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Resumo

Analisaram-se para os dois cultivares em estudo os conteddos
endégenos de Acido-indol-3-acético (AIA) e Acido-indol-3-butirico (AIB) e
avaliou-se a actividade das polifenoloxidases, peroxidases e AlA-oxidase em
tecidos da regido basal de estacas semi-lenhosas obtidas a partir da zona média
de ramos do ano em fase de crescimento activo. As amostras foram recolhidas
antes (Tempo 0) e ap6s dopagem das estacas com 3500 ppm de AIB. Apds
dopagem as estacas foram colocadas em bancadas de enraizamento e as
amostras foram recolhidas em intervalos regulares entre as 2 e as 144 horas
apds a sua preparacao. Os resultados obtidos permitiram identificar de forma
sistematica maiores concentragcoes de AIA livre nos tecidos do cultivar
‘Cobrancosa’. Foi ainda possivel verificar que apés a dopagem com AIB, os
niveis de AIA subiram significativamente em ambos os cultivares. Estes niveis
voltam a descer a partir das 2 horas para o cultivar ‘Galega vulgar’ e a partir das
6 horas para o cultivar ‘Cobrangosa’, atingindo a partir das 72 horas valores
préximos dos registados antes da dopagem. Quanto aos niveis enddgenos de
AIB, observou-se uma subida significativa apds dopagem nos dois cultivares. No
cultivar ‘Galega vulgar’ os niveis de AIB voltam a descer a partir das 12 horas
apés tratamento mas mantém-se elevados no cultivar ‘Cobrancosa’. No que
respeita as enzimas oxidativas, ndo se observaram diferencas entre os
cultivares em estudo relativamente a actividade das peroxidases, no entanto, a
actividade das polifenoloxidases e da  AlA-oxidase, mostrou-se
significativamente mais elevada no cultivar ‘Galega vulgar’ do que no cultivar
‘Cobrancosa’. Os niveis naturalmente mais baixos de AIA e uma actividade
significativamente mais elevada das polifenoloxidases e da AlA-oxidase, podem
ajudar a explicar a dificuldade de enraizamento do cultivar ‘Galega vulgar’ por
estacaria semi-lenhosa.

Palavras-chave: auxinas, enraizamento, enzimas oxidativas, oliveira,
propagacao.
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Abstract

Preliminary results on the evaluation of auxin endogenous levels and
oxidative enzymes activity, among the rooting of two olive (Olea europaea
L.) cultivars ‘Galega vulgar’ and ‘Cobrancosa’

The endogenous levels of Indol-3-Acetic-Acid (IAA) and Indol-3-
Butiric-Acid, as well as the activity levels of polifenoloxidases, peroxidases and
[AA-oxidase, were evaluated in live tissues from the basal portions of olive
cuttings. The cuttings were collected from the middle portion of one year
branches in active growing phase and sample collection for analysis was made
before (Time 0) and at several times (2 to 144hours) after a treatment with IBA
at 3500ppm. Higher concentrations of free IAA were systematically observed in
samples from the ‘Cobrancgosa’ cultivar. After the external application of IBA,
the levels of IAA significantly increased in both cultivars, but, they start
drooping in cultivar ‘Galega vulgar’ after two hours, and after six hours in
‘Cobragosa’ cultivar. For both cultivars, after 72hours, the IAA levels reached
similar values to those measured before the IBA treatment. The IBA levels in
tissues of both cultivars highly increased after the treatment, but, 12 hours
after the treatment it dropped in ‘Gelega vulgar, remaining high in
‘Cobrangosa’. Concerning the activity of oxidative enzymes, the peroxidases
presented no significant differences between cultivars, whereas
polifenoloxidases and 1AA-oxidase showed a higher activity in ‘Galega vulgar’.
Naturally occurring lower levels of IAA and a significantly higher activity of
specific oxidative enzymes, can be a new support to explain and overcome the
present difficulty of rooting the cultivar ‘Galega vulgar’ using semi-hardwood
cuttings.

Keywords: auxin, oxidative enzymes, olive, propagation, rooting,.

Introducao

A capacidade de as auxinas influenciarem a formacdo de raizes
adventicias em caules e consequentemente a sua importancia na propagacao de
plantas é reconhecida de hd muito (Thiman & Went, 1934). A necessidade de
aplicacdo de auxina exégena para induzir a formacao de raizes em estacas tem
sido descrita para muitas espécies e.g. sequoia (Berthon et al., 1990), pinheiro
(Greenwood & Weir, 1994), cipreste (Edson et al., 1996), amendoeira (Caboni
etal,, 1997) e eucalipto (Fett-Neto et al.,, 2001).

Apesar das auxinas serem largamente utilizadas na indugdo do
enraizamento, pouco se sabe sobre a sua ac¢ao especifica ou a sua interac¢ao
com outros compostos endogenos. Alteracdes na actividade de enzimas, as
quais regulam diferentes processos bioquimicos, bem como altera¢des nos
niveis celulares de diferentes metabolitos (e.g. compostos fendlicos) durante o
processo de enraizamento em estacas tém sido investigadas (Mato et al., 1988;
Das et al., 1997; Druege et al., 2000). Varios autores mostraram o envolvimento
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da peroxidase, AlA-oxidase e compostos fenoélicos no processo de formacado de
raizes em estacas (Mayer, 1987; Caboni et al., 1997; Gaspar et al., 1997).

Actualmente o acido-indol-3-butirico (AIB) é a auxina mais utilizada
para estimular o processo de enraizamento em estacas porque: i) tem elevada
capacidade para promover a formacao inicial de raizes (Weisman et al., 1988) e
ii) possui fraca toxicidade e grande estabilidade em comparag¢do com o acido-a-
naftalenoacético (ANA) e acido-indol-3-acético (AIA) (Hartmann et al.,, 1990;
Qaddoury & Amssa, 2004).

Estes reguladores de crescimento ocorrem nos tecidos vegetais em
concentracdes muito baixas (ng g1), juntamente com outras substancias com
propriedades cromatograficas semelhantes, o que dificulta a sua determinacdo
requerendo esta, uma extensiva purificacao antes da sua quantificagdo final.

No presente trabalho dosearam-se os niveis de auxinas (AIA e AIB) e
avaliaram-se os niveis de actividade das enzimas oxidativas, polifenoloxidases,
peroxidases e AlA-oxidase, em amostras de dois cultivares de oliveira, dopadas
e ndo dopadas com IBA exdgeno. Os dois cultivares de oliveira utilizados,
‘Galega vulgar’ e ‘Cobrancosa’, foram escolhidos por apresentarem um
comportamento antagdnico relativamente a formagao de raizes adventicias por
estacaria semi-lenhosa. Enquanto o cultivar ‘Galega vulgar’ se apresenta
recalcitrante ao enraizamento por este processo, com taxas de formacao de
raizes adventicias que ndo ultrapassam em média os 10%, o -cultivar
‘Cobrancosa’, tem mostrado facilidade de enraizamento, apresentando taxas
médias superiores a 70%.

Material e Métodos

Recolha de material para andlise

O material vegetal utilizado nestes ensaios foi recolhido no final de
Janeiro nos campos de pés-mde dos Viveiros Plansel S.A., em Montemor-o-
Novo. Foram preparadas 455 estacas semi-lenhosas de cada um dos cultivares.
As estacas foram mergulhadas durante 20 segundos numa solucao de AIB a
3500 ppm e, ap6s um curto periodo de secagem, foram colocadas numa
bancada de enraizamento. Foi removido do ensaio material vegetal de cada
cultivar a diferentes tempos (0,2, 4, 6, 12, 24, 72, 96, 120, 144 horas), de forma
a serem quantificados os niveis de auxinas nos tecidos vivos da base das
estacas. Foi também analisado um controle (sem AIB). Todo o material vegetal
que constituia as amostras foi imerso em azoto liquido e colocado em
ultracongelacao a -80°C até ser utilizado para andlise posterior. Nos casos em
que foi necessaria a liofilizacdo esta foi efectuada imediatamente antes da
analise quimica.

Separacgdo, identificagdo e quantificagdo do AIA e AIB

A 0,5 g de material vegetal liofilizado foram adicionados 10 ml de
solucao de extrac¢ao -80% (v/v) de acetona (ou metanol) numa solugdo aquosa
de BHT (butylated hydroxytoluene) 100 mg L-! (Zin-Huang et al.,, 1996; Souza et
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al., 2003; Mori et al., 2005). O uso de BHT serve para impedir a degradagao das
auxinas durante o processo de extraccao das amostras. Em seguida a mistura
foi extraida a frio, no escuro e com agitacdo durante 1, 3 ou 5 horas e
centrifugada durante 15 minutos. O sobrenadante recolhido foi evaporado no
rotavapor a temperatura ambiente. Apds secagem o residuo foi recolhido em 5
ml de BHT 100 mg L e o pH da mistura acertado a 3 com HCl 1M. A mistura
obtida foi posteriormente extraida com éter etilico (duas vezes), obtendo-se
uma fase organica e uma fase aquosa. A fase organica foi entdo recolhida,
evaporada e reconstituida em 400 uL de metanol e injectada no aparelho HPLC-
DAD. As condi¢ées de andlise usadas foram: coluna ZORBAX Eclipse XDB-Cjs;
Fase Moével - Agua + 2,5% MeOH + 0,5% 4acido férmico (A) e MeOH (B);
gradiente utilizado - 0 min., 80% A, 5 min., 70% A, 8 min., 60% A, 11 min., 50%
A, 17 min., 25% A, 22 min., 10% A; fluxo - 1 mL min-1; volume de injec¢ao - 20
uL; deteccdo UV a 254 nm. Tempo final de andlise = 24 min. Cada amostra foi
injectada 2 vezes. Para a extraccdo de padrdes o material vegetal foi substituido
por 500 pL de solugdo padrao de AIA e AIB (320 ng pL1). Foram realizados 3
ensaios de extrac¢ao, quer sobre padrdes quer sobre amostras vegetais
dopadas com uma concentra¢do de 400 ng mL-1. A quantificacdo do AIB e AIA
nas amostras vegetais foi efectuada com recurso a duas rectas de calibragdo
(R?=0,999) obtidas por injeccado no HPLC-DAD de padrdes de concentracdo
conhecida. Para construir as rectas de calibracdo foram utilizadas seis
concentragdes diferentes (quatro réplicas para cada) de AIA e AIB: 10; 20; 30;
40; 50 e 60 ng pL-1. Cada solugdo foi injectada trés vezes.

Actividade enzimdtica de polifenoloxidases e peroxidases

O material vegetal foi homogeneizado em azoto liquido e depois
extraido com tampao acetato a pH 5,5 e 4°C durante 1 hora. Apés centrifugacdo
a 15000g, durante 30 min a 4°C, obteve-se o extracto bruto de enzima. A
quantificagdo da proteina total no extracto foi efectuada de acordo com
Bradford (1976). A actividade enzimatica foi determinada segundo Dincer et al.
(2002), usando como substracto o 4-metilcatecol e tendo-se efectuado leituras
da absorvancia a 490 nm durante 3 minutos. Para a determinacdo da constante
de Michaelis-Menten analisou-se a velocidade de transformag¢do do substrato
para varias concentracgoes: 0,3; 0,6; 1,2; 2,5; 4,9; 9,8 e 19,6 mM. Em seguida
construiram-se as curvas com o método classico de Michaelis e Menten e com o
método de Lineweaver-Burk, determinando-se os valores de KM graficamente.
Pode-se usar o método da PPO para a determinacdo da actividade da
peroxidase adicionando apenas H;0; ao teste. A actividade da peroxidase em
extractos de folhas de oliveira atinge o maximo a partir de 2,5 mM H;0,.

Actividade da 1AA-oxidase

A avaliagdo da actividade da AlA-oxidase em extractos de material
vegetal de oliveira exigiu a elaboracao de um método inovador que se baseia na
quantificagdo do Aacido-indol-3-acético (AIA) residual apés incubagdo de
extractos de material vegetal de oliveira com AIA e com co-factores. Apds
incubacdo a 30°C dos extractos com os substratos AIA ou AIB, efectuou-se uma
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quantificacdo do AIA ou do AIB residual através de uma separacao
cromatografica das auxinas existentes no extracto. Dos co-factores de AIA-
oxidases de varias plantas mencionados na literatura (Mn2+, 2,4-diclorofenol,
acido cumarico, H202 e outros) na oliveira apenas o acido cumarico (p-CA) em
conjunto com H;0; possibilitam a degradacdo enzimatica do AIA. Os dois co-
factores isolados ndo exercem nenhuma activacao da AlA-oxidase da oliveira.
As concentracdes Optimas do p-CA e da H;0; foram de 0,1 e 0,4 mM,
respectivamente. O pH 6ptimo foi de 4,5 a 5. As misturas de incubacéo
adicionam-se 0,4 volumes de butanol - acido férmico 15:1, v/v. Apoés
centrifugacdo das misturas aplica-se 5 uL da fase organica numa placa
cromatografica. Depois da cromatografia efectua-se a quantificacdo do AIA
residual por meio de densitometria UV 254 nm.

Resultados e Discussao

Os valores obtidos nos ensaios para quantificagdo dos contetidos
enddgenos de auxinas nos tecidos da base das estacas relativamente aos dois
cultivares em estudo apresentam-se nas figuras 1 a 4.

Foi possivel identificar de forma sistematica maiores concentra¢des de
AlA livre nos tecidos do cultivar ‘Cobrancosa’ (fig. 1 e 2). A analise das mesmas
figuras permite-nos ainda constatar que ap6s a dopagem com AIB, os niveis de
AlA subiram significativamente em ambos os cultivares. Estes niveis voltam no
entanto a descer, a partir das 2 horas, para o cultivar ‘Galega vulgar’ e, a partir
das 6 horas, para o cultivar ‘Cobrangosa’, atingindo a partir das 72 horas
valores proximos dos registados antes da dopagem.

Quanto aos niveis endogenos de AIB (fig. 3 e 4), observou-se uma
subida significativa e semelhante nos dois cultivares apés dopagem, atingindo-
-se as 2 horas valores proximos das 40ng/g de matéria vegetal. No cultivar
‘Galega vulgar’ os niveis de AIB voltam a descer a partir das 12 horas ap0s
tratamento mas mantém-se elevados no cultivar ‘Cobrancosa’.

Os resultados relativos a actividade das enzimas oxidativas
apresentam-se nas figuras 5 a 7. Relativamente a actividade das peroxidases
(fig. 5), ndo se observaram diferencas entre os cultivares em estudo. Estas
diferencas sao no entanto evidentes quando se analisa a actividade tanto das
polifenoloxidases como da AlA-oxidase. Quanto a actividade enzimatica da
polifenoloxidase, verificou-se que na fase inicial (0 e 2 horas de dopagem) ela é
mais alta na Cobrancosa, enquanto a partir das 4 até as 144 horas apoés
dopagem a actividade é constantemente mais alta em Galega (fig. 6). E no
entanto relativamente a actividade da IAA-oxidase que as diferencas entre os
dois cultivares é mais evidente.

Como referido, a analise da actividade enzimatica da [AA-oxidase exigiu
a elaboracao de um novo método para a quantificacdo do acido-indol-3-acético
(AIA) residual. Ap6s a optimizacdo desta métodologia foi possivel proceder-se a
esta analise, tanto em estacas de ‘Cobrangosa’ como de ‘Galega vulgar’, para os
mesmos tempos apds dopagem com 3500 ppm de AIB, que ja foram referidos, 0
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a 144 horas. Os resultados obtidos apresentam-se na figura 7, sendo de
destacar o facto de a actividade da AlA-oxidase ser muito mais alta em Galega
do que em Cobrangosa. Esta actividade alta da AIA-oxidase da Galega mantém-
se mais ou menos constante entre 0 e 144 horas apds dopagem. Em Cobrancosa
a actividade da AIA-oxidase esta relativamente alta entre 0 a 6 h, depois atinge
o valor minimo 48 h apds dopagem (fig. 7).

Face aos resultados obtidos justificar-se-ia sugerir um aumento da
concentracao de auxina nos tratamentos efectuados ao cultivar ‘Galega vulgar’,
esperando que com este aumento, ndo fosse tdo efectiva a sua degradacdo e que
deste modo fosse possivel a estimulacdo da rizogénese. A figura 8, cujos dados
reportam a um trabalho de fim de curso de Engenharia Agricola, realizado na
Universidade de Evora em 2000 (Palhete, 2000), mostra-nos precisamente o
contrario. Os tratamentos com niveis mais elevados de IBA (5000 e 7500ppm)
sdo os que apresentam os piores resultados. Pode assim concluir-se que, o
aumento da concentracdo de auxina como forma de compensar a elevada
actividade das enzimas oxidativas ndao conduz aos resultados esperados,
possivelmente porque que a estas concentragdes a auxina comega a ser toxica
para a planta.

Ensaios realizados in vitro mostraram que o acido ascorbico inibe
claramente a degradacdo enzimatica do AIA pela AlA-oxidase. Este efeito
inibidor do acido ascérbico comeca a uma concentragdo de 13uM e torna-se
quase completo a 133 uM (fig. 9).

Baixos niveis de auxina enddgena e uma elevada actividade das
enzimas oxidativas durante o processo de reprogramacao celular, sdo factores
que podem estar na origem da dificuldade de enraizamento de estacas semi-
lenhosas do cultivar ‘Galega vulgar’.

O aumento da concentracdo de IBA ndo parece resolver o problema. A
utilizacdo de um anti-oxidante, concomitantemente com o tratamento auxinico,
revela-se uma possibilidade que nao nos foi possivel testar in vivo mas que se
justifica avaliar em ensaios futuros sobre este tema.
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Figura 5 - Actividade enzimatica da Peroxidase nos tecidos da base da estaca durante o
processo de enraizamento, nos cultivares ‘Galega vulgar’ e ‘Cobrancosa’.
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Figura 6 - Actividade enzimatica da PPO nos tecidos da base da estaca durante o
processo de enraizamento, nos cultivares ‘Galega vulgar’ e ‘Cobrancosa’.
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Figura 7 - Actividade da AlA-oxidase em extractos do tecido do caule em ’Galega’ e em
‘Cobrancosa’ na presenca de 0,1 mM AIA, 0,1 mM acido cumarico e 0,5 mM H202. Sem
dopagem (Controlo) e 0 a 144 horas ap6s dopagem com 15 mM de AIB durante 20
segundos. Valores de AlA residual depois de 30 min de incubagao in vitro a 30°C.
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Figura 8 - Valores das percentagens de  Figura 9 - Inibigdo in vitro da actividade
enraizamento obtidas nos tratamentos  enzimatica da AIA-oxidase com acido ascorbico.
com diferentes niveis de AIB, para os  AIA residual ap6s 30 min de incubacdo a 30°C
varios tempos de contacto estudados. sem e com vdarias concentracdes de acido
DMS=95% (Palhete, 2000) ascorbico.

Actas Portuguesas de Horticultura, n.° 14 (2011) 22



