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ORGANOGENESE INDIRETA E EMBRIOGENESE SOMATICA DIRETA EM EXPLANTES
DE Azadirachta indica A. JUSS SOB EFEITO DE ESTRESSE ABIOTICO
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RESUMO

O nim (Azadirachta indica A. Juss) pertence a familia Meliaceae, a qual apresenta grande
potencial para a producdo de compostos de interesse comercial, dentre eles a azadirachtina (AZA).
Contudo, essa espécie indiana possui sementes recalcitrantes, polinizacdo do tipo cruzada e teor
varidvel de AZA. Portanto, o objetivo principal para realizacdo desse trabalho foi cultivar calos a
partir de cotilédones de nim, viabilizando a multibrotacio pela via indireta, e regeneracdo de embrides
somdticos pela via direta, utilizando meio de cultivo WPM, 8,87 uM de BAP e diferentes
concentracdes de ANA. A formacgdo de embrides sométicos se localizava preferencialmente nas folhas
jovens dos brotos, se encontravam na fase globular e em grande quantidade. O tratamento que induziu
maior taxa de brotacdo foi o T1 (meio WPM contendo 8,87 uM de BAP e 1,34 uM de ANA) com
valor médio de 52 brotacdes, seguido do (T2) com 43. Portanto, os calos cotiledonares de nim
apresentaram alta capacidade de propagacdo pelas duas vias regenerativas, organogénese e
embriogé€nese somdtica através do mesmo explante, associando estresses abidticos fisicos e quimicos
in vitro a partir do quarto subcultivo, quando os explantes foram submetidos em meio WPM contendo
8,87 uM de BAP e 1,34 uM de ANA.

Palavras-chaves: nim, embrides soméaticos, reproducio assexuada, calos, brotacdes, BAP, ANA.

INTRODUCAO

Popularmente conhecida como nim, Azadirachta indica A. Juss é uma espécie arbdrea nativa
da India, pertencente a familia Meliaceae. Destaca-se por possuir substincias de acdo inseticida,
fungicida, bactericida e nematicida Dos compostos quimicos presentes no nim, com atividade
bioldgica, o mais ativo € a azadirachtina, que por possuir semelhanca com o hormonio da ecdise dos
insetos, atua alterando essa transformacdo (MARTINEZ, 1998; CUNHA, 2002).

A clonagem in vitro € particularmente ttil para propagacdo de espécies que possuem sementes
recalcitrantes ou de ciclo de vida longo. A producdo em larga escala de clones via cultura de tecidos,
surge como importante alternativa para a producdo de mudas selecionadas e sadias de nim. Essa
técnica permite o isolamento asséptico de células ou tecidos da planta-mae e seu cultivo em condigdes
controladas, sendo que a expressdo da totipotencialidade celular permite a regeneracdo de plantas
inteiras idénticas a matriz (RODRIGUES et al., 2009).

Virias s@o as modalidades de cultura de tecidos de plantas, podendo ser por via direta, pelo
desenvolvimento de novos 6rgaos diretamente do explante ou indireta, via cultura de calos. Estes calos
podem ser submetidos a determinadas condi¢des hormonais, as quais podem direciond-los para o
crescimento desorganizado ou para o desenvolvimento de 6rgdos, como gemas, raizes ou embrides,
por organogénese ou embriogénese. Os principais grupos de reguladores desses processos sdo: as
auxinas, as citocininas, as giberelinas, o etileno e o 4cido abscisico (PASQUAL, 2001).
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As auxinas sdo substancias que controlam o crescimento e a elongacdo celular, enquanto que
as citocininas estimulam a divis@o celular e reduzem a dominéncia apical. O balanco entre estes dois
tipos de reguladores controla muitos aspectos da diferenciacdo celular e organogénese nas culturas de
tecidos e 6rgaos (PASQUAL, 2001).

A partir de um balanco hormonal adequado, a regenerag@o in vitro pode ser realizada por
organogénese ou por embriogénese somdtica. A organogénese envolve a diferenciacio de brotacdes e
raizes durante o desenvolvimento vegetal. Freqiientemente, as brotagcdes sdo induzidas em um meio de
cultura enriquecido com citocininas e, subseqiientemente estas brotacdes sao enraizadas em um meio
contendo auxina. A embriogénese somdtica é o processo pelo qual células hapléides desenvolvem-se
por meio de diferentes estddios embriogénicos, dando origem a uma planta, sem que ocorra a fusido de
gametas (TORRES & CALDAS, 1990).

A clonagem de plantas in vitro oferece vantagens muito significativas para a producdo de
mudas, devido a possibilidade do melhoramento genético, que pode ser obtido por meio de selecdo
fenotipica (AKULA et al., 2003). Além disso, a embriogénese somdtica oferece o potencial de
armazenamento e andlise de clones, bem como um ntimero ilimitado de producdo de plantas,
possibilitando vantagens relevantes em relacdo a outros métodos de propagacdo (SHARRY et al.,
2006).

Outras vantagens do cultivo de células e tecidos in vitro podem ser a maior velocidade de
multiplicacdo celular em condi¢des pré-estabelecidas, assim como a auséncia de pragas e doencas
causadas por microorganismos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi induzir a multibrotacio em
calos de nim a partir de explantes cotiledonares de sementes germinadas in vitro, assim como a
inducdo de embriogénese somatica direta nos explantes regenerados.

MATERIAL E METODOS
Germinacao in vitro e inoculacio de cotilédones

Sementes de nim (Azadirachta indica) foram coletadas no viveiro Nim Brasil de Sao José do
Rio Preto (SP) e utilizadas para obter plantulas, a partir da germinacao in vitro em meio WPM (Lloyd
& McCown, 1981).

Inducao de calos

Apds a germinagdo, os cotilédones foram retirados e inoculados em tubos de ensaio (25 X 150
mm) contendo 10 mL de meio de cultivo WPM acrescido 8,87 pM de BAP, previamente aferido o pH
para 5,8 e submetido 2 esterilizacio em autoclave a 120 °C e pressdo 1,5 kgf cm™ durante 15 minutos,
e mantidos em sala de crescimento, no escuro, sob temperatura de 27 + 2 °C.

Os subcultivos foram feitos periodicamente a cada 30 dias de cultivo. No quarto subcultivo, os
calos foram transferidos para em meio WPM contendo 1 mg L de vitamina B5 (Gamborg et al.,
1968), 8,87 uM de BAP e diferentes concentracdes de ANA: TO (controle); T1 (1,34 uM) ; T2 (2,68
uM); T3 (4,02 uM); e T4 (5,36 uM).

Cultivo de brotos

Foi avaliado a quantidade de brotos em cada massa de calo por tubo no quarto subcultivo.
Apés o desenvolvimento dos brotos, os mesmos foram submetidos em meio MS (Murashige & Skoog,
1962), sala de crescimento a 27 + 2 °C de temperatura, irradiancia de 25 pmol m™ s e fotoperiodo de
16 horas.

Microscopia eletronica de varredura

Amostras de aproximadamente 50 mm* da posigdo central do limbo foliar foram fixadas em
glutaraldeido 2,5 % e paraformaldeido 2,5 % em tampdo 0,1 M fosfato de sédio, a pH 7,2 durante 72
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horas (KARNOVSKY, 1965). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etilica e secas
em ponto critico com CO, (Bal-Tec CPD 030). Apds a metalizacdo com ouro (Balzers SCA 010), as
amostras foram analisadas e fotografadas em microscépio eletronico de varredura (LEO 1430VP) do
Nicleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vicosa.

Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 15 repeticdes por
tratamento, sendo cada repeticdo composta por um explante, onde o nimero de parcela experimental
corresponde a quantidade de tratamentos avaliados multiplicado por 15. Na seqiiéncia, 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 o
nivel de significancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o quarto subcultivo dos calos, foi observado multibrotagdes, caracterizando o potencial
regenerativo via organogénese indireta conforme apresentado na (figura 1-A). Além disso, pode-se
observar que a condicao de estresse fisico in vitro associado ao estresse e inducdo de agentes quimicos
no meio de cultura, induziu a formacdo de embrides somdticos por via direta nas brotagdes
proeminentes. Tais embrides somaticos se localizavam preferencialmente nas folhas jovens dos brotos,
se encontravam na fase globular e em grande quantidade conforme indicado na seta (figura 1-B).
Desse modo, a associagdo de estresses abidticos in vitro possibilita a regeneracdo organogénica e
embriogénica através do mesmo explante. Possivelmente, o controle molecular para expressao de
ambos 0s processos ou vias para espécie em estudo, seja direcionado pelos mesmos genes, diferindo a
superexpressao por uma via ou outra, provavelmente pela transdugdo de sinais promovidos pelos
diferentes estresses in vitro em niveis quantitativos e qualitativos, fisicos e quimicos.

Figura 1: Cultivo in vitro de calos cotiledonares de Azadirachta indica A. Juss em meio WPM apoés o
quarto subcultivo. A) Organogénese indireta com formacdo de multibrotacdes do tratamento T1 (8,87
uM de BAP e 1,34 uM de ANA); B) Embrides somadticos na fase globular formados pela via direta
(seta) em folhas de brotacdes, observado em microscépio eletrénico de varredura (MEV).

Mudas de nim propagadas in vitro, a partir de sementes germinadas em meio de cultura MS
também foram capazes de induzir diferenciacdo 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 sométicos localizados em varias regides dos explantes. Embrides somdticos globulares foram
mais abundantes no hipocétilo, epicétilo, caule e folhas apicais de mudas de nim. Embrides em
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estdgios mais avangados 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).

Tais embrides somdticos foram observados apés uma semana de cultivo sob efeito do
regulador TDZ. Os cotilédones destas sementes germinadas in vifro também obtinham a capacidade de
regenerar embrides somdticos, preferencialmente a partir de sua base ou bordas. Empregando a técnica
de microscopia eletronica de varredura, foi possivel detectar com mais precisdo a formacdo de
embrides somaticos em diferentes regides das plantas de nim cultivadas in vitro. Quanto a eficdcia do
TDZ na inducdo de embrides somdticos, embora seja uma nonpurina derivada de fenil-uréia, tem
demonstrado eficiente no processo de inducdo de embriogénese somdtica. Em trabalhos anteriores
utilizando TDZ, foi observada no meio de cultivo a presenga de prolina, dcido abscisico e 4-amino-
butirato, caracterizando o estresse induzido pelo regulador (GAIRI & RASHID, 2004).

Conforme outros trabalhos, a constante ocorréncia de embriogénese direta de nim, precedida
por calos, foi observado em meio contendo 5 uM de BAP. No entanto, tais explantes teve crescimento
médio de apenas 2 cm. Quando subcultivados em meio contendo 0,5 uM de BAP, 85 % dos brotos
alongaram atingindo em média 6 cm, apds 8 semanas de cultivo (CHATURVEDI et al., 2004).

Embriogénese somadtica indireta foi obtida a partir de embrides zigéticos imaturos de nim, com
40 dias de desenvolvimento. Tais embrides zigéticos foram cultivados em meio MS, suplementado
com 1,11 uM de BA e 4,52 a 6,78 uM de 2,4-D. A maior taxa de embrides foi obtida apds 8 semanas
de cultivo (ROUT, 2005). A maturacdo e germinacdo dos embrides somdticos foram realizadas em
MS/2, contendo com 0,38 a 0,94 uM de acido abscisico (ABA) e 2 % de sacarose. O percentual
maxima (64,2 %) de germinacao foi obtida com 0,94 uM de ABA, ap6s 2 semanas de cultivo in vitro.

Um sistema eficiente de embriogé€nese somdtica indireta e organogénese de Melia azadirachta
foi desenvolvido por Sharry et al. (2006), a partir de explantes cotiledonares maduros em meio MS,
contendo 2,4-D ou altas concentragdes de citocinina (44,39 uM de BAP e adenina). No presente
trabalho foi observado embrides apenas na fase globular. O tratamento que induziu maior taxa de
brotagdo foi o (T1) com valor médio de 52 brotacdes, seguido do (T2) com 43. Ambos os tratamentos
ndo diferiram entre si estatisticamente. Porém, diferiram dos tratamentos (TO; T3 e T4), com valores
médios de 28, 20 e 16 brotacdes respectivamente. Entre estes, ndo houve diferenca significativa pelo
teste de Tukey a 5% (Figura 2).
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Figura 2: Numero de brotacdes regeneradas em calos cotiledonares de Azadirachta indica A. Juss
cultivados in vitro em meio WPM, sob a influencia de diferentes concentragdes de ANA apds o quarto
subcultivo. Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Sendo assim, foi observado que a presenca da auxina ANA influenciou diretamente no
processo morfogenético de calos cotiledonares de nim, quando associado com 8,87 pM de BAP. O
balanco hormonal favoreceu a multibrotacdo, o que implica em maior taxa de clones propagado in
vitro, reduzindo os custos e possibilitando a padronizacdo de producdo. J4 que o nim naturalmente é
uma planta alégama (fecundacio do tipo cruzada) resultando alta taxa de variabilidade genética da
espécie.

A morfogénese in vitro de nim também foi obtida a partir de segmentos foliares e meristema
apical caulinar. A associacdo de citocinina com hemisulfato de adenina causou efeito sinérgico,
auxiliando na maior producdo de brotos (VILA et al., 2003; ARORA et al., 2009). Porém, a taxa de
brotagdo foi reduzida, quando foi adicionado 4cido indol-acético (AIA) no meio de cultura, o que
apdia a hipdtese de que a Azadirachta indica possui elevada quantidade enddgena de auxina, causando
inibi¢do de brotacdo na presencga de auxina no meio de cultura em doses elevadas (Arora et al., 2009).
A baixa produtividade de morfogé€nese na presenca de auxina em doses elevadas também foi
observada em outras espécies como Dalbergia sisoo Roxb e Rosa damascena Mill (SINGH et al.,
2002; PATI et al., 2004).

CONCLUSOES

Os calos cotiledonares de nim apresentaram alta capacidade de propagagdo nas duas vias
regenerativas, organogénese indireta e embriogénese somadtica direta, a partir do quarto subcultivo,
quando submetido em meio WPM contendo 8,87 uM de BAP e 1,34 uM de ANA.
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