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UTILIZACAO DA BACTERIA Rhodococcus fascians NA OTIMIZACAO DO
PROCESSO DE FORMACAO DE BROTOS DE ACACIA NEGRA

USE OF THE BACTERIUM Rhodococcus fascians FOR OPTIMIZATION OF
BLACK WATTLE SHOOT FORMATION

Cristiane De LOYOLA EISFELD'
Luciana LOPES FORTES RIBAS?
Marguerite QUOIRIN?®

RESUMO

A acécia negra (Acacia mearnsii) é cultivada por pequenos produtores na regido Sul do Brasil. Esta espécie produz
madeira, celulose e taninos. Devido a essa importancia, é preciso estabelecer técnicas de propagagdo desta espécie em grande escala.
Uma técnica que pode possibilitar a formacao de brotos multiplos consiste em utilizar a bactéria Rhodococcus fascians. Quando
plantulas de acécia negra germinadas in vitro sdo infectadas, no lugar do apice se desenvolvem galhas formadas por centros
meristematicos multiplos e primérdios de gemas. Para favorecer o alongamento dessas gemas, galhas foram separadas das plantulas
e cultivadas em meio de MURASHIGE e SKOOG (1962) contendo % da concentragéo dos sais, 20 g.L ' de sacarose e 7 g.L" de agar.
Trés experimentos foram realizados. No primeiro foi testada a adigdo ou ndo de carvao ativado (CA) (2 g.L"); no segundo foram
testadas a auséncia e trés concentracdes (0,29; 1,44 e 2,89 uM) de &cido giberélico (GA,) e no terceiro a auséncia e trés concentragbes
(1,0;2,0 e 5,0 uM) de é&cido 2,3,5-triiodobenzoéico (TIBA). A adi¢cao de CA no meio de cultura ndo aumentou a formagao de brotos, porém
inibiu a indug&o de raizes. J4 no segundo experimento, a suplementagéo de 1,44 uM de GA, ao meio de cultura provocou a formagéo
de um maior, porém né&o significativo, nimero médio de brotos por galha. No terceiro experimento, foi possivel observar que as
concentragdes de 2 e 5 uM de TIBA possibilitaram uma formagéo de brotos significativamente maior que o meio de cultura desprovido
de TIBA.

Palavras-chave: Acacia mearnsii, arvore leguminosa, cultura in vitro, organogénese.

ABSTRACT

Black wattle (Acacia mearnsii) is planted by small farmers in South of Brazil. This species provides cellulose, paper and
tannin. Considering the economical importance of black wattle, clonal propagation techniques need to be assessed. The technique
described in the present work uses the bacterium Rhodococcus fascians to induce the formation of multiple shoots. When in vitro
germinated black wattle plantlets are infected with R. fascians, leafy galls consisting of multiple meristems and bud primordia develop at
apical buds. In order to induce the formation of shoots, leafy galls were excised from the plantlets and cultured in culture media
containing three-fourth of mineral salts of MURASHIGE and SKOOG (1962) [8] medium (MS), full MS vitamins and organic compounds,
20 g.L" sucrose and 7 g.L" agar. Three experiments were conducted. In the first one, activated charcoal (AC) was added (29.L ") or not
to the culture medium. In the second one, three concentrations (0.29; 1.44 e 2.89 mM) of gibberellic acid (GA,) were tested and
compared to a control without GA,. In the third one three concentrations (1.0; 2.0 e 5.0 mM) of 2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA) were
supplemented to the culture medium. There was no statistical difference between shoot formation on AC containing media and control
media. In the second experiment, it was observed that addition of 1,44 mM GA3 to the culture medium induced a higher, but not
significant, mean number of shoots. When 2 or 5 mM of TIBA was added to the culture media, the number of shoots per leafy gall was
2.91 and 2.48 respectively, higher than on control medium (1.48).

Key-words: black wattle, organogenesis, in vitrotissue culture, leguminous tree.
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INTRODUCAO

Acacia mearnsii, popularmente conhecida
como acacia negra, pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Mimosoideae. Esta espécie, originaria
do Sudeste da Austrélia, vive nos mais variados
ambientes, sendo mais abundante em regides
tropicais (1). No Brasil, é cultivada por pequenos
produtores na regido Sul. Fornece madeira e
celulose, enquanto que sua casca é utilizada para
producdo de taninos destinados a industria do
curtume, a medicina e outras aplicagdes (13).
Devido a importancia da acécia negra, é preciso
estabelecer técnicas de propagagdo em grande
escala e fornecer material para programas de
reflorestamento. A micropropagacédo da acécia
negra ainda é problematica. Pela técnica de
multiplicagcdo de gemas axilares, Quoirin et al. (10)
obtiveram taxas de multiplicagéo de 1,7 a 3 por
més, as quais sdo consideradas como baixas para
realizar uma micropropagagéo eficiente. Outra
técnica estudada foi a utilizagao da bactéria
Rhodococcus fascians para induzir a formacao de
brotos multiplos. Esta bactéria gram-positiva
infecta uma grande variedade de plantas
dicotileddneas e monocotiledéneas (5). A indugéo
da fasciacdo esta relacionada com a presenca de
um plasmideo linear de 185 kb, chamado pFiD188,
que carrega loci envolvidos na formacéo da galha
(4, 2, 3, 15). A mutacao no lécus att induz uma
fasciagdo atenuada, produzindo pequenas galhas.
Este l6cus € muito importante para a regulagao da
expressdo dos genes de viruléncia da bactéria (6).
A mutagédo no lécus hyp provoca uma hiper-
fasciagcdo, quando comparada com um tipo
selvagem de bactéria (3). A acécia negra, quando
infectada pela bactéria, desenvolve galhas no lugar
do apice (11). Estas sdo formadas por centros
meristematicos multiplos e primérdios de brotos
que ndo se alongam.

O presente estudo teve como objetivo desenvolver
a etapa de formagao de brotos a partir das galhas
de Acacia mearnsii cultivadas in vitro, comparando
diferentes concentragdes e tipos de fitorreguladores
para aumentar a quantidade de brotos por galha.

MATERIAL E METODOS

Sementes de acécia negra, obtidas da empresa
Tanagro (RS), foram escarificadas por fervura em
agua destilada (1 min), desinfestadas por imersao em
hipoclorito de sédio 5% (15 min) e enxaguadas em
agua destilada estéril por trés vezes. Em seguida,
foram inoculadas em frascos de vidro (250 ml de
capacidade) autoclavados contendo algodao embebido
com 4gua destilada. As sementes foram mantidas por
7 dias em sala de crescimento, a 26 + 3° C, sob luz
fluorescente de tipo “luz do dia”, densidade de fluxo
de fétons de aproximadamente 40 pumol. m2sle
fotoperiodo de 16 h.

A bactéria Rhodococcus fascians, fornecida
pelo Laboratoire de Biotechnologie Végétale,
Université Libre de Bruxelles, Bélgica, foi cultivada
em meio Yeast Extract Broth (YEB) solidificado com
agar (15 g.L™1) por 24 h. Em seguida, ela foi inoculada
em meio YEB liquido mantido sob agitagao a 28 °C
por 24 horas.

Plantulas de 7 dias foram imersas na solugéao
de bactéria e mantidas sob vacuo por 10 min. Elas
foram entéo transferidas a frascos contendo 40 ml de
meio de cultura de Murashige e Skoog (9) isento de
fitorreguladores (MSO0), adicionado de 1 g.L" de
sacarose e solidificado com agar (7g.L"), mantidas
por sete semanas em cultivo.

Galhas excisadas logo abaixo do né cotiledonar
foram fonte de explantes para trés tipos de
experimentos. Elas foram cultivadas no meio de
cultura basal MS%: (meio de cultura MS com 3/4 da
concentracao de sais, Quoirin et al., 2004), vitaminas
e compostos organicos do mesmo meio, 20 g.L" de
sacarose e 7g.L'1 de &gar. A este meio foi também
adicionado o antibiético cefotaxima (250 mg.L™", para
matar Rhodococcus fascians e promover a emissao
de brotos. Os experimentos a seguir foram
desenvolvidos:

1) avaliagdo do efeito da adigdo ou nao de
carvao ativado (2g.L'1)

2) uso de diferentes niveis de GAg (0; 0,29;
1,44 e 2,89 |UM)

3) uso de diferentes niveis de acido 2,3,5-
triiodobenzéico (TIBA) (0; 1,0; 2,0 e 5,0 ULM).

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado. Cada unidade experimental foi
constituida por cinco frascos contendo 5 galhas por
frasco e 4 repeticoes.

Os frascos contendo as galhas foram
mantidos em sala de crescimento por 30 dias, até
a primeira avaliacdo, quando foi observada a
formacao de brotos e/ou raizes a partir das galhas.
Foi calculado a percentagem de galhas com brotos
e a percentagem de galhas com raizes. Apds 60
dias foi realizada a segunda avaliagdo, tendo por
objetivo determinar a quantidade de brotos
desenvolvidos por galha.

Os dados médios e originais foram submetidos
a analise de variancia e ao teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de 2 g.L' de carvéo ativo nao
revelou diferenga significativa (P<0,05) na
formagao de brotos a partir das galhas apés 60
dias em cultivo (Tabela 1). Por outro lado, a
auséncia de CA resultou em maior e significativa
(P<0.05) percentagem média de galhas enraizadas.
Este resultado pode indicar que ocorreu uma
adsorcao das auxinas da galha pelo CA, uma vez
que o meio de cultura nao continha
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fitorreguladores. Quoirin et al. (10) indicaram que
a presenga do carvao ativado no meio induz um

aumento do alongamento dos brotos de A. mearnsii
cultivados in vitro e nao inoculados com a bactéria.

TABELA 1 —Formagao de brotos e raizes em galhas de Acacia mearnsii cultivadas em meio MS% contendo ou nao carvao ativado
(2g.L"), apds 30 e 60 dias em cultivo.

N¢ médio de brotos por % de galhas com

% de galhas com brotos

“ratamentos - . - . galha raizes
Apos 30 dias Apds 60 dias ap6s 60 dias ap6s 60 dias

s5em CA 45,7a 66,1a 1,4a 73,2a

Jom CA 36,4a 66,1a 1,5a 40,7b

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A formacdo da galha ap6s a infecgéo por R.
fascians é devida a uma alteragdo do balango
hormonal (auxinas/citocininas) da planta hospedeira,
mas a natureza exata das moléculas sinalizadoras
ndo é totalmente conhecida (5). Manes et al. (7)
mostraram que, nos tecidos do tabaco infectados com
R. fascians, os niveis de citocininas e seus derivados
sdo baixos demais para serem significativos. No
entanto, os niveis de &cido indolacético foram mais
elevados que nos tecidos correspondentes nao
inoculados.

No segundo experimento, o uso de GA, no
meio de cultura nao resultou em diferengas
significativas, tanto para percentagem de galhas com
brotos, quanto para numero de brotos por galha e
percentagem de galhas com raizes (Tabela 2).

O efeito das giberelinas sobre a elongagao

dos entrenos é bem conhecido (12). Porém, na
cultura de gemas de péra japonesa (Pyrus
serotina), Yotsuya et al. (16) observaram um
resultado diferente: o GA, (2,89 uM), adicionado
ao meio de cultura contendo 4,4 uM de
benziladenina, ndo teve efeito sobre o alongamento
dos brotos, enquanto que a mistura de GA, e GA,
estimulou o alongamento.

Em plantas de tabaco infectadas com R.
fascians, a aplicacdo de giberelinas nao afetou a
formagao da galha enquanto que, no caso da ervilha,
a giberelina impediu esta formacédo (5). Porém, ndo
existe publicagdo de trabalho testando a aplicagéo
deste fitorregulador na galha ja formada. No presente
trabalho, GA, foi testado no intuito de provocar o
alongamento dos brotos a partir das gemas formadas
na galha.

TABELA 2 —Formagao de brotos e raizes em galhas de Acacia mearnsii cultivadas 30 e 60 dias em meio MS%: contendo ou néo acido

giberélico.

% de galhas com brotos

Ne médio de % de galhas com

Concentragdo de GA3

brotos/galha ap6s

Apés 30 dias Apés 60 dias 60 dias raizes apds 60 dias
0 38,4a 55,5a 1,4a 50,0a
0,29 uM 53,7a 64,2a 1,5a 61,7a
1,44 uM 54,2a 68,3a 1,5a 52,5a
2,89 uM 59,5a 66,7a 1,4a 49,5a

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No terceiro experimento, a suplementagéao de
TIBA ao meio de cultura resultou em maiores e
significativas percentagens de formagéo de brotos e
raizes e maior nimero médio de brotos por galha
(Tabela 3). Neste experimento foi observado um
provavel efeito anti-auxinico do TIBA quando
comparado com a auséncia. O uso de 2 uM de TIBA
resultou no maior nimero médio de brotos por galha
(2,9) e a maior porcentagem na formacéo de brotos

(92,0%) foi obtida com 5 uM.

No presente trabalho, o TIBA parece atuar
como inibidor do transporte da auxina, facilitando o
desenvolvimento de brotagdes a partir das gemas da
galha e dificultando a formagéo de raizes. Segundo
Schell et al. (14), o TIBA atua inibindo o transporte
polar da auxina de maneira ndo competitiva, ligando-
se ao carregador de efluxo de anions situado na base
da célula. Tal fixagdo modifica a conformagédo do
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carregador e impede a sua translocagao através do
plasmalema e modifica o balango hormonal, de tal
maneira que reduz a rizogénese. De outro lado, McKay
et al. (8) indicaram que o TIBA, além do efeito sobre
o transporte polar das auxinas, pode também atuar

Utilizagao da bactéria Rhodococcus fascians...

como uma auxina fraca.

Os brotos obtidos foram de boa qualidade
(Figuras 1 e 2); foram divididos em micro-estacas,
de maneira a aumentar a quantidade de material
vegetal.

TABELA 3 — Formagéo de brotos e raizes em galhas de Acacia mearnsii cultivadas em meio MS% contendo ou néo acido 2,3,5-

triiodobenzoico, apds 30 e 60 dias de cultivo.

% de galhas com brotos

M7 medio de brotos % de galhas com

Concentragdo de TIBA

por galha apos 60 o oc ands 60 dias

Apds 30 dias Apds B0 dias dias
1] 44 07 ar.3a 1,53 A4, 33
1,0 phd 52, 0a 82.7h 2,2h 20,00
2,0 ph 58, 7a 85,3b 28¢c 13,3h
4,0 phd 50,7a 920k 2.5be a,3b

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

Este trabalho mostra que o uso do TIBA no
meio de cultura aumenta o nimero médio de brotos a
partir das galhas induzidas por Rhodococcus fascians.
No entanto, a presenca de 0,2% de carvao ativado
(CA) nos meios de cultura ndo tem efeito sobre a
formagao de brotos e inibe a formagéo de raizes na
base das galhas; a adigdo de &cido giberélico aos
meios de cultura ndo afeta a formacao de brotos.
Porém, etapas posteriores deverao ser estudadas para

avaliar os efeitos de fitorreguladores na etapa de
enraizamento e para aclimatizar as mudas em casa
de vegetacgao.
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