ELISANDRA FRANCISCO DE SOUZA

ESTUDO ANATOMICO DE GALHAS INDUZIDAS PELA
BACTERIA Rhodococcus fascians EM PLLANTAS DE Acacia
| mearnsii

CURITIBA
2000



ELISANDRA FRANCISCO DE SOUZA

ESTUDO ANATOMICO DE GALHAS INDUZIDAS PELA
BACTERIA Rhodococcus fascians EM PLANTAS DE Acacia
mearnsii

Monografia apresenta a disciplina Estagio em
Botanica, Setor de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal do Parana, para obtengdo
do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Orientadora: Prof® Dr® Marguerite G. G.
Quoirim

Coorientadora: Prof® Dr” Cleusa Bona

CURITIBA
2000



“Quem é sabio procura aprender,
mas os tolos estio satisfeitos com
a sua propria ignorancia”.

Provérbios 15.14



A minha mie Geni F. de Souza

com muito carinho.



AGRADECIMENTOS

Agradego a minha orientadora Professora Marguerite G. G. Quoirim pelos
ensinamentos em mais de um ano de estagio. Pelas bibliografias cedidas para o
desenvolvimento da monografia.

Agradego a Kelly, colega de turma e companheira em um ano de estagio, pelos
momentos de descontragéo, mesmo nas horas mais dificeis de trabalho.

Agradeco a professora Cecilia Iritani, professora responsavel pelo Laboratério
de Micropropagagiio Vegetativa, pelo uso do laboratério e dos equipamentos no
processo de inoculagdo.

Agradego a professora Cleusa Bona, que me ensinou todas as técnicas
histolégicas, ¢ que com muito atengdo me ajudou a fotografar ¢ a descrever os
resultados obtidos. Agradego & mesma professora, responsavel pelo laboratério de
Boténica Estrutural do Departamento de Botanica da UFPR, local onde foram realizadas
as fotos, pelo material cedido para as fotografias e pelo auxilio na utilizagdo dos
microscépios.

Agradeco ao professor Yedo Alquini, professor responsavel pelo laboratorio de
Microtecnia Vegetal do Departamento de Botdnica da UFPR, pelo uso dos

equipamentos necessarios para a realizagio dos cortes e preparo das laminas.



SUMARIO

RESUMO . e VI
LOINTRODUGCAO. ... 01
1.1 AS QCACHAS. .....ooi it 01

1.2 Acaciamearnsii............................oooiiiiiiiiiiii 01

1.3 A micropropagaco da aCacia NeEIA...............coervireviieiiieeiiieie e 01

1.4 Rhodococcus fascians..........................ccccc.oooieiiiiiiiieeee e 02

ES As galhas. ..o 04

2.0 OBIETIVOS . e 05
3.0 MATERIAIS E METODO. ... 05
3.1 Material Vegetal...................... 05

3.2 Escarificagdo € semeadura..........................oooiiiiiiii i 05

3.3 Condigdes da cdmara de crescimento.........................oc.oooioiiiiiee 05

3.4 Meios de cultura e inoculagdo com Rhodococcus fascians.......................... 05

3.5 Técnicas histolOgICas..............ccoccoiiiii i 06

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO . .. ..o 07

B0 FIGUIAS. ... oo R 10

5.0 CONCLUSAO ... 17



RESUMO

A espécie Acacia mearnsii € uma dicotileddnea que quando infectada com a cepa
D 188 da bactéria Rhodococcus fa.vcidh.v'dcscnvolvc no local de infecgdo, na altura do
n6 cotiledonar, ma formagdes conhecidas como galhas. Estas sdo cobertas por pequenas
folhas. Estas galhas sdo formadas a partir de citocininas secretadas pela bactéria. A
analise anatomica destas galhas mostra as moditicagdes ocorridas no meristema apical e
nos primordios foliares, como conseqiiéncia da presenga de compostos secretados pela

bactéria.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 As acicias

‘Pertencentes @ familia dag Leguminosas, as acacias $do arvores que vivem nos
mais variados ambientes, sendo mais abundantes em regides tropicais, o que implica em
climas quentes e condigdes Umidas (BAILEY e BAILEY, 1976). Essas plantas
geralmente apresentam folhas compostas, alternas e inflorescéncias vistosas (CORREIA,
1995). Séo originarias da Austrahia e foram introduzidas no Rio Grande do Sul em 1916.
Sua cultura foi sendo incrementada e hoje espalha-se por todo o Brasil (RIZZINI e
MORS, 1995).

A habilidade das espécies de acacias de crescerem rapidamente em solos pobres
levou a difundir seu uso em florestas, parques, em obras de estabiliza¢do de solos ou

reflorestamento nas zonas de areas degradadas (NAT. ACAD. SC., 1980).

1.2 Acacia mearnsii

A Acacia mearnssi (acacia.negra) € cultivada na regido Sul do Brasil onde €
utilizada para a producdo de taninos destinados a induastria de curtume. Na medicina, a
raiz ¢ utilizada para a produgdo de esséncias (RIZZINI e MORS, 1995). A madeira é
uma alternativa econdmica e tecnicamente importante, tanto para produc¢do de energia
quanto para a industria de celulose.

E uma arvore de importancia econémica também na Affica e India. Sua origem
de clima sub-tropical permite seu perfeito desenvolvimento na América do Sul em climas

de 17°a 23°C (NAT. ACAD SC.. 1980).

1.3 A micropropagacio da Acicia.negra

O processo de propagagio vegetativa por micropropagagdo foi aplicado a
espécie dcacia mearnsii por varios autores (CORREIA & GRACA, 1995; HUANG s
al.. 1994). Utilizou-se o método de divisdo de micro-estacas obtidas a partir de _erJto/;
(cada micro-estaca contendo uma gema axilar). Contudo, o matenal jovem utilizado ma

presente pesquisa apresenta uma taxa de multiplicagdo relativamente baixa (2 a 2,5 por
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més) (SANTOS & QUOIRIN, 1999) quando, para outras espécies lenhosas, como

Lucalyptus, taxas de S a 6 por més sdo alcangadas.

1.4 Rhodococcus fascians.

A bactéria Gram-positiva Rhodococeus  fascians (TILFORD), (Phytomonas
Sfascians (TILFORD, 1936), Corynebacterium fascians i(‘ TILFORD E DOWSON,
1942)) infecta grande variedade de dicotiledoneas e monocotiledoneas, resultando na
indug¢do de ma formagdes, conhecidas como galhas (centros meristematicos multiplos e
primordios de brotos que ndo se alongam).

Nas dicotiledoneas, no local de infec¢do desenvolvem-se galhas que sdo cobertas
por pequenas folhas, processo chamado de “fasciagdo” (FINAL SCIENTIFIC REPORT,
1998). Ocorre aiﬁda a inibigdo da domindncia apical resultando na formagdo de galhas
em diferentes niveis de desenvolvimento (VEREECKE et al., 1997).

Em monocotiledoneas a infec¢do resulta na deformagdo de bulbos e/ou na
formagdo de varios brotos alongados (FINAL SCIENTIFIC REPORT, 1998).

Muitas espécies pertencentes as familias Brassicaceae, Salicaceae, Compositae;
Scrophulariaceae, Solanaceae, Liliaceae, Papaveraceae, Gramineae e Fabaceae podem
ser infectadas por R. fascians (FINAL SCIENTIFIC REPORT, 1998).

A utilizagdo desta bactera para obten¢do de galhas constitui um novo metodo de
micropropagagio in vitro, uma vez que permite a proliferacio de gemas a partir de
tecidos men’steméﬁcos (VEREECKE er al., 2000). A

A infecg¢do de uma planta intacta pode ser obtida por infiltragdo sob vacuo. onde
as plantas permanecem em uma suspensdo bacteriana, ou aplicando a bactéria em uma
superficie terida. Outra maneira .menos eficiente ¢ aplicar a bactéria no substrato de
crescimento ou sobre a superticie intacta da planta. Explantes tais como discos foliares
também podem ser infectados com éxito, dando origem a galhas com folhas. Cultura de
celulas e de calos infectados reagem da-mesma maneira.

No caso da cepa D188, a propriedade de induzir a fasciagdo esta relacionada com
a presenga de um plasmidio linear de £200kb, pFiD188, que carrega varos loci
envolvidos na formagio da galha. Mutagdes no locus faz tornam a bactéria nio .

patogcnica. Uma mutagdo no locus ar provoca uma fascia¢do atenuada resultando em
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galhas pequenas que se formam maig devagar. Finalmente, uma mutaglo no locus Ayp
provoca uma hiperfascia¢do levando 4 formagio de galhas maiores, se comparadas com
o tipo selvagem (CRESPI er al, 1995). Genes cromossdmicos da bactéria estdo
igualmente envolvidos no processo de infecgdo. uma vez que eles tém cfeito sobre a
sobrevivéncia de K. fasciuns como endofitica ou epifitica (GOETHALS, niio publicado).

A formagdo de galhas resulta da moditicagdao do balango hormonal nos tesidos
infectados. Os sintomas de fasciagdo se parecem com os efeitos da aplicagdo de
diferentes concentra¢des de citocininas. Porém. sdo diferentes desses ultimos devido a
presenca de primordios ndo alongados e a auséncia de brotos alongados. O estimulo de
substancias de crescimento endogeno ou reguladores quimicos de crescimento acelera o
metabolismo celular ativando a divisdo (GEORGE, 1993).

As linhagens virulenta e ndo virulenta da bactéria R. fascians secretam citocininas
quando em meio de cultura liquido. Foram detectados 11 tipos diferentes de citocininas
em culturas de R. fascians. Entretanto estas citocininas sdo formadas pela bactéria
independente de sua patogenicidade. A origem das citocininas secretadas é discurida
assim como a sua significdncia no processo de fasciagdo das plantas (EASON er a/.
1996).

Um dos genes do locus fac codifica a isopentil transferase (IPT) que esta
envolvida na biossintese de citocinina. Este € homdlogo ao gene da isopentil transferase
da Agrobacterium tumefasciens e Pseudomonas syringae pv savastanoi (EASON er al .
1996). |

Alguns trabalhos apresentam a hipotese segundo a qual novos compostos sio
produzidos pela bactéria e estdo ligados a uma ruptura no balango hormonal da planta.
provocando a formagdo de gathas (VEREECKE et al., 2000). Outros trabalhos tentam
provar que no inicio da intec¢do por Rhodococcus fascians, a bactéria produzinia
moleculas de citocininas que trdo auxiliar no proceéso inicial de formagdo da galha.
Nestas estruturas jovens ha intera¢des metabolicas entre a planta e a bactéria que
resultam na produgio de compostos especificos da galha atuando como indutores da
expressio do gene faz. As citocininas modificadas, que sdo secretadas pela bactéria,
provocam a diferenciagio posterior das galhas e o crescimento (GOETHALS er al.,

1995).

03



I.4 As galhas

As galhas sdo constituidas por uma proliferagio dos tecidos meristematicos
infectados pela bactéria (GOETHALS, 19906).

Cada galha pode ser considerada como uma planta altamente condensada onde a
produgdo amplificada de primordios e meristemas (apicais e axilares) esta limitada a uma
regido compactada pela supressdo dos processes de alongamento e dominancia apical. A
analise morfologica dessas galhas sugere uma distribuigdo espacial dos primordios de
acordo com as regras fundamentais da filotaxia. A bactéria pode.ser destruida por
agentes bactericidas e as galhas cultivadas em um meio desprovido de reguladores de
crescimento e contendo bactericidas. Esse tratamento provoca o crescimento de varios
brotos independentes, uma vez que a a¢do da bactéria foi eliminada. Cada broto pode ser
transferido a um meio fresco e produzir um clone fértil. Este efeito € ainda mais
dramatico quando as galhas sdo mantidas no escuro, onde s3o produzidas grande
quantidades de brotos estiolados, que podem ser cultivados até formarem plantas
normais (VEREECKE et al.. 2000).

Resultados preliminares obtidos por SANTOS, S CL. & QUOIRIN, M. (1999)
mostram o desenvolvimento de galhas a partir do n6 cotiledonar de Acacia mearnsii.
Desta maneira, as gemas que se desenvolveram nas galhas, proporcionaram uma taxa de
multiplicagdo de 3,5 a 3,7 por mes, ou seja maior do que aquela obtida por
micropropagac¢do tradicional que ¢ de 2a 2, 5.

A ufilizaq:éo de Rhodococcus fascians para obtengdo de galhas constitui um novo
método de micropropagagdo in vitro, uma vez que permite a proliferagdo de gemas a
partir de tecidos meristematicos. A vantagem do método é que a adigdo de reguladores
do crescimento ao meio de cultura ndo é necessaria. De outro lado, se evita o risco da
variagdo genetica ou epigenética que acontece as vezes durante a micropropagagio. Os
problemas de vitrificagdo associados ao uso de uma citocinina sintética desaparecem.

Além disso, seria possivel implementar um método de transtormagio genética da
acacia negra. combinando o uso de .{qmbacterimﬁ rumefasciens (para introdugio de
DNA exogeno nas células vegetais) e Rhodococcus fuscians (para obtengio de gemas

mulitiplas a partir de menstemas transtormados).



2.0 OBJETIVOS

o Estudar a anatomia de galhas de Acucia mearnsii, obtidas a partir do cultivo in vitro,

através da.observa¢do microscopica.
3.0 MATERIAIS E METODO

3.1 Material vegetal:

Sementes de Acacia mearnsii foram obtidas da empresa TANAGRO (RS).

3.2 Escarificacio e Se}neadura:

As sefnentes de Acacia mearnsii foram ferv_jdas durante um minuto em agua
deionizada e desinfectadas com a utiliza¢3o c'i’el'hipoclorit'o de séﬁdio 5 % por 10 minutos.
Apds trés lavagens com 4gua estéril, foram postas a germinar em vidros estéreis
contendo algoaﬁo embebido com meio mineral MS liquido (MURASHIGE & SKOOG,
1962). As sementes foram incubadas em cimara de crescimento, pelo‘péﬁddo de uma

semana.

3.3 Condig¢des da cimara de crescimento:
A temperdtura:fb_'i'de 25 +/-2° C.o fotoperiodo de 16 horas ¢ a luz fornecida por

tubos fluorescentes, tipo “luz do dia™ (aproximadamente 40 umol.m™s™).

3.4 Meios de Cultura e [nocﬁlacﬁo com Rhodococcus fascians:

A babtéria R}ﬁ)dék()c‘dl.\' Jfascians (cepas D 188) foi obtida do Instituto de
Genética da Universidade de Gent, Bélgica. A bactéria foi cultivada em meto YEB
soliditicado por 24 h, sendo em seguida transferida com palitos estéreis para trascos
contendo 10 mL do meio YEB liquido ¢ deixada em crescimento bor 24 horas em

agitacdo a 28° C.

0s



Uma semana apds a germinagdo, as pliantulas foram colocadas nos frascos
contendo a solugdo de bactéria ¢ 03 frascos toram deixados no vacuo por cinco minutos.
[Logo apos a plantulas foram transferida para vidros contendo meio mineral MS (MSO)
adicionado de sacarose (0,1 %) ¢ solidificado com agar. Foi preparado um frasco
controle, com plantulas ndo infectadas para comparar com as plantulas inoculadas.

Os vidros contendo as plantulas em meio MSO passaram a ser incubados na

camara de crescimento.

3.5 Técnicas histoldgicas

Para analise histologica foram confeccionadas ldminas permanentes. Foram
coletadas de 2 a S plantulas a partir do quinto dia apos a inoculacdo, dois dias antes da
observagdo macroscopica das primeiras galhas. As coletas foram repetidas
aproximadamente a cada trés dias até o trigésimo dia apos a inoculacio (periodo em que
ndo ha mais crescimento notavel das galhas), para se obter galhas em diferentes estagios
de crescimento e desenvolvimento.

As plantulas coletadas foram retiradas do meio MSO e o hipocotilo e parte dos
cotilédones foram retirados deixando bem aparente a regido do nd cotiledonar, que € a
parte de interesse.

O material for fixado em F.A A, 70 (SASS, 1951), a vacuo por 24 horas. Apos
48 horas no fixador, o material foi transferido para alcool 70%, passando assim pelo
processo de desidratagdo em série alcoolico-etilica e emblocado em historresina (GMA)
de acordo com as técnicas de O’BRIEN (1964).

Foram realizados cortes longitudinais. As secgdes seriadas de espessura de 3-7
um foram obtidas em micrétomo rotatorio, distendidas em agua morna e aderidas sobre
lamina. Coradas com solu¢do aquosa de Azul de Toluidina (O'BRIEN, 1964) ¢ a
montagem com laminula e Entelan.

As totos toram feitas através de fotomicrogratia (MF) no microscopio ZEISS

AXIOLAB e as escalas projetadas nas mesmas condig¢des opticas.



4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Acacia mearnsii apresenta um rapido descrvolvimento in vitro sendo possivel
observar todas as caracteristicas morfologicas, macroscopicamente, em uma planta com
20 dias de semeadura. A figura Ol mostra uma planta controle (sem a presen¢a da
bactéria). As galhas podem ser observadas macroscopicamente a partir do décimo dia de
inoculagdo (Fig. 02). O desenvolvimento das galhas se da acima do no cotiledonar, na
regido das gemas axilares e meristema apical do caule, local de agdo das citocininas
produzidas pela bactéria, como descrito no relatorio FINAL ~ SCIENTIFIC - REPORT
(1998).

A estrutura do meristema apical, da planta controle de 4. mearnsii € semelhante
aquela descrita para as dicotiledoneas segundo ESAU (1974), ou seja, tinica com duas
camadas de células e o corpo constituido por vanas camadas celulares. O meristema
apical mostra células de conteudo denso e nucleo relaltivamente grande na regido da
tanica/corpo e procambio. As folhas jovens que circundam o meristema apical
apresentam cé€lulas epidérmicas mucilaginosas (Fig. 03).

Acacia mearnsii, apos sete dias de contato com a bactéria, mostra o meristema
apical do caule com alto desenvolvimento meristematico entre os primordios foliares
(Fig. 04). As células desta regido apresentam citoplasma denso e nucleos relativamente
grandes. Celulas epidérmicas mucilaginosas est3o presentes nas folhas jovens e tricﬁmas

| glandulares se desenvolvem na regido axilar (Fig. 05). Nessa regido axialr pode ser
observado o inicio de formag¢do das galhas (Fig. 06). VEREECKE er al. (1997)
registrou, para tabaco inoculado com Rhodococcus fascians, mudangas qualitativas e
quantitativas nos conteudos tenolicos das galhas. Se¢des de galhas de tabaco foram
analisadas mostrando a presen¢a de muitas células meristematicas. como observado em
Acacia mearnsii. VEREECKE er al. (2000) descreve o desenvolvimento de galhas nas
regides do meristema axilar em Arropa belladonna formadas a partir da presenga da R.
Sfascians, esta situagio toi registrada em dcacia mearnsii (Fig. 06).

A plantula com onze dias de inoculagdo apresenta desenvolvimento na regiio do
meristema apical devido a tormagio de protuberénciasA (galhas) causadas pela presenga

da bactéria. Segundo ESAU (1974), a zona periférica do meristema apical apresenta



forte atividade mitética, o que leva a crer que a presenca de substancias liberadas pela
bactéria K. fuscians acclera ainda mais o metabolismo celular levando a formagdo de
galhas em toda a regido meristematica da planta inclusive nas folhas jovens (Fig. 07).
Para VEREECKE ¢/ al. (1997), a infiltragdo a vacuo de tabaco com K. fuscians provoca
um actimulo do 7-metil csculina, derivada da coumarina, na planta. Segundo esse autor
esta substancia poderia estar relacionada com o aparecimento de galhas nos meristemas
axilares e nas nervuras das folhas.

Em plantulas com doze dias de inoculagdo (Fig. 08) observou-se um aumento no
niimero de galthas quando cSmparadas com plantulas com onze dias de inoculagdo (Fig.
07) mostrando a a¢do intensa das substancias liberadas pela bactéria. Para BINS er al.
(1987) a citocinina exogena controlaria a divisdo celular intensa em algumas espécies de
dicotileddneas.

Estas protuberdncias (galhas) estdo presentes também nos peciolos (Fig. 09)
mostrando que a atuagdo da bactéria se faz em toda a regido do caule e nas folhas
jovens. Entretanto em infecgdes via infiltragdo realizadas por VEREECKE ef a/. (1997),
em plantas de tabaco, as galhas se formam nas margens das folhas e nas nervuras.

A colonizagdo da plantula pela bactéria é tdo intensa que pode ser observada
microscOpicamente, em plantulas com apenas doze dias de inoculagdo (Fig. 10), onde a
bactéria esta presente, na regido periférica do meristema.

Em dcacia mearnsii, o desenvolvimento acelerado pela bactéria se da
essencialmente nos meristemas apicais. Segundo VEREECKE ez a/. (1997), a infecgdo
por R. fascians afeta as espécies arboreas nos meristemas localizados nos apices dos
brotos, como registrado em {cacia mearnsii. VEREECKE ef al. (2000) comparou uma
planta controle de Atropa belladonnq com plantas com galhas da mesma espécie, o autor
observou que a bactéria acelerou o processo de expansdo dos meristemas laterais da
planta mas ndo provocou o alongamento dos meristemas intercalares (Fig. 10a). Para
Atropa belladonna, o autor diz que a- presenga de citocinina exdgena provoca a
formagio de galhas com centros meristematicos multiplos, acelerando o processo de
desenvolvimento lateral mas tem pouco efeito no desenvolvimento do meristema
intercalar. O mesmo € observado para a Acacia mearnsii que aparentemente ndo sotre

nenhuma alteragdo em seus meristemas intercalares com a presenga de citocinina
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(Fig. 11 ¢ 12). As células da regido apical apresentam citoplasma mais denso que a planta
controle ¢ nucleos grandes, sendo possivel até mesmo localizarmos o nuclcolo (fig.13).
Estudos realizados por ESTRUCH et al. (1991) ¢ JAZIRI ¢r al. (1994) mostram que a
super produgdo de citocininas poderia induzir a divisdo cclular aumentando assim o

desenvolvimento da planta e sua diferenciagdo celular.
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[Fig. 07 a 10- Secedes longitudinais do dpice caulinar. 07- gathas com 1 dias de inoculagiio
nos primordios foliares ¢ na regido apical; 08- Galhas com 12 dias de inoculagio: 09-
Galhas no peciolo de uma plantula com 12 dias de inoculagio: 10- Bactéria Rhodococeus

fascians (=) na periferia do meristema apical. (tu) tanici; (¢) corpo; () galhas.



intercailary meristem

Normal p:ant| P. fasclans Eé‘:g:’::s
| 1. Leaf formation + +++ iy
- 2. Lateral expansion + ++ +
. 3. Elongaticn + .a- +/-




Hg. I1a > Sccedes longitudinais do meristema apical do caulc ¢cm plantulas com 22 dias
dc inoculacdo, evidenciando a lomiaco dc galhas. I 1- Vista geral; 12- Por menor do apicc
dqo caule ¢ lolhas jovens; 1> I*or menor de galha* na regido das folhas, (a) apice do caulc:

) lolhas; (g) galtias.



5.0 CONCLUSAO

A anilise anatdomica de galhas de -cacia mearnsii induzidas pela bactéria
Rhodococeus fascians mostra que as substancias liberadas pela bactéria, atuam nos
meristemas apicais e nos primordios foliares, provocando um aumento na divis3o celular

e consequentemente elteragdes morfoldgicas nestes locais.
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