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RESUMO

Trabalho desenvolvido no Laboratério de Cultura
de Tecidos da EMBRAPA-CPACT, utilizando brotacées
oriundas do processo de multiplica¢do in vitro, com trés
pares foliares (2,5 a 3 cm de comprimento) e teve como
objetivo avaliar o efeito do escuro e acido indolbutirico
(AIB) sobre a atividade da peroxidase e enraizamento in
vitro do porta-enxerto Marubakaido (Malus prunifolia). O
meio foi sais e vitaminas de MS/2 acrescido de 30 g/l
de sacarose, 100 mg/l de mio-inositol e 6 g/l de &gar,
sendo o pH ajustado para 5,9. Estudou-se periodos de
exposicao dos explantes ao escuro de 0; 3; 6 e 9 dias
associados as concentracdes AIB (0,0; 0,2; 0,4 e
0,6mg/l) sobre o enraizamento e a atividade da
peroxidase durante a rizogénese in vitro. Os melhores
indices de enraizamento obtidos ocorreram com a
exposicao ao escuro de (0 e 3 dias) e 0,0 e 0,2mg/l de
AIB. Os altos niveis de AIB e maiores periodos de
exposicdo ao escuro promoveram intensa formacao de
calo na base dos explantes. A melhor percentagem de
sobrevivéncia dos explantes ocorreu com trés dias de
exposicdo ao escuro, enquanto com nove dias
observou-se reducdo neste pardmentro. A auséncia de
escuro na fase inicial do enraizamento antecipou o pico
da atividade da peroxidase seguido por queda
repentina. No escuro o aumento da atividade da
peroxidase néo foi tdo pronunciada, mostrando declinio
mais lento.
enraizamento in Vvitro,
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ABSTRACT

INFLUENCE OF THE DARKNESS AND THE
INDOLBUTYRIC ACID ON IN VITRO ROOTING AND
PEROXIDASE ACTIVITY OF THE ROOTSTOCK
APPLE MARUBAKAIDO. This work was carried out in
EMBRAPA-CPACT Tissue Culture Laboratory by using
shoots from the in vitro multiplications process. The aim
this studied was evaluated the effect of darck period and
concentrations of indolylbutiric acid (IBA) on the

peroxidase activity and the in vitro rooting of apple
rootstock Marubakaido (Malus prunifolia). The medie
used was having the MS/2 salts and vitamins, 30g/|
sucrose, 100mg/l myo-inosiltol and pH ajusted for 5.9.
Initiated explants having 2.5 - 3.0cm bearing 3 pairs of
leaves remained 0; 3; 6 and 9 days in the dark
associated with IBA at the concentratios as follows: 0,;
0.2; 0.4 and 0.6mg/l. The peroxidase activity was studied
as darkenig period and IBA are concerned. Rooting was
better when shoots were exposed to 0 and 3 days
darkening and 0 and 0.2 mg/l IBA. High IBA levels and
longer darkning periods promoted high callus formation
at the shoot base. The best survival in greenhouse
ocurred for those explants which remained tree days in
the dark whereas nine days reduzed it. The lack of the
dark in the initial phase od rooting antecipated the
peroxidase activity peak following a sharp drop. In the
dark the increase in the peroxidase activity was less
pronounced followed by a short, but constanthy drop.

Key words : Malus, in vitro rooting, peroxidase,

apple.

INTRODUCAO

Para o enraizamento in vitro da macieira a auxina
mais utilizada é o AIB (ZIMMERMAN & FORDHAM,
1985). Para a maioria das espécies a concentragdo de
AIB mais utilizada é 10°M e, para o AIA uma
concentracdo dez vezes superior (JAMES, 1983). O
contato do explante com AIB, por tempo prolongado,
ocasiona uma sensivel redugdo no ndmero de raizes,
bem como prejudica o alongamento das raizes (JAMES
& THURBON, 1979). RUGINI et al. (1988) utilizando
estiolamento na parte basal de explantes de
pessegueiro e amendoeira obtiveram melhores
resultados na percentagem de enraizamento, ho nimero
de raizes por explante e no estabelecimento das
plantulas em casa de vegetacao.

Significativo aumento na atividade da peroxidase &
observado durante a fase inicial do processo de
enraizamento seguido de repentino decréscimo na fase
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posterior (HAISSIG, 1986). Admite-se que esta variagcdo
tem efeito sobre a rizogénese via metabolismo do AlA.
As enzimas AlA-oxidase e peroxidase tem sido
intimamente ligadas com o crescimento vegetal e séo,
com pequenas modificagbes, a mesma proteina
enzimatica (SIEGEL, 1993). Para HAISSIG (1986), as
peroxidases podem afetar a formagéo de raizes através
de sua influéncia sobre as auxinas, ligninas e
metabolismo das antocianinas. As maiores atividades
das peroxidases sao observadas nas paredes celulares
e a parede primaria representa a matriz na qual ocorre a
lignificacdo, catalisada pela enzima. Esta enzima
também esta envolvida no metabolismo de compostos
fendlicos atuando no processo de regulacdo da
formacdo de raizes (SIEGEL, 1993). As peroxidases
funcionam como catalisadores na degradacgdo do AlA e,
este, age como repressor e indutor de peroxidases
especificas. HAUSMAN (1993), observou um pico de
atividade da peroxidase precedendo o enraizamento
somente em brotagdes tratadas com  ANA,
correspondendo ao periodo em que houve o mais baixo
nivel de auxina enddégena. O autor sugere que O
aumento da atividade da peroxidase e decréscimos do
nivel de AIA podem estar associados com as primeiras
divisbes celulares da organizagdo e crescimento dos
primérdios radiculares. O objetivo do presente trabalho
foi o de avaliar o efeito do AIB e do escuro visando
melhorar a qualidade do enraizamento in vitro do porta-
enxerto Marubakaido. Analisou-se, também, o efeito
destes, na variagdo da atividade da peroxidase no
enraizamento.

MATERIAL E METODOS

Trabalho realizado no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima
Temperado- EMBRAPA/CPACT, Pelotas, RS. O meio
utilizado foi o de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
com os sais reduzidos a metade de sua concentragéo,
100mg/l de mio-inositol, 30g/l de sacarose e 6,0g/l de
agar e pH ajustado para 5,9. Distribui-se 40ml de meio
em frascos com capacidade de 250ml, os quais foram
tampados com folha de papel aluminio. Testaram-se 4
concentracgdes (0,0; 0,2; 0,4 e 0,6mg/l) de AIB e quatro
periodos (0; 3; 6 e 9 dias) de permanéncia dos
explantes no escuro apés a inoculagdo. O experimento
foi em Dblocos casualizados, com 6 repeticOes.
Primeiramente, colocou-se o experimento com 9 dias de
permanéncia no escuro; trés dias apos foi o tratamento
com 6 dias e, seguidos mais trés dias aquele com 3
dias de escuro. O tratamento com zero dias de escuro
foi realizado quando os demais tratamentos
completaram os respectivos periodos de escuro, de
modo que todos os tratamentos foram colocados ao
mesmo tempo na luz. Paralelamente a este
experimento foi avaliado a atividade da peroxidase,
utilizando-se 0s mesmos tratamentos. Iniciou-se a
andlise da atividade da peroxidase quando se transferiu

todos os tratamentos para a luz. As demais avaliages
foram realizadas em intervalos de trés dias até que o
tratamento de zero dias de escuro completou 15 dias de
inoculacdo. Utilizou-se trés repeticbes por tratamento,
para cada andlise da peroxidase. A atividade da
peroxidase (UE/ g tecido/min) foi avaliada segundo a
metodologia de FERMHANN & DIAMOND, (1967). O
extrato enzimatico bruto foi obtido macerando-se, em
gelo, 1g de peso fresco em 25ml de agua destilada,
seguido de filtragdo a vacuo e centrifugacdo a 5000rpm
durante trinta minutos, a 2°C. O sobrenadante foi
utilizado para os ensaios enzimaticos. As leituras foram
realizadas com comprimento de onda de 450nm
utilizando espectrofotdmetro marca VARIAN série 634.

As varidveis analisadas foram: percentagem de
enraizamento, nimero e comprimento das raizes,
intensidade de formacao de calo (foram atribuidas notas
de 1 a 4 ,adotando-se o numero 1 como auséncia de
calo e o nimero 4 a intensidade maxima de calo) e
percentagem de sobrevivéncia dos explantes apds a
permanéncia em 45 dias em casa de vegetacdo. Os
dados expressos em percentagem, foram transformados
segundo arco seno raiz quadrada de (X/100); os dados
da varidvel namero de raizes, foram transformados
segundo raiz quadrada de (X+1); os dados avaliados
através de notas (intensidade de formacdo de calo),
foram transformados segundo logaritmo de (X+1) e, as
variaveis de comprimento de raizes e atividade da
peroxidase néo foram transformadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os periodos de escuro e o AIB influenciaram
significativamente o tempo de emergéncia das raizes e
a percentagem final de enraizamento porém, ndao houve
interacdo entre ambos. A emergéncia das raizes foi
influenciada pelos dois fatores.

Os explantes colocados diretamente na luz
apresentaram tempo maior para a emergéncia das
raizes pois, dez dias apds inoculacdo, observou-se
apenas 5% de enraizamento. Por outro lado, o
tratamento de trés dias de escuro promoveu a mais alta
percentagem de enraizamento neste periodo (dez dias ),
que foi superior a 20%. Os demais tratamentos
mostraram, aos dez dias, 16 e 18 % de raizes visiveis
para 6 e 9 dias de escuro, respectivamente (Figura 1).
Aos quinze dias, os explantes submetidos a 3 e 6 dias
de escuro atingiram acima de 60% de enraizamento.
Para percentagem final de enraizamento os melhores
resultados obtidos foram entre a auséncia e trés dias de
escuro, diminuindo com o aumento dos periodos de
escuro.

Segundo MURASHIGE (1974) a fotossintese néo &
considerada atividade essencial para o desenvolvimento
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das plantas in vitro, porém, a luz é fundamental para a
regulacdo dos processos morfogenéticos.

O periodo de trés dias de escuro mostrou efeito
positivo no enraizamento e desenvolvimento das
plantulas, estes resultados concordam com RUGINI et
al. (1988). Estes pesquisadores observaram que a
auséncia de luz nos primeiros dias favoreceu o
enraizamento por diminuir a agdo da AlA-oxidase.

Para ZIMMERMAN (1984) periodos de 4 a 7 dias
de escuro sdo os mais favoraveis ao enraizamento de

varias cultivares testadas, as quais responderam
diferentemente quanto aos periodos de escuro.

Trabalho recente conduzido por YEO & REED
(1995) demonstraram que o enraizamento de explantes
oriundos de trés tipos de porta-enxerto de Pyrus, de
dificil enraizamento, foi favorecido quando os explantes
foram submetidos a uma semana de exposicdo ao
escuro.
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Figura 1- Percentagem de enraizamento das brotacdes do porta-
enxerto Marubakaido para os periodos de escuro,
EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS, 1996

O periodo de emergéncia das raizes foi pouco
influenciado pela presenca de AIB. No entanto, a
percentagem final de enraizamento diminuiu com
aumentos na concentracéo da auxina (Figura 2).

Estes dados estdo de acordo com os obtidos por
ZIMMERMAN & BROOME (1981) nos quais, baixas
concentracbes de AIB, em torno de 0,1mg/l,
proporcionaram melhor percentagem de enraizamento
para todas as cultivares testadas. Observou-se no
entanto, um aumento sensivel neste pardmetro na
presenca de 1,0mg/l de AIB. Neste trabalho, as altas
concentracdes estimularam a formacédo de calo levando
a raizes mal formadas e inibindo o crescimento das

brotacbes. Por outro lado, concentragcbes maiores que
1,0mg/l de AIB foram necessarias para enraizamento
satisfatorio do porta-enxerto M7 que obtiveram
enraizamento maximo de 88% com 2,0mg/l (WERNER
& BOE, 1980).

SCHUCH (1989), ao trabalhar com o mesmo
porta-enxerto, utiizando 0,3 a 0,7mg/l de AIB, ndo
encontrou diferengas significativas no enraizamento,
embora 0,3mg/l tenha promovido enraizamento
levemente superior e, HUTCHINSON (1984) obteve
melhores resultados no enraizamento da cultivar
Northern Spy ao utilizar 0,2mg/I.
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Figura 2 - Percentagem de enraizamento de brotacdes do porta-
enxerto Marubakaido para os niveis de AIB,
EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS, 1996

O numero de raizes primérias foi influenciado
somente pelo AIB, aumentando com a elevacdo da
concentracdo deste. Aumentos nas concentragdes de
AIB e periodos de escuro reduziram o comprimento das
mesmas. As maiores concentragdes de AIB e periodos
de escuro levaram a uma maior formagdo de calo na
base das brota¢gBes, impedindo o desenvolvimento das
mesmas.

A exposicdo dos explantes ao escuro por nove dias
na presenca de AIB levou ao mais baixo indice de
sobrevivéncia das plantulas na casa de vegetacéo. Este
baixo indice pode ser devido a exposi¢cdo ao escuro por
periodos superiores a trés dias (Figura 3).

Os melhores resultados foram obtidos com trés
dias de exposicBdo ao escuro para todas as
concentracdes de AIB, sendo que o mais alto indice de
sobrevivéncia foi obtido com 0,2mg/l de AIB neste
mesmo periodo de escuro. Na auséncia de escuro e
periodo de seis dias de escuro apresentaram resultados
semelhantes porém, inferiores ao periodo de trés dias.

Observou-se que o periodo de nove dias de escuro
levou ao amarelecimento das folhas apicais, provavel
causa do baixo indice de sobrevivéncia dos explantes.
ANDERSON (1982) e ZIMMERMAN & FORDHAM

(1985) observaram estes mesmos sintomas em
periodos de escuro superiores a nove e seis dias,
respectivamente.
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30
3
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Figura 3 - Percentagem de sobrevivéncia de plantulas do porta-enxerto
Marubakaido para os niveis de AIB e os periodos de escuro
apés 45 dias em casa de vegetacdo, EMBRAPA-CPACT,

Pelotas, RS, 1996
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Efeito do AIB exdégeno sobre a atividade da
peroxidase na auséncia de escuro

A variacdo na atividade da peroxidase pode servir
para se determinar as fases de inducéo e iniciacdo do
enraizamento. A fase indutiva é caracterizada por um
aumento na atividade da peroxidase em que ndo ha

modificagdes histolégicas e citolégicas aparentes
(GASPAR et al., 1985).
Dados apresentados por HAUSMAN (1993)

mostram aumentos significativos na atividade da
peroxidase na presenca de auxina exégena.

Na presenca de AIB, verificou-se um aumento da
atividade da peroxidase durante o enraizamento n&o

350

apresentando diferencas significativas entre as
concentracdes de AIB utlizadas independente dos
periodos de exposi¢ao ao escuro.

Quando os explantes foram colocados diretamente
na luz, na presenca de AIB, ocorreu um marcante
aumento na atividade da peroxidase atingindo valores
maximos aos seis dias seguido por uma rapida e
continua diminuicdo da atividade até os 15 dias. A
atividade da peroxidase na presenca de AIB foi
aproximadamente trés vezes superior quando
comparada com a sua auséncia; na auséncia do
fitorregulador houve um pequeno aumento entre o sexto
e o nono dia (7,8) embora, significativo (FIGURA 4).
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Figura 4 - Atividade da peroxidase de brotac6es do porta-enxerto

Marubakaido colocados diretamente na luz durante o
periodo de enraizamento para ¢ auséncia e B 0,6 mg/l
de AIB, EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS, 1996

O inicio da emergéncia das raizes ocorreu proximo
aos dez dias de inoculacdo, praticamente quando iniciou
o decréscimo da atividade da peroxidase (FIGURA 2 e
4).

Este periodo de maior atividade da peroxidase
pode estar relacionada com a formacéo dos primordios
radiculares. HAUSMAN  (1993) observou que,
juntamente com o aumento da atividade da peroxidase
ocorre um decréscimo nos niveis de AIA que pode estar
associado com as primeiras divisdes celulares antes da
organizacao e crescimento dos primérdios radiculares.

DRUART et al. (1982) e MONCOUSIN & GASPAR
(1983) observaram que a diminuicdo da atividade da
peroxidase, apés a fase de inducdo radicular, é
resultado de uma diminuicéo das peroxidases catidnicas
e, de acordo com BERTHON et al. (1987) e DALET &

CORNU (1988) o numero das peroxidases anibnicas
aumenta continuamente durante o enraizamento.

KLERK et al. (1990) sugeriram que alta atividade
de peroxidases béasicas estd relacionada com a
capacidade de divisdo celular e gue aumentos na
divisdo celular resulta em maior quantidade de raizes ou
em mais calo.

DENCHEVA & KLISURSKA (1982) concluiram que
somente as isoenzimas catibnicas da peroxidase,
isoladas das raizes primérias de milho, possuiram
atividade de AlA-oxidase. Também verificaram que ao
longo do desenvolvimento das células, as peroxidases
desenvolvem atividade de AlA-oxidase e, em
consequéncia, um maior numero de isoenzimas
catibnicas agem como AlA-oxidase nos estagios
posteriores do desenvolvimento das células.
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Efeito do escuro sobre a atividade da peroxidase

Houve variacao da atividade da peroxidase durante
0 enraizamento em fungdo dos periédos de exposicao
ao escuro. Verificou-se que a atividade da peroxidase é
maxima seis ap0s a exposicdo das brotacdes a luz,
independiente dos periodos de escuro.

Os tratamentos com trés e seis dias de escuro

foram bastante semelhantes na variacéo da atividade da
peroxidase. Para o periodo de trés dias de escuro a

300

mais alta atividade foi observada entre oito e nove dias
apos a inoculacdo e seis dias apdés a retirada dos
explantes do escuro. A auséncia de AIB mostrou um
pequeno aumento na atividade da peroxidase, porém na
presenca deste, seus valores foram mais elevados
(Figura 5). No periodo de seis dias de exposicdo ao
escuro ndo observou-se Vvariacdo significativa da
atividade da peroxidase na auséncia de AIB. Na
presenca deste, a mais alta atividade foi obtida aos nove
e doze dias (10,6) apds a inoculagéo.
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Figura 5 - Atividade da peroxidase das brotagdes do porta-enxerto
Marubakaido para a *auséncia e B 0,6 mg/l de AIB apés
os trés dias da exposicdo ao escuro, EMBRAPA-
CPACT, Pelotas, RS, 1996

Explantes expostos a um periodo de escuro de
nove dias e na presenga de AIB a mais alta atividade da
peroxidase foi observada entre nove e doze dias apds a
inoculacdo. Entretanto, aos nove dias de inoculacédo a
atividade apresentava-se com altos valores (Figura 6). O
decréscimo desta, ocorreu apds 15 dias da inoculacéo
quando aproximadamente a metade das brotagOes
apresentavam raizes (Figura 1).

SIEGEL (1993) cita que, na cultura de tecidos,
apos a diferenciacdo das células, depois da inducgéo
pela auxina, as enzimas peroxidases agem sobre estas
levando a formagéo de calo. A maior formagéo de calo
na base das brotagBes nos maiores periodos de escuro
e concentracdes de AIB pode ser devido a maior
atividade da peroxidase visto que, esta manteve-se alta
por um periodo maior. Esta afirmagdo também pode
explicar a alta atividade da peroxidase ap0s a iniciacéo
radicular.

Entretanto, para DRUART et al. (1982), periodos
de 9 dias de exposicdo ao escuro, das brotacdes da
cultivar Jonagold, durante a fase de inducdo, aumentou

a atividade da peroxidase levando a formacdo de um
maior namero de raizes por explante. No entanto, a
transferéncia destes para a luz , determinou uma queda
repentina da atividade da enzima.

Segundo LEGRAND et al. (1976) a luz controla a
atividade da peroxidase porém, os verdadeiros
mecanismos deste controle n&o estdo bem definidos. Os
pesquisadores sugeriram que as diferencas da atividade
da enzima da luz em relacdo ao escuro podem ser
atribuidas ao conteddo dos fendlicos presentes nos
tecidos que inibiriam ou estimulariam a atividade, uma
vez que o0s seus niveis foram inversos a atividade da
peroxidase na luz ou escuro.

Através dos resultados apresentados, verificou-se
gue o escuro apenas prolongou o periodo de maior
atividade da peroxidase. No entanto, seus valores ndo
apresentaram diferencas significativas para todos os
periodos de escuro e na auséncia deste. Tampouco,
ndo ha evidéncias concretas para se explicar o papel
gue a luz exerce sobre a atividade da peroxidase.
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Figura 6 - Atividade da peroxidase para as brotacdes do porta-
enxerto Marubakaido para a ¢ auséncia e = 0,6mg/l
de AIB ap6s nove dias de exposicdo ao escuro,
EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS, 1996

CONCLUSOES

A exposicdo das brotacbes de Marubakaido a
periodos de escuro superiores a trés dias afeta
negativamente o enraizamento e a sobrevivéncia de
plantulas.

Os melhores resultados de enraizamento das
brotacbes de Marubakaido sdo obtidos com 0,2mg/l de
AIB e periodo de trés dias de exposicdo ao escuro.

A luz influencia a atividade da peroxidase
mostrando pico de atividade. A exposicdo das brotacdes
ao escuro prolonga o periodo de atividade da enzima.
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