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CALOGENESE in vitro DE NIM A PARTIR DE SEGMENTOS INTERNODAIS

MARCELO RODRIGUES!, WAGNER C. OTONI?, RENATO PAIVA®, PATRICIA D. O. PAIVA*,
LUCIANO COUTINHO’, DAIANE PEIXOTO VARGAS®.

RESUMO

A espécie Azadirachta indica A. Juss, conhecida popularmente por nim, pertence a familia
Meliaceae, a qual apresenta grande potencial para a produgdo de azadirachtina (AZA); contudo, possui
sementes recalcitrantes, polinizacdo do tipo cruzada e teor varidvel de AZA. Desse modo, o processo
de calogénese possibilita a utilizagcdo futura de células com capacidade de regeneracdo, seja pela via
organogénica ou embriogénica. Além disso, podem ser aplicadas em diversas dreas e técnicas, tais
como estudos da expressdo gé€nica de nim, isolamento de protoplastos, transformacdo genética e
producdo biossintética in vitro de compostos de interesse econdmico. O objetivo principal para
realizacdo desse trabalho foi avaliar a capacidade de totipotencialidade celular e multiplicagdo destas,
a partir de segmentos internodais de nim, estimulando células do periciclo caulinar com aplicacdo do
regulador de crescimento thidiazuron (TDZ). Os explantes assépticos foram inoculados em placas de
petri descartaveis, contendo 25 ml de meio de cultivo MS. Os tratamentos foram formados em fungdo
da concentragdao de TDZ. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 27 + 2 °C de
temperatura, na auséncia de luz, a fim de definir o melhor tratamento com TDZ apds 30 dias de
incubacgdo. Foi contabilizada a quantia de explantes que responderam ao regulador, com formacao
visivel de calos na superficie dos segmentos internodais, e a quantidade de explantes oxidados. Foi
observado no presente trabalho que a maior taxa de calos (88%) ocorreu quando aplicado 4,56 uM de
TDZ. As menores taxas de oxidacdo ocorreram no meio de cultura com adi¢do de 3,42 uM (16%) e
4,56 uM (20%) de TDZ.
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INTRODUCAO

O nim (Azadirachta indica A. Juss) pertence a familia Meliaceae, sendo origindrio no Sul da
Asia. E uma drvore utilizada para producio de madeira, produgio de medicamentos, e tem sido muito
utilizada para producdo de bioinseticida. A azadirachtina (AZA) destaca-se como um dos compostos
mais utilizados para esse fim (Prakash et al., 2002).

O calo constitui-se de massas celulares desorganizadas que se originam a partir de tecidos ou
6rgdos cultivados in vitro, podendo apresentar determinado grau de diferenciacdo. Tal proliferacdo
celular pode ser devido a sinais causados por injdrias fisicas ou quimicas. Desse modo, o calo é
considerado uma forma potencial de propagacdo em massa. Calos fridveis tém sido obtidos a partir do
cultivo dos explantes em um tnico meio contendo apenas citocinina, ou o sistema pode ser bifésico,
pela associacdo de auxinas. Em espécies de interesse econdmico como o nim, o cultivo de calos tem
sido uma estratégia valiosa e amplamente utilizada para producao de principios ativos. Além disso, o
calo pode ser utilizado na morfogénese, em estudos de desenvolvimento e diferenciacado celular, e para
o estabelecimento de suspensdes celulares (Xavier et al., 2007). Dentre os reguladores utilizados para
indugdo de calos in vitro de A. indica, podemos destacar o thidiazuron (TDZ) ( Gairi & Rashid, 2005;
Mamaghani et al., 2009).
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Desse modo, o cultivo de calos em meio semi-sélido e posteriormente em suspensdes
celulares, tem possibilitado entender melhor a questdo nutricional das células e também as vias
metabdlicas e enzimdticas envolvidas na sintese de compostos secunddrios bioativos. Teoricamente, a
producdo de células indiferenciadas in vitro pelo processo de calogénese pode ser feito a partir de
qualquer explante, seja ele vegetativo ou reprodutivo. No entanto, esse processo € dificultado em
plantas lenhosas como é o caso da espécie em estudo neste trabalho, devido a alta producdo de
compostos fendlicos, causando oxidacdo dos explantes (Arora et al., 2010).

Além disso, outros fatores também precisam ser considerados para promover resultados
satisfatorios, como a idade do material biolégico, época de coleta, o estado fisioldgico e fitossanitdrio
da planta matriz e do explante no momento da coleta, a desinfestacdo, o tamanho das amostras, as
condi¢des de incubacdo, a nutricdo fornecida, o tipo de reguladores de crescimento aplicado, assim
como a concentragdo destes (Xavier et al., 2007). As aplicacdes cientificas para células tronco vegetal
cultivadas in vitro sdo as mais diversas e promissoras. Podemos destacar a producdo de clones por
organogénese ou embriogénese somatica, produgdo de compostos biologicamente ativos, producdo de
protoplastos, transformacdo genética, estudos de expressdo gé€nica, dentre outras técnicas
biotecnoldgicas (Cheng., et al 2010).

Outras vantagens do cultivo dessas células in vifro pode ser a maior velocidade de
multiplicacdo celular em condicdes pré-estabelecidas, assim como a auséncia de pragas e doencas
causadas por microrganismos. Tais fatores colaboram particularmente para a conservacdo de espécies
ameacadas de extincdo, propagacdo de espécies que possuem sementes recalcitrantes ou de ciclo de
vida longo (Rodrigues et al., 2009).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito indutor do regulador thidiazuron em
segmentos internodais do caule de nim, viabilizando a producdo biolégica de células tronco para
posteriores cultivos e aplicacdes, além disso, averiguar a taxa de explantes oxidados.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Utilizou-se segmentos internodais como fonte de explantes, obtidos a partir de ramos de 5 matrizes de
nim com 8 meses de idade, provenientes do viveiro Nim Brasil, da cidade de Sao José do Rio Preto
(SP). Tais plantas foram estabelecidas a partir de sementes e desenvolvidas com idade média de 8
meses, em casa de vegetacdo do setor de Fisiologia Vegetal da UFV.

Os explantes foram imersos em dgua destilada imediatamente apds a coleta. Posteriormente,
efetuou-se a padronizagdo das amostras (5 mm em seccdo transversal). Na primeira fase de assepsia,
os segmentos internodais foram imersos em dlcool etilico (70% v/v) por um minuto sob agitacdo. Em
seguida, os segmentos foram submetidos a solu¢do de hipoclorito de sédio (NaClO) a 50% v/v, com
adi¢do de 3 gotas da solucdo Tween 20, durante cinco minutos sob agitacdo. Logo apds esse processo,
as amostras foram submetidas a triplice lavagem em 4gua destilada autoclavada, para a retirada
completa de toda a soluc¢do 4cida e emulsiva. Na seqiiéncia, os explantes foram transportados para a
camara de fluxo laminar, para inicio da segunda fase da assepsia, sendo o material imerso novamente
em dlcool etilico a 70% v/v durante 1 minuto sob agitagdo, e posteriormente realizado a triplice
lavagem em dgua deionizada e autoclavada, sob agitacao.

Os explantes assépticos foram inoculados em placas de petri descartaveis, contendo 25 ml de
meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962). O pH foi aferido para 5,8 e submetido a esteriliza¢do
em autoclave a 120 °C e pressdo 1,5 kgf cm™ durante 15 minutos. Foi adicionado no meio de cultivo
3% (p/v) de sacarose; 0,6% (p/v) de Agar Merck®.

Os tratamentos foram formados em fungdo da concentracdo de TDZ: TO (controle); T1 (1,14
uM); T2 (2,28 uM); T3 (3,42 uM) e T4 (4,56 uM). Os explantes foram mantidos em sala de
crescimento a 27 + 2 °C de temperatura, na auséncia de luz, a fim de definir o melhor tratamento com
TDZ ap6s 30 dias de incubag@o. Apds esse periodo, foi contabilizada a quantia de explantes que
responderam ao regulador, com formacao visivel de calos na superficie dos segmentos internodais, e a
quantidade de explantes oxidados.
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Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), 60 repeti¢cdes por tratamento,
sendo cada repeticio composta por um explante, onde o nimero de parcelas experimentais
corresponde a quantidade de placas (6) por tratamento (5), totalizando 30 parcelas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa GENES, versio Windows/2004.2.1,
desenvolvido por Cruz (2001), com as médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando-se um
nivel de significancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns explantes sofreram oxidagdo com maior destaque para o tratamento controle (T0O), na
auséncia de TDZ (figura 1-A). A oxidag@o observada ocorreu possivelmente pela baixa taxa de divisao
celular e crescente liberacdo de compostos fendlicos nas incisdes, em funcdo do tempo de cultivo.
Outros autores também observaram a oxidag¢do de explantes cultivados in vitro de nim (Prakash et al.,
2002; Quraishi et al., 2004).

No entanto, nos demais tratamentos o regulador de crescimento TDZ demonstrou ser
eficiente para induzir o processo de calogénese em segmentos internodais do caule de nim,
provavelmente através da inducdo de células do periciclo, que por sua vez possui determinacio génica
e capacidade de totipotencialidade celular. O tratamento T4 (4,56 uM) apresentou maior formagao de
calos com aspecto fridvel e de cor clara (figura 1-B). Citocininas e auxinas podem induzir a formacéo
de calos no mesmo explante. No entanto, o tipo de calo proveniente pode diferir quanto a competéncia
embriogénica ou organogénica (Rodrigues et al., 2009).

Figura 1: Cultivo in vitro de segmentos internodais do caule de Azadirachta indica A. Juss em meio
MS apés 30 dias. A) Explante do tratamento cultivado na auséncia de TDZ (T0), com aspecto
oxidado; B) Explante do tratamento cultivado com 4,56 uM de TDZ (T4), com aspecto fridvel e
coloragdo clara.

Das 60 amostras do tratamento TO apenas 12 unidades formaram calos na superficie dos
segmentos, 26 sofreram processo de oxidagdo, enquanto que 22 explantes ficaram entumecidos (dados
ndo apresentados). No tratamento T1 (1,14 uM), 28 formaram calos, 18 oxidaram e 18 entumeceram.
Foi observado no tratamento T2 (2,28 uM) 25 explantes com formacao de calos, 15 sofreram oxidag¢do
e 19 entumeceram. Tais tratamentos ndo foram significativos pelo teste de Tukey a 5%.

Os tratamentos T3 e T4 foram significativos em relagdo aos anteriores, porém, nio diferiram
estatisticamente entre si. Os valores do tratamento T3 (3,42 pM) foram: 41 explantes com calos, 10
oxidados e 9 entumecidos. Enquanto que foi observado no T4 (4,56 pM) 53 explantes com calos e 12
oxidados, conferindo 5 mortes de explantes com calos, além dos 7 entumecidos. Os dados
correspondentes ao fator oxidagdo, ndo foram significativos entre os tratamentos (Figura 2).

Explantes cotiledonares de nim possui capacidade de regeneracdo com aplicag¢do de 8,87 uM
de BAP ou 9,04 uM de 2,4-D em meio de cultivo WPM. Como o BAP € uma citocinina e o 2,4-D,
uma auxina, nota-se que, isoladamente, diferentes classes de reguladores de crescimento podem
induzir a formagao de calos no mesmo explante. No entanto, o tipo de calo proveniente de cada
tratamento pode diferir quanto & competéncia embriogénica ou organogénica. (Rodrigues et al., 2009).
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Mudas de nim propagadas in vitro, a partir de sementes germinadas em meio de cultura MS
também foram capazes de induzir diferencia¢do direta de embrides somdticos com alta freqiiéncia e
em alta densidade, quando aplicado 1,0 uM de TDZ. Devido ao estresse in vitro, foram observados
embrides somaticos localizados em vérias regides dos explantes. Embrides somaticos globulares foram
mais abundantes no hipocétilo, epicétilo, caule e folhas apicais de mudas de nim. Embrides em
estdgios mais avancados também foram observados, porém, com menor freqiiéncia. Apds o isolamento

e transferéncia para meio sem reguladores, os embrides puderam se desenvolver e formar novas mudas
(Gairi & Rashid, 2004).
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Figura 2: Nimero de segmentos internodais com formagdo de calos na superficie e oxidados, em
funcio das diferentes concentracdes de TDZ apds 30 dias de cultivo.

Resultados em trabalhos anteriores demonstram que calos provenientes de hipocoétilos
possuem competéncia celular para induzir o processo de organogénese e embriogénese somatica apos
3 meses de cultivo com baixa taxa de oxidagdo, caracteristica essa muito relevante em calos de nim
(Zypman et al., 2001).

Pode-se observar no presente trabalho, que o valor médio de explantes com formacdo de calos
na supeficie dos segmentos internodais € inversamente proporcional ao valor médio de explantes
oxidados ou seja, quanto maior a concentracdo do regulador de crescimento thidiazuron induzindo a
freqiiente multiplicagdo celular, menor é a quantidade de explantes oxidados. Provavelmente as
regides incisadas que ndo formam calos, liberam grande quantidade compostos fendlicos a fim de
cicatrizar as regides que sofreram injurias, favorecendo o processo oxidativo e necrose do material
bioldgico.

CONCLUSOES

A maior taxa de indugdo do processo de calogénese em segmentos internodais de nim ocorreu
em meio de cultivo MS na presenga de 4,56 uM de TDZ, conferindo o melhor tratamento. A menor
taxa de oxidacdo ocorreu em meio nos tratamentos com concentragdo de 3,42 uM e 4,56 uM de TDZ.
Portanto, tais massas celulares podem ser utilizadas para a producdo de clones pela via organogénica
ou ainda embriogénica, producdo de compostos biologicamente ativos, produgdo de protoplastos,
transformacao genética, estudos de expressdo génica, dentre outras técnicas biotecnoldgicas.
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