MORFOGENESE IN VITRO DE NIM A PARTIR DE EXPLANTES
COTILEDONARES*?

Marcelo Rodrigue%s Renato Paivi Rairys Cravo NogueirfaCristiano Martinottée Jessé
Marques Silva Juniér

RESUMO -Azadirachta indica\. Juss, popularmente conhecido como nim, é uma espécie arbérea que se
destaca por possuir substancias de acao inseticida, fungicida, bactericida e nematicida. Sementes de nim foram
inoculadas em meio de cultMi#PM (Wbod Plant Medium) contendo diferentes concentragdes de acido giberélico
(GA))(0; 3,0; 6,0;9,0; e 12,0 mg*. Apos 30 dias, cotilédones obtidos a partir de plantulas germinadas

in vitro foram inoculados em meio WPM suplementado com acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (0,0; 1,0;
2,0; e 3,0 mg &) e, ou, 6-benzilaminopurina (BAP) (0,0; 1,0; 2,0; e 3,0 MjgAs culturas foram incubadas

no escuro, a 2&. Os calos formados foram avaliados com base na sua coloracéo e textura, e trés subcultivos
foram realizados mensalmente em nm&fiBM contendo 2,0 mg'LtBAP, na presenca de lux.cada 30 dias,
avaliou-se o numero de brotos formados a partir dos calos subcultivados. Entre os meios testados, o mais
apropriado para germinaciiovitro de nim foi o WPM na auséncia de GExplantes cotiledonares cultivados

em WPM suplementado com 2,0 mfde BAP promoveram a maior formacéo de calos com potencial morfogénico.
Quando esses calos foram transferidos para meio de composigao similar, obteve-se alta formacédo de brotacdes
até o terceiro subcultivo.

Palavras-chavéizadirachta indicaprganogénese e BAP

IN VITRO MORPHOGENESIS OF NEEM FROM COTYLEDONARY-DERIVED
EXPLANTS

ABSTRACT Azadirachtaindica A. Juss, popularly known as neem, is a woody species widely used because
of its insecticide, fungicide, bactericide, and nematicide properties. Seeds of neem were inoculated in WPM
(Wood Plant Medium) containing diffent concentrations of gibbelic acid (GA) (0, 3, 6, 9, and 12 mg

L1). After 30 days, cotyledons were inoculated in WPM supplemented with 0.0; 1.0; 2.0 and 3.Qaialg L
2,4-phenoxyacetic acid (2,4-D) and/or 0.0; 1.0; 2.0 and 3.0 fr@tthenzylaminopurine (BAP). The cultures

were kept in the dark at 2€. Differentiated calli were evaluated based on their coloration and texture,
and thee subcultugs wee caried out on a monthly basis in WPM medium with 2.0 MBAR in the pesence

of light. Every 30 days, the number of differentiated shoot-buds was evaluated. WPM medium lagking GA
promoted the highest in vitro seed germination indexes. Cotyledonary-derived explants cultured in WPM medium
with 2.0 mg 2 BAP yielded calli with high morphogenic potential. When those calli were transferred to medium
with similar composition, a high shoot formation was achieved up to the third subculture.
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22 RODRIGUES, M. et al.

1.INTRODUCAO 2.MATERIAL E METODOS

Azadirachta indicaA. Juss, popularmente Sementes de nim, obtidas a partir de frutos verdes,
conhecida como nim, € uma espécie arborea nativieram submetidas a desinfestagéo em alcool 70%, durante
da india, pertencente a familia Meliaceae. Destacas0 seg, e em hipoclorito de sédio (NaOCI) com 2,0%
se por possuir substancias de agéo inseticida, fungicidde cloro ativo, durante 10 mio final dessa sequéncia,
bactericida e nematicida (MARNEZ, 1998). Segundo as sementes foram conduzidas para camara de fluxo
Schmutterer (1995), citado por Pletsch (1997), entréaminar para imersdo em NaOCI durante 20 min, trés
essas substancias estéo centenas de principios ativ@gvagens em agua destilada e autoclavada, passagem

Dos compostos quimicos presentes no nim con§™M solucédo 0,1% de fungicida Derosal® e, em seguida,

atividade biolégica, o mais ativo é a azadirachtina, qugoram inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio
por possuir semelhanca com o horménio da ecdise ddi€ Ccultivo previamente autoclavado a 120 °C, durante
insetos, atua alterando esse processo, podendo, inclusigd) Min- © meio nutritivo utilizado faVPM —Wood
impedi-la MARTINEZ, 1998) Apresenta, ainda, efeito Plant Medium (LLOYD e McCOWN, 1981) contendo
repelente e intoxicante, afetando a biologia, a oviposicad” de sacarose, pH = 5,8 e solidificado com 0,6% de

e a viabilidade dos ovoNEVESe NOGUEIRA, 1996). agar e suplementado com diferentes concentragdes
. . i _ . _ doregulador de crescimento acido giberélico (JGA
Varios sdo 0s mecanismos para a maximizagao d&); 3,0: 6,0 9,0; e 12 mgi).

producao de compostos biologicamente ativos em plantas,

destacando-se entre eles a micropropagacao, por meio ApOs a inoculacéo, as sementes foram mantidas
da selecédo de clones altamente produtives. em sala de crescimento a 27 +2 °C, sob fotoperiodo
micropropagacao oferece muitas vantagens para a pratiég 16 h e irradiancia de fétons de 25 pmékhAos
agricola, como maior rapidez na obtencéo de grand@0 dias de cultivo, a porcentagem de sementes germinadas
numero de mudas e a erradicacio de pragas e doen¢akanalisada.

da cultura.Além disso, a clonagerm vitro é . ~ - o
. - ~ . Para a inducéo de calos, foram utilizados cotilédones
particularmente util para a conservacao de espécie

S ~ g obtidos de plantulas germinadiasitro em meio WPM
ameacadas de extincéo, propagacao de espécies que A -

. . . na auséncia de regulador de crescimemomtendo
possuem sementes recalcitrantes ou de ciclo de vi

. - . . .1% de sacarose
longo.Também pode-se aplicar essa técnica em espécies

vegetais produtoras de principios ativos com grande  Os cotilédones foram inoculados em meio de cultura
potencial econdmico a serem exploradas, como o nimi/PM suplementado com 3% de sacarose, solidificado
Desse modo, aplica-se a micropropagacéo para espéciasm 0,6% de agar e pH ajustado em BgBalizaram-
leguminosas, frutiferas, florestais e ornamentais, dee 16 tratamentos suplementados com os reguladores
acordo com os objetivos desejaddERBAUY, 1997). de crescimento acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)

Entre os inimeros fatores que afetam o cultivo(0:0; 1.0; 2,0; € 3,0 mg9 e, ou, 6-benzilaminopurina

in vitro e a regeneracdo de plantas em condiceBAP) (0.0.1,0:2,0;e 3,0 mg)(Tabela 1A autoclavagem
controladas, sem divida s&o os reguladores dgo meio de cultivo foi realizada a 12D, durante 20

crescimento, tanto em seus aspectos qualitativos quant®n-A mcu?ggao foi realizada no escuro, a temperatura

guantitativos, que, por sua vez, merecem destaqugl.e 272
No caso da morfogéneisevitro emAzadirachta indica Aos 30 dias, avaliou-se a porcentagem da area
brotagdes foram desenvolvidas a partir de explantegg explante coberta por calos em cada tratamento, bem
foliares e radiculares cultivados em meio MS com 8,8 omo a coloracdo e textura destes. Foram aplicadas
mM de BAR(6-benzilaminopurina) e 0,57 mM 4\ notas de 0 a 3, referentes ao “score” (nota) de calos,

(acido indol 3-acetico)ALVI etal., 2001). em que O correspondia a auséncia de calos, 1 e 2 a

Tendo em vista a necessidade de buscar formagpbertura intermediaria do explante e 3 a toda a superficie
mais eficientes e seguras de propagacéo vegetatii@berta. Do mesmo modo, foram dadas notas referentes
do nim, possibilitando a exploracdo comercial de mudas? tonalidade (0 = escuros; 1 e 2 = mais claros; e 3 =

este trabalho teve como objetivo o estudo da morfogénesélos brancos) e textura (0 = lisos; 1 e 2 = pouco
in vitro. granulados; e 3 = granulados).
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Tabela 1- ConcentragGes de 2,4-D e Bélizadas em explantes  de crescimento, aproximadamente 90%. Na maior

de nim _ , concentrac&o de GAtilizada, houve menor porcentagem
Table 1 — Concentrations of 2,4-D and BABed in neem . ~ .
de germinacao, cerca de 20% (Figura 1).
explants

Tratamentos 2,4-D (mg LY BAP (mg L) Uma das explicacdes para esse fato seria o
To 0.0 0.0 desbalanc¢o hormonal causado pelq.(P#ovavelmente,
T1 0,0 1,0 as sementes de nim ja possuiam concentrag&o hormonal
T2 0,0 2,0 favoravel para germinacao e, portanto, com o aumento
T3 0,0 3,0 d S il 2

' ’ a aplicacdo de le se tornou prejudicial s sementes.

T4 1,0 0.0 plica¢ Gpe prej
TS 1,0 1,0 Sousa et al. (2002) também verificaram gque o acido
Ts 1,0 2,0 iberélico néo influenciou a germinacéo de sementes
T7 1,0 3,0 g 9
Ts 2’0 o'o dos porta-enxertos citricos estudados. Ja Scalon et
To 2.0 1,0 al. (2006) observaram que a escarificagcdo associada
T10 2,0 2,0 a embebicdo em 200 mg'deGA, incrementou a
T11 2,0 3,0 emergéncia e o indice de velocidade de emergéncia
Iig g’g 2’8 em sementes de orelha-de-macdentérolobium
T14 3.0 2.0 contortisiliqunr).
T15 3,0 3,0

EmDidymopanax morototonos reguladores de
crescimento cinetina (KIN) e GAestimularam a

Apbs a avaliagéo de formagéo, coloracéo e texturgerminagéo das sementes na concentragéo de 0,5 mg
dos calos, foram realizados trés subcultivos, a cadg1(FRANCO e FERREIRA, 2002).
30 dias, em meiwVPM contendo 2,0 mgitde BAR
3% sacarose e solidificado com 0,6% de.Agacubag&o Existem informacdes que evidenciam a acéo benéfica
do primeiro subcultivo foi realizada no escuro, enquantsia giberelina. Segundo Bewley e Black (1997), as
os demais subcultivos foram realizados em irradiancigiberelinas promovem a sintese de enzimas envolvidas
de fétons de 25 pmol#st. Em todos os subcultivos, nho enfraquecimento dos tegumentos, auxiliando o
avaliou-se o nimero de brotos formados na superficialongamento embrionario e a protrusdo da radicula.
dos calos. Além disso, podem atuar silenciando genes da dorméncia
U como agentes de quebra da dorméncia (KOORNNEEF
I., 2002).

Os dados do experimento de germinacéo fora
analisados, utilizando-se o delineamento inteirament&' 2
casualizado, com 10 repeti¢cbes por tratamekdo.
variaveis foram analisadas pelo teste de médias de 100 -
Scott-Knott a 5% de probabilidade, pelo programag g ¢
SIS\AR®. <
60 -

y =-5,7733x + 87,64
R’ = 0,994

Os dados do experimento de calogénese forar%
analisados, utilizando-se o delineamento inteirament 40 -
casualizado com 10 repeticdes por tratamAsteariaveis 8 2
foram analisadas pelo teste de Kruskal\8/(SIEGEL,

1977) a 5% de probabilidade, pelo programa SAS®. 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
GA3 (mgLt)

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fase de germinac#@ovitro, verificou-se que,
com o aumento da concentracao degﬁaﬁtaxa de Figural- Porcentagem ;Ie germinagéo de sementes de nim
germinacéo diminuitAssim, todas as concentracdes (Azadirachta indicah.Juss), de acordo com o
. . L aumento da concentragdo de GA
Utlhza,das .do regula}dor de crescimento m'b'ram 0 p';oces_SEigure 1-—Percentage of germinated seeds of neem (Azadirachta
germinativoA maior porcentagem de germinacao foi indica A.Juss), according to Géoncentration

apresentada no meio WPM na auséncia de regulador increase.
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Quanto a indugéao de calos, segundo o teste de 08
Kruskal-Wallis, ndo houve diferenca estatistica entre (7 -
os tratamentos, no entanto a maior formacéo de calos (¢ |
ocorreu em meio constituido de 2,0 migde BAP (T2) 0’5 |
e 2,0mg Ede 2,4-D (T8) (Figuras 2 e 3). Como o0 BAP 0’4 |
é uma citocinina e o 2,4-D, uma auxina, nota-se queg
isoladamente, diferentes classes de reguladores d& 0.3 1
crescimento podem induzir a formac&o de calos no mesmo 0.2
explante, no entanto o tipo de calo proveniente de 0,1
cada tratamento pode diferir quanto a competéncia ( |k
embriogénica ou organogénica. 0
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A combinacédo de auxina e citocinina pode Tratamentos
desfavorecer a calogénese. Em explantes foliares 0.8
de murici-pequenoRyrsonima intermedia\. 0,7 |

Juss.)os resultados demonstraram que a maior ¢ |
formacéo de calos ocorre em meio MS acrescidog

de 1,0 mg I* de 2,4-D e que, ao testar a sua interacac; 0.5
com BAP ou TDZ, ndo incrementou a calogénesey 041
(NOGUEIRA et al., 2007). é 0,3
Ja em mognoSwietenia macrophyll&ing) 0.2
segmentos de epicdtilo foram inoculados em meio MS 0,1
suplementado com combinac¢des de BARA, e maior 0 -
formacéo de calos ocorreu no tratamento composto 01 2345678 9101112131415
por 1,0 mg E£ e 0,25 mg L, respectivament8RUNET TA Tratamentos
etal., 2006).

Figura 3 — Coloragéo (A) e textura (B) dos calos nos diferentes
Quanto a coloracao e textura dos calos, houve tratamentos contendo 2,4-D e BAP

maiorscoretambém nos tratamentos T2 (2,0 mg L Figure3— Color (A) and texture (B) of the calli in the different
1 de BAP) e T8 (2,0 mg-tde 2,4-D), em que calos treatments supplemented with 2,4-D and BAP
brancos prevaleceram, assim como o aspecto granular

. Os parametros coloracéao e a textura de calos tém
(Figura 3). b &

sido utilizados com indicativos de material vegetal com
0.8 - capacidade regenerativa. Figueiredo (2007), em calos

07 | . dePassiflora gibertij observou que calos de coloracéo
061 § clara e aspecto granular possuiam maior potencial
205 ML morfogenético.
g 0.4 1 & § § § A formacé&o de brotos a partir do segundo e terceiro
g 03 |4 § \ . subcultivos é de, em média, 3 e 11 propagulos,
0,2 1 § § § respectivamente (Figura 4A), diferindo estatisticamente
0,1 1 § § § entre si. Quanto ao incremento de brotos na presenca
0 N K W N

de luz, este foi superior a 20% de um subcultivo para

01234567 outro (Figura 4B).
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Tratamentos ~ I N A
_ ) Essa formagao pode ser atribuida a transferéncia
Figura 2 — Score da formagéao de calos nos diferentes tratament

contendo 2.4.D e. ou, BAP Fos calos da condicado de escuro do primeiro subcultivo

Figure2— Callus formation score in the different treatments Para aluz, umavez que aluz atua na morfogénese vegetal
supplemented with 2,4-D and, &APR (TAIZ e ZEIGER, 2004).
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Figura 4 — Numero de brotos (A) e porcentagem de formacao
de calos (B) nos diferentes tratamentos contendo
2,4-D e BAP

Figure4 — Number of shoots (A) and percentage of callus
formation (B) in the different treatments
supplemented with 2,4-D and BAP

Figura 5 — Calo no cultivo inicial (A) e calo com formagéo
de brotagdes (B).

Figure5 — Initial cultivation of callus (A) and callus with
shoot formation (B).

Alves et al. (2004), ao estudarem a organogénese

in vitro em tre§ clones. dEuchyptus grand.lx E. 4 CONCLUSOES
urophylla,avaliaram a intensidade de calejamento,

atextura e a colorac&io do calo em resposta aos tratamentos Nas condi¢cSes experimentais utilizadas neste estudo,
constituidos d&DZ ou BAR em interac&o comiNA. pode-se concluir que:

A maior calogénese foi promovida na presencade TDZ  _ 5 meio de cultura apropriado para germinacao
(0,5 mg L) éANA (0,1 mg '), sendo a regeneracao jn, yitro de nim é o meio WPM na auséncia de,GA
obtida com 1,0 mg LBAP. Assim comaAlves et al.
(2004), Hervé et al. (2001) também observaram a relacdo
entre a textura compacta e a capacidade de regenera
de gemas, pois verificaram o desenvolvimento d
protuberancias densas que culminavam na regeneragﬁ
de gemasmEucalyptus gunniiAssim, a textura do - Calos subcultivados em meio de cultura WPM
calo é um parametro que deve ser usado na escollaplementado com 2,0 mg e BAP promovem a maior
de um tratamento objetivando a organogénese. formacao de brotagdes até o terceiro subcultivo.

- Explantes cotiledonares incubados no escuro
meio de cultura WPM suplementado com 2,0 mg
“1de BAP promovem a maior formacéo de calos com
8tencial morfogenético.
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