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RESUMO

BORSATTI, Fabiana C.; Acido salicilico na qualidade pos-colheita de frutos, hortaligas
folhosas e flores. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de P6s-Graduacao
em Agronomia (Area de Concentragio: Produgdo vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana. Pato Branco, 2014.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do &cido salicilico (AS) aplicado em pés-colheita
de amora-preta, acerola, couve manteiga, espinafre e rosas sobre a conservacao e a indugédo de
resisténcia. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com quatro repeticoes e 0s
tratamentos foram baseados nas concentracfes das solugbes com AS 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0
mM. As culturas foram imersas nas solu¢Ges com os diferentes tratamentos e apds armazenadas
a 8°C. Para as frutas (amora-preta e acerola) as avaliagdes realizadas foram perda de massa da
matéria fresca, teores de solidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (AT), acido ascorbico e
incidéncia de podriddes. Nos intervalos de 24, 48, 96 e 192 horas apds a aplicacdo dos
tratamentos, retirou-se amostras de frutos para determinacdo de proteinas totais, antocianinas,
flavondides e atividade das enzimas fenilalanina amodnia-liase (FAL), quitinases e fS-1,3-
glucanase. Tais analises foram realizadas para todos os tratamentos, com excec¢édo de quitinase
e f-1,3-glucanase, sendo estas avaliacdes feitas somente para frutos tratados com 2,0 mM e a
testemunha. Para as hortalicas (couve manteiga e espinafre) as avaliagcdes foram perda de massa
da matéria fresca, podriddes, teor de vitamina C e clorofilas. Em intervalos de 24, 48, 96 e 192
horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos, determinou-se o teor de proteinas, fendis totais,
atividade da FAL e peroxidases. Para as rosas foram realizadas analises visuais de curvatura do
pedunculo, turgescéncia e escurecimento de petalas. Ao final do experimento, avaliaram-se a
perda de massa da matéria fresca, e teor de clorofilas nas folhas. Com intervalos de 24 horas,
retirou-se uma amostra das pétalas para determinagéo de proteinas totais e atividade da FAL e
peroxidases. Para amoras-pretas houve aumento do teor de proteinas e ativacdo da f-1,3-
glucanase com a aplicacdo de AS. Os teores de antocianinas e flavondides e a atividade da FAL,
tiveram alteracdes no decorrer do experimento em funcao da aplicacdo de AS. Os tratamentos
ndo foram significativos para perda de massa da matéria fresca, AT, SST, incidéncia de
podriddes, acido ascorbico e atividade de quitinase para essa fruta. Para acerolas, a AT foi maior
e 0s SST foram menores naquelas tratadas com AS. Os tratamentos ndo foram significativos
para perda de massa da matéria fresca e &cido ascorbico de acerola. Houve reducdo da
incidéncia de podriddes em frutos com aplicacdo de AS, ativacdo das enzimas quitinases, S-
1,3-glucanase e FAL e, aumento nos teores de antocianinas e flavonoides para acerola. Para
couve manteiga a aplicacdo de AS manteve os teores de proteinas e fenois totais em niveis mais
elevados, e interferiu na atividade das peroxidases. Nado houve significancia para perda de
massa da matéria fresca, teor de vitamina C, clorofilas, podriddes e atividade de FAL. Para
espinafre as maiores concentracdes de AS diminuiram a perda de massa da mateéria fresca e
mantiveram os teores de proteinas mais elevados. Os tratamentos ndo interferiram no teor de
clorofilas, fendis totais, e atividade da peroxidases e FAL. Houve efeito nos teores de proteina
totais, atividade da FAL e peroxidase nas hastes das rosas com a aplicacdo de solucdo contendo
AS. As rosas tratadas com a maior concentracdo de AS mantiveram-se com as notas mais
elevadas para curvatura de haste, turgescéncia e escurecimento de pétalas, ou seja, com melhor
aspecto visual.

Palavras-chave: Senescéncia, Poés-colheita; Acerola; Amora-preta; Couve manteiga;
Espinafre; Rosas.



ABSTRACT

BORSATTI, Fabiana C.; Salicylic acid in the fruits, leafy vegetables and flowers postharvest
quality. 81f. Dissertation (MSc in Agronomy) - Graduate Program in Agronomy (Area of
Concentration: Plant Production), Federal Technological University of Parand. Pato Branco,
2014.

The aim of this work was to evaluate the salicylic acid (SA) effect applied in the blackberry,
acerola, kale, spinach and roses postharvest for the conservation and resistance induction. The
experimental design was completely randomized, with four replications and the treatments were
based on the solutions concentrations with SA 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mM. The vegetable
organs from the cultures were immersed in the solutions with different treatments and after it
was stored at 8 °C. For the fruit (blackberry and acerola) the fresh matter weight losses, total
soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), ascorbic acid and rot incidence were evaluated.
During the intervals of 24, 48, 96 and 192 hours after treatment application, fruit samples were
separated for total protein, anthocyanins, flavonoids and phenylalanine ammonia lyase (PAL),
chitinase and B-1,3-glucanase enzymes activities were determinate. These analyzes were
applied for all treatments, with the exception of chitinase and B-1,3-glucanase, which were
evaluated only for fruits treated with 2.0 mM concentration and control treatment. For the
vegetables (kale and spinach) the fresh mass losses, rot incidence, vitamin C and chlorophyll
were evaluated. During the intervals of 24, 48, 96 and 192 hours after treatment application, the
total protein, total phenols, phenylalanine ammonia lyase (PAL) and peroxidase enzimes were
evaluated. For roses the peduncle curvature, turgescence and petals darkening were visual
evaluated. When the experiment time finished, the fresh weight losses and the leaf chlorophyll
content were evaluated. During 24 hour intervals, collected a petals sample to determine the
total protein and PAL and peroxidase activities. For blackberries there was an increase of
protein level and the B-1,3-glucanase activation with the application of SA. The anthocyanins
and flavonoids contents and the PAL activity, had changes during the experiment due to the SA
application. The treatments were not significant for fresh mass losses, TA, TSS, rot incidence,
ascorbic acid and chitinase activities for this fruit. In the acerola, the TA was higher and TSS
were lower in the fruit treated with SA. The treatments were not significant for fresh mass
losses, of ascorbic acid content. There was a reduction in the fruit rots incidence with
application of SA and an activation of chitinase, -1,3-glucanase and PAL activity enzymes,
and it increased anthocyanins and flavonoids contents for acerola. The SA application in the
kale kept the protein and total phenol with higher levels and it interfere in the peroxidases
activity. There was no significant treatment effect for fresh weight losses, vitamin C,
chlorophyll, rot incidence and PAL activity. The highest SA concentrations decreased the fresh
weight losses and they kept the higher proteins contents for spinach. The treatments did not
affect the chlorophyll content, total phenolics and peroxidase and PAL activities.There wasn't
treatment effect about total protein content, PAL and peroxidase activity in the roses stems. The
rose treated with the highest SA concentration presented higher grade evaluation for peduncle
curvature, turgescence and petals darkening, ie, the best visual aspect.

Keywords: Senescence, Postharvest; Acerola, Blackberry, Kale; Spinach; Roses.
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1 INTRODUCAO GERAL

A produgdo agricola brasileira estd cada vez mais dependente dos agrotoxicos e
fertilizantes quimicos. A lei dos agrotoxicos (BRASIL, 1989) e o decreto que regulamenta a
mesma (BRASIL, 2002) definem que essas substancias sdo: “os produtos e os agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producao, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las
da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos”.

Os resultados do monitoramento do ultimo Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA, 2013) mostra que 36% das amostras de 2011 e 29% das
amostras de 2012 apresentaram resultados insatisfatorios. De acordo com relatorio da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2013) existem dois tipos de irregularidades, uma
quando a amostra contém agrotoxico acima do Limite Maximo de Residuo Permitido (LMRP)
e outra quando a amostra apresenta residuos de agrotoxicos nao autorizados para o alimento
pesquisado. Das amostras insatisfatorias, cerca de 30% se referem a agrotoxicos que estdo
sendo reavaliados pela ANVISA.

Devido aos dados apresentados, a producao de alimentos considerados saudaveis, livres
de agrotoxicos e produtos quimicos vem sendo cada vez mais procurada pelos consumidores
no decorrer dos anos, o que torna a inducao de resisténcia uma alternativa com potencial para
uso nos alimentos. Segundo Stadnik (2000) e Hammerschimidt et al., (2001) a inducao de
resisténcia ¢ conceituada como a ativagao de um estado de resisténcia contra doencas, o qual ¢
induzido sistemicamente em plantas pela utilizacdo de agentes externos bidticos ou abidticos,
sem qualquer alteracdo do genoma da planta, ocorrendo de maneira ndo-especifica, por meio
da ativacdo de genes que codificam para diversas respostas de defesa.

O primeiro trabalho que teve analises detalhadas sobre inducdo de resisténcia foi de
Ross (1961) o qual mostrou através de experimento em laboratério que, plantas de fumo
necrosadas pela inoculagdo das folhas inferiores com o virus do mosaico do fumo, desenvolvia
resisténcia sistémica contra varios patdogenos, resultando na concepc¢do do termo “resisténcia
sistémica adquirida (RSA)” (SILVA, 2008).

A RSA se caracteriza pela expressao de genes que codificam diversas respostas de
defesa a patogenos nas plantas, tais como as proteinas relacionadas a patogenicidade (proteinas-

RP), como quitinases e glucanases; enzimas envolvidas na rota da sintese de fitoalexinas, como
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a fenilalanina amonia-liase; acimulo de lignina em tecidos adjacentes ao local de penetragio
do microrganismo (DURRANT e DONG, 2004). Os genes envolvidos na RSA estdo associados,
principalmente, com o acimulo do acido salicilico (AS), que ¢ sinalizador para a expressao de
de proteinas-RP (GRUNER et al., 2003; JALALI et al., 2006).

De acordo com Yalpani et al. (1991) a via biossintética do acido salicilico aparentemente
inicia-se com a conversdo da fenilalanina para acido transcindmico catalisado pela enzima
fenilalanina amo6nia-liase (FAL). A partir dessa conversao, o 4cido transcindmico parece, entéo,
seguir duas vias. Numa delas, ocorre a formacdo do acido benzoico que, apés a acdo da enzima
acido benzdico 2-hidroxilase, se converte em AS. Na outra, o 4cido transcindmico é hidroxilado
a acido 2-cumarico que é, entdo, oxidado a AS (RYALS et al. 1994; STRACK, 1997). Porém,
estudos apontam como via principal de formacdo do AS aquela cujo intermediario é o acido
benzdico (VERNOOLWJ et al., 1994).

O principal papel fisiolégico atribuido ao AS na planta é o de funcionar como molécula
sinalizadora, induzindo-a a expressar resisténcia contra o ataque de predadores. Esta fungéo foi
sugerida em decorréncia do AS se acumular em plantas submetidas a condigdes adversas, quer
seja por ataque patogénico, quer pelo tratamento da planta com elicitores quimicos e por sua
propriedade de induzir a expressdo de genes ligados a vérias proteinas-PR (MARTINEZ et al.,
2000). Aplicacdes exdgenas de AS induzindo efetivamente a expressdo génica de proteinas
envolvidas na inducdo da resisténcia sistémica adquirida levaram a investigacdo do papel do
AS enddgeno na resisténcia a doencas (CHET, 1993). Conforme esta hipdtese, o AS pode ser
mensageiro que ativa a resisténcia contra patdégenos incluindo a sintese de proteinas-RP
(CAMPOS, 2009).

Além disso, o AS ¢ um composto fenodlico natural que pode diminuir a sintese de etileno
das plantas, retardando os efeitos desse hormonio, pois ele pode reduzir a atividade da ACC
oxidase, enzima precursora para sua sintese (ALTVORST e BOVY, 1995). Isso ¢ fator
importante, principalmente para plantas muito pereciveis, como por exemplo algumas frutas,
hortaligas e flores. Dentre as plantas com pequena vida til pos-colheita destacam-se as amoras-
preta, acerolas, couve manteiga, espinafre e as rosas.

A amoreira preta (Rubus sp.) € uma planta rastica que apresenta frutas de alta qualidade
nutricional e valor econémico significativo, cujo cultivo vem crescendo nos estados do Rio
Grande do Sul e de Sdo Paulo (ANTUNES et al., 2003). Em associacao as demais pequenas
frutas (mirtilo, framboesa e morango), a amora-preta possui reais possibilidades de exportagédo

para paises do Hemisfério Norte, na entressafra de producdo destes. Porém, para isso é preciso
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superar obstaculos de producdo e de logistica de distribui¢do, uma vez que se trata de uma fruta
extremamente sensivel e com periodo de pds-colheita relativamente curto (ANTUNES, 2008).

A aceroleira (Malpighia emarginata) pertence a familia Malpighiaceae, género
Malpighia, sendo que o consumo de seu fruto estd em expansdo, principalmente pelo seu
elevado teor de 4cido ascorbico (Vitamina C), que pode chegar a 5.000 mg.g” de polpa
(EMBRAPA, 2014). E um fruto climatérico, que apresenta maturagio e senescéncia muito
rapidas, o que dificulta o seu manuseio, armazenamento e conservagao pos-colheita (ALVES,
1996).

A couve manteiga (Brassica oleracea) é hortaliga arbustiva anual ou bienal, da familia
Brassicaceae cujo consumo no Brasil tem gradativamente aumentado devido, provavelmente,
as novas maneiras de utilizacdo na culinaria e as recentes descobertas da ciéncia quanto as suas
propriedades nutracéuticas (NOVO et al., 2010). E uma cultura tipica de outono-inverno, se
desenvolvendo melhor em temperaturas mais amenas (16 a 22°C), apresentando certa tolerancia
ao calor podendo, em alguns locais, ser plantada ao longo de todo ano (FILGUEIRA, 2000).
Existem diversas cultivares da couve manteiga, sendo classificadas quanto a aparéncia, cor e
textura das folhas (NOVO et al., 2010).

O espinafre (Tetragonia tetragonioides) € um vegetal folhoso que contém vitamina A e
C, carotendides, ferro, acido félico e magnésio, sendo conhecido por ser benéfico para a saude
humana (REIF et al., 2012). E uma planta que possui perecibilidade muito elevada p6s-colheita
devido a grande quantidade de agua presente em sua composicdo e por apresentar taxa de
respiracdo muito alta (KADER, 2002).

Dentre as flores mais vendidas no mercado nacional destacam-se as rosas (Rosas sp.),
que pertence a familia Rosaceae, apresentando mais de 200 espécies e diversas variedades,
hibridos e cultivares (BARBIERI e STUMPF, 2005). Contudo esta flor apresenta curto periodo
de vida pds-colheita, que é decorrente de diversos fatores pré e pds-colheita, como estadio de
desenvolvimento, nutricdo e quantidade de carboidratos de reservas (GEERDINK, 2012).

Em geral, percebe-se que frutas, hortalicas ou flores apresentam alta perecibilidade, com
curta vida pds-colheita, que pode ser reduzia ainda mais se 0 manejo ndo for adequado, ja que
permite maior acdo do etileno e consequentemente, essa menor vida de prateleira. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo em pds-colheita de diferentes
concentracdes de acido salicilico sobre a manutencdo da qualidade e na longevidade da amora-

preta, acerola, couve manteiga, espinafre e rosas de corte.
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2 QUALIDADE POS COLHEITA DE AMORA-PRETA TRATADA COM ACIDO
SALICILICO

2.1 RESUMO

A amoreira preta € uma espécie que representa uma 6tima opcao para diversificacdo de
renda em propriedades de agricultura familiar. A aplicacdo de elicitores esta sendo testada para
aumentar a conservacao de frutas, devido a reduzir as podriddes em poés-colheita. O acido
salicilico (AS) € um destes elicitores, o qual tem um extensivo papel de sinalizador em plantas,
especialmente na defesa contra patégenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
elicitor acido salicilico (AS) aplicado em pds-colheita de amora-preta na conservagdo e a
inducdo de resisténcia. Foram colhidas amoras-pretas da cultivar Tupy selecionadas e
submetidas ao tratamento com cinco concentragdes de AS (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM) e a
testemunha (agua destilada). Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado
com quatro repeticbes de 30 frutos por unidade experimental. ApoOs 144 horas de
armazenamento na temperatura de 8 °C, avaliaram-se a perda de massa da materia fresca, 0s
teores de solidos sollveis totais (SST), acidez titulavel (AT), teor de &cido ascorbico e a
incidéncia de podriddes. Nos intervalos de 24, 48, 96 e 144 horas retirou-se amostras de frutos
para determinacdo de proteinas totais, antocianinas, flavonoides e atividades das enzimas
fenilalanina aménia-liase (FAL), quitinases e fS-1,3-glucanase. Houve aumento do teor de
proteinas e ativacdo da S-1,3-glucanase com a aplicacdo de AS, demonstrando haver inducéo
de resisténcia nos frutos pela aplicacdo de AS. Os teores de antocianinas e flavondides, bem
como da atividade da FAL, tiveram alteracbes no decorrer do experimento em funcdo da
aplicacdo de AS, demonstrando haver ativacdo da rota dos fenilpropandides para sintese de
metabolitos secundarios. Os tratamentos de AS ndo afetaram a perda de massa da matéria
fresca, AT, SST, incidéncia de podrid@es, acido ascorbico e atividade de quitinases.

Palavras-chave: Rubus sp.; amoreira preta; perdas pds-colheita; espécie frutifera.

2.2 ABSTRACT
POSTHARVEST QUALITY BLACKBERRY TREATED WITH SALICYLIC ACID

The blackberry tree is a specie considered as good option for diversification income in
the family farming. The elicitors application is being tested to enhance the fruit conservation,

already that reduce postharvest rots. Salicylic acid (SA) is one of these elicitors, which has an
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extensive role flag in plants, particularly in the defense against pathogens. The aim of this study
was to evaluate the SA elicitor effect applied in the blackberry postharvest for conservation and
resistance induction. It was harvested Tupy blackberry selected and submitted the treatments
with four SA concentrations (0.5; 1.0 1.5 and 2.0 mM) and the control treatment (distiller
water). The experimental design used was a completely randomized, with four replications of
30 fruits per plot. After 144 hours of storage at 8 °C temperature, the fresh weight losses, total
soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), ascorbic acid and rot incidence were
evaluated. During the intervals of 24, 48, 96 and 192 hours after treatment application, fruit
samples were separated for total protein, anthocyanins, flavonoids and phenylalanine ammonia
lyase (PAL), chitinase and B-1,3-glucanase enzymes activities were evaluated. There were an
increase of protein level and the B-1,3-glucanase activation with the application of SA, what
demonstrate that had induction for fruit resistance. The anthocyanins and flavonoids contents
and the PAL activity had changes during the experiment due to the SA application, that it
demonstrated to have activation of phenylpropanoid route for secondary metabolites synthesis.
The SA treatments were not significant for fresh mass losses, TA, TSS, rot incidence, ascorbic
acid and chitinase activities.

Keywords: Rubus sp.; blackberry; post-harvest losses; fruit species.

2.3 INTRODUCAO

A amoreira preta (Rubus sp) ainda é uma espécie frutifera pouco cultivada no Brasil,
mas apresenta elevado potencial, por ser rustica e produtiva. Além disso, a amora-preta € uma
fruta que possui sabor marcante e com propriedades antioxidantes (VIZZOTTO et al., 2012), o
que representa em maior potencial para sua comercializacdo. No Brasil tém-se cinco espécies
nativas de amoras-pretas, mas nenhuma ainda foi domesticada. Das cultivares de amoreira preta
utilizadas no Brasil todas sdo resultado de introducdo, hibridacdo e selecdo de cultivares dos
Estados Unidos que foram utilizadas pelo programa de melhoramento da Embrapa de Pelotas.
Dentre estas destaca-se a Tupy, sendo a mais cultivada no Brasil, que foi lancada em 1988, pelo
programa brasileiro citado anteriormente (RASEIRA et al., 2008).

Porém, aamora-preta é muito perecivel, com rapida perda de qualidade em pds-colheita,
sendo, por isso, mais utilizada para transformacao em geleias e outros subprodutos. Para rebater
essa rapida deterioragdo seria importante aplicar técnicas que permitam um redugdo das

atividades metabdlicas e acdo do etileno.
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Elicitores sdo produtos de origem biotica ou abidtica que, quando aplicados em plantas,
induzem a expressdo de genes que codificam diversas respostas de defesa a patogenos,
conduzindo a indugdo da resisténcia sistémica adquirida (RSA). A RSA promove a protecéo de
tecidos da planta ainda ndo atacados, tornando-os resistentes a infeccdo por patdégenos. Tais
respostas de defesa incluem sintese de proteinas relacionadas a patogenicidade (proteinas-RP),
dentre elas as quitinases e glucanases, aumento da atividade de peroxidases, e da enzima
fenilalanina amdnia-liase, envolvida na rota de sintese de compostos fendlicos e acimulo de
lignina em tecidos adjacentes ao local de penetracao do patdgeno (DURRANT e DONG, 2004).

O acido salicilico (AS) é um elicitor que tem um extensivo papel de sinalizador em
plantas, especialmente na defesa contra patdégenos, sendo transportado via floema para as partes
ndo infectadas da planta, principalmente na forma de metil salicilato e, inclusive, servindo de
sinal para plantas vizinhas. Pesquisas com plantas com genes mutados demonstram que 0 AS
regula mecanismos de resisténcia no local de infecgéo (resposta de hipersensibilidade - HR) e
atraves da RSA, atuando na expressao de genes responsaveis pelo acumulo de espécies reativas
de oxigénio no apoplasto, tais como superoxido (O2) e peroxido de hidrogénio (H20.), que
causam a morte de células no local da infec¢do (HR), pela sintese de lignina na parede celular
de células vizinhas ao local de infeccdo e pela sintese de proteinas-RP e compostos fenolicos
em locais distantes da infeccdo (RSA) (GRUNER et al., 2003; JALALI et al., 2006; VLOT et
al., 2009).

A aplicacdo de &cido salicilico esta sendo testada para aumentar a conservacao de frutos,
pois atuam na ativacdo de mecanismos de defesa vegetal, como os observados pela aplicacédo
do mesmo em pos-colheita de morangos (LOLAEI et al., 2012; SALARI et al., 2012) e péssegos
(KHADEMI e ERSHADI, 2013).

Entretanto, por mais que se conhecam no meio cientifico os efeitos do indutor de
resisténcia AS, os trabalhos ainda séo inexistentes para amora-preta. Neste sentido, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do acido salicilico na conservacao pds colheita e na inducgéo

de resisténcia sistémica adquirida da amora-preta.

2.4 MATERIAL E METODOS

As amoras-pretas da cultivar Tupy foram colhidas em um pomar experimental do setor
de fruticultura, da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - UTFPR, Campus Dois
Vizinhos, e imediatamente transportadas e acondicionadas sob refrigeracdo no Laboratério de

Fitossanidade da instituicdo citada. As frutas foram separadas quanto ao tamanho, grau de
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maturacdo e auséncia de injurias. Em seguida, foram aplicadas solu¢des de acido salicilico, de
acordo com seu tratamento, sendo as concentracgdes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM e a testemunha
(Agua destilada). As amoras-pretas foram submersas por 1 minutos nos tratamentos e, em
seguida, acondicionados em bandejas de isopor com tampa (dimensdes de 10 x 10 x 8 cm).
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 30
frutos cada.

Apds 144 horas de armazenamento em B.O.D., na temperatura de 8 °C, avaliou-se a
perda de massa da matéria fresca, os teores de sélidos soluveis totais (SST), de acidez titulavel
(AT) e de &cido ascorbico, bem como a incidéncia de podriddes. Em intervalos de 24, 48 e 96
e 144 horas retirou-se amostras de frutos para determinacdo de proteinas totais, antocianinas,
flavonoides e atividade das enzimas fenilalanina amdnia-liase, quitinase e 5-1,3-glucanase. Tais
andlises foram realizadas para todos os tratamentos, com excecéo de quitinase e $-1,3-glucanase
que foram realizados somente para os tratamentos testemunha e na maior concentragéo (2,0
mM).

A perda de massa da matéria fresca das amoras-pretas foi obtida pela diferenca da
matéria do dia da instalacao do experimento e do valor encontrado na pesagem apos 144 horas
de armazenamento, expresso em percentual. O teor de SST foi analisado do suco extraido dos
frutos, com o auxilio de um refratdmetro digital, sendo os valores expressos em Brix. A AT foi
determinada de 10 mL de suco dos frutos diluido em 90 mL de agua destilada, seguido por
titulagdo com uma solugao de hidroxido de sodio 0,1 N até atingir pH 8,1, sendo expresso em
meq 100 mL"!. A avaliacio da incidéncia de podriddes foi realizada por analise visual e expressa
em percentual de frutas com sintomas de doengas (micélios aparentes). A analise de acido
ascorbico (vitamina C) foi realizada por volumetria com utilizacdo de iodo padronizado para
oxido-reducao, segundo metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), em que cada mL de iodo
gasto na titulagdo correspondeu a 8,806 mg de acido ascorbico.

Para a quantificacdo das analises bioquimicas de proteina, antocianinas, flavonoides e
atividade da enzima fenilalanina amdnia-liase foi coletado suco das frutas e armazenado. Para
analise de proteinas foi empregado o teste de Bradford (1976), aonde foi retirado 0,3 mL do
suco das frutas, colocado em um recipiente e adicionado mais 2,5 mL da solu¢do tampéo
Fosfato 0,2 Molar pH 7,5, obtendo-se assim o extrato. Este extrato foi colocado em ependorfes
devidamente identificados, levados a centrifuga, aonde permaneceram por 10 minutos a 12.000
rpme a4 °C. Apos retirados da centrifuga foi transferido 40 microlitros do extrato sobrenadante
para tubos de ensaio, sendo adicionado mais 460 microlitros de agua destilada e 1,0 mL do

reagente Bio-Rad diluido 1:4. As solugdes foram agitadas, e apds, acondicionadas em cubetas
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pra ser realizada a leitura a 630 nandmetros em espectrofotdmetro, obtendo-se assim, o valor
de absorbéancia.

Para a quantificacdo de flavonoides e antocianinas utilizou-se a metodologia descrita
por Lees e Francis (1972), sendo utilizado 0,3 mL do suco das amoras-pretas diluido em 5,0
mL da solugéo extratora, formada por etanol 95% mais HCI 1,5 N na proporcdo de 85:15. Esse
extrato foi conservado em tubos de ensaio ao abrigo de luz e a temperatura de 4 °C por 20 horas.
Apos este periodo, o extrato foi filtrado com mais 5,0 mL da solugdo extratora citada acima e
deixado em repouso em frascos cobertos com papel aluminio por 2 horas. Depois do repouso
foi retirado 0,5 mL da amostra com mais 3,0 mL da solucéo extratora e acondicionada em tubos
de ensaio identificados, que foram agitados, para entdo proceder a leitura em espectrofotémetro.
Para flavonoides a leitura foi feita a 370 nm, e para antocianinas a 535 nm, obtendo-se, assim,
os devidos valores de absorbancia.

A determinacédo da atividade da fenilalanina amdnia-liase (FAL) foi por quantificacdo
colorimétrica do acido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina, conforme
metodologia descrita por Kuhn (2007), aonde se utilizou 0,5 mL do suco das frutas com mais
3,0 mL do tampao TRIS — HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe
devidamente marcados que foram levados para a centrifuga por 10 minutos, a 4 °C e a 6000
rpom. Apos, foi transferido uma aliquota de 200 pL para tubo de ensaio identificado,
acrescentando-se mais 3,0 mL do tampao de extracdo. A solucéo foi agitada, obtendo-se assim,
0 extrato enzimatico. Deste extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais
1,0 mL do tampéo de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente, esta solucdo foi agitada
para homogeneizagdo. E ap0s, os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a
40°C. Depois de retirados do banho-maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5
minutos para interromper a reacao e assim poder ser feita a leitura em espectrofotdmetro a 290
nm.

Para dosagem das atividades de quitinase e f-1,3-glucanase as amostras foram
maceradas em 2,0 mL de tampdo acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugacdo (20.000
g por 25 min, a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliacdo da atividade
das enzimas. A atividade enzimatica da quitinase foi avaliada através da liberacdo de
fragmentos soliveis de “CM-chitin-RBV”, a partir de quitina carboximetilada marcada com
remazol brilhante violeta. Para determinacdo espectrofotométrica das atividades de f-1,3-
glucanase nos extratos foi utilizado como substrato solu¢do de carboximetilcurdlan-remazol

azul brilhante (CM-Curdlan-RBB 4 mg.ml?, Loewe Biochemica GmbH), de acordo com
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metodologia desenvolvida por Wirth e Wolf (1992) e com o procedimento descrito por
(GUZZO et al. 1996)

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e apresentados usando
estatistica descritiva (média + desvio padréo), teste de Tukey ou analise de regressdo, utilizando
o0 programa ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009).

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as varidveis fisico-quimicos perda de massa da matéria fresca, acidez titulavel,
solidos soluveis totais, incidéncia de podridfes e &cido ascdrbico, ndo ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos, apds 144 horas de armazenamento, apresentando-se as
médias de 1,80 %, 10,87 meq.100 mL™, 9,58 °Brix, 2,66 % e 8,12 mg.100g™? de 4cido ascdrbico,
respectivamente. A amora-preta € um fruto ndo climatérico, muito perecivel, sendo sua
atividade metabdlica bastante acelerada em pos-colheita, o que pode ter dificultado as
observac0es do efeito do AS sobre as variaveis fisico-quimicas, considerando a curta vida pds-
colheita da fruta. Também, esta deterioracdo acelerada das frutas poderia ser restringida se fosse
utilizada menor temperatura de armazenamento, a qual foi de 8 °C no presente experimento,
temperatura esta que buscou simular a temperatura de exposicéo (balcoes refrigerados) utilizada
na grande maioria dos mercados. Porém, Antunes et al. (2003) verificaram que a temperatura
de 2 °C proporcionou maior conservacao de amoras-pretas das cultivares Comanche e Brazos,
até nove dias apds a colheita.

Para outros autores, o AS teve efeito de reducdo da perda de massa da matéria fresca e
da incidéncia de fungos, manutencéo da firmeza, maior quantidade de vitamina C, maior AT e
teor de SST, reducdo da respiracdo e da producao de etileno (que sdo relacionados a aceleracéo
da deterioracédo de frutos), ndo causando efeitos negativos na aparéncia e no sabor de péssegos,
romds e morangos, tendo a concentracdo de 2,0 mM de AS a mais efetiva para manutencédo da
qualidade destes frutos (AMBORABE et al., 2002; SAYARI et al., 2009; LOLAEI et al., 2012;
SALARI et al.,, 2012; KHADEMI e ERSHADI, 2013).

No presente trabalho, os dados demonstraram que houve aumento no teor de proteinas
com a aplicacdo de AS (Figura 2.1). Apo6s 24 horas da aplicacdo de AS na concentracdo de 1,0
mM ocorreu um pico de ativacdo da sintese de proteinas, diferindo significativamente dos
demais tratamentos. Nos frutos tratados nas concentracGes de 1,5 e 2,0 mM de AS ocorreu
elevagdo do teor de proteinas de maneira gradual, atingindo o pico maximo com 96 horas apés

a aplicacdo, diferindo significativamente dos demais tratamentos. Este efeito foi significativo
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até 96 horas apo0s a aplicacdo, pois com 144 horas apds a aplicacdo ndo havia mais diferenca
entre os tratamentos (Figura 2.1).

6,0

5,0

mg.g tecido™

4,0

3,0

0 24 48 96 144
Horas

00,0 mM £10,5 mM E1,0mM B#1,5mM B82,0mM

Figura 2.1- Teor de proteinas de amora-preta avaliada as 0, 24, 48, 96 e 144 horas apds a aplicacdo de cinco
concentragdes de acido salicilico. Barras verticais indicam o desvio-padrdo. UTFPR. Dois Vizinhos — PR, 2013

Também, quando avaliou-se a atividade das enzimas quitinase e -1,3-glucanase, entre
a testemunha e a maior concentracdo (0,0 e 2,0 mM, respectivamente), observou-se que 0 AS
atuou significativamente sobre $-1,3-glucanase, ocorrendo maior ativacdo da mesma apos 96 e
144 horas (Tabela 2.1), ja que foi estatisticamente superior a concentracdo 0,0 mM. Tal
resultado demonstrou que existe relagdo entre a elevacdo dos niveis de proteinas totais e a
atividade da proteina-RP f-1,3-glucanase, que sdo ativadas quando se aplica o elicitor AS
(VLOT et al., 2009). Para a atividade das quitinases ndo ocorreu diferenca entre os tratamentos,
demonstrando haver predominancia da sintese de $-1,3-glucanase na defesa vegetal (Tabela
2.1). Os principais componentes da parede celular de muitos fungos sdo os polissacarideos
quitina e p-1,3-glucano, que sdo substratos para a quitinase e a f-1,3-glucanase,
respectivamente (WESSELS e SIETSMA, 1981). Por isso, estas enzimas hidroliticas sdo
relacionadas a inducéo da RSA.

Tal resultado, vém corroborar com o observado por Inocéncio et al. (2009) em planta
de feijoeiro infectada por Sclerotinia sclerotiorum aonde houve um incremento na atividade de

f-1,3-glucanase nas plantas tratadas com AS.
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Tabela 2.1 - Atividade enzimatica da quitinase (UAbs.ug prot.mL?) e 8-1,3 glucanase (UAbs min-/mg proteina)
presentes nos extratos de amora-preta tratadas com duas concentragbes de &cido salicilico e avaliada em 4
momentos. UTFPR. Dois Vizinhos — PR, 2013.

Tratamentos Avaliacoes bioquimicas enzimaticas

24 horas 48 horas 96 horas 144 horas Média
Quitinases UAbs.ug prot.mL!
Testemunha 0,012 0,014 0,010™ 0,012 0,011™
AS (2,0 mM) 0,011 0,011 0,012 0,014 0,012
f-1,3 Glucanase UAbs min*/mg proteina
Testemunha 0,024aA 0,028aA 0,030bA 0,035bA 0,024aA
AS (2,0 mM) 0,028aB 0,029aB 0,098aA 0,095aA 0,028aB

*Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e minudscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). ns=ndo significativo

Observou-se, também, alteracdo da atividade da enzima fenilalanina amonia-liase
(FAL) pela aplicacdo do AS, demonstrando oscilagdo em seu comportamento no decorrer do
armazenamento (Figura 2.2). Em alguns momentos da avaliagio verificou-se comportamento
de diminuicdo da atividade em funcdo das concentragdes. Fato este, também observado por
Picoli et al. (2010), que verificaram reducdo da atividade da FAL quando aplicaram AS em
beterrabas minimamente processadas. Possivelmente, isso tenha ocorrido em fungdo do AS
proporcionar queda na taxa respiratoria, reduzindo a formacgdo de fosfoenolpiruvato e de
eritrose 4-fosfato, precursores da fenilalanina (substrato da FAL), diminuindo com isso a
atividade desta enzima (ZHANG et al., 2003; PICOLI et al., 2010). Todavia, em outras espécies
ocorreu incremento da atividade da FAL em funcdo das concentragcdes aplicadas, como
observado em uvas (CHEN et al., 2006) e romas (SAYARI et al., 2009).

Essa oscilacdo observada na atividade da FAL em todos as concentracdes com o passar
do tempo de avaliacdo, pode estar relacionado a interferéncia de outros fatores ligados ao
metabolismo pos-colheita dos frutos que ndo foram mensurados nesse trabalho, tais como a

acdo do etileno, respiracdo, pico climatérico, entre outros.
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Figura 2.2- Atividade da enzima fenilalanina aménia-liase de amora-preta avaliada as 0, 24, 48, 96 e 144 horas
apos a aplicacdo de cinco concentragGes de acido salicilico. Barras verticais indicam o desvio-padrdo. UTFPR.
Dois Vizinhos — PR, 2013.

Quando se aplicou AS nas concentragdes de 1,5 e 2,0 mM, os conteudos de flavonoides
foram significativamente menores que na testemunha, até as 96 horas da aplicagdo dos
tratamentos. Entretanto, houve inversao nesta superioridade na avaliacdo final, ou seja, apos
144 horas da aplicacdo (Figura 2.3). Possivelmente, isso se deve ao fato dos tratamentos terem
reduzido o metabolismo das amoras-pretas, retardando a maturacdo e com isso também a sintese
dos flavonoides. Tal comportamento permite associacdo com a atividade da FAL, pois esta
enzima esta diretamente envolvida na sintese de compostos fendlicos (NAKAZAWA et al.,
2001). Provavelmente, o AS atuou na reducdo da atividade do metabolismo primario e,
consequentemente, no metabolismo secundario, pelo qual hd a formacéo de flavonoides. Como
houve a elevacédo dos niveis dos flavonoides ap6s 96 horas nas concentracfes acima de 1,0 mM,
é possivel afirmar que houve retardo no processo de maturacdo pela aplicacdo das maiores
concentracdes de AS. Em estudo com Kiwis, Zhang et al. (2003) verificaram que a aplicacdo de
AS inibiu a sintese de etileno, retardando o pico climatérico e consequentemente, atrasando a
senescéncia.

Os resultados do teor de antocianinas complementaram os observados para flavonoides
e sugerem que o AS retardou a maturacédo dos frutos (Figura 2.3). Contudo, ndo houve diferenca

significativa no teor de antocianinas entre a testemunha e a maioria das concentracdes de AS
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com o passar do tempo de avaliacdo. Inclusive na ultima avaliacdo a testemunha apresentou

maior teor de antocianinas em relagdo aos frutos tratados com AS.
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Figura 2.3- Teor de flavonoides (A) e antocianinas (B) de amora-preta avaliados as 0, 24, 48, 96 e 144 horas ap6s
a aplicacdo de cinco concentracdes de &cido salicilico. Barras verticais indicam o desvio-padrdo. UTFPR. Dois
Vizinhos — PR, 2013.

Quando se fez avaliacdo conjunta dos dados, observou-se que o AS atua ativando
mecanismos de defesa vegetal, pois observou-se alteracdo nas variaveis bioquimicas como na
sintese de proteinas, nas atividades da -1,3-glucanase, e da FAL e nas sinteses de antocianinas
e flavonoides. No entanto, os tratamentos com AS néo interferiram diretamente sobre perda de
massa da matéria fresca, AT, SST, acido ascorbico e podridées, o que sugere-se novos
experimentos que possibilitem estudar a interacdo fruto-patdgeno na RSA, e que sejam
realizadas aplicacGes pré-colheita, conjugada a aplicacdo pds-colheita, as quais podem
potencializar os efeitos de inducdo de RSA (CAPDEVILLE et al., 2003), sem que haja prejuizos

na qualidade sensorial dos frutos, conforme foi observado.
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2.6 CONCLUSOES

O écido salicilico aplicado durante a pés colheita de amora-preta ativou as principais
rotas metabolicas de defesa (proteinas-RP, f-1,3-glucanase e a rota dos fenilpropandides,
fenilalanina amdnia-liase, antocianinas e flavonoides). A aplicacdo de &cido salicilico ndo teve

influéncia nas caracteristicas sensoriais das amoras-pretas em pos-colheita.
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3 QUALIDADE POS-COLHEITA DE ACEROLAS TRATADAS COM ACIDO
SALICILICO

3.1 RESUMO

A acerola é uma fruta com elevado teor de nutrientes, cido ascorbico e antocianinas,
porém possui elevada perecibilidade. Para aumentar a vida de prateleira de frutas e hortaligas,
tém sido testados os indutores de resisténcia que atuam para o bloqueio da sintese de etileno e
para o controle de patdgenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do acido salicilico
(AS) na conservacdo pos-colheita de acerolas. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes de 30 frutos. Os tratamentos consistiram na
utilizacdo de solucéo de AS em cinco concentragdes de &cido salicilico (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0
mM). Apos 192 horas da aplicacdo dos tratamentos, avaliaram-se a perda de massa da matéria
fresca, sdlidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (AT), teor de acido ascorbico e incidéncia
de podriddes. Decorrido 24, 48, 96 e 192 horas da aplicacdo dos tratamentos com AS
determinaram-se os teores de antocianinas e flavonoides e, a atividade das enzimas fenilalanina
amonia-liase (FAL), quitinases e #-1,3-glucanase. O AS atuou na manutencdo da qualidade
poOs-colheita de acerolas, pois a AT foi maior e 0 SST menores em acerolas tratadas com AS, o
que demonstra um atraso na maturacdo/senescéncia dos frutos. A perda de massa da matéria
fresca e o teor de acido ascorbico ndo diferiram significativamente entre acerolas tratadas e ndo
tratadas com AS. Além disso, houve reducdo da incidéncia de podriddes em frutos com a
aplicacdo de AS nos frutos, demonstrando o controle de fungos exercido por este indutor de
resisténcia. O AS atuou sobre a ativacdo das enzimas quitinases, f-1,3-glucanase e FAL e
aumentou os teores de antocianinas e flavonoides, demonstrando haver inducéo de resisténcia
nos frutos proporcionando controle de podrid6es pelo uso deste indutor,

Palavras-chave: Malpighia emarginata, fruticultura, frutos, senescéncia.

3.2 ABSTRACT
SALICYLIC ACID OPERATES IN MAINTENANCE OF POST-HARVEST QUALITY
ACEROLAS

Acerola is a fruit with a high content of nutrients, ascorbic acid and anthocyanins, but has high
perishability. It to increase the shelf life of fruits and vegetables, the resistance inducers that act

to block the synthesis of ethylene and for the control of pathogens have been tested. The
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objective of this study was to evaluate the effect of salicylic acid (SA) in postharvest acerolas
conservation. The experiment was conducted at a completely randomized design with four
replications of 30 fruits. The treatments consisted of using SA solution at five concentrations of
salicylic acid (0.0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mM). After 192 hours of treatment application, we
assessed the loss of fresh weight, total soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), ascorbic
acid and decayed. Elapsed 24, 48, 96 and 192 hours following treatments with SA were
determined the levels of anthocyanins and flavonoids and the activity of the enzymes
phenylalanine ammonia lyase (PAL), chitinase and B-1,3-glucanase. SA acted in maintaining
the postharvest quality acerolas because TA was greater and smaller in the TSS have been
treated with the acerola fruit, demonstrating a delay in ripening / fruit senescence. The loss of
fresh weight and ascorbic acid content did not differ significantly between treated and untreated
acerolas with SA. In addition, there was a reduction in the incidence of fruit rots in the
application of AS in fruits, demonstrating the control exercised by the fungi resistance inducer.
SA acted on the activation of the enzyme chitinase, -1,3-glucanase and PAL and increased
levels of anthocyanins and flavonoids, which demonstrated induction of resistance to fruit rot
control by providing use of this inductor.

Keywords: Malpighia emarginata, fruit, fruits, senescence.

3.3 INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emarginata) é uma planta rastica que produz frutos com
elevado teor de nutrientes, acido ascorbico (vitamina C) e antocianinas (MUSSER et al., 2004).
Além disso, as acerolas possuem sabor e textura agradaveis ao consumidor, sendo que essas
caracteristicas levam-na a ser um produto de grande aceitacdo no mercado (CAETANO et al.
2012).

No entanto, a acerola é um fruto muito perecivel, que perde suas caracteristicas
desejaveis para 0 consumo muito rapidamente apds sua colheita. O padréo climatérico desta
fruta é fator que acelera sua senescéncia apds a colheita e a perda de umidade é muito
significativa nos primeiros dias de conservacdo, 0 que torna os frutos mais suscetiveis a
ocorréncia de patogenos (CARVALHO e GROLLI, 1998). Portanto, torna-se importante o
estudo de métodos de conservacdo de acerolas que permitam a extensdo de sua vida apés a
colheita, possibilitando melhores condi¢des para comercializagdo (CARVALHO e GROLLI,
1998). Nesse sentido, tornam-se importantes métodos alternativos, atdxicos, que permitam a

manutencdo da qualidade pds-colheita de frutos. Os indutores de resisténcia sdo produtos
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bidticos ou abidticos, que ativam o processo de resisténcia de plantas ao ataque de patdgenos
e, com isso, podem prolongar a vida pos-colheita.

De acordo com Yalpani et al. (1991) a via biossintética do acido salicilico aparentemente
inicia-se com a conversdo da fenilalanina para acido transcindmico catalisado pela enzima
fenilalanina amo6nia-liase (FAL). A partir dessa converséo, o 4cido transcindmico parece, entéo,
seguir duas vias. Numa delas, ocorre a formacgédo do acido benzdico que, apds a acao da enzima
acido benzdico 2-hidroxilase, se converte em AS. Na outra, o &cido transcindmico é hidroxilado
a &cido 2-cumarico que €, entdo, oxidado a AS (RYALS et al., 1994; STRACK, 1997). Porém,
estudos apontam como via principal de formacdo do AS aquela cujo intermediario é o &cido
benzoico (VERNOOIJ et al., 1994)

Segundo Campos (2009), o &cido salicilico trata-se de um mensageiro que ativa a
resisténcia contra patdgenos incluindo a sintese de proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas-RP). Muitas Proteinas-RP possuem tanto atividade antifingica como atividade
antibacteriana in vitro como, por exemplo, quitinases e glucanases. A degradacdo de
polissacarideos estruturais da parede celular de fungos ou alteragdes na sua arquitetura,
promovidas por estas enzimas, podem prejudicar o desenvolvimento do microrganismo,
impedindo seu crescimento (ZAREIE et al., 2002). Além disso, proteinas-RP possuem acéo
indireta (a inducdo de resisténcia), prevenindo a penetracdo de patdgenos, por a¢do oxidativa
de componentes da parede celular vegetal por meio de peroxidases, ou envolvimento na
transducdo de sinais durante a interacdo patégeno-hospedeiro (STANGARLIN et al., 2011).

O AS apresentou efeito de inducdo de resisténcia e manutencdo da qualidade pds-
colheita de maracujas (WEBER et al., 2012), morangos (LOLAEI et al., 2012; SALARI et al.,
2012) e péssegos (KHADEMI e ERSHADI, 2013), por exemplo. Porém, na conservacgdo pos-
colheita de acerolas as pesquisas sdo inexistentes, o que podera ser um alternativa de interesse
para manutencdo da qualidade dos frutos na pos-colheita.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do indutor de resisténcia acido salicilico na

conservacao pos-colheita de acerolas.

3.4 MATERIAL E METODOS

As acerolas foram colhidas em um pomar organico no municipio de Dois Vizinhos,
Parand, e transportadas ao Laboratorio de Fitopatologia, onde passaram por selecéo,
uniformizacéo, e pesagem das amostras. Em seguida, os frutos foram submersos por 5 minutos

em solugdo de &cido salicilico de acordo com sua concentracdo 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM. Os
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frutos foram acondicionados em bandejas de plastico com tampa (dimensdes de 10 x 10 x 8
cm). Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticoes
de 30.

Apds 192 horas de armazenamento em B.O.D. a 8 °C, avaliou-se a perda de massa da
matéria fresca, teor de solidos sollveis totais (SST), acidez titulavel (AT), incidéncia de
podridGes e teor de acido ascorbico dos frutos. Além disso, ap6s 24, 48, 96 e 192 horas da
aplicacdo da solugdo com ou sem acido salicilico, foi realizada maceragdo de alguns frutos e
apos, eles passaram por uma peneira, para retirar o suco para determinagdo de antocianinas,
flavonoides e atividades das enzimas fenilalanina aménia-liase, quitinase e $-1,3-glucanase.
Tais analises foram realizadas para todos os tratamentos, com excecdo de quitinase e f-1,3-
glucanase, que foram realizados somente para frutos sem aplicacdo de AS (testemunha) e com
aplicacdo da concentracdo de 2,0 mM de AS.

A perda de massa da matéria fresca dos frutos foi obtida pela diferenca da matéria fresca
das amostras no dia da instalagdo do experimento com valor encontrado nas pesagens no final
do experimento, expresso em percentual. A avaliacdo de podriddes foi realizada de maneira
visual, observando os sintomas caracteristicos de ataque de patdgenos. O teor de SST foi
analisado do suco extraido dos frutos, com o auxilio de um refratdmetro digital. Os valores
foram expressos em ‘Brix. A AT foi determinada de 10 mL de suco dos frutos diluido em 100
mL de agua destilada, seguido por titulacdo com uma solucéo de hidroxido de sodio 0,1 N até
atingir pH 8,1, sendo expresso em meq 100 mL*. A analise de acido ascdrbico foi realizada por
volumetria com utilizacdo de iodo padronizado para oxido-reducdo, segundo metodologia do
Instituto Adolfo Lutz (2008), em que cada mL de iodo gasto na titulacdo correspondeu a 8,806
mg de &cido ascarbico.

Para a quantificacdo de flavonoides e antocianinas utilizou-se a metodologia descrita
por Lees e Francis (1972), sendo utilizado 0,3 mL do suco das amoras-pretas diluido em 5,0
mL da solucdo extratora, formada por etanol 95% mais HCI 1,5 N na proporcdo de 85:15. Esse
extrato foi conservado em tubos de ensaio ao abrigo de luz e a temperatura de 4 °C por 20 horas.
Apos este periodo, o extrato foi filtrado com mais 5,0 mL da solucdo extratora citada acima e
deixado em repouso em frascos cobertos com papel aluminio por 2 horas. Depois do repouso
foi retirado 0,5 mL da amostra com mais 3,0 mL da solucdo extratora e acondicionada em tubos
de ensaio identificados, que foram agitados, para entdo proceder a leitura em espectrofotémetro.
Para flavonoides a leitura foi feita a 370 nm, e para antocianinas a 535 nm, obtendo-se, assim,

os devidos valores de absorbancia.
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A determinacédo da atividade da fenilalanina amdnia-liase (FAL) foi por quantificacdo
colorimétrica do 4&cido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina, conforme
metodologia descrita por Kuhn (2007), aonde se utilizou 0,5 mL do suco das frutas com mais
3,0 mL do tampdo TRIS — HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe
devidamente marcados que foram levados para a centrifuga por 10 minutos, a 4 °C e a 6000
rpm. Apés, foi transferido uma aliquota de 200 uL para tubo de ensaio identificado,
acrescentando-se mais 3,0 mL do tampao de extracdo. A solucéo foi agitada, obtendo-se assim,
0 extrato enzimatico. Deste extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais
1,0 mL do tampé&o de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente, esta solugdo foi agitada
para homogeneizacdo. E apds, os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a
40°C. Depois de retirados do banho-maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5
minutos para interromper a reacao e assim poder ser feita a leitura em espectrofotdmetro a 290
nm.

Para dosagem das atividades de quitinase e f-1,3-glucanase as amostras foram
maceradas em 2,0 mL de tampdo acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugacéo (20.000
g por 25 min, a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliacdo da atividade
das enzimas. A atividade enzimatica da quitinase foi avaliada através da liberacdo de
fragmentos soluveis de “CM-chitin-RBV”, a partir de quitina carboximetilada marcada com
remazol brilhante violeta. Para determinacdo espectrofotométrica das atividades de f-1,3-
glucanase nos extratos foi utilizado como substrato solucdo de carboximetilcurdlan-remazol
azul brilhante (CM-Curdlan-RBB 4 mg.ml?, Loewe Biochemica GmbH), de acordo com
metodologia desenvolvida por Wirth e Wolf (1992) e com o procedimento descrito por
(GUZZO et al. 1996)

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e apresentados usando
estatistica descritiva (média * desvio padréo), teste de Tukey ou analise de regressdo, utilizando
o programa ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados demonstraram que 0s tratamentos com AS propiciaram maior manutencao
acidez titulavel de acerolas em relacdo a testemunha, sendo a equacdo que melhor representou
foi linear crescente com o aumento da concentracdo. (Figura 3.1A). A perda da acidez esta
relacionada ao processo natural de maturacdo dos frutos, pois ocorre uma utilizacao dos &cidos

organicos, como substrato no processo respiratério via ciclo de Krebs. Nesse sentido, a
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manutengdo em valores mais elevados € um pardmetro importante para preservacao da
qualidade dos frutos. O teor de sélidos soluveis totais (SST) em acerolas com a aplicagdo de
AS apresentaram valores inferiores em relacdo a testemunha (Figura 3.1B). Isto sugere que a
testemunha atingiu maior grau de maturacdo no momento das avaliages em relacdo aos frutos
tratados com AS. Esse acréscimo é atribuido principalmente a hidrolise de amido, gerando
acucares sollveis, que ocorre durante o processo de maturacao, visto que a acerola é uma fruta
climatérica, com elevada velocidade de respiracdo (ALVES et al. 1995). Outra hipdtese é a de
que o acido salicilico tenha a capacidade de evitar os efeitos relativos ao etileno, sendo usado
para retardar a maturacdo de frutas e a senescéncia de hortaligcas e flores (BLANKENSHIP e
DOLE, 2003). Segundo Jun et al. (1999), a producdo de etileno pode ser reduzida com a
aplicacdo de &cido salicilico, que inibe a ACC oxidase, a enzima formadora do etileno.

Observou-se que o percentual de perda de massa da matéria fresca e a evolugdo do teor
de acido ascorbico ocorreram dentro de padrdes ja observados para acerolas durante sua pos-
colheita (MACIEL et al, 2008; FREITAS et al., 2006). Nao ocorreram diferencas significativas
destas duas variaveis em frutos tratados com AS em relagdo a testemunha, sendo o valor médio
de 1,81% de perda de massa da matéria fresca e 813 mg 100g" de 4cido ascérbico,
respectivamente, apds 196 horas de armazenamento. Conforme Brackmann et al. (2007) a perda
de massa da matéria fresca em frutos € causada principalmente pela perda de agua do fruto
através dos processos de transpiragdo e respiragao e, essa perda nao implica somente na perda
de massa da matéria fresca comercializavel, mas também na perda de qualidade do produto.

A aplicacdo de AS demonstrou eficiéncia no controle de podriddes pds-colheita de
acerolas (Figura 3.1C). Supde-se que o0 AS ativou rotas de defesas vegetais, ja que é amplamente
conhecida sua acdo como sinalizador de diversas rotas envolvidas na Resisténcia Sistémica
Adquirida (RSA) (FERNANDES et al., 2009).
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Para outros autores, o AS teve efeito de reducdo na perda de massa da matéria fresca,
na incidéncia de podriddes, manutencdo da firmeza, maior quantidade de vitamina C, maior AT
e teor de SST e ndo causou efeitos negativos na aparéncia e no sabor de péssegos, romas, e
morangos. A concentracdo de 2,0 mM de AS foi a mais efetiva na manutencéo da qualidade
destes frutos (AMBORABE et al., 2002; SAYARI et al., 2009; LOLAEI et al., 2012; SALARI
et al., 2012; KHADEMI e ERSHADI, 2013). Além disso, em Kiwis, a aplicacdo de AS inibiu a
sintese de etileno, retardando o pico climatérico e atrasando a senescéncia (ZHANG et al.,
2003).

O AS demonstrou atuar na atividade da enzima fenilalina amdnia-liase (FAL), enzima
essa considerada chave entre o metabolismo priméario e secundério, e precursora da rota do
acido chiquimico (Figura 3.2A). Esses resultados corroboram com outros autores, 0s quais
também demonstraram aumento da atividade da FAL apos aplicacdo de AS em uvas (CHEN et
al., 2006) e romas (SAYARI et al., 2009).

Os dados demonstraram que a atividade da enzima FAL na testemunha e na menor
concentracdo de AS (0,5 mM), decresceu em funcdo do tempo. Ja para os tratamento com a
concentracdo de 1,0 mM houve reducdo na atividade desta enzima até 96 horas, e posterior
ativacdo enzimatica em funcgéo do tratamento. Mas o0s resultados mais efetivos da acdo do AS
sobre a atividade da FAL ocorreu nas concentragdes mais elevadas (1,5 e 2,0 mM). Nesse caso,
ficou evidente, que ap0s 48 horas, ocorreu a ativacao da FAL, sendo que esse tempo, entre a
aplicacdo dos tratamentos e a resposta vegetal, é variavel em funcédo do indutor utilizado e da
espécie vegetal. Alguns trabalhos demonstram acao similar, como o estudo desenvolvido por
Campos et al. (2003), que observaram acdo da FAL apos 3 dias da aplicacdo de AS em feijoeiro.

A ativacdo da FAL em acerola sugere o incremento de compostos fendlicos, ja que a
principal rota de sintese dos mesmos € a rota do acido chiquimico. Nesse sentido, os resultados
observados nesse trabalho, com os compostos fendlicos flavonoides e antocianinas confirmam
0 incremento dos mesmos pela aplicacdo de AS. Para flavonoides e antocianinas, quando se
aplicou AS, nas concentracGes acima de 1,0 mM, os valores diferiram dos demais tratamentos,
atingindo os valores maximos com 96 horas apos o tratamento (Figuras 3.2B e 3.2C). Esses
dados corroboram com os encontrados por Coltro (2012), que também observou um efeito
benéfico nas concentracdes de antocianinas em morangos tratados com AS associado ao choque
térmico, comparado aos tratamentos sem aplicacdo do indutor. Tais resultados, demonstram
estar diretamente relacionados com a atividade da FAL. Nesse sentido, os dados sugeriram que

apos 48 horas da aplicacdo do AS ocorreu ativacdo da rota dos fenilpropandides, e com 96
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horas, como produto de tal ativagéo, o incremento dos flavonoides (Figura 3.2B) e antocianinas
(Figura 3.2C).
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Figura 3.2 — Atividade da enzima FAL (A) e teor de flavonoides (B) e antocianinas (C) em acerolas (Malpighia

emarginata) tratadas com diferentes concentra¢des de acido salicilico (AS), avaliados as 24, 48, 96 e 192 horas
apos a aplicagdo dos tratamentos. UTFPR. Dois Vizinhos — PR, 2013.
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As analises das proteinas-RP quitinases e f1,3-glucanase, avaliadas em acerolas
tratadas com a maior concentracdo de AS (2,0 mM) e na testemunha, demonstraram que 0
mesmo atuou na ativacdo destas duas enzimas ap0s 48 e 96 horas, respectivamente (Tabela 3.1).
A ativacdo da sintese de quitinases e glucanases quando se aplica o eliciador AS verificadas por
muitos autores é demonstrada no artigo de revisdo de Vot et al. (2009). Yao e Tian (2005)
observaram que a aplicacdo pré-colheita de AS a 2,0 mM reduziu significativamente o didmetro
de lesdes causadas por Monilinia fructicola em cerejas, constatando que houve aumento nas
atividades de f-1,3-glucanase, FAL e peroxidase. Narusaka et al. (1999) também observaram a
ativacdo de £-1,3-glucanas, quitinase e peroxidase em plantas de pepino tratadas com AS.

Tabela 3.1 - Atividade enzimética de quitinase (UAbs.ug prot./mL™") e 41,3 glucanase (UAbs min'!/mg proteina)
presentes em acerolas tratadas e ndo tratadas com diferentes concentracdo de acido salicilico. UTFPR. Dois
Vizinhos — PR, 2013

Quitinases
24 horas 48 horas 96horas 192horas Média
Testemunha 0,06aA 0,07bA 0,08bA 0,08bA 0,073
AS (2,0 mM) 0,07aB 0,30aA 0,38aA 0,32aA 0,268
1,3 glucanase
Testemunha 0,08aA 0,11aA 0,10bA 0,012bA 0,103
AS (2,0 mM) 0,08aB 0,11aB 0,32aA 0,29aA 0,200

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e minudscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05).

Considerando-se 0 processo de defesa vegetal, em uma avaliacdo conjunta dos
resultados deste experimento, observou-se que o AS atuou na reducdo de podridfes e na
ativacdo da rota dos fenilpropanoides através da FAL e das proteinas-RP quitinase e f-1,3-
glucanase, demonstrando-se sua ac¢do na ativacdo da Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA)
em acerolas. A RSA é caracterizada pela manifestacdo ou producdo de um sinal liberado a
partir do sitio de infeccdo que provoca a necrose e a translocacdo deste sinal para outras partes
da planta, induzindo reac6es de defesa que protegerdo a planta contra infeccbes e colonizacGes
posteriores (SILVA et al., 2008). Além disso, 0 AS proporcionou atraso na maturacao e
senescéncia das acerolas, uma vez que atuou positivamente sobre a manutencdo dos teores de
AT e SST (Figura 3.1A e 3.1B). Isto possivelmente foi resultado do efeito do AS sobre a

reducdo da atividade respiratoria e sintese do etileno.

3.6 CONCLUSOES

A aplicacdo de AS possibilitou a manutencdo da qualidade pds-colheita de acerolas,

atrasando a maturagdo e senescéncia e, reduzindo a incidéncia de podriddes. O AS atuou na
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inducdo de resisténcia em acerolas durante pds-colheita, ativando as enzimas quitinases, 5-1,3-

glucanase e FAL e, aumentando os teores de antocianinas e flavonoides.
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4 APLICACAO DE ACIDO SALICILICO NA POS-COLHEITA DE FOLHAS DE
COUVE MANTEIGA

4.1 RESUMO

Considerando a escassez de trabalhos relacionados a pds-colheita de couve manteiga e
a inexisténcia de avaliacdo com indutores de resisténcia na espécie, objetivou-se com o presente
trabalho avaliar o efeito do acido salicilico na pos-colheita de couve manteiga sobre as variaveis
fisico-quimicas e bioquimicas. O experimento foi conduzido na Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand — Campus Dois Vizinhos. Foram utilizados cinco tratamentos em
delineamento inteiramente ao acaso. Os tratamentos consistiram no uso de solugdo com quatro
concentragdes de &cido salicilico (0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mM) e a testemunha (agua destilada), em
quatro repeticdes de oito folhas. Apos a colheita, selecdo e padronizagdo das amostras, as bases
das folhas de couve manteiga foram imersas nas solu¢cdes com os diferentes tratamentos,
durante dez minutos. As folhas foram mantidas em incubadora B.O.D., durante 192 horas, a
temperatura de 8°C. As variaveis utilizadas para avaliacdo do experimento foram a perda de
massa da matéria fresca, podriddes, teor de vitamina C, clorofilas, fendis totais, proteinas totais
e atividade das enzimas peroxidases e fenilalanina amonia-liase (FAL). A aplicacdo de AS
manteve 0s teores de proteinas e fenois totais em niveis mais elevados, bem como interferiu na
atividade das peroxidases. Os tratamentos ndo apresentaram efeito sobre a perda de massa da
matéria fresca, o teor de vitamina C, clorofilas, podriddes e atividade de FAL.

Palavras chaves: Brassica oleracea; folhosas; hortalicas; senescéncia.

4.2 ABSTRACT
SALICYLIC ACID APPLICATION IN POST- HARVEST LEAVES OF KALE

Considering the scarcity of related post-harvest kale and the lack of evaluation with
resistance inducers in kind work aimed to evaluate the present work the effect of salicylic acid
in postharvest kale on the physico-chemical and biochemical variables. The experiment was
conducted at the Federal Technological University of Parand - Campus Dois Vizinhos. Five
treatments were used in a completely randomized design. Treatments consisted in the use
solution with four concentrations of salicylic acid (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mM) and control
(distilled water), four replicates of eight leaves. After harvesting, selection and standardization

of samples, the bases of the leaves of kale were immersed in solutions with different treatments
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for ten minutes. The leaves were kept in BOD incubator for 192 hours at a temperature of 8 °C.
The variables used for evaluation of the experiment were the loss of fresh weight, rot, vitamin
C, chlorophyll, total phenolics, total protein and activity of oxidative enzymes and
phenylalanine ammonia-lyase (PAL). The application of SA kept the protein and total phenol
at higher levels, as well as interfere with the activity of peroxidases. The treatments had no
effect on the loss of fresh weight, the content of vitamin C, chlorophyll, decay and PAL activity.
Keywords: Brassica oleracea; hardwoods; vegetables; senescence.

4.3 INTRODUCAO

A couve manteiga (Brassica oleracea) pertence a Familia das Brassicaceas, sendo uma
planta herbacea de porte ereto, com caule sublenhoso, emite folhas continuamente (VIEIRA,
2006), distribuidas ao redor do caule, em forma de roseta e apresentam limbo bem
desenvolvido, arredondado, com peciolo longo e nervuras bem destacadas. No Brasil,
raramente produz pendao floral, apresenta certa tolerancia ao calor, permanecendo produtiva
durante vérios meses (BEZERRA et al., 2005). E uma hortalica cuja folha é a parte comestivel,
sendo rica em vitamina A e C e muito apreciada na culinaria, apresentando preferéncia quando
encontra-se recem colhidas, verdes e sem sinais de desidratacdo e podridées (FILGUEIRA,
2003)

No entanto, devido ao alto metabolismo, suas folhas possuem elevada perecibilidade,
causando consequente curto periodo pds-colheita. Com isso, torna-se necessaria a busca por
produtos que possam propiciar aumento da vida pos-colheita dessa espécie, sendo que indutores
de resisténcia estdo relacionados a ativacdo de mecanismos de defesa vegetal, e podem atuar
sobre a preservacao da qualidade pos-colheita.

Nesse sentido, o acido salicilico pode ser um produto alternativo para manutencdo da
qualidade pds-colheita de folhas de couve manteiga. Devido a sua acdo antagdnica ao etileno,
este pode prolongar a vida pos-colheita, pela inibicdo dos efeitos deletérios deste horménio
(IMRAN, 2007). Além disso, o acido salicilico quando aplicado de forma exdgena, € capaz de
induzir a producdo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP), protegendo as
plantas contra o ataque de patdgenos (SPLETZER e ENYEDI, 1999).

Considerando-se a escassez de trabalhos relacionados a pos-colheita de couve manteiga
e a inexisténcia da avaliacdo de indutores de resisténcia nesta folhosa, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar o efeito do &cido salicilico na conservagdo pds-colheita de folhas de

couve manteiga.
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4.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de Fitopatologia da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos, Parana. As folhas de couve manteiga
foram colhidas em uma horta com sistema de cultivo agroecolégico no municipio de Dois
Vizinhos. Em seguida, as folhas foram transportadas ao Laboratério de Fitopatologia para
selecdo, uniformizacdo e pesagem das amostras. Posteriormente, nas folhas foram aplicados os
tratamentos com AS, diferindo pela concentracdo utilizada na solucgéo, sendo estas de 0,5; 1,0;
1,5e 2,0 mM e a testemunha (&gua destilada). A porcao basal das folhas, foram submetidas aos
tratamentos, por imersdo, por 10 minutos, seguido por seu acondicionamento em sacos de
polietileno transparente (15 micras) com a parte superior aberta, e armazenadas em B.O.D. com
uma temperatura de 8 °C. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
com quatro repeticoes de 8 folhas por parcela.

Apo6s 192 horas de armazenamento avaliou-se a perda de massa da matéria fresca, o teor
de clorofila, vitamina C e podrid6es nas folhas. Também durante o decorrer do experimento,
em intervalos de 24, 48, 96 e 192 horas apos a aplicacdo dos tratamentos com AS, retirou-se
uma amostra das folhas para realizacao das analises bioquimicas de proteinas, fenois totais, e a
atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase e peroxidases.

A perda de massa da matéria fresca foi obtida pela diferenca da matéria fresca nas
amostras no dia da instalacdo do experimento e do valor encontrado nas pesagens no final do
experimento, expresso em percentual. A avaliacdo de podriddes foi realizada de maneira visual,
observando-se 0s sintomas caracteristico do ataque de patdgenos. Para a determinacdo do teor
de clorofilas utilizou-se o clorofilometro ClorofiLOG® modelo CFL 1030, determinando
clorofila “a”, “b” e total. O teor do vitamina C foi avaliado pelo método de Tillmans
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Para dosagem de proteinas foi empregado o teste de Bradford (1976) aonde foi retirado
uma amostra das folhas de cada unidade experimental, colocado em um recipiente de porcelana
e macerado com solucdo tampéo Fosfato 0,2 Molar pH 7,5, obtendo-se assim o extrato. Este
extrato foi colocado em ependorfes devidamente identificados, levados a centrifuga, aonde
permaneceram por 10 minutos a 12.000 rpm e a 4 °C. Apos retirados da centrifuga foram
transferidos 40 microlitros do extrato sobrenadante para tubos de ensaio, sendo adicionado mais
460 microlitros de agua destilada e 1,0 mL do reagente Bio-Rad. As solucGes foram agitadas,
e apds, acondicionadas em cubetas pra ser realizada a leitura a 630 nan6metros em

espectrofotbmetro, obtendo-se assim, o valor de absorbancia.
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A determinacédo da atividade da fenilalanina amdnia-liase (FAL) foi por quantificacdo
colorimétrica do 4&cido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina, conforme
metodologia descrita por Kuhn (2007), aonde se utilizou uma amostra das folhas de cada
unidade experimental, colocado em um recipiente de porcelana e macerado com mais 3,0 mL
do tampéo TRIS —HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente
marcados que foram levados para a centrifuga por 10 minutos, a 4 °C e a 6000 rpm. Apos, foi
transferido uma aliquota de 200 pL para tubo de ensaio identificado, acrescentando-se mais 3,0
mL do tampao de extracdo. A solucao foi agitada, obtendo-se assim, o extrato enzimatico. Deste
extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampéao de
extragdo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente, esta solugdo foi agitada para homogeneizacao.
E apos, os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40°C. Depois de retirados
do banho-maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a
reacao e assim poder ser feita a leitura em espectrofotdmetro a 290 nm.

Para a quantificacdo de fenois totais foi utilizado o método adaptado de Bieleski e
Turner (1966) e Jennings (1991), retirando-se uma amostra das folhas de cada unidade
experimental, colocado em um recipiente de porcelana e macerado com mais 3,0 mL da solucao
MCA (metanol, cloroférmio e agua (6,0/2,5/1,5)). Este extrato foi acondicionado em tubos
ependorfe devidamente identificados que foram levados para a centrifuga por 20 minutos, a 20
°C e a 6000 rpm. Apos centrifugacao, foi retirado 2,0 mL do sobrenadante e colocado em tubos
de ensaios identificados, juntamente com 1,0 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada,
sendo essa solucao, posteriormente, agitada. Em seguida, foi retirado 0,5 ml da parte superior
do sobrenadante, colocada em outro tubo de ensaio juntamente com 0,5 mL de &gua destilada
e 0,5 mL do reagente de Folin — Cocalteau diluido 1:10. Apds 15 minutos, foi adicionado 5,0
mL do reagente alcalino composto por carbonato de sodio a 2% em solucdo de hidroxido de
sodio 0,1 N. Novamente esta solucédo foi agitada e apos 50 minutos foi realizada a leitura em
espectrofotbmetro a 760 nm para obtencdo dos valores de absorbancia.

A extracdo e determinacao da atividade enzimatica de peroxidase foram realizadas pelo
método preconizado por Matsuno e Uritani (1972), aonde foi retirada uma amostra das folhas
de cada unidade experimental, colocada em um recipiente de porcelana que encontrava-se
refrigerado, pois esta analise deve-se processar a temperatura inferior a 4 °C. As amostras foram
maceradas com 3,0 ml tampao fostato 0,05 M (pH 7) com mais 0,005g polivinilpirrolidona. O
extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente identificados que foram levados
para a centrifuga por 20 minutos, a 4 °C e a 5000 rpm. Apos centrifugacao, foi retirado 2,0 mL

do sobrenadante e colocado em tubos de ensaios identificados, aonde encontrava-se o preparado
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de 3,0 mL do tampdo citrato (pH 5,0) mais 0,5 ml 4gua oxigenada a 3 % e mais 0,5 ml guaiacol
0,5 %. A solucdo foi agitada e colocada por 15 minutos em banho-maria 30°C e apds 10minutos
em gelo para pararem as reagdes. Finalmente foi adicionado 0,5 mL de bisulfito de sodio,
agitado e feita a leitura a 450 nm em espectrofotdmetro, obtendo-se assim os valores de
absorbancia.

Os dados foram submetidos & analise de variancia (p<0,05), apresentados usando
estatistica descritiva (média + desvio padrao) e analise de regressao, utilizando o programa

ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente experimento demonstraram que a aplicacéo do acido
salicilico ndo interferiu na reducdo da perda de massa da matéria fresca, no teor de vitamina C,
clorofilas e na incidéncia de podriddes. A perda de massa da matéria fresca € causada
principalmente pela perda de agua das folhas, através dos processos de transpiracdo e
respiracdo. Apesar de ndo ter ocorrido efeito significativo dos tratamentos sobre a perda de
massa da matéria fresca, esta ocorreu dentro da normalidade, cujo valor médio foi de 4,681%.
A perda de massa da matéria fresca em folhosas também pode ser observada pelo aspecto de
murchamento, ndo observado em nenhum dos tratamentos. Da mesma forma WEBER et al.
(2012) nao encontrou diferenca na perda de massa da matéria fresca de frutos de maracujazeiro
tratados com &cido salicilico. O teor de vitamina C nas folhas de couve manteiga variou de 96
a 132 mg.100 g de tecido, valor este considerado dentro do observado e citado na literatura
(NEPA/UNICAMP, 2006).

Quanto ao teor de clorofilas ndo ocorreu diferencas significativa pela aplicacdo dos
tratamentos com AS, sendo o valor médio para clorofila a de 36,88 mg.g™, clorofila b de 6,14
mg.g* e total de 43,02 mg.g*. Clorofila é um parametro importante, pois os niveis de clorofila
a e b, estdo diretamente relacionado a coloracao verde. Caso 0s tratamentos tivessem interferido
na degradacdo deste pigmento, ocorreria predominancia do amarelo, o que ndao é uma
caracteristica desejavel para comercializacdo das folhas de couve. N&o foram observadas
sintomas de podridBes nesse estudo, o que pode estar relacionado ao manejo dado durante o
cultivo.

O uso do AS interferiu sobre os teores de proteinas totais em todos os tratamentos
(Figura 4.1A), sendo ja observado 24 horas apés a aplicacdo do mesmo. Possivelmente isso seja

em decorréncia da maior atividade metabdlica ocorrida pelo estresse do destaque das folhas da
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planta mde. Apds esse periodo, observou-se que nos tratamentos testemunha e na menor
concentracdo (0,0 e 0,5 mM) houve estabilizagdo ou decréscimo dos niveis proteicos. Ja para
as demais concentragcBes, ocorreu 0 inverso, ou seja, acréscimo dos niveis de proteinas,
atingindo seu teor maximo as 96 horas ap6s aplicacdo do AS. Essas alteracdes, possivelmente,
estdo relacionadas a sintese de proteinas-RP, como quitinases e £-1,3-glucanases. A aplicacao
exdgena de acido salicilico nas mais diferentes espécies de plantas induz a expressdo de genes
de Proteinas-RP, ndo apenas no local de aplicacdo, mas também de forma sistémica, sugerindo
que o AS atue como sinalizador na resisténcia sistémica adquirida (SAR), que é uma forma de
resisténcia induzida para aumentar a defesa das plantas contra subsequentes infecgdes e ataques
de fitopatdgenos (KESSMANN et al., 1994). Todavia, apds 96 horas pode-se observar que para
todos os tratamentos de AS, 0s niveis de proteinas diminuiram. Supde-se que esteja ligado ao
fato das folhas de couve manteiga estarem em processo de senescéncia e com isso, entrarem
em condicdo natural de degradacéo das proteinas.

Na Figura 4.1B é possivel verificar que a atividade da enzima FAL apresentou um
comportamento oscilante no decorrer do experimento em todas as solu¢des de AS usadas. No
entanto, ndo ocorreu diferencas significativas entre 0s mesmos. Possivelmente isso deve-se a
possibilidade de que a ativacdo da FAL tenha ocorrido em momento diferente das avaliagdes,
ou seja, em intervalos ndo observados nesse experimento, sendo que no momento das
avaliacOes ja estava em niveis similares a testemunha. Para isso, sugere-se novos estudos que
contemplem a avaliacdo da atividade da enzima FAL no decorrer do experimento, com
intervalos de 12 a 24 horas, bem como a insercdo de analises envolvendo enzimas quitinases e
[-1,3-glucanases.

Apesar de ndo ter sido evidenciada a atividade da FAL, os tratamentos com AS
induziram a producdo de compostos fendlicos, os quais podem ser observados nas avaliacdes
de fendis totais (Figura 4.1C). Em todas as avaliacdes e para todas as concentracdes estudadas,
os fendis totais mantiveram-se em valores mais elevados em relacdo a testemunha. Isso
demonstra, que a rota para compostos fenolicos foi ativada pelos tratamentos, sendo observado
0 acréscimo dos mesmos apds 24 horas e com maior destaque na avaliacdo realizada com 72

horas ap0s a aplicacdo dos indutores.
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Figura 4.1 — Teor de proteinas (A), atividade da enzima FAL (B), teor de fendis (C) e peroxidase (D) de folhas de
couve manteiga, avaliadas as 0, 24, 48, 96 e 192 horas ap6s a aplicacdo de cinco concentragdes de &cido salicilico.

Barras verticais indicam o desvio-padrdo. UTFPR. Dois Vizinhos — PR, 2013.
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Nunes et al. (2008) encontraram resultados semelhantes trabalhando com diferentes
concentracdes de AS na cultura da planta medicinal Hypericum polyanthemum, sendo que os
resultados demonstraram que plantas tratadas com AS aumentaram significativamente a
producao de compostos fendlicos nas diferentes partes analisadas.

Da mesma forma que a FAL, a atividade das peroxidases teve pequenas alteracbes até
96 horas ap6s a aplicacdo do AS, sem ocorrer diferencas estatisticas entre o0s tratamentos
(Figura 4.1D). Apds as 96 horas, ocorreu grande atividades em todos os tratamentos, de forma
destacavel para as concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 mM. Supde-se que a partir desse momento,
as folhas estejam iniciando o processo de senescéncia, o que reforca a hipdtese levantada
anteriormente para proteinas, pelo fato das mesmas estarem sendo degradadas na condigédo de
senescéncia e com isso uma consequente elevacdo das peroxidases, as quais estdo ligadas aos
danos celulares. Tais resultados fortalecem a necessidade de estudo mais detalhado em relacao
a atividade da FAL e das peroxidases, pois estas enzimas atuam nas principais rotas de formacéo

de fendis, os quais foram estimulados pelos tratamentos com AS.

4.6 CONCLUSOES

A aplicacdo de AS interfere nos teores de proteinas de folhas de couve manteiga
mantendo os niveis mais elevados ap06s 48 horas da aplicacdo dos tratamentos. Da mesma forma
os fendis totais apresentam valores mais elevados em funcdo dos tratamentos durante todo o
periodo de armazenamento. Também, a atividade das peroxidases possui interferéncia apos 96
horas da aplicacdo dos tratamentos. As variaveis perda de massa da matéria fresca, teor de
vitamina C, clorofilas e podriddes ndo tiveram interferéncia pela aplicacdo dos tratamentos,

mas permaneceram em niveis de normalidade para a cultura.
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5 QUALIDADE POS-COLHEITA DE ESPINAFRE PELA APLICACAO DE ACIDO
SALICILICO

5.1 RESUMO

O espinafre é uma hortaligca folhosa de alto valor nutricional que possui grande aceitacdo
na culindria. No entanto, quando utilizado em forma de saladas sua preferéncia ocorre por
produtos frescos, sem aspecto de desidratacdo, sendo este um dos fatores criticos da cultura
durante sua p6s-colheita. Nesse sentido, o acido salicilico € um produto que vém sendo avaliado
durante a p6s-colheita, pois tem acdo antagdnica ao etileno, fazendo com que haja potencial
para manutencdo da qualidade de hortalicas. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito do
acido salicilico na pds-colheita de ramos de espinafre. O experimento foi conduzido no ano de
2013, na Universidade Tecnologica Federal do Paranda — Campus Dois Vizinhos. Foram
utilizados cinco tratamentos em delineamento inteiramente ao acaso, sendo que estes
consistiram na aplicacdo de solugéo de acido salicilico em quatro concentracées (0,5; 1,0; 1,5;
e 2,0 mM) e testemunha (&dgua destilada), com quatro repeticdes de 10 ramos. Apds a colheita,
selecdo e padronizacdo das amostras, as bases dos ramos foram imersas nas solu¢des com o0s
diferentes tratamentos, durante dez minutos. Os ramos foram mantidos em incubadora B.O.D.,
durante 196 horas, a temperatura de 8°C. As variaveis utilizadas para avaliacdo do experimento
foram perda de massa da matéria fresca, teores de clorofilas, fenois totais, proteinas totais e
atividade das enzimas peroxidases e fenilalanina amonia-liase (FAL). A aplicacdo de acido
salicilico apresentou potencial na conservacdo pds-colheita de espinafres, demostrando ac¢éo na
diminuicdo da perda de massa da matéria fresca e na manutencdo dos teores de proteinas em
valores mais elevados. Os tratamentos ndo interferiram nas demais variaveis (teor de clorofilas,
fendis totais, e atividade das enzimas peroxidases e fenilalanina amonia-liase).

Palavras-chave: Tetragonia tetragonioides; Conservacdo; Hortalica; Senescéncia.

5.2 ABSTRACT
POST- HARVEST QUALITY OF APPLICATION FOR SPINACH SALICYLIC ACID

Spinach is a leafy green vegetable of high nutritional value has a wide acceptance in
cooking. However, when used in salads as a fresh product preferably occurs without
dehydrating aspect, this being one of the critical factors in the culture during their postharvest.

In this sense, salicylic acid is a product that is being evaluated during the post-harvest, it has
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antagonistic to ethylene action, so that there is potential for maintaining the quality of
vegetables. This study aimed to evaluate the effect of salicylic acid in postharvest branches
spinach. The experiment was conducted in 2013, the Federal Technological University of
Parana - Campus Dois Vizinhos. Five treatments were used in a completely randomized design,
and these consisted of applying salicylic acid solution at four concentrations (0.5, 1.0, 1.5 and
2.0 mM) and control (distilled water), with four replications of 10 branches. After harvesting,
selection and standardization of samples, the bases of the branches were immersed in solutions
with different treatments for ten minutes. The branches were kept in BOD incubator for 196
hours at a temperature of 8 °C. The variables used to evaluate the experiment were loss of fresh
weight, chlorophyll contents, total phenolics, total protein and activity of oxidative enzymes
and phenylalanine ammonia-lyase (PAL). The application of salicylic acid has shown potential
for post-harvest conservation of spinach, showing a decrease in the share of loss of fresh weight
and maintaining the protein at higher values. The treatments did not affect the other variables
(chlorophyll content, total phenols, and activity of oxidative enzymes phenylalanine ammonia
lyase).

Keywords: Tetragonia tetragonioides; Conservation; Vegetable; Senescence.

5.3 INTRODUCAO

O espinafre (Tetragonia tetragonioides), também conhecido como espinafre de Nova
Zelandia, € uma planta herbacea pertencente a familia botanica Aizoaceae, sendo uma hortalica
folhosa cultivada em climas quentes e consumida em diversos paises do Hemisfério Sul, no
qual inclui-se o Brasil. (AZEVEDO, 2012).

O consumo de espinafre possui restricbes quanto a palatabilidade, principalmente por
criangas, pois possui sabor ligeiramente amargo e alcalino, devido aos compostos
dimetilsulfito, metanotiol, metional e 2-acetil-1-pirrolina (BELITZ e GROSCH, 1987).
Também um dos fatores que limitam seu consumo é sua alta perecibilidade em pés-colheita,
devido seu elevado metabolismo respiratério (KADER, 2002), causando desidratacdo e
amarelecimento. A cor verde de espinafres é devido a presenca de clorofila, que sdo pigmentos
verdes comuns em todas as células fotossintéticas. Por sua estrutura quimica ser instavel, sao
facilmente degradadas, resultando em produtos de decomposi¢do que modificam a percepcao e
qualidade dos alimentos (STREIT et al., 2005).

Normalmente, para manutencdo da qualidade das hortaligas, é usado armazenamento

sob refrigeragdo, que é um modo de estender a vida pos-colheita, além de contribuir para a
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diminuicdo da perda de agua, das alteracGes enzimaticas e da atividade microbiana (BRECHT
et al., 2003). Outra forma € a utilizagdo de atmosfera modificada e controlada que séo técnicas
que contribuem para manutencdo de qualidade de diversos frutos e hortalicas (CALEGARO et
al., 2002; MANTILLA et al., 2010).

O é&cido salicilico é um indutor de resisténcia que tem demonstrado resultados de
interesse no armazenamento de frutos e flores (FINGER, 2004; POOLE et al., 1998; YAO &
TIAN, 2005). Esse produto é um regulador de crescimento vegetal, envolvido na resisténcia
sistémica a patdgenos (TAIZ e ZEIGER, 2004), devido ao seu acimulo nos tecidos vegetais
(PASCHOLATI, 2011), e na biossintese e acdo do etileno (RASKIN, 1992).

Foram observados estudos para cultura do espinafre, com a utilizacdo do indutor
Acibenzolar-S-Metil (BTH), para controle de ferrugem branca causada por Albugo occidentalis
(LESKOVAR e KOLENDA, 2002), no entanto, ndo foram identificados trabalhos que relatem
a utilizacdo de indutores de resisténcia, bem como do acido salicilico, na conservagdo poés-
colheita de ramos de espinafre. Nesse sentido, o presente estudo objetivou avaliar o efeito do

acido salicilico na conservacgédo pés-colheita e na inducéo de resisténcia em ramos de espinafre.

5.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos, Parana.

Os ramos de espinafre (Tetragonia tetragonoides) foram colhidos em uma horta
organica no municipio de Dois Vizinhos — PR, selecionadas, uniformizados e arranjados em
macos de 10 ramos de 30 cm cada, no qual constitui-se a unidade experimental.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e quatro repeticGes. Os tratamentos consistiram de imersdo na base dos ramos de
espinafre durante 10 minutos em quatro diferentes concentracdes de acido salicilico (AS) sendo
0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM e a testemunha (adgua destilada). As folhas receberam os tratamentos,
através de difusdo de seiva, com apenas a base do material vegetal imersa na solu¢do. Em
seguida, as folhas foram colocadas em embalagens plasticas e armazenadas em incubadora do
tipo B.0O.D. a 8°C.

Apos 192 horas de armazenamento avaliou-se a perda de massa da matéria fresca e o
teor de clorofila das folhas. Em intervalos de 24, 48 e 96 e 192 horas retirou-se amostras de
folhas para determinacédo de proteinas totais, fendis totais, e atividade das enzimas fenilalanina

amonia-liase e peroxidases.



58

A perda de massa da matéria fresca foi obtida pela diferenca da massa da matéria fresca
nas amostras do dia da instalagdo do experimento e do valor encontrado nas pesagens no final
do mesmo, expresso em percentual. Para avaliar o teor de clorofilas a, b e total das folhas foi
utilizado um clorofilometro digital da marca Falker clorofiLOG.

Para dosagem de proteinas foi empregado o teste de Bradford (1976) aonde foi retirado
amostras das folhas de cada unidade experimental, colocado em um recipiente de porcelana e
macerado com mais 2,5 mL da solucdo tampéo Fosfato 0,2 Molar pH 7,5, obtendo-se assim o
extrato. Este extrato foi colocado em ependorfes devidamente identificados, levados a
centrifuga, aonde permaneceram por 10 minutos a 12.000 rpm e a 4 °C. Apos retirados da
centrifuga foram transferidos 40 microlitros do extrato sobrenadante para tubos de ensaio,
sendo adicionado mais 460 microlitros de agua destilada e 1,0 mL do reagente Bio-Rad. As
solugdes foram agitadas, e apos, acondicionadas em cubetas pra ser realizada a leitura a 630
nandmetros em espectrofotdmetro, obtendo-se assim, o valor de absorbancia.

A determinacédo da atividade da fenilalanina amdnia-liase (FAL) foi por quantificacdo
colorimétrica do acido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina, conforme
metodologia descrita por Kuhn (2007), aonde se utilizou amostras das folhas de cada unidade
experimental, colocado em um recipiente de porcelana e macerado com mais 3,0 mL do tampéo
TRIS — HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente marcados
que foram levados para a centrifuga por 10 minutos, a 4 °C e a 6000 rpm. Apds, foi transferido
uma aliquota de 200 pL para tubo de ensaio identificado, acrescentando-se mais 3,0 mL do
tampao de extracdo. A solucdo foi agitada, obtendo-se assim, o extrato enzimatico. Deste
extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampao de
extracdo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente, esta solucdo foi agitada para homogeneizagao.
E apos, os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40°C. Depois de retirados
do banho-maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a
reacao e assim poder ser feita a leitura em espectrofotémetro a 290 nm.

Para a quantificacdo de fenois totais foi utilizado o método adaptado de Bieleski e
Turner (1966) e Jennings (1991), retirando-se uma amostra das folhas de cada unidade
experimental, colocado em um recipiente de porcelana e macerado com mais 3,0 mL da solucéo
MCA (metanol, cloroférmio e agua (6,0/2,5/1,5)). Este extrato foi acondicionado em tubos
ependorfe devidamente identificados que foram levados para a centrifuga por 20 minutos, a 20
°C e a 6000 rpm. Apds centrifugacdo, foi retirado 2,0 mL do sobrenadante e colocado em tubos
de ensaios identificados, juntamente com 1,0 mL de cloroférmio e 1,5 mL de &gua destilada,

sendo essa solucdo, posteriormente, agitada. Em seguida, foi retirado 0,5 ml da parte superior
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do sobrenadante, colocada em outro tubo de ensaio juntamente com 0,5 mL de &gua destilada
e 0,5 mL do reagente de Folin — Cocalteau diluido 1:10. Apds 15 minutos, foi adicionado 5,0
mL do reagente alcalino composto por carbonato de sédio a 2% em solucdo de hidroxido de
sodio 0,1 N. Novamente esta solucdo foi agitada e ap6s 50 minutos foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro a 760 nm para obtencdo dos valores de absorbancia.

A extracdo e determinacdo da atividade enzimatica de peroxidase foram realizadas pelo
método preconizado por Matsuno e Uritani (1972), aonde foi retirada uma amostra 0,40 g das
folhas de cada unidade experimental, colocada em um recipiente de porcelana que encontrava-
se refrigerado, pois esta analise deve-se processar a temperatura inferior a 4 °C. As amostras
foram maceradas com 3,0 ml tampdo fostato 0,05 M (pH 7) com mais 0,005g
polivinilpirrolidona. O extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente
identificados que foram levados para a centrifuga por 20 minutos, a 4 °C e a 5000 rpm. Apos
centrifugacdo, foi retirado 2,0 mL do sobrenadante e colocado em tubos de ensaios
identificados, aonde encontrava-se o preparado de 3,0 mL do tamp&o citrato (pH 5,0) mais 0,5
ml &gua oxigenada a 3 % e mais 0,5 ml guaiacol 0,5 %. A solucgéo foi agitada e colocada por
15 minutos em banho-maria 30°C e ap0s 10minutos em gelo para pararem as reaces.
Finalmente foi adicionado 0,5 mL de bisulfito de sodio, agitado e feita a leitura a 450 nm em
espectrofotémetro, obtendo-se assim os valores de absorbancia.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05), apresentados usando
estatistica descritiva (média + desvio padrdo) e analise de regressdo, sendo adotado um nivel
de 5% de significancia, utilizando o programa ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram que as solugbes de &cido salicilico aplicadas tiveram efeito
sobre a perda de massa da matéria fresca dos ramos de espinafre, sendo que quanto maior as
concentracdes aplicadas, menor o percentual de perda desta (Figura 5.1). O efeito do AS na
reducdo da perda de massa da matéria fresca possivelmente esteja relacionado a diminuicéo da
atividade metabdlica dos ramos como inibicdo de enzimas dos ciclos metabdlicos como
observado por Bhaskara-reddy et al. (1998). Também pode ter ocorrido a inibicdo da sintese de
etileno pela aplicacdo de AS fato comprovado por Leslie e Romani (1986), os quais afirmam
que o AS atua inibindo o 4cido 1-amino-ciclopropano carboxilico (ACC), o qual é precursor

imediato na sintese do etileno.
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Figura 5.1 — Efeito de diferentes concentracGes de acido salicilico sobre a perda de massa da matéria fresca de
ramos de espinafre avaliado as 192 horas apés a aplicacdo dos tratamentos. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2013.

Também os tratamentos com solugdes de AS interferiram nos niveis de proteinas totais,
sendo que estes mantiveram-se com valores mais elevados em relagdo a testemunha (Figura
5.2). Tal fato torna-se interessante, considerando o fator nutricional, o que indica que o AS
atuou no metabolismo priméario das plantas, mantendo uma maior integridade proteica. Ainda
uma hipotese a ser considerada é que a alteracdo dos niveis de proteinas esteja relacionado ao
processo de inducdo de resisténcia, com a ativacdo de proteinas-RP como quitinases e
glucanases, na qual vem sendo relatada a sua expresséo pelo uso de AS em processos de inducao
de resisténcia em plantas (CAMPOS et al, 2009; NARUSAKA et al., 1999).
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Figura 5.2 — Efeito de cinco concentragdes de acido salicilico no teor de proteinas de folhas de espinafre, avaliadas
as 0, 24, 48, 96 e 192 horas ap0s a aplicagdo dos tratamentos. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2013.

Os tratamentos ndo interferiram significativamente os teores de clorofilas, fendis totais,
atividade das enzimas FAL e peroxidases. Os teores de clorofila permaneceram com médias de

clorofila “a” de 42,39 mg.g?, clorofila “b” de 11,37 mg.g™* e clorofila total de 53,88 mg.g™.
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Observou-se que entre os tratamentos ndo ocorreram diferencgas visuais na coloragdo dos ramos,
fato associado aos teores de clorofilas ndo terem apresentado diferencas estatisticas. Para o teor
de fendis totais a média de todos os tratamentos foi de 0,769 mg.g.tecido™, ndo havendo
diferenca significativa entre os mesmos. A concentracdo de compostos fenolicos esta
correlacionada com a atividade antioxidante, e pode ser utilizada para 0 acompanhamento de
perda de qualidade do produto na fase pds colheita (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Supde-se que, como ndo houve resposta diferenciada estatisticamente para FAL, 0s
fendis totais também ndo foram afetados. A FAL atua na biossintese e na regulacdo da sintese
de compostos fendlicos (GERASIMOVA et al., 2005). A média da atividade da enzima FAL
para este experimento foi de 0,00018 UAbs/min.mg™proteina, ndo havendo diferenca
significativa entre os tratamentos.

A média encontradas para peroxidase para todos os tratamentos avaliados foi de 4,112
Unid.enzimatica.minuto™. A enzima peroxidase tém afinidade por substratos envolvidos na
lignificacdo da parede celular e, além disso, seus produtos tém atividade microbiana direta na
presenca de peroxidos de hidrogénio (STICHER et al., 1997, o que torna-se importante na

presenca de sua atividade.

5.6 CONCLUSAO

A aplicacdo de acido salicilico apresentou potencial para conservacdo pés-colheita de
espinafres, demonstrando acao na diminuicdo da perda de massa da matéria fresca e no aumento

dos teores de proteinas, melhorando as questdes nutricionais.
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6 QUALIDADE DE ROSAS DE CORTE COM APLICACAO POS-COLHEITA DE
ACIDO SALICILICO

6.1 RESUMO

O prolongamento da longevidade das flores de corte através de procedimentos
adequados de poés-colheita, além de manter a qualidade do produto, aumenta seu valor
comercial. Pensando nisso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de &cido
salicilico sobre a manutencdo da qualidade e da longevidade de rosas de corte. Hastes de rosas
da cultivar Vega foram padronizadas em 40 cm de comprimento e acondicionadas em recipiente
contendo solucdo de acido salicilico nas concentracgdes de 0,5; 1,0; 1,5 € 2,0 mM e a testemunha
(dgua destilada). A unidade experimental foi composta por 8 hastes florais que foram
armazenadas em B.O.D. a 8 °C durante o experimento. Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. No decorrer do experimento foram realizadas
analises visuais, por meio de critério de notas de curvatura do pedunculo, turgescéncia e
escurecimento de pétalas. Ao final do experimento, avaliou-se a perda de massa da matéria
fresca, e teor de clorofilas nas folhas. Com intervalos de 24 horas, retirou-se uma amostra
padronizada das pétalas para realizacao das analises bioquimicas de proteinas e a atividade das
enzimas fenilalanina amdnia-liase e peroxidases. Os tratamentos com AS tiverem efeito sobre
a perda de massa da matéria fresca das rosas de corte, sendo que quanto maior as concentracées
aplicadas, menor foi o percentual de perda de massa da matéria fresca. Houve efeito nos teores
de proteina totais, atividade das enzimas FAL e peroxidase de rosas com a aplicacdo das
concentragcBes crescentes de AS. As rosas tratadas com a maior concentracdo de AS
mantiveram-se com as notas mais elevadas para curvatura de haste, turgescéncia e
escurecimento de pétalas.

Palavras-chave: Rosa sp.; flor; haste floral; senescéncia; etileno.

6.2 ABSTRACT
QUALITY OF CUT ROSES WITH POST- HARVEST APPLICATION SALICYLIC ACID

The postharvest longevity cut flowers using adequate methods technical, it can to
maintain the product quality and it increase its commercial value. Then, the aim of this study
was to evaluate the salicylic acid effect on the quality maintenance and time life postharvest of

cut roses. Vega variety stems roses cultivar were separated with length 40 cm and it placed in
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a recipient with salicylic acid solution at 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mM concentrations. The
experimental unit consisted of 5 stems flower, that it were stored in BOD with temperature
control of 8 °C. The experimental design was a completely randomized with four replications.
For roses the peduncle curvature, turgescence and petals darkening were visual evaluated
during the experiment. When the experiment time finished, the fresh weight losses and the leaf
chlorophyll content were evaluated. During 24 hour intervals, collected a petals sample to
determine the total protein, PAL and peroxidase activities. The SA treatments had effect in the
fresh weight losses, it being that higher concentration present lower loss percentage fresh
weight. There were effect about total protein content, PAL and peroxidase activity in the roses
stems applied increasing SA concentrations. The rose treated with the highest SA concentration
presented higher grade evaluation for peduncle curvature, turgescence and petals darkening.

Keywords: Rosa sp.;, flower; flowering stem; senescence; ethylene.

6.3 INTRODUCAO

O mercado de flores e plantas ornamentais encontra-se em plena fase de expanséo, sendo
considerado um dos setores mais promissores da economia dentro do agronegocio. No ano de
2013, o setor de floricultura movimentou nacionalmente, em torno de, US$ 5,2 bilhGes, com
aumento de 13% em relacdo a 2012 (IBRAFLOR, 2014).

Dentre estas flores, tém-se as rosas que apresentam-se como uma das principais espécies
comercializadas. Entretanto, quando comercializadas como flores de corte, apresentam vida til
limitada; pois se deterioram rapidamente, assim como ocorre também com frutas e hortalicas,
por causa de processos fisiologicos degradativos que ocorrem mais intensamente apos sua
colheita (HARDENBURG et al., 1988).

O prolongamento da longevidade das flores de corte através de procedimentos
adequados durante a pds-colheita, além de manter por maior periodo a qualidade do produto,
aumenta seu valor comercial (CASTRO; CORTEZ, 2000).

Neste sentido, tem-se buscado alternativas para o aumento da vida pds-colheita das
flores de corte, como o uso de atmosfera modificada e pela adocao de solugdes de manutencgéo.
Estas solugdes, também conhecidas como solugcbes de vaso, normalmente, contém substancias
utilizadas isoladamente ou em conjunto, que contribuem para retardar senescéncia de flor
cortada.

Entre estas, vem sendo utilizado o acido salicilico (AS), que é um composto natural que

atua na redugdo dos danos causados pelo etileno na senescéncia das plantas (GEERDINK,
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2012), agindo como molécula sinalizadora endogena. Ele desempenha papel fundamental do
desenvolvimento vegetal incluindo termogénese, fotossintese, transpiracdo absorcdo e
transporte de ions, glicdlise, respiracdo e condutancia estomatica. (DEMPSEY et al., 1999;
VLOT et al,, 2009). Este € um composto fendlico natural que pode, também, diminuir a
producdo de etileno das plantas, retardando os efeitos desse hormdnio, pois esta relacionado
com a reducédo da atividade da ACC oxidase, participante da rota metabdlica de producédo de
etileno (ALTVORST e BOVY, 1995), evitando a rapida senescéncia.

Segundo Hammerschmidt e Kuc (1995), o AS é sintetizado na via dos fenilpropandides,
tendo o acido benzoico como precursor. Esse indutor, quando aplicado de forma exdgena, induz
a producdo do metil-salicilato, que é o seu precursor (RESENDE et al., 2003), aumentando a
sintese do préprio AS nos tecidos vegetais, e também da atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase e a producdo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) (SPLETZER
e ENYEDI, 1999), como também na inibic¢ao da biossintese e acdo do etileno (RASKIN, 1992).

Esses processos metabdlicos que o AS desencadeia nas plantas pode ser chamado de
inducdo de resisténcia, que segundo Stadnik (2000) ¢ a ativagdo do estado de resisténcia contra
doencas induzido sistemicamente em plantas por indutor externo biotico ou abiotico, ocorrendo
de maneira ndo especifica, sem alteracdo no genoma da planta.

No processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa que somente
sdo ativados em resposta a infecgdo por patdégenos ou por tratamento com determinado(s)
composto(s) quimico(s), natural ou sintético, denominado elicitores ou indutores
(CAVALCANTI et al., 2005). Esse processo de ativacdo do mecanismo de defesa € chamado
de resisténcia sistémica adquirida (RSA), sendo também caracterizada pela manifestacdo ou
producdo de sinal liberado a partir do sitio de infeccdo que provoca necrose e translocacao deste
sinal para outras partes da planta, induzindo a reacdes de defesa que protegerdo a planta contra
futuras agressdes (SILVA et al., 2008). Os principais mecanismos de defesa envolvidos na RSA
sdo a lignificacdo da parede celular, producéo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas com
a patogénese (STICHER et al., 1997).

Segundo Leon-Kloosterziel et al. (2005) existem diversas enzimas relacionadas a
resisténcia induzida, destacando-se as peroxidases, polifenoloxidases, fenilalanina amdnia-
liase, -1,3-glucanases e quitinases. Quando a planta é levada ao estado de inducéo, a atividade
dessas enzimas ou, pelo menos de algumas delas, tende a aumentar em relacdo as atividades em
tecidos de plantas ndo expostos eliciadores (BETTIOL e MORANDI, 2009).

O efeito protetor observado nas plantas depende das condicGes de luz, temperatura, das

concentragdes do indutor e do inoculo e, do intervalo de tempo entre o tratamento inicial com
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os indutores de resisténcia e a inocula¢do subsequente com o patdgeno (MADAMANCHI;
KUC, 1991).

De acordo com Hammerschmidt (1999), a primeira etapa da resposta da planta ao
indutor € o reconhecimento deste pela planta. Em resposta ao reconhecimento, as plantas sofrem
alterac6es que culminam com a geracdo de sinal primario, que pode ser translocado na planta
ou produzir outros sinais que serdo também translocados, ou ainda, levados a producdo de
substancias de defesa, como as proteinas—RP e as fitoalexinas (STICHER et al., 1997). Além
disso, podem também aumentar a atividade de enzimas que tém papel importante na sintese de
compostos de defesa como as peroxidases (MORAN e CIPPOLLINI, 1999) e fenilalanina
amonia-liase (STEVENS et al., 1999).

Diversos trabalhos relataram a acdo do AS no aumento de vida de prateleira de frutos
(ROSSAROLLA, 2012; CAMPOS et al., 2004; ZHANG, 2003), e na preservacdo de flores
(ZAMANI et al., 2011; SHAKIB et al., 2012), com atencao especial para as rosas (GEERDINK,
2012). No entanto, trabalhos que busquem avaliar o efeito das concentragdes de acido salicilico
aplicadas, em condicdo similar de armazenamento que ocorre nas floricultura (frigoconservacéao
e preservacdo em condicao de vaso até o momento da comercializagdo), ainda s@o inexistentes.
Todavia, sdo de grande interesse para manutencao da qualidade de rosas na pos-colheita.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de acido

salicilico sobre a manutencdo da qualidade e da longevidade de rosas de corte.

6.4 MATERIAL E METODOS

Hastes contendo rosas (Rosa sp.) da cultivar Vega provenientes da producdo comercial
do municipio de Holambra/SP foram embaladas, armazenadas e transportadas em condicdes de
refrigeracdo até o Laboratdrio de Fitopatologia, da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
— Campus Dois Vizinhos, aonde foram selecionadas. Na selecdo efetuou-se descarte das que
continham danos mecanicos ou injurias.

As hastes foram padronizadas em 40 cm de comprimento, com um botéo floral fechado,
e entdo acondicionadas, de forma aleatdria, em recipiente com capacidade de 1,0 L contendo
solucdo de &cido salicilico nas concentragbes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM e para testemunha
utilizou-se apenas agua destilada. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes e 8 hastes florais por unidade experimental.

As hastes foram armazenadas em B.O.D. a 8°C, permanecendo nestas condi¢des até o

final do experimento.
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Durante 10 dias ap0s a instalacdo do experimento foram realizadas analises visuais, por
meio de critério de notas de curvatura do pedunculo, turgescéncia e escurecimento das pétalas

(Tabela 6.1), conforme metodologia feita por Geerdink (2012).

Tabela 6.1 — Notas de curvatura do peddnculo, turgescéncia e escurecimento das pétalas de rosas tratadas com
solugdes contendo 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM de acido salicilico. UTFPR, Dois Vizinhos, 2013.

Nota Curvatura do pedinculo Turgescéncia de pétalas Escurecimento de pétalas
3 Haste reta Tdrgida Sem escurecimento
2 Até 45° Levemente murcha Levemente escurecida
1 Maior que 90° Murcha Escuras

Fonte: Geerdink (2013).

Durante 96 horas avaliaram-se a perda de massa da matéria fresca e o teor de clorofilas
nas folhas. Alem disso, com intervalos de 24 horas, retirou-se amostra padronizada das pétalas
para realizacdo das analises bioquimicas de proteinas totais e, das atividades das enzimas
fenilalanina amdnia-liase e peroxidases.

A perda de massa da matéria fresca das flores foi obtida pela diferenca da mateéria fresca
nas amostras do dia da instalagdo do experimento e do valor encontrado nas avaliacGes
ocorridas no final do experimento, expresso em percentual. Para a determinacdo do teor de
clorofilas utilizou-se o clorofildmetro ClorofiLOG® modelo CFL 1030, determinando clorofila
“a”, “b” e total.

Para as analises bioquimicas de teor de proteinas totais, e atividade das enzimas FAL e
peroxidase foram retirados discos padronizados das pétalas, para posterior avaliacao.

A quantificacdo do teor de proteinas totais foi realizada pelo teste de Bradford (1976),
sendo colocado em um recipiente de porcelana os discos das pétalas e macerado com mais 2,5
mL da solucdo tampdo Fosfato 0,2 Molar pH 7,5, obtendo-se assim o extrato. Este extrato foi
colocado em ependorfes devidamente identificados, levados a centrifuga, aonde permaneceram
por 10 minutos a 12.000 rpm e a 4 °C. Apos retirados da centrifuga foram transferidos 40
microlitros do extrato sobrenadante para tubos de ensaio, sendo adicionado mais 460
microlitros de agua destilada e 1,0 mL do reagente Bio-Rad diluido 1:4. As solu¢bes foram
agitadas, e ap0s, acondicionadas em cubetas pra ser realizada a leitura a 630 nanémetros em
espectrofotbmetro, obtendo-se assim, o valor de absorbancia.

A determinacdo da atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL) foi por quantificacao
colorimétrica do 4&cido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina, conforme
metodologia descrita por Kuhn (2007), aonde utilizou-se a amostra retirada das pétalas,
colocado-a em recipiente de porcelana e macerando-a com 3,0 mL do tampédo TRIS — HCI pH

8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente marcados que foram
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levados para a centrifuga por 10 minutos, a 4 °C e a 6000 rpm. Apds, foi transferido uma
aliquota de 200 uL para tubo de ensaio identificado, acrescentando-se mais 3,0 mL do tampéo
de extracdo. A solucdo foi agitada, obtendo-se assim, 0 extrato enzimatico. Deste extrato, 1,5
mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampé&o de extracéo e 0,5 mL
de fenilalanina. Novamente, esta solucéo foi agitada para homogeneizacdo. E apds, os tubos
foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40°C. Depois de retirados do banho-maria,
0s tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reagdo e assim
poder ser feita a leitura em espectrofotdmetro a 290 nm.

A extracdo e determinacdo da atividade enzimatica de peroxidase foram realizadas pelo
método preconizado por Matsuno e Uritani (1972), aonde foi a amostra das pétalas foi colocada
em um recipiente de porcelana que encontrava-se refrigerado, pois esta analise deve-se
processar a temperatura inferior a 4 °C. As amostras foram maceradas com 3,0 ml tampéo
fostato 0,05 M (pH 7) com mais 0,005¢g polivinilpirrolidona. O extrato foi acondicionado em
tubos ependorfe devidamente identificados que foram levados para a centrifuga por 20 minutos,
a 4 °C e a 5000 rpm. Apos centrifugacdo, foi retirado 2,0 mL do sobrenadante e colocado em
tubos de ensaios identificados, aonde encontrava-se o preparado de 3,0 mL do tampdo citrato
(pH 5,0) mais 0,5 ml 4gua oxigenada a 3 % e mais 0,5 ml guaiacol 0,5 %. A solucao foi agitada
e colocada por 15 minutos em banho-maria 30°C e ap6s 10minutos em gelo para pararem as
reacdes. Finalmente foi adicionado 0,5 mL de bisulfito de sddio, agitado e feita a leitura a 450
nm em espectrofotdmetro, obtendo-se assim os valores de absorbancia.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p <0,05), sendo estes apresentados
por meio da estatistica descritiva (média + desvio padrdo) e analise de regressdo, adotando-se
nivel de 5% de significancia, através do programa ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009).

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de acido salicilico ndo interferiu significativamente sobre o teor de clorofila das
folhas das hastes das rosas apresentando os valor médios para clorofila a de 41,29 mg g*,
clorofila b 12,53 mg g e de total 53,82 mg g*.

A avaliacdo do teor de clorofilas nas folhas das hastes das rosas é importante para
qualidade visual pos-colheita das mesmas, considerando que com a perda da clorofila ocorre a
predominancia da coloragdo amarelada, fato ndo desejavel para o mercado. Além disso, as
clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas e ocorrem nos

cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais (ELBE, 2000), cuja funcdo é absorver
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energia luminosa para posterior conversdo em energia quimica, processo importante para
manutencgdo das hastes durante seu periodo pds-colheita. Com isso, verificou-se que em todos
0s tratamentos, a mesma manteve-se em niveis que permitiram manter sua coloragdo
caracteristica, o que é um fator importante na manutencgdo da qualidade visual necessaria para
sua comercializag&o.

Por outro lado, os tratamentos com AS tiverem efeito sobre a perda da massa de matéria
fresca das hastes de rosas, cujo comportamento apresentou-se de maneira desejavel pela
utilizacdo de AS, ou seja, ocorreu um decréscimo da perda de massa com 0 aumento da
concentracdo do AS (Figura 6.1). O mesmo resultado foi encontrado por Geerdink (2012) ao
trabalhar com AS e outros indutores de resisténcia em hastes de rosas de corte.

Bem como, considerando que o AS atua como antagonico ao etileno (CIA et al., 2007),
possivelmente ocorreu uma reducdo do metabolismo primario, como atividade respiratoria e
transpiracdo e consequentemente diminuicdo da perda de agua. O que resultou na reducgéo da

perda de massa as rosas pela aplicacdo do AS.
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Figura 6.1- Perda de massa da matéria fresca de hastes de rosa de acordo com concentracdo de &cido salicilico
apos 4 dias de sua aplicagdo. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2013.

Os resultados demonstraram que houve variacdo nas médias dos tratamentos sobre 0s
teores de proteina totais nas hastes de rosas (Figura 6.2A), excecao apenas para testemunha cujo
comportamento apresentou-se estavel até o final do experimento (96 horas). Nas amostras que
receberam as menores concentracGes de AS (0,5 e 1,0 mM) houve aumento nos niveis de
proteinas totais nas primeiras 24 horas, seguido por seu decréscimo no decorrer do tempo. Ja
nas duas maiores concentragdes de AS, 0s picos nos teores proteicos surgiram com 48 horas,

mantendo-se mais elevados que 0s demais tratamentos até o final do experimento (Figura 6.2A).
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Supbe-se que a elevacdo nos teores de proteinas com a aplicacdo de AS, esteja
relacionado com a ativacdo das proteinas-RP, cuja importancia estd envolvida no processo de
defesa vegetal. Esses dados corroboram com a afirmacéo de Spletzer e Enyedi (1999), no qual
descreveram que quando o AS foi aplicado de forma exdgena é capaz de induzir o aumento da
sintese do préprio AS, assim como de proteinas-RP, permitindo com que haja protecdo as
plantas contra o ataque de pat6genos, aumentando, nesse caso, a vida de prateleira de rosas de
corte.

Analisando os dados foi possivel observar que as hastes de rosas tratadas com a maior
concentracdo de AS (2,0 mM) obtiveram maior ativacdo da enzima FAL (Figura 6.2B), cujo
pico de atividade foi nas 48 horas apés a aplicacdo dos tratamentos, com as médias mantendo-
se maiores em comparacdo as demais concentracdes utilizadas, até o final do experimento.

Campos et al. (2003) ao avaliarem o comportamento das enzimas chalcona sintase e
fenilalanina amonia-liase observaram acréscimos na atividade destas, tanto no tratamento com
acido salicilico quanto com uso de fungo indutor, se comparado com ao tratamento controle.
As alteracdes significativas nas atividades destas enzimas surgiram depois de trés dias de
exposicdo aos tratamentos indutivos com &cido salicilico e com fungo em comparagdo ao
controle, cujo tratamento ndo foi induzido. Chen et al. (2006) também observaram que em uvas
tratadas com AS tiveram ativacao da enzima FAL, corroborando com os resultados encontrados
neste trabalho.

Para a atividade da peroxidase (Figura 6.2C) os tratamentos envolvendo a concentracdo
0 (testemunha) e a maior concentracdo de AS (2,0 mM) apresentaram 0s menores valores em
relacdo as concentrac@es (0,5; 1,0 e 1,5 mM), que apresentaram os valores mais elevados. Essa
variacdo em seu comportamento em fungdo das concentracdes de AS deve ser mais avaliada,
considerando que a enzima peroxidase esta diretamente ligada a lignificacdo dos tecidos, a qual
polimeriza lignina a partir da oxidacdo de hidroxilas de grupos fendlicos (PASCHOLATI e
LEITE (1995); CASTRO et al. 2005), o que torna importante para defesa e sustentacdo da

planta.
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Figura 6.2 — Teor de proteinas (A), atividade das enzimas FAL (B) e peroxidase (C) de rosas de corte avaliadas as
0, 24, 48 e 96 horas ap6s a aplicacdo de solucéo de &cido salicilico em cinco concentrages (0,0; 0,5; 1,0; 1,5e 2,0
mM). Barras verticais indicam o desvio-padrdo. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2013.

Na Figura 6.3, é possivel verificar que as pétalas de rosas tratadas com maior
concentracdo de AS (2,0 mM), mantiveram-se sempre com as notas mais elevadas para
curvatura de haste, turgescéncia e escurecimento de pétalas, mantendo assim, a qualidade das
flores ao longo do periodo de avaliagdo. Isso veio a corroborar com os resultados encontrados

por Geerdink (2012), que trabalhou com aplicacdo de AS em rosas de corte.
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Figura 6.3 — Caracteristicas qualitativas de curvatura de pedinculo (A), turgescéncia (B) e escurecimento de
pétalas de rosas (C) ‘Vega’ tratadas com solucdo contendo cinco concentragbes de acido salicilico. As barras
verticais representam o desvio padrdo da média. UTFPR, Dois Vizinhos — 2013.
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Para curvatura da haste (Figura 6.3A), as concentracgdes de 1,5 e 2,0 mM, mantiveram
as flores com nota 2, ou seja, grau de curvatura maior que 45° até, aproximadamente, 7 dias
apo6s a aplicacdo dos tratamentos, diferente dos demais tratamentos que obtiveram notas
menores nesse mesmo periodo. Para turgescéncia e escurecimento de pétalas (Figura 6.3B e
6.3C), os resultados foram semelhantes ao obtido com a curvatura da haste, apresentando
pétalas de rosas mais turgidas e menos escurecidas até os 7 e 9 dias apos a aplicacdo dos
tratamentos, respectivamente.

Essas caracteristicas qualitativas encontradas no presente trabalho, provavelmente estdo
ligadas a menor perda de massa da matéria fresca (Figura 6.1), ja que as hastes tratadas com as
maiores concentracdes de AS foram as que obtiveram a menor perda em relacdo as demais
durante o experimento. Supde-se que as que Sse mantiveram por mais tempo turgidas
apresentaram menor curvatura da haste e escurecimento de pétalas, ja que segundo Cortes et al.
(2011), trabalhando com hastes de rosas 'Grand Gala', afirmam que altos niveis de hidratacéo
dos tecidos sdo, em geral, associados ao aumento da vida em vaso das flores de corte.

Isso vem a corroborar com Geerdink (2012) que afirmou que essas caracteristicas
qualitativas estdo ligadas ao balanco hidrico das hastes florais, pois ele é parte importante para
manutencdo das estruturas celulares e consequentemente da aparéncia visual, uma vez que
pétalas tdrgidas ficam com maior luminosidade, e portanto mais atrativas.

Considerando o efeito dos tratamentos com AS possivelmente a manutencdo da
qualidade das rosas, nos parametros curvatura da haste, turgescéncia e escurecimento da
pétalas, deu-se pela inibicdo do metabolismo pds-colheita, seja respiratorio ou de sintese de
etileno. Como o AS é antag6nico ao etileno (RASKIN, 1992), é provavel que tenha ocorrido
uma inibicao da biossintese e acao do etileno o que permitiu rosas de melhor qualidade quando

tratadas com AS.

6.6 CONCLUSOES

Os tratamentos com AS propiciam melhor qualidade de rosas de corte em pos-colheita,
com reducdo da perda de massa, curvatura de haste, turgescéncia e escurecimento de pétalas,
estando diretamente relacionado com o aumento das concentracdes do AS;

A aplicacdo de AS interfere nos parametros bioguimicos das pétalas de rosas de proteina

totais, atividade das enzimas FAL e peroxidase, e ndo interfere no teor de clorofilas das folhas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo do &cido salicilico em pos-colheita em fruteiras como acerola e amora-
preta, das olericolas couve-manteiga e espinafre e das flores de rosas demonstrou possuir a¢éo
nos processos metabdlicos, com atuacdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas, bioquimicas e
na inducao de resisténcia. Nesse sentido algumas consideracdes merecem serem apresentadas:

A aplicacdo do AS em nenhuma das espeécies estudadas provocou danos fitotoxicos
visual ou alterou negativamente as caracteristicas fisico-quimicas;

A resposta da aplicacdo do AS possui especificidades para as espécies, respondendo de
forma diferenciada quanto as concentracgdes, alteracdes fisico-quimicas, bioquimicas e ativacao
das rotas metabolicas envolvidas;

De modo geral, os resultados demonstraram que a aplicacdo de AS, para todas as
espécies avaliadas, proporcionou resultados melhores em relacdo a ndo utilizacdo do mesmo.
Para a acerola ocorreu aumento da acidez titulavel em valores mais elevados, a manutencédo dos
SST, e a reducdo de podridbes pos colheita. Para a amora-preta, alterou-se positivamente 0s
niveis de proteinas totais, e demonstrou ativar rotas de defesa vegetal. Para couve manteiga a
aplicacdo de AS manteve os teores de proteinas e fenois totais em niveis mais elevados que as
folhas sem tratamento, e interferiu na atividade das peroxidases. Para espinafre as maiores
concentracdes de AS diminuiram a perda de massa da matéria fresca e mantiveram os teores de
proteinas mais elevados. Houve efeito nos teores de proteina totais, atividade da FAL e
peroxidase de rosas com a aplicacdo de AS. As rosas tratadas com a maior concentracdo de AS
mantiveram-se com as notas mais elevadas para curvatura de haste, turgescéncia e
escurecimento de pétalas, mantendo a qualidade visual até, aproximadamente, 8 dias apds a

aplicacdo dos tratamentos.
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Na acerola e na amora-preta, aonde realizou-se a atividade enzimética de proteina-RP
quitinases e fS-1,3-glucanase comprovou-se que 0 AS possui acdo na indugédo de resisténcia.
Sugere-se que outros trabalhos de pesquisa devem dar continuidade, considerando diferentes
temperaturas de armazenamento, e estadios de maturacdo. Também analises complementares
de niveis de producéo de etileno e respiragdo sao fundamentais para entendimento da acdo do
AS em pos-colheita. E importante considerar a inoculagdo de patdgenos especificos para as
espécies e observar a resposta quanto a inducdo de resisténcia.
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Foto 2 - Bandeja de plastico com acerola
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Foto 6 - Medicdo de clorofilas em folhas
de espinafre

Foto 5 - Hastes de rosas na solugdo com AS
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Foto 7 — Amostras de pétalas de rosas Foto 8 —Suco de acerola

Foto 9 — Analises bioquimicas de rosas Foto 10 — Ependorfes identificados com
as amostras

Foto 11 — Maceracdo das amostras Foto 12 — Discos padronizados



