dia). O GAg; acelerou a senescéncia das
inflorescéncias. Apesar deste tratamento ter apresentado resultado satisfatorio até
0 8° dia de andlise nos parametros visuais, as hastes perderam a qualidade
decorativa no 12° dia. Houve aumento na taxa respiratdria nos tratamentos com
ABA e GA;, sendo que 0 GA3 apresentou a maior taxa no ultimo dia de analise.
Houve variacdo no teor de acUcares totais entre os tratamentos, sendo que o ABA
apresentou o maior teor ao final dos 12 dias de armazenamento. Todos o0s
tratamentos apresentaram reducdo dos acucares redutores e no ultimo dia nédo
apresentaram diferencas entre si. Dessa forma, o tratamento com ABA auxilia na
manutengéo da turgescéncia das inflorescéncias, promove a abertura de botdes e
proporciona maior longevidade floral.

Palavras-chave: Acido abscisico; Acido giberélico; 6-benzilaminopurina
ABSTRACT

Lisianthus (Eustoma grandiflorum) is an important cut flower, however
symptoms of senescence depreciate the inflorescences after harvesting, decreasing
vase life and commercial value. This work aimed to evaluate the effects of
bioregulators on postharvest maintenance of lisianthus cv. Flare Deep Rose, in
pulsing solutions for 24 hours. The experiment consisted of 6-benzyaminopurine
70 uM (BAP), gibberellic cid 5 uM (GAg) , abscisico acid 10 uM (ABA) and
destilled water. In this experiment turgescence, floral opening and development
were monitored from grading scales, and were evaluated total sugar contents,
reducing sugars and respiratory rate. ABA treatments showed higher turgescence
and delayed the senescence until 12" day of storage. GA; maintained the visual
quality on the 8" days, but he flowers showed loss of quality on the 12" days and
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they were discarded. Flowers treated with ABA and GAj caused respiratory rate
enhancement, but GA; showed higher respiratory rate on the 12" days. ABA
showed higher total sugar content on the 12" days, and all the treatments caused
decrease of reducing sugar contents. Thus, pulsing solution with ABA maintain
the turgescence of the inflorescences promotes bud opening and provide great
floral longevity.

Keywords: Abscisic acid; Gibberellic acid; 6-benzylaminopurine

2.1. Introducéo

O lisianthus (Eustoma grandiflorum) é uma importante flor de corte no mercado
nacional, foi introduzida no Brasil na década de 80, entretanto despertou interesse dos
produtores e consumidores somente a partir da década de 90 (CAMARGO et al., 2004;
JUNQUEIRA; PEETZ, 2013). Sua grande popularidade se deve a beleza de suas
inflorescéncias e variedade de cores (CHUANG; CHANG, 2013; ZHOU et al., 2014). Além
disso, as inflorescéncias sdo grandes com hastes longas o que confere facil manuseio, sendo
estas muito utilizadas em arranjos florais.

Entretanto, as flores sdo produtos de alta perecibilidade devido a natureza efémera
dos tecidos, onde os processos fisioldégicos ocorrem de forma intensa e por isso as flores
perdem seu valor comercial em um curto periodo de tempo ap6s a colheita (NOWAK;
RUDNICKI, 1990). A senescéncia é a principal causa de depreciacdo das flores, cujos
sintomas surgem logo apds o corte e sdo evidenciados pela perda de agua (murchamento),
perda de cor e brilho das flores (DIAS, 2016).

A senescéncia envolve a expressdo de genes altamente regulados e a presenca de
mecanismos combinados de degradacdo celular (YAMADA et al., 2007; SHAHRI; TAHIR,
2014). Como resultado deste processo, 0s tecidos senescentes apresentam perda de agua,
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), peroxidacdo lipidica e perda da
permeabilidade de membrana, assim como hidrdlise de proteinas, acidos nucléicos, lipideos e
carboidratos (TRIPATHI; TUTEJA, 2007).

Diante disso, torna-se necessaria a utilizacdo de tecnologias pds-colheita que
garantam o retardo da senescéncia e dos sintomas caracteristicos que depreciam as
inflorescéncias levando ao descarte, gerando grandes perdas pos-colheita e prejuizo aos
produtores. A utilizacdo de solugdes conservantes baseadas na fisiologia pos-colheita das
inflorescéncias € uma alternativa eficaz para manutengdo da qualidade e reducdo dos efeitos
da senescéncia (NOWAK; RUDNICKI, 1990). A solucdo de pulsing € uma solucdo
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conservante de tratamento rapido que pode ser aplicado antes das hastes serem transportadas,
prolongando a vida de vaso mesmo depois de serem transferidas para 4gua. Trata-se de um
procedimento que garante hidratagdo e nutricdo dos tecidos florais, para tanto diversos
compostos podem ser utilizados nessas solugdes, como agUcares, &cidos organicos,
antioxidantes, inibidores de etileno e/ou hormdnios vegetais como citocininas, GAs, auxinas e
ABA (HALEVY; MAYAK, 1981; CASTRO, 1984).

A utilizacdo de biorreguladores em solugbes de pulsing tém mostrado efeitos
benéficos na manutencdo pods-colheita de flores devido a diversas fungbes nos processos
fisiologicos e estruturais das inflorescéncias. A aplicacdo exdgena de BAP provocou atraso na
senescéncia em flores de corte de varios géneros, como Eustoma (HUANG; CHEN, 2002;
KARIMI; ASIL, 2010), flor de I6tus Nelumbo (CHATHURY; SARANANDA, 2011) e
Dahlia (SHIMIZU-YUMOTO; ICHIMURA, 2013).

O tratamento pos-colheita com GA; se mostrou eficiente no retardo da senescéncia
de hastes de gladiolos (SING et al., 2008) e reduziu o potencial osmético e a transpiracdo das
hastes de gérbera (EMONGOR, 2004). Hastes de lisianthus cv. Mira Coral tratadas com
solucdo pulsing com ABA, associada a sacarose, apresentaram atraso no murchamento das
folhas e reducéo nos danos foliares (SHIMIZU-YUMOTO; ICHIMURA, 2009).

Sendo assim, sabe-se que os biorreguladores alteram o metabolismo dos agucares nas
flores de corte e os carboidratos enddgenos auxiliam na manutencdo da respiracdo e
turgescéncia, contribuindo para longevidade das hastes. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou avaliar os efeitos da aplicacdo de biorreguladores (BAP, GA3; e ABA) em solucédo

pulsing na manutencédo pos-colheita de lisianthus cv. Flare Deep Rose.

2.2. Material e Métodos
2.2.1. Material vegetal e tratamentos

As hastes de lisianthus (Eustoma grandiflorum) cv. Flare Deep Rose foram obtidas
de producdo comercial da empresa “Monalisa Flores”, localizada no municipio de
Paranapanema, SP (23°23'19"S e 48°43'22"W, altitude: 610 m). As hastes foram colhidas
guando apresentavam de duas a trés flores abertas e foram transportadas para o Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica Po0s-Colheita no Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP, em Piracicaba (SP). No

laboratdrio, as hastes foram padronizadas em 50 cm de comprimento e as folhas dos primeiros
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15 cm da parte inferior do caule foram retiradas, em seguida foram aleatorizadas para a
aplicagéo dos tratamentos.

Os tratamentos consistiram de trés tipos de biorreguladores e foram aplicados através
de solucdo de pulsing, por 24 horas. As dose de BAP 70 uM (6-benzylaminopurina Sigma-
Aldrich) e GA3 5 uM (> 90% A3 Sigma- Aldrich) foram determinadas como doses adequadas
para manutencdo pds-colheita de lisianthus por Musembi et al. (2015) e de ABA 10 uM (>
98,5% N° CAS 14375-45-2 Sigma-Aldrich) por Shimizu-Yumoto et al. (2010). Assim, os
tratamentos foram: 1 - controle (agua destilada); 2 - 70 uM BAP; 3 — 5 uM GA3s; 4 — 10 uM
ABA.

Apo6s a aplicagdo dos tratamentos, as hastes foram mantidas em solugdo de &gua
destilada e dicloroisocianurato de sédio em concentragdo de 0,25% (StartClor®), que foi
substituida a cada dia de analise. As hastes foram armazenadas a 20°C e umidade relativa de
80+2%. O monitoramento da qualidade das hastes foi realizado a cada quatro dias, até o
décimo segundo dia de armazenamento, que correspondeu ao fim da vida util, quando as
hastes apresentavam qualidade inviavel para comercializacdo. Para a determinacdo da
inviabilidade comercial foi fixado um padrdo de 50% das flores apresentando murcha e/ou
sintomas de senescéncia. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (4 solucGes de pulsing X 4 dias de armazenamento) com trés repeticdes de
quatro hastes cada, exceto para a taxa respiratéria onde foram utilizadas quatro repeticdes
com quatro hastes cada. Para as analises bioquimicas foram utilizadas somente as flores que
apresentavam abertura completa desde primeiro dia de analise (D0), sendo desconsideradas
aquelas que abriram durante o periodo de armazenamento. As amostras de pétalas foram
coletadas, congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas, moidas e armazenadas a -20°C, para

posteriores analises bioquimicas.

2.2.2. Anélises Visuais

As andlises visuais foram feitas nos dias de avaliacdo, através de atribui¢fes de notas
que se iniciaram no dia de colheita das hastes e continuaram até o encerramento da vida
decorativa, ou seja, quando estas se apresentarem inviaveis para comercializacdo. Para
determinacédo da inviabilidade comercial foi fixado um padrédo onde 50% das flores da haste
estiverem murchas. Os aspectos qualitativos foram definidos de acordo com os seguintes
critérios e respectivas atribuicdes de notas: Turgescéncia: (1) Murcha; (2) Levemente Murcha
e (3) Turgida.
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As hastes de lisianthus sdo compostas por botbes (em diversas fases de
desenvolvimento), antese floral e por flores abertas. Foram quantificados os botdes que
estavam em fase de desenvolvimento adequada para abertura completa e estes foram
acompanhados juntamente com as flores que se encontravam abertas no momento da colheita.
E os aspectos qualitativos citados abaixo foram definidos através da atribuicdo das seguintes
notas: Desenvolvimento das flores: (1) Botdo; (2) Inicio Antese; (3) Abertura Total e (4)

Flores Senescentes.

2.2.3. Taxa Respiratéria

O monitoramento da taxa respiratéria das inflorescéncias foi realizado por
cromatografia gasosa. A evolugdo do CO, foi determinada colocando-se trés hastes, mantidas
em vasos de acrilico contendo 500 mL de agua, em um recipiente hermético, durante 1 hora.
Apos este periodo, uma amostra de 0,5 mL de cada um dos recipientes foi retirada e injetada
em cromatografo a gas (Thermofinigan, modelo Trace GC Ultra), equipado com detector de
ionizac¢do por chama (FID) e coluna de ago inox de 1/8” e 4,0 m de comprimento, preparada
com Porapak N 50/80. As temperaturas da coluna, injetor e detector foram 110, 140 e 200 °C,
respectivamente, com hidrogénio como gas de arraste a um fluxo de 25 mL min™. A taxa

respiratoria foi expressa em mL de CO, por kg de massa fresca por hora (mL CO; kg™ h™).

2.2.4. Teor de Acucares Totais

Para extracdo dos acgUcares foram utilizados 5 mg de amostra de pétalas em 5 mL de
etanol 80 %, agitados em vértex e levadas ao banho-maria a 60°C, por 30 minutos. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 6440 x g (Jouan BR4i, Paris, Franca) por 5
minutos e o sobrenadante foi coletado. Para completa extracdo dos aclcares da amostra 0s
procedimentos foram repetidos, combinando-se os sobrenadantes. Apoés isso, etanol 80% foi
adicionado de modo a completar o volume do extrato para 10 mL.

A quantificagdo do teor de agUcares totais foi realizada de acordo com a metodologia
fenol-sulfdrico de Dubois et al. (1956). Para a reagdo, acrescentou-se 100 pL de extrato, 900
uL de agua destilada, 500 pL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfdrico P.A. As leituras foram
feitas em espectrofotdmetro a 490 nm (Biochrom Libra S22 UV-Vis, Cambrige, UK) e 0s

resultados foram expressos em mg de glicose g™ de massa seca.
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2.2.5. Teor de Agucares Redutores

Para a analise de agUcares redutores utilizou-se 0 mesmo extrato de agucares totais.
O ensaio foi realizado seguindo a metodologia de Somogyi-Nelson (Nelson, 1944), com
modificagdes. Foram adicionados 80 pL de extrato e 160 pL de solu¢do de Somogyi-Nelson
I. Apos agitacdo, os tubos foram levados ao banho-maria em ebulicdo por 6 minutos, sendo
entéo resfriados em banho de gelo por 5 minutos. Acrescentou-se 160 puL de Somogyi-Nelson
Il e 0 extrato foi deixado em repouso por 5 minutos, em temperatura ambiente, posteriormente
foram adicionados 2 mL de agua destilada. As leituras foram realizadas em espectrofotometro
a 540 nm (Biochrom Libra S22 UV-Vis, Cambrige, UK) e os resultados expressos em mg de
glicose g™ de massa seca.

2.2.6. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software R Studio (versdo 3. 2. 5). Os
resultados foram submetidos a anélise de variancia e expressos como média + erro padrdo. A
normalidade e homogeneidade dos dados foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk e de
Bartlett, respectivamente. A diferenca estatistica entre as médias foi calculada pelo teste de
Tukey (P <0,05).

2.3. Resultados

2.3.1. Andlises Visuais

Apos quatro dias, todos os tratamentos apresentavam aproximadamente 10% das
flores com murcha leve e/ou acentuada (FIGURA 1). Ao oitavo dia de anélise, os tratamentos
controle e BAP ja estavam com aproximadamente 40% das inflorescéncias comprometidas

com murcha, sendo estas descartadas no 12° dia, com mais de 50% de murcha acentuada.



27

100% 1 pq 1 B PO
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

% de Inflorescéncias

Cont.|BAP|GA3|ABA|C0nt. BAP|GA3|ABA|Cont.| BAP|GA3|ABA|Cont.| BAP| GA3|ABA

0 4 8 12
Dias de Armazenamento

B Murcha acentuada B Murcha Leve @ Turgida

Figura 1. Porcentagem de inflorescéncias de lisianthus cv. Flare Deep Rose com sintomas de
murchamento, tratadas com biorreguladores e armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR.
Cont. (Controle); BAP (6-benzilaminopurina); GAs (acido giberélico); ABA (&cido abscisico).

O tratamento com GA3; mostrou-se eficaz até o 8° dia, porém no 12° resultou em
hastes com aproximadamente 60% de murcha. O ABA ndo diferiu do GA3 até o 8° dia,
entretanto apresentou 50% de inflorescéncias com sintomas de murcha leve/acentuada, sendo
esta a menor porcentagem entre os demais tratamentos. (FIGURA 1).

Ao longo do tempo de vida de vaso, os botbes se abriram e as flores que se
encontravam abertas na colheita comecaram a entrar em senescéncia, alterando o visual das
hastes florais. No quarto dia de analise, os tratamentos controle e BAP ndo apresentavam
diferencas entre si, e assim, permaneceram até o 12° dia de armazenamento quando atingiram

50% de hastes com sintomas de senescéncia (FIGURA 2).
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Figura 2. Desenvolvimento das inflorescéncias de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas
com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. Cont. (Controle); BAP (6-
benzilaminopurina); GA3 (acido giberélico); ABA (acido abscisico).

As hastes tratadas com GA3 apresentaram abertura de todos os bot6es florais no 4°
dia de armazenamento, indicando antecipacdo da antese em relacdo aos demais tratamentos
(FIGURA 2 e 3). Ao 8°dia, o tratamento com GA3 apresentava mais de 80% de flores abertas
e apenas 20% de senescentes. Entretanto, no 12° dia, ja apresentava mais de 60% de flores
com sinais de senescéncia, 0 que causou o0 descarte das inflorescéncias. O ABA induziu a
abertura de todos os botbes florais no 8° dia de armazenamento e aos 12 dias tinha 60% de

inflorescéncias abertas e sem sintomas de senescéncia (FIGURA 3).
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Controle

Figura 3. Monitoramento da abertura floral de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas com
biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. Dias armazenamento (DO, D4,
D8 e D12). BAP (6-benzilaminopurina), GA; (acido giberélico) e ABA (acido abscisico).

2.3.2. Taxa respiratoria

As inflorescéncias dos tratamentos controle e BAP apresentaram as menores taxas

respiratorias até o 12° dia de armazenamento, ndo diferindo entre si (FIGURA 4).

- s = o = T

Controle
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o

Taxa respiratoria
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a o a1

o o o

o

0 4 8 12
Dias de armazenamento

Figura 4. Taxa respiratdria de inflorescéncias de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas com
biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR BAP (6-benzilaminopurina); GA3
(&cido giberélico); ABA (&cido abscisico). Barras verticais representam o erro padrdo da
média (n=4).
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O tratamento GA; diferiu ao longo do tempo, apresentando aumento da taxa
respiratéria, sendo que no 12° dia foi a maior taxa entre todos os tratamentos. O ABA também
apresentou aumento da taxa respiratéria ao longo do tempo, exceto no 8° dia ndo houve

diferenca entre os tratamentos ABA e GA3z com o controle.

2.3.3. Teor de Acucares Totais

Houve variacdo no teor de agUcares totais dos tratamentos ABA e GAj3, onde estes
apresentaram aumento significativo no 4° dia de armazenamento, sendo que ao final dos 12
dias o ABA exibiu o maior conteldo de agUcares entre todos os tratamentos. O tratamento
pulsing com BAP ndo apresentou diferengas estatisticas com o controle até o 12° dia de
armazenamento (FIGURA 5).
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0 4 8 12
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Figura 5. Teor de agucares totais em pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas com
biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. BAP (6-benzilaminopurina);
GA; (4cido giberélico); ABA (&cido abscisico). Barras verticais representam o erro padréo da
média (n=3).

2.3.4. Teor de Acucares Redutores

Todos os tratamentos apresentaram diminui¢do no teor de agUcares redutores, sendo
que no 12° dia de armazenamento estes ndo apresentaram diferenca entre si. O tratamento
com GA; apresentou reducdo do teor de agucares redutores no dia 4, enquanto que no dia 8

houve aumento, porém sem diferenca em relacdo ao controle (FIGURA 6). O ABA manteve
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maior teor de agUcares redutores até 8° dia quando comparado aos demais tratamentos. Assim
como no teor de agUcares totais, ndo houve diferenca significativa no teor de acucares

redutores entre os tratamentos controle e BAP (FIGURA 6).
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Figura 6. Teor de acUcares redutores em pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas
com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. BAP (6-
benzilaminopurina); GA; (&cido giberélico); ABA (4cido abscisico). Barras verticais
representam erro padrdo da média (n=3).

2.4. Discussao

Apobs o corte da haste floral, as inflorescéncias deixam de receber dgua e outros
compostos essenciais para a abertura dos botbes e desenvolvimento das flores. As
inflorescéncias sdo Orgaos reprodutivos, ndo possuem reserva energética e a perda de agua é
intensa através da parte aérea assim que as hastes sdo cortadas. Por isso, as flores sdo
caracterizadas como produtos de alta perecibilidade, onde apds a colheita sofrem alteracGes
bioquimicas e fisioldgicas que promovem a senescéncia (VAN DOORN; WITTE, 1991,
FINGER et al., 2003; WOJCIECHOWSKA et al., 2018).

A senescéncia € um processo de natureza irreversivel e seus sintomas causam danos
que reduzem a vida de vaso, depreciam visualmente as flores e geram perdas pos-colheita.
Dessa forma, a utilizacdo de solugdes conservantes baseadas nas alteracfes fisioldgicas das
plantas € um dos grandes avancos no manuseio das flores de corte (NOWAKI; RUDNICKI,
1990; FINGER et al., 2003; DE PIETRO, 2009).
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No presente trabalho foi observado que a aplicagdo de solucdo de pulsing de ABA
manteve a qualidade pds-colheita das inflorescéncias de lisianthus até o ultimo dia de
armazenamento. A manutencao da turgescéncia é um aspecto extremamente importante e esta
diretamente relacionada a abertura dos botdes, além disso, inflorescéncias tdrgidas mantem a
qualidade comercial durante maior periodo de tempo. O efeito de manutencdo da turgescéncia
causada pelo ABA provavelmente tem relacdo com a capacidade de regulacdo do balango
hidrico das hastes cortadas através do controle da abertura estomatica, que reduz a
transpiracdo e consequentemente a intensa perda de agua (HALEVY et al., 1974,
POMPODAKIS; JOYCE, 2003; SHIMIZU-YUMOTO; ICHIMURA, 2010).

O ABA é um importante biorregulador relacionado com a resposta fisioldgica da
planta ao estresse, conferindo adaptacdo ao ambiente. Este induz a formacdo de superoxido
que logo é convertido em peroxido, estas espécies reativas de oxigénio (ROS) também podem
desempenhar funcdo de moléculas sinalizadoras de estresse abidtico, sendo este um papel
importante no ajuste do metabolismo, causando o fechamento estomético. As ROS sé&o
moléculas conhecidas devido a capacidade de gerar danos celulares, porém, quando as células
possuem reservas energéticas elevadas estes danos séo reduzidos (MITTLER; BLUMWALD,
2015; CHOUDHURY et al., 2017).

Os altos teores de acucares totais e redutores mantidos pelas hastes tratadas com
ABA nos primeiros dias de armazenamento, provavelmente, auxiliaram no combate aos
possiveis danos causados pelas ROS. Os agUcares soluveis possuem capacidade de atuar como
antioxidantes, protegendo a célula contra o estresse oxidativo (KEUNEN et al., 2013;
PESHEV; VAN DEN END, 2013). Além disso, 0 ABA tem a capacidade de aumentar a
translocacdo de carboidratos endogenos para flores e botbes, o0 que contribui para 0 aumento
da longevidade de lisianthus, sendo que o aumento do teor destes acUcares nas partes
superiores das hastes torna o potencial osmotico mais negativo, intensificando a absor¢édo de
agua que auxilia na manutencdo da turgescéncia e abertura dos botdes (EMONGOR, 2004;
SHIMIZU-YUMOTO; ICHIMURA, 2010). Isto também explica o resultado deste trabalho
com relacdo a abertura floral das hastes tratadas com ABA, os botdes florais adiantaram a
abertura a0 mesmo tempo em que houve aumento nos teores de aglcares totais.

A abertura floral é resultado do desenvolvimento e expanséo das células das pétalas e
estes processos sdo regulados pela presenca de carboidratos solveis no tecido (SATO et al.,
2006; PUN; ICHIMURA, 2003). Consequentemente, a abertura floral também esta
relacionada com o efeito do ABA no teor dos agucares totais e redutores em lisianthus. O

aumento de acucares causados pela aplicacdo de acido abscisico, em flores de corte, pode ser
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reflexo da sua capacidade de interferir no metabolismo destes compostos presentes nas pétalas
e folhas (GENG et al., 2015).

Dessa forma, o ABA provavelmente induziu a translocacdo de sacarose para as
pétalas, 0 que causou 0 aumento de acUcares totais no 4° dia de armazenamento e estes podem
ter sido hidrolisados, mantendo altos teores de agucares redutores até o 8° dia. Pesquisas
relatam a capacidade dos biorreguladores em influenciar a atividade da invertase, enzima
responsavel pela hidrolise da sacarose em hexoses (TROUVERIE et al., 2004; PAN et al.,
2006; WU et al., 1993; MIYAMOTO et al., 1993). A sacarose ¢ translocada das folhas através
do floema até os demais tecidos onde é hidrolisada pela invertase e o ABA pode agir
aumentando a atividade desta enzima (HORIBE et al., 2009; TAUZIN; GIARDINA, 2014).

Interessantemente, mesmo com o aumento da taxa respiratoria ao longo do tempo nas
inflorescéncias tratadas com ABA, este biorregulador retardou o processo de senescéncia e
manteve a qualidade das hastes. O que denota a importancia do acimulo de agucares nas
inflorescéncias para suprir sua taxa metabdlica sem degradar os tecidos e, consequentemente,
conservar a sua vida util. Da mesma forma, os compostos altamente energéticos gerados pela
respiracdo a partir dos carboidratos também sdo utilizados na formacdo de esqueletos de
carbono necessarios para reacdes de sintese e manutencdo que ocorrem apds a colheita
(SILVA, 2003; MARTINEZ-VILALTA et al., 2016), este fato provavelmente auxiliou no
retardo da senescéncia das flores tratadas pelo ABA.

A aplicacdo de GA; também afetou o teor de aclcares nas pétalas de lisianthus.
Houve aumento dos acgucares solUveis totais e diminuicdo dos redutores no 4° dia de
armazenamento, podendo estes resultados ser relacionados com o0 aumento na taxa
respiratdria para GAs, principalmente aos 12 dias de armazenamento.

O metabolismo acelerado pode estar envolvido com a antecipacdo da abertura dos
botbes florais em GA3, uma vez que o transporte de acUcares sollveis das folhas para as
pétalas parece ser promovido por GAj; exdgeno (ALONI et al., 1986). Além disso, as
giberelinas podem aumentar a hidrdlise de amido, frutanos e sacarose em glicose e frutose,
reduzindo o potencial osmético dos tecidos, propiciando o influxo de &gua para as partes
superiores da haste (EMONGOR, 2004). Assim, em resposta & manutencdo da turgescéncia
causada pelo GA; até o 8° dia de armazenamento, ocorreu a abertura floral. O GA3; pode
induzir a expressdo de genes relacionados a enzima invertase, assim como aumentar sua
atividade (ROBOT et al.,, 2014). A aplicacdo de GA;z; em rosa de corte cv. Meivildo
influenciou a hidrélise da sacarose através do aumento da atividade da enzima invertase.

Além disso, a inducdo da hidrolise dos aclcares pelo GAsz, mantem o suprimento de



34

substratos respiratdrios principalmente nas pétalas, promovendo a respiracdo (HALEVY;
MAYAK, 1979; HORIBE et al., 2009; ).

O GA; foi eficaz até o 8° dia de armazenamento, entretanto antecipou a senescéncia
quando comparado aos demais tratamentos, resultando em descarte das hastes no 12° dia.
Assim, diferentemente de ABA, GA; parece ndo acumular aglcares suficientes para suprir a
taxa respiratdria, consumindo as reservas de acucares das pétalas e induzindo a senescéncia. O
papel dos aclcares na senescéncia dos diversos 6rgdos das plantas ainda nao foi totalmente
elucidado, porém sabe-se que os carboidratos podem retardar a senescéncia quando presentes
em altos teores nas inflorescéncias, e que do contrario, baixos teores destes aglcares nas
pétalas e folhas podem induzi-la (WOJCIECHOWSKA et al., 2018).

Resultado semelhante foi relatado com crisantemos, onde a utilizacdo de GAz em
hastes de trés variedades de corte acelerou a senescéncia de folhas e inflorescéncias,
reduzindo a vida de vaso (BRACKMANN et al., 2005). Embora alguns trabalhos tenham
relatado eficiéncia da aplicacdo de GA3 na longevidade de flores de corte, a fisiologia de cada
espécie parece preponderante para respostas positivas de conservacdo (DANEE et al., 2011,
CHEN et al., 2001; SAKS; VAN STADEN, 1993).

As hastes tratadas com BAP nédo apresentaram diferencas representativas em relacéo
ao controle nas analises visuais e bioquimicas, embora a dose de 70 uM tenha sido eficaz no
trabalho de Musembi et al. (2015), esta ndo teve efeito em lisianhus cv. Flare Deep Rose
utilizada neste trabalho. E possivel que diferentes doses do biorregulador causem efeito nesta
cultivar e que assim como GA; a efetividade de BAP para conservacao de flores de corte seja
relacionada as particularidades da fisiologia de cada espécie, para acimulo de acucares e
poder de translocacdo de agua nos tecidos.

Em conclusdo, os resultados deste trabalno mostram que o biorregulador ABA
aplicado em solucdo de pulsing auxilia na manutencao da turgescéncia das inflorescéncias,
promove a abertura de botdes e proporciona maior longevidade floral. Por outro lado, a
aplicagdo de GA3; compromete a longevidade das inflorescéncias de lisianthus cv. Flare Deep

Rose.
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3. QUALIDADE FLORAL DE LISIANTHUS APOS TRATAMENTOS COM
BIORREGULADORES

RESUMO

A utilizacdo de biorreguladores em solugdes de pulsing tém mostrado
efeitos benéficos na manutencdo pos-colheita de flores, devido as diversas
fungBes nos processos fisioldgicos e estruturais das inflorescéncias. Apos a
colheita as flores podem sofrer alteracdes na coloracdo das pétalas, devido a
degradacédo de pigmentos que ocorre durante o processo de senescéncia. Por este
motivo a presente pesquisa objetivou avaliar os efeitos de trés biorreguladores na
coloracdo das pétalas de lisianthus ‘Flare Deep Rose’. Para tanto, aplicou-se em
solucdo pulsing de 24 horas 6-benzilamonopurina - BAP (70 puM), é&cido
giberélico - GA3 (5 UM) e &cido abscisico - ABA (10 puM) e &gua destilada como
controle. Foram realizadas as analises de colorimetria (luminosidade e
cromaticidade), teor de antocianinas, teor de fendlicos totais, atividade da
peroxidase (POD) e da fenilalanina amonia-liase (PAL). O tratamento com BAP
apresentou maior acumulo de antocianinas, enquanto que o tratamento com ABA
apresentou 0 menor acumulo de antocianinas, 0 que causou aumento da
luminosidade e reducdo da cromaticidade. O ABA apresentou aumento expressivo
no teor de fenodlicos totais no 4° dia de armazenamento. O GAj3 apresentou maior
acumulo de antocianina no 4° dia, porém este tratamento acelerou a senescéncia
das hastes causando descarte no 12° dia. A atividade da PAL foi maior no
tratamento com BAP, menor no GA3; enquanto que o ABA néo afetou a atividade
desta enzima. O ABA provocou menor atividade da POD até o 8° dia de
armazenamento. O tratamento poés-colheita de lisianthus ‘Flare Deep Rose’ com
ABA afetou a coloracdo das pétalas, reduzindo o acimulo de antocianinas em
detrimento ao acUimulo de fendlicos, provavelmente devido ao efeito de
sinalizacdo de estresse causado por este biorregulador.

Palavras-chave: Eustoma grandiflorum; Antocianinas; Cor

ABSTRACT

The use of bioregulators in pulsing solutions has shown beneficial effects
in the postharvest maintenance of flowers due to their functions in the
physiological and structural processes of the inflorescences. After harvest, the
color of petals changes due to the degradation of pigments that occurs during the
senescence process. The aim of this study was to evaluate the effects of three
different bioregulators with pre-established doses in the petals color of lisianthus
‘Flare Deep Rose’. The experiment consisted of pulsing solutions with three types
of bioregulators: 6-benzylaminopurine BAP (70 uM), gibberellic acid GA3 (5 uM)
and abscisico acid ABA (10 uM) and destilled water. In this experiment were
evaluated petals color (chromaticity and luminance), total anthocyanin content,
total phenolic content, peroxidase activity (POD) and phenylalanine ammonia
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lyase activity (PAL). The BAP treatment showed greater accumulation of
anthocyanin, whereas the treatment with ABA showed the lowest accumulation of
anthocyanins, that causes an increase of luminance and decrease of chromaticity.
The ABA showed an expressive increase in the total phenolic compounds on the
4t da%/ of storage. The GA; pulsing presented accumulation of anthocyanins on
the 4" day, but this treatment induced senescence and caused discard of the
flowers on the 12" day of storage. PAL activity was higher in BAP treatment and
lower in GA3, but the pulse with ABA did not affect the activity of this enzyme.
ABA showed lower POD activity until 8" day of storage. The ABA pulse
treatment of lisianthus ‘Flare Deep Rose’ affected the color of petals, reducing the
anthocyanin accumulation, but enhancing total phenolic content, probably due to
the stress signaling caused by ABA.

Keywords: Eustoma grandiflorum; Anthocyanins; Color

3.1. Introducéo

O lisianthus (Eustoma grandiflorum) é originario da América do Norte (HALEVY;
KOFRANEK, 1984) e € muito apreciado pelos consumidores a ampla variedade de cores e
quantidade deflores individuais (CHO et al., 1999). As flores sdo estruturas reprodutivas de
natureza fragil, quando comparada a alguns produtos horticolas, possui vida de vaso reduzida
devido aos intensos processos fisioldgicos e, dessa forma, é extremamente dependente de
manuseio pds-colheita adequado (NOWAK; RUDNICKI, 1990).

Os biorreguladores estdo envolvidos no desenvolvimento floral e estdo sendo
considerados alternativas eficazes na manutencao pds-colheita de flores. A aplicacdo de BAP
reduziu os efeitos da senescéncia em dracena, dendrobium e lisianthus (NISHA et al., 2012;
SUBHASHINI et al., 2011; MUSEMBI et al., 2015). O GA3tem apresentado bons resultados
na manutencdo pds-colheita de diversas inflorescéncias como anturio, flor de I6tus e lisianthus
(SIMOES et al., 2018; IMSABAI; VAN DOORN, 2013; MUSEMBI et al., 2015). Segundo
Emongor (2004), o0 GA3 tem capacidade de manter a estabilidade das membranas celulares e
dessa forma reduz a senescéncia das flores de corte. A aplicacdo po6s-colheita de ABA em
pelargdnio e petdnia induziu a toleréncia ao estresse hidrico, aumentando assim a longevidade
das flores (RUNKLE et al., 2007). Em lirio cv. Sorbonne a aplicacdo de ABA reduziu a
clorose nas folhas que deprecia a hastes (GENG et al., 2015).

Além destes efeitos, as flores podem sofrer alteracbes na coloracdo das pétalas
durante a vida de vaso (BOROHOV et al., 1976). A descoloracdo esta relacionada com a

degradacdo de pigmentos durante a senescéncia, como as antocianinas (LU et al., 2014). A
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perda da cor é prejudicial & qualidade decorativa das hastes florais, resultando na redugéo de
valor comercial (MATTIUZ et al., 2010).

O efeito dos biorreguladores no acimulo de antocianinas é indireto, como
demonstrado por Hung et al. (2008) com aplicacdo de ABA em plantulas de arroz, pois atuou
no aumento da atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL), enzima chave do
metabolismo fenilpropanoide. A utilizacdo de GA; em plantas de vasos de Hibiscus
sabdariffa L. aumentou a concentracao de antocianina nas folhas (ALI et al., 2012). O BAP
pulverizado em hastes de lisianthus reduziu a degradacdo de antocianina causada pela
senescéncia (HASSANPOUR; KARIMI, 2010).

A expressdo de genes relacionados a biossintese de antocianinas em diversos 0rgéos
dos vegetais pode ser afetada por biorreguladores (DAS et al., 2012; LAI et al., 2014), e
consequentemente auxilia r na manutencdo da coloracdo das pétalas. As antocianinas sdo
formadas na via de biossintese dos fenilpropanoides a partir da atividade da PAL., Além de
antocianinas outros compostos sdo formados nesta via, como as proantocianidinas, catequinas
e epicatequinas (CHOUHAN et al., 2017).

Portanto, a aplicacdo exdgena de biorreguladores pode favorecer a biossintese de
antocianinas e, consequentemente, conservar a coloracdo das pétalas por maior periodo de
armazenamento apos a colheita. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar as
possiveis alteracGes causadas pelos biorreguladores (BAP, GA; e ABA) nas pétalas de flores

abertas de lisianthus cv. Flare Deep Rose.

3.2. Material e Métodos
3.2.1. Material Vegetal e Tratamentos

As hastes de lisisnthus (Eustoma grandiflorum) cv. Flare Deep Rose foram obtidas
de producdo comercial da empresa “Monalisa Flores”, localizada no municipio de
Paranapanema-SP (23°23'19"S e 48°4322"W, altitude: 610 m). As hastes foram colhidas
qguando apresentavam de duas a trés flores abertas e foram transportadas para o Laboratdrio de
Fisiologia e Bioquimica Pos-Colheita no Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP, em Piracicaba (SP). No
laboratdrio, as hastes foram padronizadas em 50 cm de comprimento e as folhas dos primeiros
15 cm da parte inferior do caule foram retiradas e, em seguida, foram aleatorizadas para a

aplicacdo dos tratamentos.
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Os tratamentos consistiram de trés tipos de biorreguladores e foram aplicados atraves
de solucéo de pulsing, por 24 horas. As doses de BAP 70 uM (6-benzylaminopurina Sigma-
Aldrich) e GA3 5 uM (> 90% A3 Sigma- Aldrich) foram determinadas como doses adequadas
para manutencdo pos-colheita de lisianthus por Musembi et al. (2015) e de ABA 10 uM (>
98,5% N° CAS 14375-45-2 Sigma-Aldrich) por Shimizu-Yumoto et al. (2010). Assim, foram
estabelecidos os seguintes tratamentos: 1 - Controle (agua destilada); 2 - 70 uM BAP; 3 — 5
uM GA3; 4 — 10 uM ABA.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos, as hastes foram mantidas em solucdo de agua
destilada e dicloroisocianurato de sédio em concentragdo de 0,25% (StartClor®), que foi
substituida a cada dia de anélise. As hastes foram armazenadas a 20°C e umidade relativa de
80+£2%. O monitoramento da qualidade das hastes foi realizado a cada quatro dias, até o
décimo segundo dia de armazenamento, que correspondeu ao fim da vida Gtil, quando as
hastes apresentavam qualidade inviavel para comercializacdo. Para a determinacdo da
inviabilidade comercial foi fixado um padrédo de 50% das flores apresentando murcha e/ou
sintomas de senescéncia.

Todas as analises de colorimetria e bioquimicas foram realizadas com inflorescéncias
que apresentavam abertura completa desde o primeiro dia de anélise (Dia 0), sendo
desconsideradas aquelas que abriram durante o periodo de armazenamento. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (4 solugGes de pulsing X 4
dias de armazenamento) com trés repeti¢cbes de quatro hastes para cada analise, exceto para
taxa respiratoria, onde foram utilizadas quatro repeticbes com 3 hastes cada. As amostras de
pétalas foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas, moidas e armazenadas
a -20°C, para posteriores analises bioquimicas.

3.2.2. Colorimetria

As leituras foram feitas em colorimetro Minolta modelo CR-400 utilizando seis
flores por repeticdo. Foram feitas 5 leituras na face interna de cada flor. Os resultados foram
calculados baseados nos parametros L, a*, b* e expressos em luminosidade (intervalo entre o
claro e o escuro) e cromaticidade (intensidade de cor). A cromaticidade foi calculada segundo
as equacdes C = (a*2 + b*2)*° (GONNET, 1998).
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3.2.3. Teor de Antocianinas

O teor de antocianinas foi feito de acordo com o método descrito por Lee e Francis
(1972), com modificacGes. Aliquotas de 0,1 g de pétalas acrescidas de 10 mL de metanol
acidificado com HCI 1%, foram mantidas por 24 horas em repouso a 4°C ao abrigo da luz. Em
seguida, o extrato foi filtrado e o residuo foi lavado com a solugdo extratora até a remocéo
completa do pigmento. O extrato final foi deixado em temperatura ambiente e ao abrigo da
luz por duas horas, com posterior leitura da absorbancia a 510 nm (Biochrom Libra S22 UV-
Vis, Cambrige, UK). O teor de antocianinas totais foi quantificado utilizando a seguinte
férmula: Antocianinas Totais = (Absorbancia x Fator de Dilui¢do) / 98,2. Onde: Fator de
Diluicdo = (Volume do extrato/ Volume da aliquota) x 100. Os resultados foram expressos em

mg g™ de massa seca.

3.2.4. Teor de Fendlicos Totais

Os teores de compostos fendlicos foram mensurados pela extragdo de 0,1 g de
amostra com adicdo de 10 mL de metanol 80%, as amostras foram armazenadas em
temperatura ambiente, protegidas da luz, durante trés horas. Posteriormente, o extrato foi
centrifugado a 6440 x g (Jouan BR4i, Paris, Franga) e o sobrenadante coletado. Para reagéo
foi utilizado o reativo de Folin- Ciocalteu, conforme metodologia de Singleton e Rossi
(1965), com modificacbes. Foram adicionados 1,5 mL de agua destilada, 0,1 mL de reagente
Folin-Ciocalteu em 0,2 mL do extrato da amostra e, ap6s 5 minutos, 0,2 mL de carbonato de
calcio 20%. A reacdo foi encubada durante duas horas no escuro, sendo, em seguida,
realizadas as leituras espectrofotométricas a 765 nm (Biochrom Libra S22 UV-Vis, Cambrige,
UK) e os resultados expressos em mg de equivalentes de &cido galico (padrdo) por g da massa

seca (EAG mg g™ ms).

3.2.5. Atividade da Fenilalanina amonia-liase (PAL) (EC 4.3.1.5)

A atividade da enzima PAL foi feita seguindo metodologia proposta por Peixoto et
al., (1999), com modificagcdes. Amostras de 1 mg de pétalas foram homogeneizadas em buffer
borato de sédio (0,1 moL L™ pH 8,8) contendo polivinil pirrolidona 10 (50 g L™) e p-
mercaptoetanol (0,0002 moL L™). A solugdo foi centrifugada a 6440 x g por 15 minutos a 4°C
e 0 sobrenadante foi coletado e armazenado em vidros ambar no freezer a -20°C. Todo o
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processo de extracéo foi efetuado em temperatura de 17°C. A reagéo foi feita em temperatura
ambiente (25°C). Para issol ml do extrato enzimatico foi encubado a 40°C em banho-maria
por 1 hora em 1 mL de buffer borato de sédio (0,2 mol L, pH 8,8) e 1 mL de L-fenilalanina
(0,1 moL L™). A reacéo foi parada com adicdo de solucdo de 4cido cloridrico (6 moL L) e a
quantidade de acido cindmico foi estimado através da leitura em espectrofotémetro a 290 nm.
Os dados foram expressos em pkatals g™ de massa seca.

3.2.6. Atividade da Peroxidase (POD) (EC 1.11.1.7)

A atividade enzimética da POD foi mensurada segundo o método proposto por
Hemeda e Klein (1990) com adaptacdes. Foram pesados 0,1 g de amostra, sendo adicionados
5 mL de tampéo acetato de sédio 100 mM pH 5,0, contendo 10 g L™ de polivinilpirrolidona
10. O extrato foi centrifugado a 6440 x g (Jouan BR4i, Paris, Franca) e o sobrenadante
coletado, sendo este 0 extrato enzimatico. Todo o processo de extracdo foi realizado sob
temperatura baixa e protegido de luminosidade. A reacdo foi realizada em temperatura
ambiente, na qual 0,05 mL do extrato enzimatico foram adicionados a 2,5 mL de substrato. O
substrato consistiu de uma solucéo de 0,1 mL de peroxido de hidrogénio 30% mais 0,1 mL de
guaiacol P.A. completando o volume para 100 mL com Tampé&o acetato de sédio 0,1 M pH
5,0. A mistura foi encubada a 30°C durante 5 minutos, seguido de leitura & 470 nm (Biochrom
Libra S22 UV-Vis, Cambrige, UK). Os dados foram expressos em Upod min™ mg™, em que a

cada unidade da enzima foi considerada a mudanca de leitura em 0,001 nm.

3.2.7. Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software R Studio (versdo 3. 2. 5). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e expressos como média * erro padrdo. A
normalidade e homogeneidade dos dados foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk e de
Bartlett, respectivamente. A diferenca estatistica entre as médias foi calculada pelo teste de
Tukey (P <0,05).
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3.3. Resultados

As hastes dos tratamentos controle, BAP e ABA apresentaram viabilidade comercial
até o 12° dia de armazenamento, entretanto as hastes tratadas com GAj; foram descartadas
neste mesmo dia devido a intensidade dos sintomas depreciativos apresentados pelas

inflorescéncias.

3.3.1. Colorimetria

O tratamento com BAP ndo apresentou diferencas significativas nos parametros de
cor quando comparado com o controle. Além disso, todos os tratamentos apresentaram
médias estatisticamente iguais até o 4° dia em todos os pardmetros de cor analisados
(cromaticidade e luminosidade) (FIGURA 1 A-B).

Entretanto, as pétalas das inflorescéncias tratadas com ABA apresentaram diferencas
significativas nos parametros de cromaticidade e luminosidade nos dias 8 e 12 (FIGURA 1A-
B). Houve reducdo na cromaticidade e aumento da luminosidade no tratamento ABA com
relacdo aos demais tratamentos. O GAj3; ndo apresentou diferenca significativa quando
comparado aos demais tratamentos.

Quanto maior a luminosidade e menor cromaticidade, mais clara é a coloracdo das
pétalas. Pode-se observar que tratamento controle e BAP apresentaram aumento gradativo de
cor, enquanto que o tratamento com ABA apresentou coloragdo mais clara no 8° e 12° dia de
armazenamento (FIGURA 2). Embora os tratamentos tenham apresentado diferencas de
coloracdo observados na Figura 2, visualmente essas diferencas ndo foram evidentes
(FIGURA 3).
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Figura 1. Cromaticidade (A) e luminosidade (B) de pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose
tratadas com solucdes de pulsing com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80%
UR. BAP (6-benzilaminopurina); GAs (&cido giberélico); ABA (&cido abscisico). Barras
verticais representam erro padrdo da média (n=3).
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Figura 2. Representacdo da percepcdo de cores das pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose
tratadas com solucGes de pulsing com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80%
UR. BAP (6-benzilaminopurina); GAs (acido giberélico); ABA (acido abscisico). Dias de
analise (DO, D4, D8, e D12).

Controle

Figura 3. Monitoramento de cor de flores abertas de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas
com solucdes de pulsing com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR.
BAP (6-benzilaminopurina); GAs; (acido giberélico); ABA (&cido abscisico). Dias de
armazenamento (DO, D4, D8, e D12).
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3.3.2. Teor de Antocianinas

Todos os tratamentos apresentaram aumento no teor de antocianinas ao longo dos
dias de armazenamento. O tratamento BAP ndo apresentou diferenca em relacdo ao controle
nos dias 4 e 8. (FIGURA 4). Aos 12 dias de vaso, o tratamento com BAP apresentou o maior
teor de antocianinas, justificando a coloracdo. (FIGURAS 2 e 4). O tratamento com GA3;
exibiu o maior teor de antocianinas entre todos os tratamentos no dia 4 até o dia 8 e neste dia
ndo apresentou diferenca com os tratamentos controle e BAP.

O tratamento ABA apresentou 0s menores valores de teor de antocianinas nos dias 4
e 8, entretanto no dia 12 ndo se diferenciou do tratamento controle (FIGURA 4). As
inflorescéncias tratadas com ABA apresentaram menor aumento em relagdo aos demais.
Dessa forma, pode-se inferir que o ABA reduziu o acumulo de antocianinas. Estes resultados
confirmam os dados de parametros de cor e demonstram que o acumulo de antocianinas esta

diretamente envolvido com a aplicacdo dos biorreguladores.
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Figura 4. Teor de antocianinas de pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas solucfes
de pulsing com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. BAP (6-
benzilaminopurina); GA; (acido giberélico); ABA (&cido abscisico).. Barras verticais
representam erro padréo da média (n=3).

3.3.3. Teor de Fenolicos Totais
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O tratamento com BAP manteve o teor de fendlicos totais até o 8° dia, com aumento
somente no 12° dia. Enquanto que o controle apresentou reducdo do teor de fendlicos até o 8°
dia de armazenamento. No 4° dia de armazenamento, todos os tratamentos apresentaram
maiores teores que o controle. No 8° dia o BAP se destacou dos demais tratamentos com o
maior teor de fendlicos. (FIGURA 5).

O tratamento com ABA apresentou maior teor de fendlicos totais dentre todos os
tratamentos, esse expressivo aumento foi seguido de reducédo para o 8° dia de armazenamento.
Todos os tratamentos apresentaram aumento no teor de compostos fenolicos do dia 8 para o

dia 12, entretanto ndo houve diferenca entre os tratamentos no 12° dia.
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Figura 5. Teor de fendlicos totais de pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas com
solucgdes de pulsing com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. BAP
(6-benzilaminopurina); GAj3; (&cido giberélico); ABA (&cido abscisico). Barras verticais
representam erro padrdo da média (n=3).

3.3.4. Atividade da Fenilalanina amonia-liase (PAL)

Todos os tratamentos apresentaram reducao da atividade da PAL ao longo do tempo.
Entretanto, o tratamento BAP apresentou a maior atividade entre todos os tratamentos.
(FIGURA 6). Este resultado € corroborado no 12° dia de armazenamento pelo maior acimulo
de antocianinas (FIGURA 4) e coloragdo mais intensa (FIGURA 2) apresentada pelas
inflorescéncias do tratamento BAP em comparagdo aos demais tratamentos. O GAj3 parece
interferir na atividade da PAL, pois sua atividade apresentou a maior queda em comparagéo
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aos outros tratamentos. O tratamento com ABA ndo causou efeito na atividade da PAL, pois
seus resultados néo diferiram do controle. (FIGURA 6).
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Figura 6. Atividade da fenilalanina aménia-liase (PAL) em pétalas de lisianthus cv. Flare
Deep Rose tratadas com soluc@es de pulsing com biorreguladores, armazenadas por 12 dias a
20°C e 80% UR. BAP (6-benzilaminopurina); GAs (acido giberélico); ABA (&cido abscisico).
Barras verticais representam erro padrdo da média (n=3).

3.3.5. Atividade da Peroxidase (POD)

Todos os tratamentos apresentaram aumento da atividade da POD no dia 4,
entretanto todos os tratamentos com biorreguladores apresentaram menor atividade que o
controle (FIGURA 7). O BAP manteve a mesma atividade do dia 4 ao dia 8, além disso,
apresentou a maior atividade entre os tratamentos no dia 8. O ABA também manteve a
atividade do dia 4 ao dia 8, entretanto no dia 12 houve expressivo aumento em relacdo aos

demais tratamentos.
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Figura 7. Atividade da peroxidase (POD) em pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose
tratadas com solucbes de pulsing, armazenadas a 20°C e 80% UR. BAP (6-
benzilaminopurina); GAs; (acido giberélico); ABA (acido abscisico). . Barras verticais
representam erro padrdo da média (n=3).

3.4. Discussao

A coloragdo das pétalas é fator muito importante na pés-colheita de lisianthus, pois
influencia na decisdo de compra dos consumidores, ja que é diretamente relacionada com a
percepcao visual de um produto atraente ao consumo. A coloracao de lisianthus é devido ao
acumulo de antocianinas em suas pétalas, estes pigmentos sdo produtos do metabolismo
secundario das plantas e, sendo assim, podendo ser influenciados pelos reguladores vegetais
tanto enddgenos quanto por meio de aplicacdo exdgena. A fim de entender a relacdo entre a
aplicacdo de biorreguladores e 0s aspectos visuais como o acumulo de antocianias, avaliou-se
seus teores, além da atividade da PAL e dos parametros de cor como cromaticidade e
luminosidade.

A aplicagdo dos biorreguladores apresentou diferentes efeitos na coloragdo das
pétalas de lisianthus (FIGURA 1). O acumulo de antocianinas ndo parece ser afetado pela
aplicacdo de BAP nos primeiros 8 dias de armazenamento, diferentemente a aplicagdo de
ABA resultou em menor acumulo de antocianinas ao longo de todo armazenamento
(FIGURA 4). A aplicacdo de BAP em solucao de pulsing em gérbera e lisianthus apresentou
aumento no teor de antocianinas, auxiliando na manutencdo da coloracdo das pétalas apos a
colheita (DANAEE et al., 2011; HASSANPOUR; KARIMI, 2010). Além disso, o BAP
apresentou maior atividade da PAL, embora a atividade desta enzima tenha diminuido ao
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longo do tempo em todos os tratamentos (FIGURA 6). O BAP exo6geno pode induzir a
expressdo de genes ligados a via de biossintese da antocianina como PAL1 (fenilalanina
amonia-liase), CHS (chalcona sintase), CHI (chalcona isomerase) e DFR (diidroflavonol 4-
redutase) causando aciumulo deste pigmento (DAS et al., 2012).

O teor de antocianinas interferiu nos pardmetros de cor em pétalas de lisianthus
tratadas com pulsing de ABA. Pois, as inflorescéncias deste tratamento apresentaram menor
acumulo no teor de antocianinas, aumento da luminosidade e reducdo da cromaticidade ao
longo dos dias de armazenamento quando comparada aos demais tratamentos (FIGURA 1). A
luminosidade é representada pelo intervalo de claro e escuro e quanto mais altos os valores de
L*, mais clara € a superficie analisada O parametro de cromaticidade esta relacionado com a
pureza da cor. Assim, quanto maiores seus valores, mais intensa sera a coloracdo das pétalas e
estes podem ser relacionados com o teor de antocianinas presentes em pétalas de lisianthus
(UDDIN et al., 2001).

Neste contexto, a reducdo no teor de antocianinas refletiu diretamente na tonalidade
mais clara das pétalas das inflorescéncias tratadas com ABA. Isto provavelmente ocorreu
devido ao desvio da rota de biossintese, onde outros tipos de flavonoides estariam sendo
formados ao invés das antocianinas. Isso € interessante, pois os flavonoides estdo entre os
principais antioxidantes ndo enziméticos produzidos durante o estresse oxidativo, envolvidos
na reducédo das ROS (BASKAR et al., 2018), enquanto que o ABA induz a formacdo de ROS
para sinalizacdo e adaptacdo da planta ao estresse oxidativo (CHOUDHURY et al., 2017).
Isto justifica a reducdo do acimulo de antocianinas e o fato do tratamento com ABA formar
mais fendlicos totais nos primeiros dias de armazenamento (FIGURA 5) e ndo afetar a
atividade da enzima PAL (FIGURA 6).

Além disso, plantas expostas ao estresse oxidativo podem formar proantocianidinas
em detrimento as antocianinas. As proantocianidinas estdo envolvidas na inducdo de
toleréncia e expressdo de genes de resposta ao estresse (LI et al., 2019). A ativacdo da via de
sinalizacio do ABA pode interferir nos processos fisiologicos regulados pelas
proantocianidinas induzindo a expressdo de genes relacionados ao combate das ROS (LUO et
al., 2016).

A superexpressao do gene RrANR de Rosa rugosa, para sintese da enzima
antocianidina redutase (ANR) , que catalisa a reacdo de formacdo de proantocianidina ao
custo de antocianidina , em flores de tabaco (Nicotiana tabacum) sujeitas ao estresse hidrico.
Esta condi¢do causou aumento do contetdo de proantocianidinase reducdo do contetido de

antocianinas, e alem de aumento do ABA enddgeno. Isto conferiu as plantas de tabaco
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transgénicas maior resisténcia ao estresse oxidativo, porém as flores apresentaram pétalas de
coloragdo branca, o que significa que esta enzima utilizou o precursor antocianidina para
formac&o de protoantocianidinas ao invés deste ser utilizado para formacao de antocianinas. E
razoavel que pelo menos parte dos processos fisiologicos regulados pelas PAs é mediado pela
ativacdo da via de sinalizacdo do ABA (LUO et al., 2016).

O mecanismo enzimaético responsavel pela resposta ao estresse causado pelas ROS é
composto por reaces de alta complexidade desempenhadas por enzimas antioxidantes. A
baixa atividade da POD nas inflorescéncias tratadas com ABA, mesmo sob estresse,
demonstra que as resposta podem pode ter ocorrido por meio da atividade de outras enzimas
envolvidas neste mecanismo. O ABA tem importante papel na sinalizacdo e adaptacdo das
plantas ao estresse hidrico ou salino, induzindo a formacdo de superdxido através da enzima
NADPH oxidase. No apoplasto, o superéxido é convertido em perdxido de hidrogénio pela
enzima superoxido dismutase (SOD), e este estd ligado a abertura dos canais de calcio
regulados por ROS presentes nas membranas das células-guarda, resultando em fechamento
estomatico e adaptacao da planta ao estresse (CHOUDHURY et al., 2017).

Resultado semelhante foi observado em plantas de caléndula (Calendula afficinalis
L.) cultivadas em vaso que receberam tratamento com ABA através de pulverizacdo para
avaliacdo de possiveis efeitos deste biorregulador na atividade antioxidante nas pétalas. Foi
verificado que as plantas apresentaram maior atividade da SOD e da CAT em detrimento a da
POD (SEDHIG et al., 2012).

Assim, 0 aumento expressivo na atividade da POD no ultimo dia de analise das
inflorescéncias tratadas com ABA (FIGURA 7) provavelmente ocorreu devido ao processo de
senescéncia, onde possivelmente houve reducdo da atividade das enzimas antioxidantes e
aumento de ROS, que sdo eventos que antecedem a morte celular programada (ROGERS;
MUNNE-BOSCH, 2016).

A aplicacdo pos-colheita de GA3; em lisianthus, além de aumentar o teor de
antocianinas, provavelmente promoveu o desenvolvimento das inflorescéncias, levando a
senescéncia. O mesmo foi constatado em crisantemos ‘Flippo’, ‘Recital’ e ‘Bronze Repim’,
onde a aplicacdo em doses crescentes de GAz em solucdo conservante antecipou a senescéncia
de folhas e flores, reduzindo a vida de vaso das inflorescéncias (BRACKMANN et al., 2005).

E sabido que as giberelinas sdo produzidas nas anteras em desenvolvimento e
transportadas para a corola onde atuam na expansdo celular e no acimulo de pigmentos,
dentre eles a antocianina (WEISS, 2000). Apds esta fase, a corola ndo depende mais da

presenca de giberelina para completar o desenvolvimento ou pigmentacdo. Dessa forma, as
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giberelinas sdo necessarias somente para iniciar o processo de desenvolvimento das
inflorescéncias (PHARIS; KING, 1985) e sua aplicagdo exdgena de giberelina pode aumentar
0 teor de antocianinas nas pétalas de flores de corte (WEISS, 2000).

Embora a PAL tenha apresentado a menor atividade no tratamento com GA;
(FIGURA 6), houve aumento no teor de antocianinas até o dia 4 (FIGURA 4), como ja
mencionado anteriormente. Entretanto, o fato dos compostos fendlicos totais ndo sofrerem
alteracdo (FIGURA 5) sugere-se que o tratamento induziu a formacdo de antocianinas em
detrimento aos demais fendlicos nos primeiros dias de armazenamento. As giberelinas atuam
indiretamente na expressdo de genes ligados a via de biossintese de antocianinas, entretanto,
apos a antese, a expressdo destes genes comeca a reduzir (WEISS et al., 1995).

A atividade da POD nas flores tratadas com GA; foi baixa no dia 8 de
armazenamento, no entanto a perda da qualidade levou ao descarte das inflorescéncias no dia
12 (FIGURA 7). Assim, a baixa atividade dessa enzima pode ser sinal da senescéncia
adiantada apresentada por este tratamento. A aplicacdo de GA3 aumentou a expressao do gene
GhMPK em plantas modelo de tabaco (Nicotiana benthamiana), reduzindo a atividade das
enzimas POD, CAT e SOD. Dessa forma, a reducdo da atividade dessas enzimas,
responsaveis pela resposta de defesa ao estresse, causou aumento nas espécies reativas de
oxigénio nas plantas (WANG et al., 2016). Resultado semelhante foi observado em pimenta
(Capsicum annum L.), onde a pulverizacdo de GA; reduziu drasticamente a atividade da POD
e CAT (ALTAEY, 2018).

Em conclusdo, a aplicacdo de ABA na pds-colheita de lisianthus contribui para
manutencdo da qualidade das inflorescéncias, entretanto reduz o teor de antocianinas,
proporcionando as pétalas coloracdo mais clara. Entretanto, a aplicacdo de GAj; antecipa a

senescéncia, reduzindo a qualidade pds-colheita das inflorescéncias.
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4. APLICACAO DE PULSING COM ACIDO ABSCISICO E CARBOIDRATOS NA
POS-COLHEITA DE LISIANTHUS

RESUMO

As inflorescéncias de lisianthus apresentam desuniformidade de coloragéo
apos a colheita, em consequéncia dos botdes florais que se abrem e ndo adquirem
a cor caracteristica, este problema é prejudicial a qualidade decorativa, pois
resultam na depreciacdo comercial das flores. Os carboidratos e acido abscisico
(ABA) quando empregados em tratamentos pos-colheita podem interferir na
manutencdo da coloracédo de flores. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
do ABA e dois tipos de carboidratos em inflorescéncias de lisianthus ‘Flare Deep
Rose’. Para tanto, aplicou-se em solucao de pulsing por 24 horas doses de ABA,
glicose e sacarose nos seguintes tratamentos: Controle (agua destilada); glicose
250 mM; sacarose 58 mM; ABA 10 uM; glicose 250 mM + ABA 10 uM;
sacarose 58 mM + ABA pM. Foram realizadas as seguintes avaliagdes: cor (flores
abertas e botdes florais), teor de antocianinas, actcares totais e redutores, deteccdo
histoquimica de perdxido de hidrogénio e superoxido em flores abertas, e abertura
estomatica. As inflorescéncias tratadas com glicose apresentaram botdes florais
que originaram pétalas de coloracdo mais intensa, em contrapartida, 0 ABA
apresentou pétalas mais claras. O tratamento com sacarose apresentou 0s maiores
teores de agUcares totais e redutores no 4° dia e antocianinas no 12° dia, além
disso, inibiu a producdo de superdxido nas pétalas e apresentou maior abertura
estomética. Em contrapartida, os tratamentos contendo ABA apresentaram maior
deteccdo de superdxido e consequentemente menor abertura estomatica. Dessa
forma, a aplicacdo do ABA em solugdo de pulsing causou reducdo da abertura
estomatica, entretanto esse tratamento induziu a abertura de botbes florais com
pétalas de coloracdo mais clara. A glicose induziu coloracdo mais intensa nos
botBes, sendo este tratamento viavel para manutencdo da coloracdo dos botbes de
lisianthus que se abrem apos a colheita.

Palavras-chave: Eustoma grandiflorum; Acido abscisico; Glicose; Sacarose

ABSTRACT

Lisianthus (Eustoma grandiflorum) shows nonuniform coloration of buds
that open after harvest. Pulsing solutions with ABA (abscisico acid) and
cahbohydrates can change the petals color. The aim of this work was to evaluate
the effects of ABA and two types of carbohydrates (glucose and sucrose) in
lisianthus using pulsing solutions for 24 hours. The treatments were destilled
water (control), glucose 250 mM, sucrose 58 mM, ABA uM, glucose 250 mM +
ABA uM and sucrose 58 mM + ABA pM. In this experiment were evaluated
color parameters (flowers and buds), anthocyanin contents, total and reducing
sugar content, determination of superoxide and hydrogen peroxide, and stomatal
opening. The petals of buds treated with glucose showed more intense coloration,
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but ABA showed buds with lighter petals. The treatment with sucrose showed
higher contents of total and reducing sugar on the 4™ days of storage and highest
anthocyanin content on the 12" days. In addition, sucrose inhibited he production
of superoxide in the petals and presented higher stomatal opening. The treatments
with ABA presented increased contents of superoxide and decreased stomatal
opening. Thus, pulsing solution with ABA caused decreased stomatal opening and
buds with lighter petals. Glucose treatment was more effective in the maintenance
of color in buds that opened after harvest.

Keywords: Eustoma grandiflorum; Abscisic acid; Glucose; Sucrose

4.1. Introducéo

O lisianthus (Eustoma grandiflorum) é uma importante flor de corte e atualmente
esta entre as principais flores comercializadas no pais. No Brasil, o lisianthus tem sido
cultivado desde a década de 90 e se destaca no mercado de flores devido suas inflorescéncias
grandes, ampla variedade de cores e hastes longas (CHO et al., 1999; SALVADOR, 2000;
CAMARGO et al., 2004).

A coloracdo das pétalas € um aspecto extremamente importante no segmento de
flores de corte, ja que esta relacionada essencialmente com o aspecto visual do produto e
influencia de maneira direta a decisdo de compra do consumidor. O lisianthus apresenta
acumulo de antocianinas durante a vida de vaso, entretanto, os botbes florais que se abrem
apos a colheita apresentam pétalas de coloracdo mais clara que as flores que ja estavam
abertas e assim, hd um contraste de cores na mesma haste floral (MIZUNO et al., 2017).

Dessa forma, a utilizacdo de tecnologias pos-colheita adequadas as necessidades
fisioldgicas das flores de corte é extremamente necessaria para a manutencdo dos aspectos
visuais da qualidade e ndo somente da longevidade. O aumento da vida de vaso das
inflorescéncias esta baseado no fornecimento de compostos para manutencdo das atividades
metabolicas através de solucBes conservantes que, além disso, tenham a capacidade de
atenuar os processos fisioldgicos que depreciam as inflorescéncias apds a colheita.

Os carboidratos séo uns dos principais compostos utilizados devido a sua importante
funcdo no metabolismo energético das plantas. Entretanto, foi demostrado que estes
compostos também sdo capazes de induzir o acumulo de antocianinas nas plantas, tanto nas
folhas quanto em pétalas (ZHANG et al., 2015; MENG et al., 2018; GU et al., 2019). Além

disso, os carboidratos possuem a capacidade de atuar como antioxidantes protegendo as
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células de possiveis estresses oxidativos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS)
que sdo formadas durante o estresse abiotico (KEUNEN et al., 2013).

A utilizacéo de biorreguladores em solucBes conservantes tém se tornado alternativa
interessante na manutencdo pds-colheita de flores. O acido abscisico (ABA) é um
biorregulador responsavel pela sinalizacdo de estresse hidrico que induz respostas de
adaptacao, como fechamento estoméatico. O ABA exdgeno pode induzir a expressdo de genes
relacionados ao sistema de resposta ao estresse oxidativo, além de aumentar a atividade de
enzimas antioxidantes em varios tecidos da planta para atenuar os efeitos danosos causados
pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) (LUO et al., 2016). A aplicacdo foliar de ABA
induziu resposta ao estresse hidrico através do aumento de antioxidantes como as antocianinas
e acucares soluveis, além das enzimas como superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD)
e catalase (CAT) (GHASSEMI et al., 2019). A aplicacdo de solugdo de pulsing com ABA em
lirio e lisianthus auxiliou ha manutencdo pds-colheita das inflorescéncias, além de aumentar o
contetdo de acgucares sollveis nas pétalas (GENG et al., 2015; SHIMIZU-YUMOTO et al.,
2010).

Considerando que a aplicacdo de ABA e carboidratos pode interferir na coloragédo
das pétalas, afetando o acimulo de antocianinas, e ao fato de que o ABA pode induzir
resisténcia ao estresse hidrico (causando fechamento estomaético), o objetivo do trabalho foi
avaliar alteracdes de cor das pétalas de inflorescéncias abertas e botdes florais e na abertura

estomatica causada pela aplicacdo de solugdes de pulsing contendo ABA, sacarose e glicose.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Material Vegetal e Tratamentos

As inflorescéncias de Eustoma grandiflorum cv. Flare Deep Rose foram obtidas de
producdo comercial da empresa “Monalisa Flores”, localizada no municipio de
Paranapanema-SP (23°23'19"S e 48°4322"W, altitude: 610 m). As hastes foram colhidas
qguando apresentavam de duas a trés flores abertas e foram transportadas para o Laboratdrio de
Fisiologia e Bioquimica Pos-Colheita no Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP, em Piracicaba (SP). No
laboratdrio, as hastes foram padronizadas em 50 cm de comprimento e as folhas dos primeiros
15 cm da parte inferior do caule foram retiradas, em seguida foram aleatorizadas para a

aplicacdo dos tratamentos.
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Neste trabalho foram realizados dois experimentos compostos pelos mesmos
tratamentos e seguindo a mesma metodologia de condugéo e delineamento experimental,
entretanto com andlises distintas. Os tratamentos consistiram de ABA e dois tipos de
carboidratos que foram aplicados através de solucdo de pulsing, por 24 horas. As doses dos
carboidratos foram determinadas previamente por meio de experimentos preliminarese a dose
de ABA foi preestabelecida por Shimizu-Yumoto et al. (2010). Os tratamentos foram: 1 -
controle (agua destilada); 2 - glicose 250 mM (Dinamica®), 3 - sacarose 58 mM (Dinamica®);
4 - ABA 10 uM (> 98,5% N° CAS 14375-45-2 Sigma-Aldrich); 5 - 250 mM glicose + 10 uM
ABA,; 6 - sacarose 58 mM + 10 uM ABA.

Apo6s a aplicagdo dos tratamentos, as hastes foram mantidas em solugdo de agua
destilada e dicloroisocianurato de sédio em concentragdo de 0,25% (StartClor®), que foi
substituida a cada dia de analise. As inflorescéncias foram armazenadas a 20°C e umidade
relativa de 80+2%. O monitoramento da qualidade foi realizado a cada quatro dias, até o
décimo segundo dia de armazenamento, que correspondeu ao fim da vida util, quando as
inflorescéncias apresentavam qualidade invidvel para comercializacdo. Para a determinacédo
da inviabilidade comercial foi fixado um padrao de 50% das flores apresentando murcha e/ou
sintomas de senescéncia.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (6
solugdes de pulsing x 4 dias de armazenamento) com trés repeticbes de quatro hastes cada
para analise. As amostras de pétalas foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido,
liofilizadas, moidas e armazenadas a -20°C, para posteriores analises bioquimicas.

No Experimento 1 foram realizadas as analises de colorimetria de flores abertas,
acuUcares totais e redutores, teor de antocianinas, deteccdo histoquimica de peréxido e
superdxido e microscopia eletronica de varredura das folhas. No Experimento 2 foram

realizadas as analises de colorimetria de botdes e indice de abertura estomatica.

4.2.2. Colorimetria

As leituras foram feitas em colorimetro Minolta modelo CR-400 utilizando seis
flores por repeticdo, foram feitas 5 leituras na face interna de cada flor. Para a anélise dos
botbes, foram utilizados 5 botdes por repeticdo com 4 leituras cada. Os resultados foram
calculados baseados nos parametros L, a*, b* e expressos em luminosidade (intervalo entre o
claro e o escuro) e cromaticidade (intensidade de cor). A cromaticidade foi calculada segundo

Gonnet (1998). O indice de cor (IC) foi utilizado para acompanhamento da alteragdo de cor
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durante a abertura dos botdes florais, para tanto foi utilizada a seguinte férmula: 1C = 1000 x
a*/(L x b*). Os botBes foram acompanhados até o 10° dia de armazenamento, quando

apresentaram abertura completa.

4.2.3. Teor de Antocianinas

O teor de antocianinas foi feito de acordo com o método descrito por Lee e Francis
(1972), com modificacGes. Aliquotas de 0,1 g de pétalas acrescidas de 10 mL de metanol
acidificado com HCI 1%, foram mantidas por 24 horas em repouso a 4°C ao abrigo da luz. Em
seguida, o extrato foi filtrado e o residuo foi lavado com a solugdo extratora até a remocao
completa do pigmento. O extrato final foi deixado em temperatura ambiente e ao abrigo da
luz por duas horas, com posterior leitura da absorbancia a 510 nm (Biochrom Libra S22 UV-
Vis, Cambrige, UK). O teor de antocianinas totais foi quantificado utilizando a seguinte
férmula: Antocianinas Totais = (Absorbancia x Fator de Dilui¢do) / 98,2. Onde: Fator de
Diluicdo = (Volume do extrato/ Volume da aliquota) x 100. Os resultados foram expressos em

mg g™ de massa seca.

4.2.4. Acucares Totais

Para extracdo dos acucares foram utilizados 5 mg de amostra de pétalas em 5 mL de
etanol 80%, agitados em vortex e levadas ao banho-maria a 60°C, por 30 minutos. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 6440 x g (Jouan BR4i, Paris, Franca) por 5
minutos e o sobrenadante foi coletado. Para completa extracdo dos acUcares da amostra 0s
procedimentos foram repetidos, combinando-se os sobrenadantes. Apos isso, etanol 80% foi
adicionado de modo a completar o volume do extrato para 10 mL.

A quantificacdo do teor de agucares totais foi realizada de acordo com a metodologia
fenol-sulfurico de Dubois et al. (1956). Para a reacdo, acrescentou-se 100 pL de extrato, 900
pL de agua destilada, 500 pL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfarico P.A. As leituras foram
feitas em espectrofotdmetro a 490 nm (Biochrom Libra S22 UV-Vis, Cambrige, UK) e 0s

resultados foram expressos em mg de glicose g™ de massa seca.
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4.2.5. Aclcares Redutores

Para a analise de agUcares redutores utilizou-se 0 mesmo extrato de agucares totais.
O ensaio foi realizado seguindo a metodologia de Somogyi-Nelson (Nelson, 1944), com
modificagdes. Foram adicionados 80 pL de extrato e 160 pL de solugdo de Somogyi-Nelson
I. Apds agitacdo, os tubos foram levados ao banho-maria em ebuli¢cdo por 6 minutos, sendo
entdo resfriados em banho de gelo por 5 minutos. Acrescentou-se 160 pL de Somogyi-Nelson
Il e 0 extrato foi deixado em repouso por 5 minutos, em temperatura ambiente, posteriormente
foram adicionados 2 mL de agua destilada. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
a 540 nm (Biochrom Libra S22 UV-Vis, Cambrige, UK) e os resultados expressos em mg de
glicose g™ de massa seca.

4.2.6. Deteccao Histoquimica de Peroxido de Hidrogénio e Superdxido

Para estas analises foram coletadas pétalas externas de flores abertas logo apds a
aplicacdo do pulsing de 24 horas. A visualizacdo da producéo de superoxido foi feita por teste
histoquimico. Os tecidos foram mantidos por 4 horas em solucdo de tetrazélio nitroazul
(NBT) para deteccao de superoxido. Antes de avaliar as lesdes, os tecidos foram infiltrados a
vacuo dentro da solugdo, por 30 minutos. A solucdo foi composta de 0,1% de NBT em 50
mM de buffer fosfato de potassio e 10 mM de azida de sddio. O principio deste método
baseia-se na reacdo de superéxido com NBT e consequente producdo de formazan, que possui
coloragio roxa (GRELLET BOURNONVILLE; DIAZ-RICCI, 2011).

Para a visualizacdo do perdxido (H,O,) os tecidos foram mantidos por 4 horas em
solu¢do 3’3-Diaminobenzedina (DAB). Apds esse periodo os tecidos foram infiltrados a
vacuo dentro da solucdo, por 30 minutos. A solucdo para a deteccdo de H,O, foi feita pela
diluicdo de 0,1% de DAB em &gua destilada. O pH da solucéo foi corrigido com HCI até 3,8.
O principio deste método baseia-se na formacdo de um polimero insoltvel entre H,O, e DAB,
como descrito por (THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1997). As imagens foram capturadas
em microscopio trinocular Leica DM LB acoplado na cdmera de video Leica DC 300F e

processada em computador para confeccdo das imagens.
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4.2.7. Abertura Estoméatica

Para medir a abertura dos estdmatos foi utilizada a técnica de imprints (POLLE et al.,
1996), na qual se adiciona uma camada de esmalte incolor sobre a epiderme das folhas,
seguida da retirada do imprint ap6s secagem com auxilio de pinca e colocadas sobre laminas
histoldgicas e identificadas. Foram utilizadas 5 folhas, com imprint na face abaxial em 2 areas
opostas a nervura principal, na regido mediana da folha, totalizando 24 imagens, por
tratamento nos dias 0 (antes da aplicacdo dos tratamentos), 1 (logo ap6s o tratamento pulsing
de 24 horas) e 2 (48 horas ap6s a aplicacdo). Nestas imagens foram feitas medidas
transversais na regido central do ostiolo de cada estdmato das imagens (comprimento
transversal da abertura). As imagens foram capturadas em microscépio trinocular Leica DM
LB acoplado na camara de video Leica DC 300 F e a utilizado o programa Image J para as

medidas da abertura dos ostiolos nas imagens. Os resultados foram expressos em pm.

4.2.8. Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software R Studio (versdo 3. 2. 5). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e expressos como média * erro padrdo. A
normalidade e homogeneidade dos dados foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk e de
Bartlett, respectivamente. A diferenca estatistica entre as médias foi calculada pelo teste de
Tukey (P <0,05).

4.3. Resultados
4.3.1. Colorimetria

- Parédmetros de cor das flores abertas

Os tratamentos ndo apresentaram diferenca quanto a cromaticidade e luminosidade
no 4° dia, entretanto, foram observadas diferengas nos tratamentos a partir do 8° dia (FIGURA
1,2e3).
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Figura 1. Cromaticidade das pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas com solugdes
de pulsing com ABA, sacarose e glicose, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. ABA
(Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA (Sacarose + ABA). Barras
verticais representam erro padrdo da média (n=3).
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Figura 2. Luminosidade de pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose tratadas com solucdes
de pulsing com ABA, sacarose e glicose, armazenadas por 12 dias a 20°C e 80% UR. ABA
(Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA (Sacarose + ABA). Barras
verticais representam erro padrdao da média (n=3).

Quanto a cromaticidade, os tratamentos ABA + sacarose e ABA + glicose
apresentaram reducdo quando comparados ao controle no 8° dia de armazenamento. Os
tratamentos glicose, sacarose e ABA nao diferiram entre si e também dos demais tratamentos.

No 12° dia, os tratamentos ABA + sacarose e ABA + Glicose diferiram do controle
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apresentando maior cromaticidade, os demais tratamentos ndo apresentaram diferenga
(FIGURA 1).

Todos os tratamentos apresentaram reducao dos valores de luminosidade ao longo do
tempo. Os tratamentos ABA + glicose e ABA + sacarose apresentaram os maiores valores de
luminosidade no 8° dia de armazenamento quando comparados ao controle. Os tratamentos
com glicose, sacarose e ABA ndo diferiram do controle. No 12° e dltimo dia de
armazenamento, o tratamento ABA + glicose apresentou o menor valor de luminosidade em
relacdo ao controle (FIGURA 2), os demais ndo apresentaram diferenca neste dia.

DO D4 D8 D12
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Glicose

Sacarose

ABA
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Figura 3. Representacdo da percepcao da cores das pétalas de flores abertas de lisianthus cv.
Flare Deep Rose tratadas com solugdes pulsing com ABA, glicose e sacarose, armazenadas
por 12 dias & 20°C e 80% UR. ABA (Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac +
ABA (Sacarose + ABA).
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Figura 4. Representacdo da percepcao de cores das pétalas dos botbes de lisianthus cv. Flare
Deep Rose durante a antese até a abertura total. Inflorescéncias armazenadas por 12 dias a
20°C e 80% UR. ABA (Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA
(Sacarose + ABA).
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Figura 5. Indice de cor (IC) das pétalas dos botdes de lisianthus cv. Flare Deep Rose durante
a antese até a abertura total. Inflorescéncias armazenadas por 10 dias a 20°C e 80% UR. ABA
(Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA (Sacarose + ABA). Barras
verticais representam erro padrdo da média (n=3).

- Parametros de cor dos botdes
Os tratamentos alteraram a coloragdo dos botdes durante a abertura. Embora os

botbes estivessem aparentemente do mesmo tamanho e estagio de desenvolvimento, estes



71

apresentaram grande variagdo na coloracdo durante a abertura. Este fato foi observado
inclusive dentro das repeticbes de um mesmo tratamento. Dessa forma, essas variagdes
levaram alguns tratamentos a ndo apresentarem diferencas entre si, como observado na figura
5.

Para representar a mudanca de cor caracteristica das pétalas durante a abertura floral
foi determinado o indice de cor (IC), onde os valores negativos representam as tonalidades de
verde e quanto mais altos os valores mais proximos sao da tonalidade vermelha. O tratamento
com pulsing de glicose apresentou IC mais alto em comparacao ao controle até Gltimo dia de
armazenamento, além disso, nos dois Gltimos dias foi o maior indice entre todos os
tratamentos. Isto pode ser observado na escala de cor, onde a glicose foi o tratamento com
maior intensidade de rosa (FIGURA 4).

O tratamento ABA apresentou menor indice de cor no 12° dia de armazenamento.
Entretanto, quando comparado com o tratamento glicose fica evidente a tonalidade mais clara
deste tratamento (FIGURAS 4 e 5).

Os tratamentos com sacarose e ABA + sacarose ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle. O tratamento ABA + glicose se diferenciou do controle

apenas no 6° dia de armazenamento com maior indice de cor.

4.3.2. Teor de Antocianinas

Todos os tratamentos de pulsing e o controle apresentaram aumento do teor de
antocianinas ao longo dos dias de armazenamento. Aparentemente, este acUmulo de
antocianinas durante o desenvolvimento pés-colheita é uma caracteristica das inflorescéncias
de lisianthus cv. Flare Deep Rose. Entretanto, os tratamentos de pulsing interferiram neste
acumulo. No 8° dia, o tratamento ABA+ sacarose apresentou 0 maior teor de antocianinas,
enquanto os tratamentos sacarose e ABA + glicose apresentaram menor teor quando
comparado aos demais tratamentos (FIGURA 6). No 12° dia de armazenamento o tratamento

com sacarose apresentou 0 maior teor de antocianinas entre todos os tratamentos.
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Figura 6. Teor de antocianinas em pétalas de flores abertas de lisianthus cv. Flare Deep Rose
tratadas com solugdes de pulsing de ABA, glicose e sacarose, armazenadas por 12 dias a 20°C
e 80% UR. ABA (Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA (Sacarose +
ABA). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=3).

4.3.3. Teor de AcUcares Totais

Todos os tratamentos apresentaram reducdo do teor de agUcares totais. Exceto o
tratamento com sacarose que provocou aumento no teor de acglcares totais no 4° dia de
armazenamento, sendo que o menor teor foi apresentado pelo controle. Os demais tratamentos

ndo apresentaram diferenca entre si (FIGURA 7).
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Figura 7. Teor de acUcares totais em pétalas de flores abertas de lisianthus cv. Flare Deep
Rose tratadas com soluc@es de pulsing de ABA, glicose e sacarose, armazenadas por 12 dias a
20°C e 80% UR. ABA (Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA
(Sacarose + ABA). Barras verticais representam erro padréo da média (n=3).

No 8° dia, os tratamentos ABA + glicose e glicose apresentaram 0S menores teores
de acucares totais quando comparados com o controle. Os demais tratamentos ndo
apresentaram diferenca neste dia em relacdo ao controle e entre si. No 12° dia de
armazenamento, as inflorescéncias tratadas com sacarose apresentaram maior teor de agucares
totais quando comparadas aos tratamentos controle e ABA + glicose, entretanto néo

apresentou diferenca entre os demais tratamentos.

4.3.4. Teor de Acucares Redutores

Assim como observado no teor de agucares totais, todos os tratamentos apresentaram
diminuicdo dos acucares redutores durante os dias de armazenamento (FIGURA 8). No 4° dia,
0 tratamento com sacarose apresentou maior teor de agucares redutores quando comparado
aos demais tratamentos. (FIGURA 8).

N&o houve diferengca entre o controle e os demais tratamentos no 8° dia de
armazenamento. Entretanto, no Gltimo dia, a sacarose apresentou maior teor de agucares
redutores quando comparada com o controle ABA + glicose e ABA + sacarose, 0S

tratamentos glicose e ABA ndo diferiram dos demais tratamentos, incluindo do controle.
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Figura 8. Teor de acUcares redutores em pétalas de flores abertas de lisianthus cv. Flare
Deep Rose tratadas com solugdes de pulsing de ABA, glicose e sacarose, armazenadas por 12
dias & 20°C e 80% UR. ABA (Acido abscisico); Glic + ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA
(Sacarose + ABA). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=3).

4.3.5. Deteccdo Histoquimica de Superédxido (NBT) e Perdxido de Hidrogénio
(DAB)

Os tratamentos ABA, ABA + glicose e ABA + sacarose causaram maior producdo de
superoxido nas pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose. Dessa forma, o ABA parece induzir
a producdo dessa ROS mesmo em associagdo com o0s dois tipos de carboidratos.
Interessantemente, o pulsing de sacarose parece inibir a producdo desta ROS, ja que este
tratamento ndo apresentou alteracdo na coloracdo das pétalas (FIGURA 9).

O tratamento ABA induziu a producdo de peroxido, pois foi observada alteracdo de
cor na regido das nervuras causadas pelo DAB, deixando-as mais evidentes. Os demais
tratamentos parecem ndo afetar a producdo de peroxido, pois ndo houve alteracdo de cor nas
pétalas.
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Figura 9. . Deteccdo histoquimica de superéxido (NBT) e peroxido de hidrogénio (DAB) em
pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose 24 horas ap0s a aplicagdo dos tratamentos de
pulsing (Dia 1). Inflorescéncias armazenadas & 20°C e 80% UR. ABA (Acido abscisico); Glic
+ ABA (Glicose + ABA); Sac + ABA (Sacarose + ABA).
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4.3.6. Abertura Estoméatica

A aplicacéo de pulsing contendo ABA, isoladamente ou em associa¢do com glicose
ou sacarose, causou reducdo da abertura estomatica, verificada no primeiro e segundo dia
apos o tratamento. A sacarose aumentou a abertura estomatica no segundo dia, enquanto a

glicose parecer ter causado pouco efeito (FIGURA 10).
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Figura 10. Medidas da abertura dos estdmatos em folhas de lisianthus cv. Flare Deep Rose
nos dias 0, 1 e 2, armazenadas & 20°C e 80% UR. ABA (Acido abscisico); Glic + ABA
(Glicose + ABA); Sac + ABA (Sacarose + ABA). Dia 0 = antes da aplicagéo dos tratamentos
de pulsing; Dia 1 = apds a aplicacdo dos tratamentos de pulsing. Barras verticais representam
erro padrdo da média (n=3).

4.4. Discussao

A cor € um dos principais fatores que determinam a qualidade das inflorescéncias,
principalmente apds a colheita, quando comecam a ocorrer alteracdes fisioldgicas que
interferem na pigmentacdo das pétalas. Os parametros de cor (cromaticidade e luminosidade)
estdo relacionados com o contetdo de antocianinas nas inflorescéncias Assim, durante o
desenvolvimento da maioria das espécies de flores ha reducdo da cromaticidade e aumento da
luminosidade, devido a reducéo dos teores de antocianinas (ZHANG et al., 2014; LIU et al.,
2019). Entretanto, neste trabalho foi observado aumento na cromaticidade no dltimo dia de
armazenamento e reducdo da luminosidade nas flores abertas (FIGURAS 1 e 2), e isto esteve



77

relacionado ao aumento no teor de antocianinas nas pétalas de lisianthus cv. Flare Deep Rose
ao longo do armazenamento (FIGURA 6).

A biossintese de antocianinas em lisianthus somente comeca pouco antes da abertura
floral, quando os botbes atingem o tamanho maximo de desenvolvimento, e continua mesmo
apos a abertura floral (DAVIES et al., 1993; OREN-SHAMIR et al., 1999). Assim, os botdes
das inflorescéncias que abriram posteriormente a colheita ndo desenvolveram pigmentacao
caracteristica (FIGURAS 4 e 5). Quando as hastes de lisianthus sdo separadas da planta-mae,
ha reducdo no acimulo de antocianinas e os botdes dao origem a inflorescéncias de coloracéo
desuniforme em comparacdo as demais inflorescéncias que compdem a haste (MIZUNO et
al., 2017).

As pétalas de lisianthus permanecem com coloracgéo verde clara durante os primeiros
estadios de desenvolvimento dos botbes, pois hd acuimulo de flavonois em detrimento de
antocianinas. Os genes responsaveis pela enzima flavonol sintase sdo expressos antes das
enzimas responsaveis pela producdo de antocianinas em lisianthus. Dessa forma o acimulo
desses compostos é dividido temporalmente durante o desenvolvimento dos botdes (NODA et
al., 2004), ao contrario do que ocorre com a maioria das inflorescéncias, onde o acumulo de
antocianinas nos botBes acorre paralelamente ao desenvolvimento do tecido das pétalas
(MARTIN; GERATS, 1993).

O tratamento com pulsing de glicose resultou em botdes que abriram com coloragéo
mais intensa em relacdo aos demais tratamentos (FIGURAS 4 e 5), embora ndo seja de
mesma tonalidade das flores colhidas abertas. Entretanto, esta é uma alternativa viavel para a
disparidade de cor ocasionada pelo corte das hastes em lisianthus. Os carboidratos podem
induzir a producdo e acumulo de antocianinas nas pétalas, atuando como moléculas
sinalizadoras que participam da expressdo de genes relacionados a producéo destes pigmentos
(GU et al., 2019). Os efeitos positivos da aplicacdo de carboidratos na coloracdo e no
contetdo de antocianinas foram estudados em diversas flores de corte, como lisianthus, lirio e
pednia (UDDIN et al., 2001; MINAKUCHI et al., 2009; ZHANG et al., 2015).

Ao contrario do tratamento com glicose, 0 ABA resultou em botdes que abriram com
pétalas de coloracdo mais clara (FIGURA 5), provavelmente devido & reducéo do acimulo de
pigmentos. A aplicagdo de ABA provavelmente aumentou a resisténcia das inflorescéncias de
lisianthus e como reflexo produziu outros tipos de fendlicos como antioxidantes ao inves das
antocianinas para pigmentacdo das pétalas. Segundo Li et al. (2019), plantas sujeitas ao

estresse abidtico podem formar proantocianidinas (PAs) em detrimento de antocianinas, ja



78

que as PAs estdo envolvidas na indugéo de tolerancia ao estresse e na expresséo de genes de
resposta ao estresse oxidativo.

A superexpressdo do gene RrANR (antocianidina redutase) de Rosa rugosa em
plantas de tabaco sujeitas ao estresse hidrico causou aumento no contetido de PAs e reducéo
de antocianinas, 0 que ocasionou aumento na resisténcia das plantas aos estresses abioticos,
porém as flores apresentaram pétalas de coloracdo branca. O aumento do contetdo de PAs foi
acompanhado pelo aumento do contetdo enddgeno de ABA nestas plantas. Foi observado
pelos autores através da aplicacdo de ABA que possivelmente os processos fisioldgicos de
inducdo de resisténcia ao estresse regulados pelas PAs é mediado pela via de sinalizagdo do
ABA (LUO et al., 2016).

Além disso, os tratamentos com ABA induziram fechamento estomaético nas folhas
de lisianthus (FIGURA 10). Este biorregulador tem importante funcdo de molécula
sinalizadora de estresse hidrico nas plantas, impulsionando a formac&o de superdxido através
da enzima NADPH oxidase e no apoplasto o superoxido é convertido em peréxido de
hidrogénio pela enzima SOD. O perdxido de hidrogénio formado causa abertura dos canais
de célcio presentes nas células-guarda resultando em fechamento estomatico (CHOUDHURY
etal., 2017).

No presente trabalho, os tratamentos com ABA, isoladamente ou associados aos
carboidratos, provocaram expressiva producdo de superoxido nas pétalas (FIGURA 9). O
aumento na producdo destas ROS nas pétalas € semelhante ao que ocorre nas folhas para
inducdo do fechamento estomatico causada pelo ABA. O mesmo foi observado em cravo-
amarelo (Tagetes erecta L.) sujeitos ao estresse hidrico que apresentaram producdo de
superoxido e perdxido tanto nas pétalas quanto nas folhas (TIAN et al., 2012).

Interessantemente, a sacarose ndo causou producdo de ROS nas pétalas,
provavelmente devido ao fato deste carboidrato ter apresentado fungdo antioxidante inibindo a
producdo de superdxido. Os agucares soluveis, como sacarose, oligossacarideos da familia da
rafinose e frutose, sdo capazes de atuar como antioxidantes. A variacdo no teor destes
carboidratos pode alterar a expressdo de genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo
(KEUNEN et al., 2013). Além disso, o tratamento com sacarose afetou o metabolismo dos
estdmatos, causando maior abertura estomatica. A sacarose € considerada um importante
osmolito organico, podendo auxiliar ou mesmo substituir o potassio, principal ion organico
envolvido na abertura estomatica (TALBOT; ZEIGER, 1996; MEDEIROS et al., 2019).

Em suma, o tratamento com pulsing de glicose é 0 mais eficaz na manutengdo da

coloracdo de lisianthus cv. Flare Deep Rose, sendo esta uma alternativa viavel para a
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manutencdo da cor dos botdes que se abrem apds a colheita. O ABA causa fechamento
estomatico nas inflorescéncias de lisianthus, mas interfere na coloracdo dos botbes que se

abrem apos a colheita, dando origem a inflorescéncias com pétalas mais claras.
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