MUL TIPLICACAO DE GEMAS AXILARES DE Acacia mearnsii DE WILD. SOB
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA?*

Ruter Disarze Maisa Pimentel Martins Corder

RESUMO-A propagacao de individuos superiores de acacia-n&gazig mearnsiDeWild.) visando ao
estabelecimento de florestas mais produtivas, homogéneas, resistentes a pragas e doengas € uma necessidade
nos dias atuais. Este estudo objetivou determinar o melhor meio de cultura, a concentracéo dos seus principais
sais e a utilizagao de carvao ativado para multiplicatéidoro de gemas axilares de mearnsii Plantulas
germinadasn vitro forneceram explantes que foram inoculados em diferentes meios de cylti®, BP

e WPM. Foram testadas diversas concentracfes do meio MS: ¥4, %2, % e 1/1 (concentragao original), 5/4, 3/
2,7/4 e 2/1, com e sem carvéo ativado. Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados com cinco, sete

e guatro repeti¢cdes, respectivamente, com quatro explantes por pareskiacdes foram feitas em intervalos

de 30 dias, através da contagem do nimero de folhas e gemas e da presenca de calos e clorose. Entre os meios
utilizados em sua composigado original, o MS promoveu a maior multiplicacdo de gemas (3,7 gemas/explante)
aos 30 dias. Entre as concentragdes de macronutrientes do meio MS, a diluicdo para 3/4 da concentragcao
original com a adigao de carvao ativado apresentou as melhores respostas para a multiplicagdo de gemas axilares

de acacia-negra (7,7 gemas/explante) aos 60 dias.

Palavras-chaveéicacia-negra, carvao ativado e multiplicagao.

MULTIPLICATION OF AXILLARY SHOOTS IN Acacia mearnsii DE WILD.
UNDER DIFFERENT CULTURE MEDIUM

ABSTRACT — The propagation of some superior black wattle individuatsia mearnsiDe Wild.) aiming

the establishment of more productive, homogeneous forests, resistant to plagues and diseases, is in great
need in our days. The objective of the present report is to find the best culture medium and analyze the use
of activated charcoal in tha vitro multiplication of axillary buds ofA. mearnsii Explants ofin vitro
germinated plants were inoculated in different culture mediaviB, SP and WPM. Several concentrations

of MS medium were tested: 1/4; 1/2; 3/4; 1/1 (original concentration); 5/4; 3/2; 7/4 and 2/1, with and without
activated charcoal. It was used a randomized experimental design, with five, seven and four replicates, with
four explants per replicate. The evaluations were performed after 30 days, through the counting of the numbers
of leafs and axillary shoots and the presence of callus and chlgkosisg the media used in the original
composition, the MS promoted the best multiplication of axillary shoots (3,7 buds/explants) on the thirtieth
day of cultureAmong the MS medium macro-nutrient concentrations, the dilution to 3/4 of the original
concentration with the addition of activated carbon promoted the best responses for the multiplication of
black wattle axillary shoots (7,7 buds/explant) after 60 days of culture.

Keywords: Black wattle, activated charcoal amditro micropropagation.

1. INTRODUCAO divididaem pequenas placas (MARCHIORI, 1997).
Acacia mearnsii(De Wild.), popularmente E uma espécie fixadora de nitrogénio, que é empregada
conhecida como acacia-negra pertence a famili&™ regioes subtropicais para protecao e recuperacao
Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, é uma arvore dée solos degradados, produtora de carvao e celulose;
porte médio, copa arredondada e casca castanho-esc#lizada principalmente para a extragao de tanino
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(QUOIRIN et al., 2001; @D et al., 2002). Sua casca é 2. MATERIAL E METODOS
considerada a principal fonte de tanino do mundo, contendo

. iy Os ensaios foram realizados no Laboratério de
entre 36 e 41% de taninos aproveitavedNBESet al.,

Biotecnologia Florestal da Universidade Federal de
Banta Maria, Santa Maria, RS. Plantulasdmearnsii
a%erminada$n vitro foram utilizadas como fonte de
explantes para a instalacdo dos experimentos. Utilizou-
se um lote de sementes procedentes de plantios
Entre as espécies florestais que compdem o cenarmpbmerciais préximos da cidade de Butia, R§uebra
silvicultural no pais, ocupado tradicionalmente pelosde dorméncia das sementes foi realizada pela imerséo,
génerofucalyptusPinus A. mearnsitem assumido, durante trés minutos, em agua quente (82yGeguida
nos ultimos anos, relevante expresséo comercial ane choque térmico em agua fria (0 °C) cbueen 20
as relagdes internas e externas de mercado estabelecidagd% (v/v), repousando por um periodo de 24 h.
pelas empresas do setor floresRERRANDOe  desinfestagéo superficial das sementes constitui-se
CORDER,2006) A producéo comercial de mearnsii  naimers&o em alcool 70% (v/v) durante 40 seg, seguida
ocupa uma area de aproximadamente 160 mil hectarege hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) durante 12 min
concentrada no sul do Brasil, da qual participame em cloreto de mercurio a 0,2% (p/v) por 8 min, sob
cerca de 10 mil propriedades da agricultura familiaragitagdo constante. Posteriormente, as sementes foram
(FOWLERet al., 1999). enxaguadas com agua destilada esterilizada e inoculadas
O crescente cultivo de acacia-negra, entretantc™ frascos contendo 30 mL de meio nutritivo MS,

ainda é estabelecido a partir de mudas produzidas p§fMissolidificado com 6 g:lde agar

sementes, resultando em florestas com alta variabilidade  As plantulas desenvolveram-se durante 21 dias
genética entre os individuos do povoamento eem temperatura de 23 °C e fotoperiodo de 16 h e
consequentemente, variabilidade na produtividade dghtensidade luminosa de 45 HUMoRst. Apos esse
floresta. Com o intuito de aumentar a produtividadeperiodo, segmentos nodais medindo aproximadamente
das florestas da. mearnsiia propagacao clonal de j ¢m de comprimento foram inoculados em meio nutritivo
individuos superiores selecionados dentro de Ungom adiczo de 2 mgide BAP (6-benzylaminopurine).
Programa de Melhoramento Genético vem send@s meios de cultura ap6s o ajuste do pH para 5,8 foram

desenvolvida atraves da cultura de teciddSQB  gsterilizados durante 15 min, através de autoclavagem
etal., 2000; ENGADESANet al., 2002). com pressdo de 1,5 atm e 125 °C.

de curtumes até a industria farmacéutic@WIreIRO
etal., 2005). Foi introduzida no Brasil por sementes trazid
da Africa do Sul (DNIETTOe STEIN, 1997).

Espécies do géneAraciaapresentam diversos As avaliacdes foram feitas a cada 30 dias de cultivo,
problemas durante a propagagaeitro. Contudo,  guando foram avaliados: presenca de calos, presenca
sucessos sao relatados, principalmentepzssaveral e ciorose e niimero de gemas, folhas e raizes por explante.
(NANGIA e SNGH, 1996, BECKe DUNLOR 2001, BECK, o5 dados foram transformados em (X8 8jsubmetidos
1999). O crescimentm vitro e o desenvolvimento 5 apglise de variancia, procedendo-se & comparagao
de plantas € determinado por varios fatores, COM@nre médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia,
genotipo, concentracdo de macronutrientes &gg diferentes meios de cultura e ajuste de equacdes

micronutrientes no meio de cultura, substancias organicag, regresséo para a concentragdo de macronutrientes
como reguladores de crescimento, vitaminas e fontegg meio MS.

de carbonoRIERIK, 1987).A técnica do cultivdn
vitro para de o génerdcaciatem sua problematica 2.1.Andlise de diferentes meios nutritivos no

relatada acerca da definicio do meio basico a ser utilizado desenvolvimento de explantes de acacia-negra
e o balanco adequado entre auxinas e citocininas,

o - ~ Foram testados os seguintes meios de cultura:
principalmente na etapa de multiplicacao de gemas

) MS (MURASHIGE e SKOO(1962); ii) B (GAMBORG

Este trabalho teve como objetivo estabelecer a melhat al., 1968); iiil) WPMICLOYD e McCROWN, 1981);
formulac&o e concentrag&o dos principais sais que compdegiv) SP BARRUETO-CIDe DURZAN, 2003). Os meios
0 meio de cultura utilizado para a micropropagacéao ele cultura tiveram o seu pH ajustado paraf%sgguir
clonagem em escala comercialAlenearnsii os meios de cultura foram esterilizados através de
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autoclavagem com presséao de 1,5 atm por um periodoa auséncia e presenca de carvdo ativado, na
de 15 min, na temperatura de 125 °C. concentracao de 1 gL

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos O delineamento experimental utilizado foi em blocos
ao acaso, composto por quatro tratamentos constituid@® acaso em esquema bifatorial (8 x 2), composto por
pelos meios de cultura (MS,,BVPM e SP), distribuidos sete tratamentos (diferentes concentragdes de
em cinco repeticbes com quatro explantes por parcelaacronutrientes em relacdo a formulacgéo original do
Para atender as pressuposi¢fes do modelo matematieneio MS) e uma testemunha (concentracéo original
os valores observados foram transformados pelo métodfo meio MS) testados na auséncia e na presenca de
da raiz quadrada hipotese de diferenca entre os carvéo ativado, distribuidos com quatro repeticdes
diversos meios de cultura foi testada pela estatisticaontendo quatro explantes por parcAkavaliacdes
F. O valor do F calculado foi considerado significativo foram conduzidas de acordo com o descrito nos itens
em nivel dex < 5% quando fosuperior ou igual a0  anteriores. Os valores observados foram transformados
valor do F tabelad® comparagao entre as médias pelo método da raiz quadrada, sendo realizado o ajuste
observadas nos diferentes meios de cultura foi realizadge equacdes de regresséo das diversas concentracdes
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. de macronutrientes no meio MS testadas na presenca

P . ~ . e auséncia de carvao ativado.
2.2. Influéncia de diferentes concentra¢gdes do meio MS

Foram testadas as seguintes concentragcdes (5264.Acllmatac;ao das plantas

macronutrientes no meio de cultura MS: i) aumento Ap6s o periodo de enraizamento, as plantulas foram
dos macronutrientes em 100% em relagéo a concentrac@giradas dos frascos e as raizes, lavadas em agua corrente
original (proporcéo de 2/1); ii) aumento de paraaremocio do excesso de meio de cultura. Em seguida,
macronutrientes em 75% da concentracao originals plantulas foram acondicionadas em frascos de cultura
(proporgéo de 7/4); iii) aumento de macronutriente§rigura 1MP) contendo substrato organico esterilizado
em 50% em relagéo a concentracao original (Proporeép|antmag e vermiculita (1:1). Os frascos de cultura

de 3/2); iv) aumento de 25% dos macronutrientes engpiendo as plantulas foram mantidos fechados em
relacdo a formulagao original (propor¢ao de 5/4); V)gg)4 de incubacéo, sob condigdes controladas descritas
concentragao original (1/1); vi) reducado dos ,narigrmente por 28 diass tampas dos frascos de
macronutrientes em 25% da concentragdo original, ;- foram parcialmente abertas aos sete dias e
(proporgao de 3/4); vii) redugéo de macronutrienteﬁotalmente abertas aos 14 disoés o periodo na sala

o AR ~ i ~
em 50 /o emre lagao a~concentr?gao original (propr r¢a8e incubacéo, as plantulas foram transferidas para tubetes
de 1/2); e viii) reducdo em 75% da concentracao d e 280 cm? e levadas para a casa de vegetacao.

macronutrientes em relagdo & concentracéo origina

(proporcao de 1/4). 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos, . . .
: 3.1. Efeito dos diferentes meios de cultura

ao acaso composto por sete tratamentos (diferentes
concentragdes de macronutrientes em relagdo a Os quatro meios de cultura testados (Mg, B
formulacéo original do meio MS) e uma testemunhawPM e SP) promoveram a multiplicacdo de gemas
(concentragao original do meio MS) distribuidos emaxilares deA. mearnsii Foi observada diferenca
sete repeticdes contendo quatro explantes por parcelgignificativa entre os meios de cultura analisados,
Os valores observados foram transformados pelo métodge acordo com a estatisticaaF5% de probabilidade
daraiz quadrada. Foi realizado o ajuste de equacdgfe erro (Rbelal).Alguns resultados similares foram
de regressdo das diversas concentracées Gghcontrados em algumas espécies do géheaoia
macronutrientes no meio MS. EmAcacia mangiunfoi observada a formac&o de duas
a cinco gemas por explarge ser utilizado o meio de
cultura MS como fonte nutritiva (BASKAR et al.,

As diferentes concentragdes de macronutriente§996). Em outros estudos realizados com espécies do
no meio de cultura MS e o meio de cultura em suagénercAcacia comoA. sclerospema, A. sinuata, A.
formulacgéo original descritos no item 2.3 foram testadosnangium, A. catechi. albida inclusiveA. mearnsii

2.3. Efeito da adi¢&o de carvao ativado no meio de cultura
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foram observados melhores indices de multiplica¢a@.2. Efeito da concentracdo de macronutrientes do
das gemas axilares com o meio nutritivo MS. Resultados meio MS com e sem adigéo de carvao ativado
satisfatorios também foram relatados para a multiplicagéo - ~ .
in vitro de espécies de acécias com outros meios de A e_le\{agao na E:on_centragao dos ma_cronutrlentes
cultura (CRIVER e KUNIYUKI, 1984; EWAN et al., conduziu a senescéncia e morte dos tecidos conforme

1992MONTEUUISet al., 1998; ECKe DUNLOR 2001; & Figura 1 (D-F). Entretanto, a redugdo de 25% na
VENGADESANet al., 2002) concentragdo dos principais sais do meio MS mostrou-

se mais eficaz para a formacdo de gemas e folhas
O ndimero médio de gemas por explante observadgrigura 2), embora tenham sido evidenciados efeitos
em plantulas de acacia-negral€la 1) desenvolvidas prejudiciais ao desenvolvimento de folhas e de gemas
no meio de cultura Hoi semelhante ao verificado por com a reducéo de 50% e 75% na concentracéo dos
Borges et al. (2004). Nesse estudo, os autores utilizaraghis. A utilizacdo de baixas concentracdes de
a mesma concentracao de BAP (2 mg.ho meio  macronutrientes no meio de cultura MS favoreceu
nutritivo, o que evidenciou a superioridade do meiog gparecimento de sintomas de deficiéncia nutricional
MS na multiplicac&o de gemas axilare\denearnsii  como raquitismo e necrose foli@utros estudos
Foi observada a formacéo de calos em praticament@ram bem-sucedidos na multiplicagdo e enraizamento
todos os explantes. N&o foi verificada diferencage plantulas das espécidsacia bivenova A.
significativa entre os tratamentos dessa variavel. Foéclerospermao com a utilizagdo do meio nutritivo
observada a incidéncia de clorose em todos Of1s contendo uma concentragdo reduzida dos
tratamentos analisados, embora exista evidéncia qﬁ'incipais sais (AHEE e DUHOUX, 199AHUJA,
auséncia de correlagcdo com os tratamentos empregadq@gg)_ Foram observadas multiplicacéo de gemas
efeito relatado nos estudos realizados por Quoirin e§uperior, uma maior area foliar, uma menor formac&o
al. (2001) e Perrando (2003). N&o foi observada a formacgg, calos, uma maior formac&o de raizes e auséncia
de raizes nos explantes. de clorose em explantes subcultivados em meio MS

As médias superiores observadas no meio d60m a adi¢éo de carvéo ativado. Uma hipdtese para
cultura MS neste estudo podem estar associad#&sse comportamento foi o maior efeito da adsorgéo
ao fato de esse meio nutritivo possuir maior forcade substancias inibidoras de crescimento, como os
idnica em relacdo aos demais tratamentos testadoBolifenois e o etileno, o que ja foi relatado por Pan
A concentracéo total de nitrogénio observada na€ Staden (1998).

formulacdes dos meios de cultura testados (MS: A analise de regresséo da concentracéo de

60 UM; B;: 27 uM; WPM: 15 pM; e SP: 30 UM) y5cronutrientes apresentou resposta quadratica
tem reforcado essa hipotese. O sucesso na utlllzagq.%gaﬂva (Figura 2 redug&o de 25% dos principais

dos demais meios de cultura provavelmenteg,is 4o meio MS com ou sem a adicéo de carvéo
encontra-se associado a um periodo de SUbCU'“"Qtivado ao meio de cultura resultou em 7.2

menor (ROCHA et al., 2007). gemas/explante (Figura 2A) e 7,7 folhas/explante

(Figura 2C) aos 60 dias.

Tabela 1—- NﬂrTeftO rgéé‘dio_de gema%aw%es e ?ﬁ f0|ht615 por  Com a presenca de carvéo ativado no meio de
explante cacla mearnsibe Vvild., em diterentes < .
meios nutritivos, aos 30 dias de cultivo cultura,.os.l'ndu.:es de clorose e de prgsenga de calos
Table 1— Number oAcacia mearnsii De W. axillary shoots ~ foram significativamente menores; e sintomas como

and leaves, after 30 days of culture in different culture O raquitismo e a necrose foliar ndo ocorreram. Efeitos

media similares foram também observados por Quoirin et
Meios nutritivos Numero médio Ndmero médio  al. (2001)A presenca de carvéo ativado proporcionou
de gemas/explante de folhas/explante 5 formacéo de raizes nos demais explantes (Figura
MS 3,66+ 0,16a 5,30+ 0,294 1CI) Quando a concentracéo de macronutrientes foi
WPM 3.06+ 0.17b 4,52 0,38b dobrada, a incidéncia de calos foi menor, no entanto
B5 2,89+ 0,29bc 4,54 + 0,24b ' '
sp 1,28+ 0,29¢ 3,26 + 0,47¢ aos 60 dias os explantes estavam em avangado
!Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Jarocesso de senescéncia com a perda de praticamente
Tukey a 5% de probabilidade de erro. todas as folhas formadas (Figura 1DE).
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Figura 1 — Regeneracéa vitro de gemas axilares @e mearnsiia partir de segmentos de hipocétilos cultivados em meio
MS, aos 60 dias. (A), (B) e (C): desenvolvimento dos explantes sob a reducéo de 25% da concentracdo de macronutrientes
do meio MS com adigéo de carvéo ativado (1 Mg(D), (E) e (F): desenvolvimento dos explantes sob o aumento
de 100% na concentracéo de macronutrientes do meio MS sem a adi¢ao de carvao ativado; (G), (H) e (1): desenvolvimento
dos explantes sob o aumento de 100% na concentracdo de macronutrientes do meio MS com a adi¢cdo de carvao
ativado (1 mg.t); (J), (K) e (L): desenvolvimento dos explantes sob a concentragao original de macronutrientes
do meio MS sem a adicdo de carvao ativado; e (M), (N), (O) e (P): aclimatagéo das plantas em sala de incubacéo
e casa de vegetacéao, respectivamente.

Figurel—In vitro axillary shoots of A. mearnsii from segmented hypocotyls after 60 days of cultivation in MS medium.
(A), (B) and (C) Development of the explants submitted to the reduction of 25% of all macronutrients of the
MS medium with the addition of activated charcoal (1 my.(D), (E) and (F) Development of the explants
in MS medium with the double concentration of macronutrients, without addition of activated charcoal; (G),
(H) and (1) Development of the explants in MS medium with the double concentration of macronutrients, with
addition of activated charcoal (1mgi); (J), (K) and (L) Development of the explants in the original MS medium
without addition of activated charcoal, and (M), (N), (O) e (P) Acclimatization of plants in the incubation room
and in the geen house aspectively
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Figura 2 — Estimativas do numero médio de gemas axilares e folhas por expl&wadie mearnsiDe Wild., em funcéo
das concentragdes de macronutrientes do meidAYiI®imero médio de gemas em meio sem carvao ativado;
B) nimero médio de folhas em meio sem carvéo ativado; C) nUmero médio de gemas em meio com carvéo ativado;
e D) nimero médio de folhas em meio com carvao ativado.
Figure 2 — Estimatives of the mean numbeAchcia mearnsii De Wi. axillary shoots and leaves per explant, acting
to the concentration of MS medium macronutrients: A) Mean number of axillary shoots in medium without activated
charcoal; B) Mean number of leaves in medium without activated charcoal; C) Mean number of axillary shoots
in medium with activated charcoal; D) Mean number of leaves in medium with activated charcoal.

Mesmo com a auséncia de auxinas, a adicao deoncentragéo original de macronutrientes do meio MS
carvao ativado ao meio de cultura impede a incidénciancontraram trés gemas/explante.

de luz na base do explante, estimulando o enraizamento Mounteuuis et al. (1998), trabalhando com diferentes

dos explantes?AN e van SADEN, 1999. Neste estudo, ~ . . ~
. . concentracfes de macronutrientes, salientaram a relacao
foi observado o enraizamento de 92% dos explante . L . o
a composicao dos principais sais constituintes do

cultivados em meio MS com 3/4 da concentracdo de_ . - N
. - ~ . meio nutricional com a morfogénédsevitro. Al Wassel
macronutrientes com a adi¢do do carvao ativado.

(2000) relatou que o meio MS (concentracao original
Resultados similares foram obtidos por Huangde sais) promoveu a maior multiplicacao’deeyal

et al. (1994), que utilizaram a composic¢éao original doporém apresentou formacéo de raizes anormais quando

meio MS e encontraram 2,4 gemas/explante, enquantwmparado com o tratamento utilizando MS com metade

Quoirin et al. (2001) com a reducado para 3/4 dada concentracdo original de sais.
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Os explantes mantidos em meio MS com areducaBECK, S. L.; DUNLOPRR. Micropropagation of the
de 25% na concentragdo dos macronutrientes foraricaciaspecies — a reviewn vitro Cellular

mantidos em multiplicagdo até d°IsubcultivoApés,

Development Biological Plant v.37, n.55,

foram enraizados sem a adicdo de auxinas e aclimatadBs>31-538, 2001.
com 98% de sobrevivéncia das plantas (Figura 2P).

4. CONCLUSOES

Este trabalho permitiu a micropropagaitéwitro

BECK, S. L.; DUNLORR.; van SADEN, J.
Rejuvenation and micropropagationAd¢acia
mearnsiiDe Wild. Using coppice material.
Plant Growth Regulation, v.26, n.1,

deA. mearnsiiNo entanto, a etapa de multiplicacdo p.149-153, 1998.

precisa ser otimizada.

Entre os meios de cultura testadog (BS, SP

BECK, S. L.; DUNLOPR.; van SADEN, J.
Meristem culture ofAcacia mearnsiiPlant

e WPM), o MS promoveu a maior formacéo de gemassrowth Regulation, v.32, n.1, p.49-58, 2000.

e folhas em explantes de mearnsiiA reducéo de

25% na concentracdo dos macronutrientes do meiBHASKAR, P; VERMA, B.; KANT, U.

MS combinado com a adi¢cdo de 1fgde carvao ativado

Micropropagation oAcacia mangiunbe Wild.

promoveu as maiores taxas de multiplicag&o e possibilitod hrough nodal bud culturelndian Journal

0 enraizamento e aclimatacao da espécie.
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