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RESUMO

Avaliou-se os efeitos do Acido Naftaleno Acético (ANA) e escuro
sobre o0 enraizamento in vitro de dois genoétipos de aspargo, clone M-
14 e hibrido G27 x M-14 (Deco), bem como a atividade da peroxidase.
As plantas foram desenvolvidas em meio MS acrescido de 0,93uM de
cinetina e 1,95uM de ancimidol com concentracdes de 2,5 e 5,0uM de
ANA e submetidas ao escuro (0, 3, 6 e 9 dias). Os caracteres
avaliados foram: porcentagem de enraizamento, nimero de raizes
primérias e secundéarias e comprimento de raizes priméarias. Com o
meio e duragcdo de escuro de melhor desempenho foi estudada a
atividade da peroxidase no enraizamento. A concentra¢éo de ANA néo
influenciou o enraizamento de Deco, enquanto para M-14 a
concentragdo de 5,0uM de ANA proporcionou um aumento no nimero
de raizes primérias. A exposi¢do dos explantes ao escuro promoveu
maior porcentagem de enraizamento para Deco (3 e 6 dias), enquanto
M-14 obteve maior nimero de raizes secundarias aos 6 dias de
escuro, quando combinada a concentragdo de 5,0uM de ANA. O
tratamento com 5,0uM de ANA foi superior a 2,5u4M com relagéo ao
enraizamento e ndo houve influéncia dos periodos de escuro sobre
esse caracter. Foi observada uma relagéo entre o pico de atividade da
peroxidase e a emissdo de raizes, indicando que a peroxidase pode
ser usada como marcador bioquimico do enraizamento.
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ABSTRACT

INFLUENCES OF THE NAPHTHALENEACETIC ACID AND
THE DARKNESS ON in vitro ROOTING OF ASPARAGUS
(Asparagus officinalis L.) AND PEROXIDASE ACTIVITY. The effect
of the naphtaleneacetic acid (NAA) and the darkness on the in vitro
rooting of clone M-14 and G27 x M-14 hibrid (cv Deco) of asparagus,
as well as the peroxidase activity during rooting, were evaluated.
Explants placed on a medium MS complemented with 0.93uM kinetin
and 1.95uM ancymidol remained 0; 3; 6 and 9 days in the dark
associated with ANA at the concentration of 2.5 and 5.0uM. The
characters evaluated were: rooting percentage, number of primary and
secondary roots and primary roots lenght. The peroxidase activity
during the in vitro rooting was studied using the best medium and
darkness results. Deco rooting hability was not influenced by the ANA
concentration, while M-14 number of primary roots was higher at
5.0uM. Three and six days in the dark increased the rooting
percentage of Deco. The number of secondary roots of M-14 was
higher when exposed to 6 days of dark at the ANA concentration of
5.0uM. There was a relationship between the peak of peroxidase
activity and rooting.
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INTRODUCAO

A rizogénese é uma etapa critica da técnica de
micropropagacéo, dependendo dela o sucesso da fase de
aclimatacdo e sobrevivéncia das plantas a campo. O
enraizamento de explantes esté ligado as condi¢cbes genéticas
e fisiolégicas dos mesmos, assim como as condic¢es fisicas e
composicdo do meio de cultivo durante o tratamento para o
enraizamento (DUFOUR, 1988).

As observagbes preliminares de que a aplicacdo
exogena de auxinas naturais ou sintéticas favorece o
enraizamento foram confirmadas repetidamente, e as auxinas
tém sido usadas na horticultura convencional por um longo
tempo (GASPAR et al.,, 1992). A propagacdo vegetativa de
varias plantas através da cultura de tecidos, isto é, a
micropropagacdo, também explora as propriedades de
enraizamento das auxinas (GASPAR e COUMANS, 1987). As
propriedades relativamente especificas de promocédo de
enraizamento das auxinas exogenas levaram a crenca de que
estas substancias tém um papel crucial no processo de
formacao de raizes a partir de explantes (DAVIS et al., 1988).

Foram obtidos por ELMER et al. (1989) enraizamento de
50% de material regenerado de cultura de protoplastos de
aspargo em meio contendo ANA. PATHAK e SAROJ (1995)
observaram que espécies de Psidium com dificuldade de
enraizamento tiveram melhores resultados pela aplicacdo
exogena de IBA e ANA. Segundo LIU et al. (1996), explantes
de soja tratados com ANA produziram maior nimero de raizes
adventicias. Em girassol, ANA foi mais eficiente que AlIA na
iniciacéo radicular dos explantes (KALRA e BHATLA, 1996).
GUNAWAN et al. (1994), adicionando ANA ao meio de cultura
na concentragdo de 0,5 mg/l, obtiveram 92,3% de
enraizamento dos explantes de aspargo, contra 10% usando
AlA e 5 a 20% usando IBA.

O aumento na atividade especifica da peroxidase antes
da iniciacdo e crescimento dos primdrdios radiculares em
plantas micropropagadas pode servir como um marcador da
performance de enraizamento (MATO et al., 1988; GASPAR et
al.,, 1992). ANSARI et al. (1995) sugerem que a atividade da
peroxidase pode ser usada para investigar os varios estagios
da rizogénese e esquematizar o tratamento com auxina para a
promog&o da iniciag8do radicular em Populus deltoides. No
decurso da rizogénese de diferentes espécies observou-se
uma variacao na atividade da peroxidase total envolvendo um
aumento e posteriormente um decréscimo na sua atividade
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acompanhando a formacéo de raizes (BERTHON et al., 1987;
RIPETTI et al., 1994; HAUSMAN et al., 1995; ROUT et al.,
1996). Ja para DALET e CORNU (1989) ndo ha uma forte
relacdo entre a atividade da peroxidase e o enraizamento in
vitro de Prunus avium L..

Varios autores tém testado o uso de periodos de escuro
como forma de favorecer o enraizamento de explantes. ROY
et al. (1988) utilizaram simultaneamente auxina e periodos de
escuro para melhorar o enraizamento de Mitragyna parvifolia.
Para DAMIANO et al. (1991) o enraizamento de pessegueiro
foi menor no escuro mas com raizes de melhor qualidade,
enquanto que a amendoeira cv. Fascionello teve alta resposta
a estiolagdo dos explantes no escuro, com 50% de
enraizamento, contra porcentagem nula dos mantidos na luz.
Entretanto, CABONI et al. (1994) observaram que tratamento
com escuro em amendoeira sel. M 51 ndo melhorou a
habilidade de enraizamento. O uso de escuro favoreceu o
enraizamento de Asparagus cooperi (GHOSH e SEM, 1994).
O enraizamento de Cleistanthus collinus ndo ocorreu na
auséncia de reguladores de crescimento, tendo sido
aumentado significativamente com o uso de 72h de escuro
(QURAISHI et al., 1996). O autor sugere que talvez o periodo
inicial de escuro previna a degradacgdo do AlA, que é instavel
na luz. SANCHEZ et al. (1996) observaram que um periodo
inicial de cinco dias de escuro aumentou a resposta de
enraizamento de Quercus robur e Q. rubra, embora tenha sido
prejudicial a qualidade da planta.

A cultivar Deco (G27 x M14) apresenta acréscimos de
até 60% na produtividade de aspargo. Entretanto, para a
regeneracgdo de plantas em larga escala utilizando a cultura de
tecidos, o enraizamento é considerado uma fase critica na
propagacéo dos clones G27 e M14 e, consequentemente, da
cultivar Deco.

Neste sentido, objetivou-se estudar o enraizamento do
clone M14 e da cultivar Deco de aspargo em funcdo da
variagdo de concentracdo de auxina e a exposicdo dos
explantes ao escuro, bem como a combinacgdo entre o melhor
meio e duracdo de escuro para estudo da atividade da
peroxidase no enraizamento.

MATERIAL E METODOS

Os gendétipos avaliados foram o clone M-14 e o hibrido
G27 x M14 (cultivar Deco) de aspargo, sendo o material
originério de cultura de tecidos.

Experimento 1

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura
de Tecidos do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima
Temperado (Embrapa-CPACT) em Pelotas, RS.

Os tratamentos envolveram duas concentracfes de ANA
(2,5 e 5,0uM) e a exposi¢cdo ao escuro por zero, trés, seis e
nove dias, seguindo-se transferéncia dos explantes para o
meio de enraizamento.

Esse material permaneceu 60 dias no meio de
crescimento MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de
2,46uM de 2-isopenteniladenina (2ip), sendo posteriormente
transferido para tubos de ensaio de 40mL contendo 10mL do
meio de enraizamento, o qual foi constituido de meio MS
acrescido de 0,93uM de cinetina, 1,95uM de ancimidol e as
concentracdes 2,5 e 5,0uM de ANA. Os explantes foram
padronizados, cada um apresentando quatro hastes com
aproximadamente 2,0cm de comprimento, partindo de um
Unico calo (um explante por tubo). Durante o periodo de

enraizamento o material foi submetido a fotoperiodo de 16
horas, temperatura de 25 + 2°C e luminescéncia de 2000 lux.

Aos 50 dias ap6s transferéncia dos explantes para o
meio de enraizamento foram analisadas as variaveis
porcentagem de enraizamento, niUmero de raizes primarias e
secundarias e comprimento de raizes primarias.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso em
esquema fatorial 2x4x2 com quatro repeticdes. Cada unidade
experimental foi constituida de oito tubos de ensaio. As
médias das variaveis analisadas foram obtidas considerando-
se somente 0s explantes enraizados. Os dados referentes ao
fator duracdo de escuro foram submetidos a andlise de
regressdo polinomial, enquanto os demais foram analisados
pelo teste de Duncan com nivel de significancia de 5% de
probabilidade (P<0,05). As varidveis numero de raizes
primarias e numero de raizes secundarias foram
transformadas segundo raiz quadrada de (x + 0,5) e a
porcentagem de enraizamentosegundo arco seno de raiz
quadrada de (x/100)

Experimento 2

Esse experimento foi realizado no Laboratério de Cultura
de Tecidos do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima
Temperado (Embrapa-CPACT) e no Departamento de
Bioquimica/IQG/UFPel.

Explantes com as mesmas caracteristicas e submetidos
ao mesmo meio de crescimento foram transferidos para meio
de enraizamento contendo 5,0uM de ANA e submetidos a luz
continua, conforme resultado do ensaio anterior, sendo
mantidos em fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 +
2°C e luminescéncia de 2000 lux.

O material permaneceu durante 30 dias no meio de
enraizamento, tendo sido realizadas coletas a cada dois ou
trés dias.

A atividade da enzima peroxidase (PO) foi determinada
segundo metodologia proposta por KAR e MISHRA (1976),
com modificagdes.

O extrato enzimatico bruto foi obtido pela
homogeneizagdo, em presenca de nitrogénio liquido, de
200mg de tecido fresco de brotacdes de aspargo em 30mL de
tampédo fosfato de potassio 0,1M, pH 6,8, gelado, por dois
minutos. Filtrou-se o homogeneizado a vacuo em banho de
gelo através de papel filtro n® 1 e, entdo, centrifugou-se a
17.000 x g por 15 minutos, a 2°C. O sobrenadante foi utilizado
Nnos ensaios enzimaticos.

Para a avaliacdo da atividade da peroxidase tomou-se
1mL do extrato enzimatico bruto diluido, adicionado a 5mL da
mistura de reagédo constituida de 125umoles de tampao fosfato
de potassio pH 6,8; 50umoles de pirogalol e 50umoles de
H20.. Apés a incubag&o por cinco minutos a 25°C a reagéo foi
interrompida  pela adicdo de H2SOs a 5% (v/iv) (KAR e
MISHRA, 1976). Determinou-se a absorbancia a 420nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

Para porcentagem de enraizamento foram significativas
as interagBes cultivar x concentracdo de ANA e cultivar x
exposicdo ao escuro. Em relagdo a primeira interacdo nao
houve diferenca significativa entre as doses de ANA, e Deco
foi significativamente superior a M-14 na dosagem 2,5uM de
ANA (Tabela 1). Esse resultado ndo corrobora com o
apresentado por MULLER (1997), no qual o clone M-14
apresentou maior porcentagem de enraizamento do que Deco.
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TABELA 1 - Porcentagem de enraizamento dos genétipos de
aspargo Deco e M-14 frente a diferentes doses de

ANA
Dose de ANA Cultivar
(LM)
M-14 Deco
2,5 245aB 50,3a A
5,0 36,8a A 39,9aA

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas
colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan (a = 0,05)

Com relacdo a exposicdo ao escuro, Deco obteve maior
porcentagem de enraizamento aos trés e seis dias de escuro,

enquanto M-14 ndo foi influenciado por esse fator (Figura 1).
Para RUGINI et al. (1988), a auséncia de luz nos primeiros
dias favoreceu o enraizamento de pessegueiro e amendoeira,
enquanto que os melhores resultados para porcentagem final
de enraizamento do porta-enxerto de macieira, cv.
Marubakaido (Malus prunifolia), foram em condi¢cdes de
auséncia e trés dias de escuro, diminuindo com o aumento da
exposicéo ao escuro (ZANOL, 1997).

Para o parametro ndmero de raizes primarias, a interagédo
cultivar x concentracdo de ANA foi significativa. A cultivar
Deco ndo foi influenciada pela concentracdo de ANA,
enquanto para M-14 a concentragdo de 5,0uM proporcionou
um aumento significativo desse caracter quando comparado a
concentrac¢do de 2,5uM (Tabela 2).

60 -
Deco
[ ]
£ 40 ) Y=40,314256 — 1,5081872x
Q
§ u = u
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3 V.14 Y=35,004935+5,7276967x-0,59070949x2
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©
8
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Figural - Porcentagem de enraizamento dos genétipos de aspargo M-14 e Deco
submetidos a diferentes exposi¢des ao escuro

TABELA 2 - Numero de raizes primarias dos genétipos de
aspargo M-14 e Deco submetidos as
concentracdes de 2,5 e 5,0uM de ANA

Dose de ANA Cultivar
(UM)
M-14 Deco
2,5 23bB 42aA
5,0 39aA 3,7aA

As médias seguidas das mesmas letras minlsculas nas
colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan (a = 0,05).

Resultado semelhante foi apresentado por MULLER
(1997) ao estudar o comportamento do ANA no enraizamento
de aspargo. Foi observado pelo autor que o maior nimero de
raizes foi obtido na concentragdo de 5,0uM, ocorrendo uma
diminuicdo com o aumento da dose.

N&o se constatou influéncia da axposi¢cdo ao escuro para os
dois genotipos. Entretanto, para Asparagus cooperi, GHOSH e
SEN (1994) detectaram um melhor enraizamento nessas
condicdes.

Nao houve interacdo significativa para o parametro
comprimento de raiz, o qual ndo foi influenciado pelas doses
de ANA (Tabela 3). Obteve-se maior comprimento aos zero e
nove dias de exposicdo ao escuro para os dois genotipos
(Figura 2).

TABELA 3 - Comprimento de raiz dos genétipos de aspargo
M-14 e Deco submetidos as concentragGes de
2,5 e 5,0uM de ANA

Dose de ANA (uM) Comprimento de raiz (cm)

2,5 2,96 a
5,0 2,30 a

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan (a = 0,05).
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Figura 2 - Comprimento de raiz dos genétipos de aspargo M-14 e Deco submetidos a diferentes exposi¢des ao escuro

Houve interacdo significativa entre cultivar x
concentracdo de ANA x escuro para niumero de raizes
secundéarias. A cultivar Deco ndo mostrou diferenca
significativa entre as concentracdes de ANA nas

diferentes exposi¢cdes ao escuro, enquanto o clone M-14
desenvolveu maior nimero de raizes secundarias aos
seis dias de escuro na concentracdo de 5,0 uM (Tabela
4).

TABELA 4 - Numero de raizes secundarias dos genétipos de aspargo M-14 e Deco submetidos a duas concentragGes de ANA e

exposicao ao escuro

Cultivar e concentracdo de ANA

M-14 Deco
Escuro (dias) 2,5(uM) 5,0(uM) 2,5(uM) 5,0(uM)
0 10,52 a 17,74 a 24,36 A 15,34 A
3 12,79 a 8,55 a 26,73 A 35,59 A
6 0,96 b 36,85 a 26,21 A 31,02A
9 3,61la 16,85 a 26,66 A 7,67 A

As médias seguidas das mesmas letras mailsculas ou minusculas, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (a =

0,05).

Pela analise dos resultados observa-se um baixo
percentual de enraizamento para esses dois genotipos. A
concentracdo de 5,0uM de ANA mostrou-se mais efetiva ao
apresentar valores significativamente superiores a 2,5uM.
Além disso, MULLER (1997) obteve enraizamento proximo a
80% utilizando esta concentra¢d@o. A exposi¢do dos explantes
ao escuro ndo resultou satisfatéria, ndo havendo influéncia
determinante na melhora do enraizamento.

Ao analisarem alguns fatores primarios causadores de
dificuldades no enraizamento e uma alta porcentagem de
raizes anormais em cultura de tecidos de aspargo, FAN e XIE
(1995) indicaram que a inducéo radicular esta relacionada a
heterogeneidade do material, ao estado de crescimento dos
explantes, reguladores de crescimento e suas concentracées
e numero de geragdes de subcultivo.

Experimento 2

O gendtipo Deco apresentou um ponto maximo de

atividade da enzima peroxidase aos 10 dias (quarta coleta),
com posterior queda (Figura 2), tendo o aparecimento de
raizes sido observado aos 13 dias (quinta coleta).

Este resultado vai ao encontro de observagbes feitas por
véarios autores (DALET e CORNU, 1989; BERTHON et al.,
1987; MATO et al., 1988; GASPAR et al.,, 1992), de que a
formacao de raizes ocorre depois de o explante ter atingido e
passado por um pico de maxima atividade enzimatica.

O genotipo M-14 apresentou atividade maxima aos 10
dias (quarta coleta), tendo sido observado, entretanto, um
aumento da atividade da enzima também aos 21 dias (nona
coleta). Esta resposta foi devido a irregularidade na emisséao
de raizes ao longo do experimento. O primeiro pico observado
corresponde, provavelmente, a emissédo de raizes observada
aos 13, 17 e 19 dias (quinta, sétima e oitava coletas,
respectivamente), enquanto o segundo, a observada aos 27
dias (122 coleta).
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Figura 3 — Atividade da enzima peroxidase nos genétipos de aspargo M-14 e Deco durante 30 dias

CONCLUSOES

A exposicdo dos explantes de aspargo ao escuro ndo
influencia o enraizamento in vitro.

A concentragdo de 5,0uM de ANA no meio de
enraizamento é mais eficiente do que a concentragdo de
2,5uM.

Existe relacdo entre a atividade da peroxidase e a
emissao de raizes, sendo um bom marcador do enraizamento
in vitro de aspargo.
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