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RESUMO

RODRIGUES, Marcelo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2009.
Morfogénese in vitro, analise fitoquimica e caracterizagdo anatbmica de nim
(Azadirachta indica A. Juss) Orientador: Wagner Campos Otoni. Co-orientadores:
Reginaldo A. Festucci Buselli e Luzimar Campos da Silva.

A espécie Azadirachta indica A. Juss, conhecida popularmente por nim, pertence a
familia Meliaceae, a qual apresenta grande potencial para a producdo de azadirachtina
(AZA); contudo, possui sementes recalcitrantes, polinizacdo do tipo cruzada e teor varidvel
de AZA. Com o objetivo de se entender os fatores que limitam o crescimento dessas plantas
in vitro e a variagdo nos teores de AZA, foram conduzidos quatro experimentos: i) A
propagacao in vitro de nim pela cultura de segmentos nodais coletados; ii) Avaliagdo das
anatomicas foliares de plantas cultivadas em trés ambientes distintos (in vivo, in vitro e
aclimatizado) por meio da técnica de micromorfometria; iii) Avaliagdo dos teores de AZA
foram determinados por meio de Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC) em
calos cotiledonares, cultivados em meio liquido WPM na auséncia e presenca de glicose
(fonte de carbono), caseina hidrolisada (fonte de nitrogénio) e metil jasmonato (agente
elicitor); iv) A propagagdo de embrides somaticos a partir de calos cotiledonares.
Constatou-se que o meio MS apresentou os melhores resultados de taxa de brotagao,
numero de foliolos e tamanho médio dos explantes em relacao aos demais meios de cultivo
(WPM e JADS). Nao foi induzido enraizamento in vitro dos brotos, porém, o sistema
radicular se desenvolveu ex vitro, durante a aclimatizagdo, apresentando taxa de
sobrevivéncia das mudas de 80%. Foi também analisado o conteudo de lipidios gerais, 6leos
essenciais e Oleos resinas, tanino ¢ mucilagem. Verificou-se diferengas significativas na
altura entre os tecidos foliares avaliados, epiderme adaxial e abaxial, assim como no
mesofilo nos trés ambientes de cultivo. Os testes histoquimicos evidenciaram que ha
producdo de lipidios gerais, 6leos essenciais e taninos em idioblastos foliares de nim
enquanto o teste para mucilagem foi negativo nos trés ambientes avaliados. As maiores
concentragdes de AZA (média de 0,2470 pg g") foram produzidas na primeira e segunda
semana de cultivo na presenca dessas trés substancias, demonstrando o efeito sinérgico
quando a massa celular foi cultivada em meio suplementado com essas substincias. Os
calos apresentaram alta capacidade de propagacdo pelas duas vias regenerativas,
organogénese e embriogénese a partir do quarto subcultivo, em meio WPM, apresentando
as maiores taxas de brotacdo e germinagdo de embrides somaticos. Os calos passaram do

aspecto liso para o granular ao longo dos subcultivos, enquanto que a colora¢do passou de

vi



marrom escuro para marrom claro e branco. A partir do sétimo subcultivo, houve redugao
brusca quanto a taxa de regeneragdo in Vitro para ambos os tipos de calos cotiledonares de
nim. Portanto, esse trabalho colaborou para maior entendimento das técnicas
biotecnolodgicas visando a propagagdo in vitro, cultivo de células para produgdo de AZA ¢

aspectos anatomicos de A. indica.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Marcelo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2009.
Morphogenesis in vitro, phytochemical analysis and anatomical characterization of
neem (Azadirachta indica A. Juss). Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-Advisers:
Reginaldo A. Festucci Buselli and Luzimar Campos da Silva.

The Azadirachta indica A. Juss species, popularly known as neem, belongs to the
Meliaceae family, which has great potential for azadirachtin (AZA) production; however,
neem has recalcitrant seeds, cross-pollination and variable content of AZA. Four
experiments were conducted in order to understand the in vitro growth limiting factors of
these plants and changes in levels of AZA: i) In vitro propagation of neem by culture of
collected nodal segments; ii) Evaluation of leaf anatomy of plants grown in three different
environments (in vivo, in vitro and acclimatized), using the micromorphometric technique;
iii) Evaluation of levels of AZA, which were determined by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) in cotyledonary callus, grown in WPM liquid medium with
absence and presence of glucose (carbon source), hydrolyzed casein (nitrogen source) and
methyl jasmonate (elicitor agent); and, iv) The propagation of somatic embryos from
cotyledonary callus. It was found that MS medium has presented the best results for
shooting rate, leaflet number and average size of the explants as compared to others
culture media (WPM and JADS). It was not induced in vitro rooting of shoots; however,
the root system has developed ex vitro during acclimatization, with seedling survival rate
of 80%. It was also assayed the general content of lipids, essential oils, resins and oils,
tannins and mucilage. It was found that there are significant differences in height between
the evaluated leaf tissues, adaxial and abaxial epidermis, as well as in the mesophyll from
three environmental conditions. The histochemical assay showed that there is general
production of lipids, essential oils and tannins in leaf idioblasts of neem, meanwhile the
mucilage test showed negative results for the three evaluated locations. The highest
concentrations of AZA (mean 0.2470 mg g-1) were produced in the first and second
cultivation week in the presence of these three substances, demonstrating the synergistic
effect when the cell mass was cultured in medium supplemented with these. Calli showed
high propagation capacity by both regenerative routes organogenesis and embryogenesis
starting from the fourth subculture in WPM medium presenting the highest shooting and
somatic embryos germination rates. Calli went from a smooth to granular appearance
during the subcultures, while color went from dark brown to light brown and white. From

the seventh subculture, there was dramatic reduction of in vitro regeneration rate for both
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types of neem cotyledonary callus. Therefore, this work has contributed for a better
understanding of biotechnology techniques aiming the in vitro propagation, cell cultivation

for AZA production and anatomical aspects of A. indica.
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INTRODUCAO GERAL

A arvore nim (Azadirachta indica A. Juss), Amargosa, syn Antelara azadirachta
ou Melia azadirachta L. pertence a familia Meliaceaec (Cunha, 2002). Sua origem ¢
asiatica, sendo natural de Burma e das regides aridas do subcontinente indiano, onde
existem, aproximadamente, 18 milhdes de arvores. O nim ¢ usado na medicina humana
e animal, na industria cosmética, no reflorestamento, como madeira de lei, como adubo
verde, assim como em paisagismo. Por isso ¢ cultivada atualmente na Australia, paises
da Africa, e nas Américas (Neves et al., 2003).

Essa planta ¢ resistente a climas secos e de crescimento rapido, podendo atingir
até 25 m. O fruto ¢ uma baga ovalada com 15 a 20 mm de comprimento e, quando
maduro, apresenta polpa amarelada e casca (tegumento) branca dura contendo um 6leo
marrom no interior de uma semente ou, raramente, em duas (Neves & Nogueira, 1996).

A espécie produz mais de 300 metabolitos secundarios, um terco dos quais sao
tetranotriterpendides (limondide) com diferentes aplicagdes comerciais e efeitos
biologicos (Dai et al., 2001). Os principios ativos mais conhecidos sdo: azadirachtina
(AZA) (inseticida e repelente de insetos), nimbin (espermaticidade e antiinflamatdrio
em vertebrados) e salanim (repelente a insetos). A AZA (Figura 1) ¢ o metabdlito mais
importante e mais abundante, produzido pela A. indica (Mordue & Blackwell, 1993).
Um numero consideravel de outros componentes foi isolado das sementes de nim, tais
como: solanina, solanol, solanoacetato-3-dia-acetilsolanina, azadiractinadiradiona, 14-
epoxia-zaridiona, gedunim, nimbineur e diacetil nimbinim (Neves et al., 2003).

O nim e seus derivados chegam a afetar mais de 400 espécies de insetos das
ordens Coleoptera, Diptera, Heteroptera, Homoptera, Hymenoptera, Lepidoptera,
Orthoptera, Thysanoptera ¢ Neuroptera, além de alguns fungos. Os extratos dessa
planta provocam alteragdes na metamorfose, inibi¢do do crescimento, malformagao,
reducdo da fertilidade e mortalidade, principalmente de certos artropodes que ingerem
ou entram em contato com substratos (Cunha, 2002).

O estudo do comportamento alimentar de diversas larvas como (Spodoptera
littoralis e Mamestra brassicae), mostrou que a AZA reduziu o consumo alimentar das
espécies testadas. Fémeas de alguns géneros de dipteros tiveram a oviposi¢do detida,
assim como alguns coleopteros (Callosobruchus sp.) em graos armazenados (Neves et
al., 2003).

A AZA pode provocar alteragcdes no desenvolvimento de insetos, apresenta

efeitos repelente e intoxicante, afetando a biologia, a oviposi¢do e a viabilidade dos



ovos (Neves & Nogueira, 1996). A atividade inseticida do nim foi publicada pela
primeira vez em 1958 por Chopra.

Entretanto, o primeiro inseticida comercial de nim foi registrado pela
“Environmental Protection Agency” (APE) em 1985, para utilizacdo em culturas ndo
alimentares (Jacbson, 1988; Larson, 1993) e, desde entdo, o nimero de produtos
comerciais utilizando essa espécie tem aumentado acentuadamente, como por exemplo,
a producdo de AZA pela empresa americana “Agridyne Technologies”. Posteriormente,
a APE recebeu aprovacao para utilizagdo em culturas alimentares (Johnson et al.,

1996).

Figura 1: A estrutura da molécula de AZA é um tetranotriterpendide produzido em
Azadirachta indica, armazenada principalmente nas sementes e folhas, sua formula
molecular ¢ C35sH440 6.

Apesar do potencial apresentado para a producdo de AZA, o nim possui
sementes recalcitrantes e polinizagdo do tipo cruzada, causando sérios problemas na
selecdo de mudas uniformes, devido a perda da viabilidade das sementes e alta
variabilidade genética. Esta afeta consideravelmente o teor de AZA em mudas,
dificultando ainda mais a sele¢do de plantas potenciais (Ermel et al., 1986) e sua
bioatividade (Singh, 1987). Além disso, as sementes de nim geralmente perdem a
viabilidade ap6s um més de armazenamento, e muitas sementes perdem o vigor,
podendo causar anormalidades durante o processo de germinacdo e desenvolvimento.
Isso tem causado sérios problemas para a conservagao dos recursos genéticos vegetais €
para o estabelecimento de plantagdes em larga escala (Gamene et al., 1996).

A biotecnologia vegetal tem sido considerada util para produgdo de clones, uma
vez que o cultivo in vitro permite a obtengdo de plantas idénticas a matriz (Torres &

Caldas, 1990). Dentre os explantes que vém sendo utilizados para clonagem de nim,



destacam-se folhas de arvores adultas (Ramesh & Padhya, 1990; Eeswara et al., 1998) e
de gemas axilares coletadas de plantas de 2 a 5 anos de idade (Joshi & Thengane,
1996). Outra técnica utilizada ¢ a organogénese indireta, a partir de calos de diferentes
explantes jovens (Salvi et al., 2001) e de anteras (Gautam et al., 1993). Varios estudos e
protocolos tém sido elaborados e propostos visando a maior produtividade de embrides
somaticos. Nestes, ja foram utilizados explantes de segmentos nodais (Yasseen, 1994;
Drew 1996) e explantes foliares (Eeswara et al., 1998).

Durante o processo de aclimatiza¢do das plantas crescidas in vitro, ocorrem
mudangas morfologicas, anatdmicas e fisioldgicas, tornando-as capazes de crescer
nesse novo ambiente (Sutter et al., 1992). Isto pode causar estresse para as plantas,
sendo um fator limitante no processo de morfogénese in vitro (Sutter, 1988). As
alteragdes anatdmicas nas plantas cultivadas in vitro podem inviabilizar a aclimatizagdo
das mesmas (Albarello et al., 2001). Estudos anatdmicos abordando essa plasticidade
fenotipica, assim como testes histoquimicos para se identificar os sitios celulares e
subcelulares onde provavelmente ocorre a biossintese da AZA, dentre outros
compostos de interesse em A. indica sdo desconhecidos.

Existem varios obstaculos que necessitam ser superados para que se possa
produzir eficientemente AZA em escala industrial, seja por meio do cultivo tradicional
de plantas melhoradas geneticamente, por meio de engenharia genética ou por meio do
cultivo de células, tecidos e 6rgdos. Dentre eles destaca-se: @) a influéncia do sistema
de vedagdo dos frascos; b) o estabelecimento de protocolo de propagacdo in vitro de
nim via organogénese e, ou embriogénese que ¢ pouco conhecido; C) o
desenvolvimento de um protocolo para a obtencdo da cultura de calos e células em
suspensao que possibilite a produgdo em escala comercial otimizado; e, d) a analise dos
aspectos anatdmicos abordando a plasticidade fenotipica, assim como a identificagdao
dos sitios celulares e subcelulares onde ocorre a biossintese da AZA. A superacio
desses obstaculos pode ser particularmente util para obtencdo de calos, células em
suspensdo e clones que apresentem producdo homogénea do principio ativo desejado,
assim como a compreensao do processo de biossintese de AZA.

O presente trabalho teve como objetivos principais: i) a realizagdo da
propagacao in vitro de nim pela cultura de segmentos nodais coletados de plantas com
seis meses, cultivadas em casa de vegetacdo; ii) a identificacdo e quantificacdo das
diferencas anatomicas foliares de plantas cultivadas em trés ambientes distintos in vivo,
in vitro e ex vitro, por meio da técnica de micromorfometria, assim como a aplicagéo de

testes histoquimicos; iii) a analise dos teores de AZA por meio de Cromatografia



Liquida de Alto Desempenho (HPLC) em calos cotiledonares; e, iv) a propagagdo de
plantas a partir de embrides somaticos derivados de calos cotiledonares.

Portanto, esse trabalho propde a utilizagdo da biotecnologia para propagagio in
vitro de A. indica, visando ao melhoramento da espécie, a caracterizagdo anatdmica
foliar de plantas cultivadas in vivo, in vitro e aclimatizadas, bem ainda o cultivo de

células para produ¢do de AZA, devido a importancia e valor economico do composto.
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CAPITULO 1

Influéncia da vedacéo dos frascos de cultivo com membranas de fluoroporo e de
reguladores de crescimento na propagacao in vitro de nim (Azadirachta indica A.

Juss.)

RESUMO

As sementes de nim (Azadirachta indica A. Juss) apresentam recalcitrancia e as
técnicas de propagacdo in vitro oferecem vantagem para a sele¢do fenotipica,
uniformidade e taxa de multiplicagdo potencialmente rapida em relagdo aos métodos
convencionais de cultivo. Com o objetivo de se otimizar o sistema de propagagdo in
vitro de nim, foram avaliados i) diferentes meios de cultivo (MS, JADS e WPM); ii)
diferentes concentragdes de reguladores de crescimento (BAP, KIN e ANA); e, iii) uso
de membranas fluoroporo hidrofobica para a vedagao dos frascos. Os segmentos nodais
cultivados em meio MS apresentaram as maiores taxas de brotacdo por explante
(1,67%), maior nimero médio de foliolos (4,58) e os maiores tamanhos (1,23 cm) em
relacdo aos meios JADS e WPM. Os explantes cultivados em frascos vedados com
tampas contendo 2 membranas PTFE e meio MS (0,5 mg L! BAP, 0,5 mg L! KIN, 0,
05 mg L' de ANA) apresentaram um maior niimero (4,04), comprimento (5,38 cm) de
brotagcdes e numero de foliolos (53,4). Tais brotagcdes apresentavam vigor, enquanto
que as cultivadas em frascos sem a presenca de membranas, freqiientemente
apresentavam senescéncia das folhas. As plantas que foram aclimatizadas em substrato
contendo fibra de cdco e compostagem de casca de eucalipto proporcao (1:1)
apresentaram oitenta por cento de sobrevivéncia. O processo de propagagdo in vitro foi
mais eficiente, quando os segmentos nodais foram cultivados em meio MS, contendo
BAP, KIN e baixa concentragdo de ANA, na presenga de frascos com tampa rigida de
polipropileno com dois orificios, cobertos com membrana fluoroporo hidrofobica, que

possibilitou aumento nas trocas gasosas.

Palavras chave: Propagacdo in vitro, 6-benzilaminopurina (BAP), acido a-

naftalenoacético (ANA), cinetina (KIN), trocas gasosas.



Influence of flask sealing with hydrophobic fluopore membrane and growth

regulators in in vitro propagation of neem (Azadirachta indica A. Juss.)

ABSTRACT

The seeds of neem (Azadirachta indica A. Juss) are recalcitrant and in vitro
propagation techniques offer the advantage to phenotypic selection, consistence and
potentially rapid multiplication rate as compared to conventional cultivation methods.
In order to optimize the in vitro propagation system of neem, it was evaluated: i)
different culture media (MS, WPM and JADS); ii) different growth regulators
concentrations (BAP, KIN and NAA); and, iii) use of fluoroporo hydrophobic
membranes to seal flasks. Nodal segments cultured on MS medium showed the highest
shooting rates per explant (1.67%), the highest mean number of leaflets (4.58) and the
largest sizes (1.23 cm) as compared to JADS and WPM media. The explants cultured in
sealed with caps flasks containing 2 PTFE membranes and MS medium (0.5 mg L-1
BAP, 0.5 mg L-1 KIN, 0, 05 mg L-1 NAA) showed a high number (4,04) and length
(5.38 cm) of shoots and number of leaflets (53.4). These shoots grew intensely;
meanwhile those grown in flasks without the presence of membranes, often presented
leaf senescence. The plants which were acclimatized in a ratio (1:1) of coconut fiber
and eucalyptus bark composted substrate showed 80% survival. The in vitro
propagation process was more efficient when nodal segments were cultured on MS
medium containing BAP, KIN and low concentration of NAA in the presence of flasks
with rigid polypropylene two hole cap, covered with fluoroporo hydrophobic

membrane, which enabled increase in gas exchange.

Keywords: 6-benzylaminopurine (BA), a-naphthalene acetic acid (NAA), kinetin

(KIN), gas exchanges, micropropagation, Azadirachta indica



INTRODUCAO

O nim (Azadirachta indica A. Juss), que literalmente significa “arvore generosa
livre da India”, pertence a familia Meliaceae. E nativa de Burma e de regides aridas do
subcontinente Indiano (Akula et al., 2003). Devido as suas propriedades medicinais e
acdo repelente contra insetos pragas, o nim tem sido descrito como uma planta
promissora conforme apresentado pelo National Research Council — USA (1992).

Do ponto de vista quimico, uma caracteristica comum a todas as espécies dessa
familia ¢ a presenga de triterpenos oxigenados, limondides (tetranotriterpendides),
conhecidos como meliacinease. Entre esses compostos, a azadirachtina (AZA) ¢ o mais
ativo agente anti-alimentar, estando presente nas folhas e principalmente nas sementes
(Oliveira et al., 2005; Shahin-uz-zaman et al., 2008).

Devido a recalcitrancia de suas sementes, técnicas como a propagacdo in vitro
oferecem vantagem para a selegdo fenotipica, uniformidade e taxa de multiplicacio
potencialmente rapida em relacdo aos métodos convencionais de cultivo de nim
(Quraishi et al., 2004). A propagacao de nim tem sido relatada utilizando-se explantes
foliares de arvore adultas (Ramesh & Padhya, 1990; Eeswara et al., 1998), gemas
axilares (Joshi & Thengane, 1996) e também pela via indireta com formagao de calos
(Salvi et al., 2001).

Os principais problemas enfrentados no cultivo in vitro de plantas lenhosas séo:
dificuldade para enraizamento dos explantes, contaminagdo bacteriana e fingica, além
de oxidacdo fendlica e baixa trocas gasosas entre o recipiente de cultivo € o meio
externo (Assis et al., 2004). Diante desse problema em especial, tem-se aplicado
membranas nas tampas de frascos, favorecendo o mecanismo de trocas gasosas,
resultando em maior desenvolvimento dos explantes cultivados in vitro.

Ao analisar os padrdes de crescimento de Pfaffia glomerata na presenga de
fonte de carboidrato, independente do tipo de tampa utilizada, as folhas apresentaram
organizagdo bem definida. J& as plantas cultivadas sem sacarose e com duas
membranas apresentaram organizagao tipica das plantas cultivadas in vitro. No entanto,
esse tratamento apresentou maior area foliar entre os tratamentos, € seu crescimento
ndo ficou comprometido (Iarema, 2008).

O presente trabalho tem como objetivo otimizar o sistema de propagacdo in
vitro de nim, por meio do aumento das trocas gasosas com utiliza¢do de membranas
fluoroporo hidrofobica, avaliar trés meios de cultivo (MS, JADS e WPM) e
combinac¢do dos reguladores de crescimento BAP, KIN e ANA.



MATERIAL E METODOS

Inducéo de brotagdes

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas,
no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). Utilizou-se segmentos nodais como fonte de explantes,
obtidos a partir de ramos jovens de 5 matrizes de nim, selecionadas dentre 10. Para
selecionar as 5 melhores matrizes, foi quantificado o numero de brotagdes
sobreviventes em meio MS basal apos 25 dias de cultivo.

Tais plantas sdo provenientes do viveiro Nim Brasil, da cidade de Sao José do
Rio Preto (SP), estabelecidas a partir de sementes e desenvolvidas com idade média de
6 meses, em casa de vegetagdo do setor de Fisiologia Vegetal da UFV. Tais matrizes
foram submetidas a podas e adubagdo periddica a cada 60 dias, induzindo novas
brotagoes.

Para a indugdo de brotagdes in vitro, os explantes, contendo uma gema lateral
cada, foram imersos em agua destilada imediatamente apds a coleta. Posteriormente,
efetuou-se a padronizacao das amostras (20 mm) e foram imersos novamente em agua
destilada. Apos a padronizagao, foi realizada a primeira fase de assepsia com a imersao
dos explantes em alcool etilico a 70 % v/v por um minuto sob agitacdo. Em seguida, os
segmentos foram submetidos a solucdo de hipoclorito de sdédio (NaClO) a 50 % v/v,
com adicdo de 3 gotas da solu¢do Tween 20, durante cinco minutos sob agita¢do. Logo
apods esse processo, as amostras foram submetidas a trés sucessivas lavagens com agua
destilada autoclavada, para a retirada completa de toda a solugdo acida 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 alcool
etilico a 70 % v/v durante 1 minuto sob agitagdo e enxaguados trés vezes, em agua
desionizada e autoclavada, sob agitagdo. Os explantes foram inoculados em tubos de
ensaio (25 X 150 mm), coberto com tampas de polipropileno, contendo 10 mL de meio
de cultura, previamente aferido o pH para 5,8 e submetido a esterilizagdo em autoclave
a 120 °C e pressdo 1,5 kgf cm™ durante 15 minutos.

Foram testados os meios [WPM (Lloyd & McCown, 1981), MS (Murashige &
Skoog, 1962) e JADS (Correia et al., 1995)], adicionado de 3 % (p/v) de sacarose; 1,0 g
L' de PVP (Polivinilpirrolidona) e 0,6 % (p/v) de Agar Merck®™. Os mesmos foram
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mantidos em sala de crescimento a 27 + 2 °C de temperatura, irradiancia de 25 pmol m*
2 5" ¢ fotoperiodo de 16 horas, a fim de definir o melhor meio para estabelecer e
cultivar segmentos nodais in vitro de nim. Apds 25 dias de cultivo, os tratamentos
foram avaliados por meio da contagem do nimero médio de brotacdes por explante,
tamanho médio das brotagdes e nimero de folhas por brotagdo, aplicando esse método
de avaliacdo para os subcultivos posteriormente.

Na segunda etapa (subcultivo II), foi adicionado 100 mg L™ de mio-inositol e
diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e acido a-naftalenoacético
(ANA) no melhor meio de cultura para espécie em estudo, distribuidos nos seguintes
tratamentos: T1 (0,2 mg L' BAP + 0,02 mg L' ANA); T2 (0,4 mg L™ BAP + 0,02 mg
L' ANA); e T3 (0,6 mg L™ BAP + 0,02 mg L' ANA).

Na terceira etapa (subcultivo III), o melhor tratamento foi selecionado e
adicionado 300 mg L' de caseina hidrolisada (CH) em meio MS completo e com meia
forga (MS/2), tratados com diferentes concentragdes de BAP, cinetina (KIN) e ANA,
formando os seguintes tratamentos: T1 (MS controle); T2 (MS + 0,5 mg L' BAP +0,5
mg L' KIN + 0,05 mg L' ANA); T3(MS+ 1 mgL" BAP+ 1 mgL" de KIN +0,1 mg
L' ANA); T4 (MS/2 controle); T5 (0,5 mg L' BAP + 0,5 mg L' KIN + 0,05 mg L™
ANA); e T6 (MS/2 + 1 mg L BAP + 1 mg L de KIN + 0,1 mg L' ANA). Dos seis
tratamentos, foram selecionados os T2, T3 e T6, para o subcultivo IV. Ao final de 25
dias apds a avaliagdo, foi selecionado o melhor tratamento dentre os trés.

Os explantes foram subcultivados a cada 25 dias em frascos de vidro de 50 mm
de diametro x 90 mm de altura, com capacidade aproximada de 280 mL no segundo
subcultivo e frascos de vidro de 50 mm de didmetro x 120 mm de altura, com
capacidade aproximada de 370 mL no terceiro e quarto subcultivo, contendo 40 mL de
meio de cultivo por frasco. Os frascos foram vedados com dois tipos de tampas: i)
tampas rigidas de polipropileno (TR) autoclavavel; e ii) com dois orificios de 10 mm
(T2M), cobertos com membrana fluoroporo hidrofobica (PTFE) de 0,22 um de poro
(MilliSeal® Air Vent, Toquio, Japo).

Enraizamento in vitro das brotagoes

Brotagdes obtidas a partir de segmentos nodais cultivados in vitro e submetidos
aos tratamentos descritos anteriormente foram inoculadas no melhor meio de cultura

avaliado (T2), com adigdo de diferentes concentra¢des de acido-indol-3-butirico (AIB)

11



para enraizamento, compondo os seguintes tratamentos: T1 (controle); T2 (0,5 mg L™);
T3 (1 mg L™"); T4 (1,5 mg L") e T5 (2 mg L™). Nessa etapa a KIN foi suprimida ¢ a
concentracio de BAP reduzida para 0,2 mg L™'. Apos 30 dias de cultivo, foi avaliado o
numero de brotacdes com raizes, o numero de raizes por brotagdo € o comprimento
médio das raizes. Porém, devido a baixa taxa de enraizamento in vitro, os brotos foram

aclimatizados, ocorrendo enraizamento na etapa ex Vitro.

Aclimatizacao

As brotagdes obtidas in vitro ndo foram enraizadas nesse ambiente. No entanto,
houve desenvolvimento das mesmas no ambiente ex Vitro durante a aclimatizagao feita
em copos plésticos contendo diferentes substratos: 1) fibra de coco triturada; ii) fibra de
coco triturada e compostagem de casca de eucalipto (Eucatex, Sdo Paulo) na proporcao
de 1:1 (v/v); e, iii) compostagem de casca de eucalipto. Apds a transferéncia, as plantas
foram envolvidas por sacos plasticos transparentes, para manutencdo da umidade
relativa do ambiente, sendo mantidas em sala de crescimento sob temperatura
controlada de 25 + 1 °C e irradiancia de 14 umol m™ s™ inicialmente, aumentando-se
gradualmente até 75 pmol m™ s durante 20 dias, depois transferidas para casa de
vegetacdo. Apos a fase de aclimatiza¢do, avaliou-se a taxa de sobrevivéncia das

brotagdes dentro de cada tratamento.

Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), 12 repeti¢des por
tratamento, sendo cada repeticdo composta por um explante, onde o nimero de parcelas
experimentais corresponde a quantidade de tratamentos avaliados em cada subcultivo
multiplicado por 12. Os dados foram submetidos & analise de variancia utilizando-se o
programa GENES, versao Windows/2004.2.1, desenvolvido por Cruz (2001), com as
médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando-se um nivel de significancia de 5
% para as seguintes caracteristicas: nimero de brotacdes, nimero de foliolos e tamanho
dos explantes. Para senescéncia e nimero de explantes com presenca de calos na base,

foi feito estatistica descritiva com base nos valores médios.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das dez matrizes cultivadas como fonte de explante, foram coletados 40
segmentos nodais de cada uma, totalizando 400 amostras. Ao término de 25 dias de
cultivo, foi avaliado o numero de explantes sobreviventes, das quais foram

selecionados os cinco melhores gendtipos para serem cultivados in vitro (Figura 1).
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Figura 1: Numero de brotagdes de Azadirachta indica sobreviventes apés 25 dias de

cultivo in vitro de segmentos nodais provenientes de 10 plantas matrizes (M1-10), em
meio MS.

De acordo com os resultados obtidos da estabilizagdo dos segmentos nodais in
vitro, foram selecionadas, com base nas taxas de sobrevivéncia (%), as seguintes
matrizes como fontes de explantes para a continuidade da experimentagdao: M5 (92,5
%), M7 (90 %), M9 (87,5 %), M8 (85 %) e M4 (82,5 %), onde a média geral dos 5
genotipos selecionados foi de 87,5% de sobrevivéncia.

Apos a fase de estabilizacdo, foi avaliado o nimero de brotagdes por explante, o
numero de foliolos e o comprimento de brotacdes apos 25 dias de cultivo em trés meios
de cultivo: WPM, JADS e MS. O teste foi significativo para as caracteristicas
analisadas pelo teste de Tukey a 5 %, no qual o meio de cultura MS apresentou-se
superior em relagdo aos demais para cultivo de segmentos nodais in vitro de nim, com
taxa média de brotacdo por explante correspondente a (1,67), nimero médio de foliolos
(4,58) e tamanho médio (1,23 cm) conforme apresentado na Figura 2.

Trabalhos anteriores relatam o cultivo in vitro e regeneracdo de nim utilizando
anteras como fonte de explante (Gautam et al., 1993) e através de sementes maduras

(Murthy & Saxena, 1998). Kearney (1994) relatou a formagdo de brotos a partir de
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folhas em meio contendo BA e formagdo de gemas utilizando BA e AIA em meio MS.
No entanto, Quraishi et al. (2004) obtiveram resultado significativamente melhor
utilizando o meio DKW, que por sua vez possui maior concentragdo de sais em relagao

ao meio MS, com adi¢do de 0,22 uM de BA.
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Figura 2: Avaliagdao do nimero médio de brotagdes (Brot), numero de foliolos (Fol) e
tamanho médio dos explantes (Tam), cultivados em meio WPM, JADS e MS, apos 25
dias de cultivo. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nao diferem entre si a
5% pelo teste de Tukey.

A formacdo de brotos a partir de calos cotiledonares, no segundo e terceiro
subcultivos, foi relatada por Rodrigues et al. (2009), utilizando-se 2 mg L' de BA,
resultando em média, 11 propagulos por explante. No presente trabalho os explantes
foram cultivados em frascos com tampa rigida (TR) e com duas membranas (T2M)
para aumentar as trocas gasosas, além da adi¢cao de diferentes concentragoes de BAP e
ANA, a partir do segundo subcultivo.

Os resultados estdo descritos no Quadro 1. Para caracteristica numero de
brotagdes o teste foi significativo, apresentando maior valor no subcultivo IV, em
frasco com duas membranas e no tratamento T2 contendo 0,5 mg L' BAP + 0,5 mg L™
de KIN + 0,05 mg L™ de ANA. O terceiro subcultivo com duas membranas apresentou
a maior média (53,4) no numero de foliolos. O tratamento mais promissor foi o T3,
contendo 1 mg L' BAP, 1 mg L™ de KIN e 0,1 mg L"'de ANA. Do mesmo modo, o
tratamento T3 apresentou maior média para a caracteristica tamanho dos explantes
(5,38 cm). Esse valor foi registrado no terceiro subcultivo na presenca de frascos com

duas membranas.
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Quadro 1: Valores médios das caracteristicas: numero de brota¢des, nimero de
foliolos e comprimento de brotagdes em fungdo dos subcultivos (I, III e IV) e presenca
(T2M) ou auséncia (TR) de membranas para troca gasosa

TR T2M
Subcultivos II 111 v II III v
N°. de brotacdes 2,58 ¢ 3,41b 3,50b 325b 4,04 a 426 a
N°. de foliolos 5.91c 4,58 c 4,50 c 37,1b 53,4 a 509 a
Comprimento (cm) 1,28 ¢ 1,53 ¢ 1,59 ¢ 3,88Db 5,38a 5,34 a

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si a 5% pelo teste

de Tukey.

Ap6s o quarto subcultivo, o tratamento T2 contendo 0,5 mg L' BAP + 0,5 mg
L' de KIN + 0,05 mg L' de ANA com duas membranas, foi selecionado dentre os
outros tratamentos, por apresentar melhores resultados, mantendo-se suas médias até o
sexto subcultivo. De acordo com Ribeiro et al. (2009), avaliou-se, também, a influéncia
do tipo de vedagdo no cultivo de berinjela durante a indugdo de embriogénese somatica
e organogénese. Os frascos foram vedados com filme plastico de PVC transparente,
com tampa de polipropileno autoclavavel (TR) e a mesma tampa contendo duas
membranas (T2M). Observou-se que as plantulas mantidas nos frascos com T2M foram
mais vigorosas, apresentando uma maior taxa de crescimento e desenvolvimento dos
orgdos vegetativos.

Santos (2007), ao utilizar quatro tipos de vedacdes: 1) filme pléastico de PVC
transparente; 2) tampa rigida de polipropileno autoclavavel sem orificio (TR); 3) tampa
rigida de polipropileno com uma (T1M) e com duas membranas (T2M), permeaveis as
trocas gasosas, associadas a diferentes concentracdes de sacarose, verificou apos 60
dias de cultivo de videira, que o nimero de folhas, a area foliar, o comprimento da
parte aérea das plantas, assim como o comprimento do sistema radicular foram maiores

em videira cultivada em frascos com uma e duas membranas, havendo interacdo com

-1
diferentes concentragdes de sacarose até¢ 20 g L , conferindo caracteristicas favoraveis

para aclimatizacdo ex Vvitro.
No presente trabalho, foi observada nos subcultivos em frascos com tampas sem

membranas a presenga de folhas com aspecto amarelo, clordtico e freqiientemente
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ocorreu senescéncia das mesmas. Nos tratamentos com maiores concentracdes de
reguladores de crescimento, na presenga ou auséncia de membranas, observou-se a
formagao de calos na base dos explantes.

Plantas cultivadas in vitro crescem sob alta umidade relativa do ar, baixa
luminosidade e trocas gasosas restritas, resultando em baixas taxas de transpiracdo e
fotossintese (Mosaleeyanon et al., 2004). Geralmente, os explantes in Vvitro sio
mantidos em frascos vedados, o que pode, dependendo do tipo de vedacdo, provocar
baixa troca de ar entre o ambiente externo e interno (Tsay et al., 2006). A influéncia do
sistema de vedacdo dos frascos, ainda ndo explorado em nim, ¢ um dos varios fatores
que limitam o crescimento de plantas in vitro.

Segundo Chaturvedi et al. (2004), apos 5 semanas do cultivo de segmentos
nodais de nim em meio MS/2 com adi¢ao de 1 uM de BAP + 0,5 uM de GAs3, houve o
surgimento de vdarios brotos e formacdo de calos na regido basal dos explantes.
Posteriormente, tais explantes foram subcultivados em meio MS/2 + 1 uM de BAP +
250 mg L' de CH. No entanto, as plantas ndo eram saudaveis, ocorrendo
amarelecimento e abscisao foliar apos 4 semanas de cultivo. Em média, houve
formagao de 7,5 brotos por explante. Contudo, 0 maior nimero dos brotos permaneceu
compacto e pequeno, com média de 0,7 cm. A taxa média de enraizamento dos brotos
formados in vitro de nim foi de 70 %, e a taxa média de sobrevivéncia foi de 87 %.

ApOs essa etapa, iniciou-se a indug¢do do enraizamento in vitro. Porém, nessa
etapa o resultado ndo foi significativo e nem satisfatério no presente estudo, pois
ocorreu formacdo de poucas raizes e com aspecto afilado (dados ndo apresentados).
Mas o processo desenvolveu-se bem durante a fase de aclimatizacdo dos explantes,
formando raizes grandes e espessas ap6s 15 dias de cultivo em ambiente ex vitro. Pode-
se observar que as plantas de nim cultivadas a partir de segmentos nodais, foram
propagadas com a omissdo da fase de enraizamento in vitro (Figura 3).

Em relagdo ao alongamento médio, segundo Chaturvedi et al. (2003), 80 % dos
brotos atingiu, ao final de 5 semanas de cultivo, cerca de 4 cm com 3-4 nés. O
alongamento dos brotos multiplicados via gemas axilares, foi realizado em meio MS
com adigio de 1 pM BA + 250 mg L' de CH, ap6s 8 semanas de cultivo. Os mesmos
autores registraram que 40 % dos brotos produzidos in vitro, desenvolveram raizes
quando tratados com AIB, apresentando resultado semelhante ao de Eeswara et al.
(1998), que obtiveram 50 % de enraizamento utilizando o mesmo regulador de

crescimento.
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Figura 3: Cultivo in vitro de explantes nodais de Azadirachta indica A. Juss. A)
Segmentos nodais na fase de estabilizagao in vitro; B) Brotagdes cultivadas em frascos
(TR) com 90 mm de altura, cujos explantes apresentam aspecto senescente; C)
Brotagdes cultivadas em frascos (T2M) com 120 mm; D) Fase inicial de aclimatizagio;
E) Retirada do plastico apds a terceira semana de aclimatizagdo; F) Explante
aclimatizado ap6s 60 dias em casa de vegetacdo, com desenvolvimento do sistema
radicular em fibra de cdco e compostagem de casca de eucalipto (1:1).
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Eeswara et al. (1998) relataram 55 % de enraizamento utilizando 4,9 uM de
AIB em brotos formados a partir de calos de folhas de nim. Salvi et al. (2001) também
relataram enraizamento com 4,9 uM de AIB, apos 7 dias de cultivo, ¢ 90 % das plantas
sobreviveram apds aclimatizacdo por 45 dias. Joshi & Thengane (1996) e
Venkateswarlu et al. (1998), aplicaram de 2 a 3 mg L™ de AIA para promover o
enraizamento de brotos de nim, enquanto Joarder et al. (1993) e Islam et al. (1997)
aplicaram 0,5 mg L™ de AIB. Ja Gill et al. (1996) ¢ Roy et al. (1996) relataram o uso
combinado de AIB e AIA para o enraizamento.

No presente trabalho, foram avaliados durante a fase de aclimatizagdo, trés
diferentes tipos de substrato para plantas de nim propagadas in vitro, em funcao da taxa
de sobrevivéncia das mudas, apos 30 dias de cultivo. A melhor taxa de sobrevivéncia
(80 %) foi em fibra de coco e compostagem de casca de eucalipto na proporcao (1:1).

Shahin-uz-zaman et al. (2008) utilizaram dapice caulinar e radicular para
promover a formagao de plantulas in vitro de nim cultivados em meio MS, com adi¢ao
de diferentes concentragoes de BAP ¢ ANA. Em ambos os materiais houve formagao
de gemas com capacidade de brotagdo. Os brotos formados foram subcultivados e
enraizados em meio com adi¢do de diferentes concentragdes combinadas de AIB e
AIA, posteriormente aclimatizadas em vasos. Segundo Oliveira et al. (2005), o
tratamento com AIB foi mais eficiente para o enraizamento de estacas de nim. Porém, ¢
possivel obter enraizamento eX Vitro sem a utiliza¢do de indutores, como também foi

verificado nesse trabalho.
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CONCLUSOES

Os segmentos nodais coletados de plantas jovens cultivados em meio MS + 0,5
mg L' de BAP + 0,5 mg L de KIN + 0,05 mg L' de ANA, em frascos com tampa
rigida de polipropileno com dois orificios de 10 mm (T20), cobertos com membrana
fluoroporo hidrofobica (PTFE) de 0,22 pum de poro, apresentam um melhor
desenvolvimento. Os brotos apresentaram maior taxa de sobrevivéncia (80 %) no
substrato fibra de cdco e compostagem de casca de eucalipto na propor¢ao (1:1). Os
brotos de nim possuem capacidade rizogénica durante a fase de aclimatizacdo ex vitro,

tornando o processo de propagagao in vitro mais econémico e mais rapido.
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CAPITULO 2

Anatomia foliar de Azadirachta indica (Meliaceae) cultivada in vivo, in vitro e

aclimatizada

RESUMO

Plantas propagadas in vitro geralmente apresentam alteragdes fisiologicas
significativas e mudancas morfoldgicas, quando comparadas com plantas cultivadas ex
vitro. Objetivou-se mensurar os tecidos foliares de Azadirachta indica visando
identificar as alteragdes estruturais das folhas cultivadas in vivo, in vitro e
aclimatizadas, e¢ avaliar se ha producdo de lipidios gerais, terpenoides, tanino e
mucilagem nesses ambientes. A altura em corte transversal da face adaxial (Fad) e
abaxial (Fab) da epiderme foliar cultivada no ambiente in vivo (Fad = 15.750 um; Fab
= 12.325 pum) e aclimatizada (Fad = 13.840 um; Fab = 11.690 um) apresentaram
diferencas significativas, quando comparado com a in vitro (Fad = 11.462 um; Fab =
9.825 um), porém, entre elas ndo houve diferengas significativas. Quanto ao mesofilo,
observou-se diferenca significativa entre os trés ambientes estudados, onde o maior
valor médio foi no ambiente in vivo (185,520 um), seguido do aclimatizado (132.876
um) e in vitro (68.465 pum). Do mesmo modo, ocorreu para a area foliar, com maior
valor no ambiente in vivo (2.361,184 um?), seguido da aclimatizada (2.236,520 pm®) e
in vitro (2.152,630 pm?). Utilizando o microscopio eletronico de varredura observou-se
em ambiente in Vvivo que as células subsidiarias sdo bem sinuosas; ja as folhas
aclimatizadas apresentam pouca sinuosidade, enquanto que as in vitro nao apresentam
esse aspecto. As células estomaticas in vivo estdo dispostas em plano abaixo das células
epidérmicas, enquanto que no ambiente In vitro, as células estavam aparentemente
turgidas e no mesmo plano que as células epidérmicas, com seus estdmatos
constantemente abertos. Ha producdo nas folhas nos ambientes estudados de lipidios
gerais, terpendides e tanino em idioblastos foliares de A. indica, enquanto que o teste
para mucilagem foi negativo nos trés ambientes. O ambiente influenciou diretamente na
diferencia¢do celular dos tecidos foliares evidenciado pelas alteragdes estruturais,

porém, ndo influenciou qualitativamente na produ¢do dos metabolitos avaliados.

Palavras chave: Anatomia foliar, micromorfometria, histoquimica, nim, Azadirachta

indica.
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Leaf anatomy of in vivo, in vitro grown and acclimatized Azadirachta indica
(Meliaceae)

ABSTRACT

In vitro propagated plants generally have significant physiological and
morphological changes as compared to ex vitro grown plants. The main goals of this
work were to measure the Azadirachta indica leaf tissues in order to identify structural
changes of in vivo, in vitro cultured and acclimatized leaves, and analyze whether there
is production of general lipids, terpenoids, tannins and mucilage in these environments.
The height in cross-section of the leaf epidermis adaxial (Fad) and abaxial (Fab) face
grown in vivo environment (Fad = 15,750 um; Fab = 12,325 mm) and acclimatized
(Fad = 13,840 um; Fab = 11,690 um) showed significant difference as compared to the
in vitro environment (Fad = 11,462 um; Fab = 9825 pum), but between them there were
no significant differences. Concerned to mesophyll, it was found significant differences
between the three studied environments, where the environment in vivo presented the
highest average value (185.520 um), followed by acclimatized (132,876 mm) and in
vitro (68,465 m). Similarly, it occurred to leaf area, higher value to the in vivo
environment (2361.184 pm?), followed by acclimatized (2236.520 pm?) and in vitro
(2152.630 pm?®). Using the scanning electron microscope, it was observed in in vivo
environment that the subsidiary cells are very sinuous; otherwise acclimatized leaves
show little sinuosity, whereas in vitro ones does not exhibit this feature. In vivo
stomatal cells are arranged in a flat below that of epidermal cells, while in in vitro
environment, the cells were apparently turgid and in the same flat of the epidermal
cells, with their stomata constantly open. In the studied leaves there is production of
general lipids, terpenoids and tannin in A. indica leaf idioblasts, whereas the mucilage
test was negative for the three environments. The environment had a direct influence on
leaf tissue cellular differentiation which was evidenced by structural changes; however,

it did not qualitatively affect the production of the evaluated metabolites.

Keywords: Leaf anatomy, micromorphometry, histochemistry, neem, Azadirachta

indica.
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INTRODUCAO

Plantas cultivadas in vitro apresentam caracteristicas peculiares como a baixa
diferenciagdo dos tecidos foliares, devido a plasticidade fenotipica das mesmas, em
detrimento a elevada umidade relativa e baixas trocas gasosas com o ambiente externo.
Esse problema de diferenciacdo celular, também estd relacionado com a baixa
irradiancia no ambiente in vitro. Outros problemas freqiientes em plantas propagadas in
vitro sdo: menor quantidade de colénquima ¢ esclerénquima e hiperidricidade. Estes por
sua vez, estdo condicionados a quantidade de nutrientes disponiveis no meio de cultura,
niveis elevados de reguladores de crescimento e baixa intensidade luminosa (Majada et
al., 2000).

A diferenciacdo celular e a organizagao dos tecidos ocorrem quando ha trocas
gasosas em niveis Otimos nas folhas (Majada et al., 2000). Durante o processo de
adaptag@o de plantas in vitro para ex vitro, muitas mudas podem ser perdidas, pois as
mudangas fisioldgicas ¢ anatOmicas necessarias para sobrevivéncia nem sempre sao
alcancadas de modo efetivo no processo de endurecimento (Apdstolo et al., 2005). Com
o conhecimento das alteragdes estruturais que ocorrem durante essas etapas, € possivel
controlar e aperfeigoar as condi¢des, maximizando o estabelecimento das plantas
cultivadas in vitro para a condigdo ex vitro (Apostolo & Llorente, 2000).

Na literatura consultada ndo foi encontrado estudos anatdmicos e teste
histoquimico em tecidos foliares de Azadirachta indica. Considerando a importancia da
espécie como bioinseticida, pela producdo de azadirachtina (AZA), tais estudos sdo
imprescindiveis para se adequar as condi¢des de cultivo para producdo desse principio
ativo de alto valor econdmico. Os testes histoquimicos s@o uteis se para localizar in situ
as principais classes de substancias quimicas presentes em secrecoes de plantas. Estes
podem ser produzidos e armazenados em tecidos e células especializadas (Kolb &
Muller, 2004). O tipo e a posi¢ao da estrutura secretora tém sido utilizado como auxilio
na identifica¢ao de espécies, e parametro no controle de qualidade farmacéutica, quanto
a produgao de medicamentos (Von Poser & Mentz, 2001).

Face ao exposto, o presente trabalho tem como objetivos, mensurar os tecidos
foliares de A. indica visando identificar as altera¢des estruturais foliares em plantas
cultivadas in vivo, in vitro e aclimatizadas, e verificar a presenga de lipidios totais,

terpendides, tanino e mucilagem em folhas cultivadas nesses trés ambientes.
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MATERIAL E METODOS

Analise anatdmica

Foram utilizadas plantas matrizes de A. indica com 6 meses de idade, cultivadas
em casa de vegetacdo (in vivo), in vitro e aclimatizadas, nas condi¢des apresentadas no
capitulo 1. Destas plantas foram coletadas folhas na posicdo do quarto n6 do 4pice para
base. O material in vivo foi coletado aos 30 dias de desenvolvimento, depois de feito a
poda dos caules proximos a base. As folhas in vitro foram coletadas no final do terceiro
subcultivo, totalizando 75 dias de cultivo dos explantes, enquanto que as folhas
aclimatizadas foram coletadas aos 50 dias de cultivo, composto de 20 dias em
condi¢des controladas (mantidas em sala de crescimento sob temperatura controlada de
25 + 1 °C e irradiancia de 14 pmol m™ s inicialmente, aumentando-se gradualmente

até 75 umol m™ s durante), e 30 dias em casa de vegetagao.

Microscopia de luz

Foi realizado amostragem de 5 individuos por ambiente, com 3 repeti¢des cada.
As amostras foliares dos trés ambientes foram fixadas em FAAsy, por 48 horas, ¢
conservado em etanol 70 % (Johansen, 1940). Cada folha foi seccionada na posicao
central do limbo, coletando amostras quadrangulares de aproximadamente 100 mm?. As
mesmas foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em metacrilato
(Historesin-Leica), conforme as recomendagdes do fabricante. O material foi
seccionado transversalmente com Sum de espessura, em microtomo rotativo (modelo
RM 2155, Leica), e os cortes corados com azul de toluidina 0,05 % a pH 4,0 para
caracterizagdo estrutural e analises micromorfométricas (O’Brien et al., 1964). As
laminas foram montadas em resina sintética (Permount).

Para as andlises histoquimicas foram utilizadas amostras de folhas frescas
obtidas conforme as analises estruturais in vivo, in vitro e aclimatizadas. Foram obtidos
cortes transversais em microtomo de mesa (modelo LPC Rolemberg & Bhering) com
aproximadamente 60 pm de espessura. Os cortes foram submetidos aos seguintes

reagentes:
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I) Sudan Black B (Pearse, 1980) para deteccao de lipidios totais. Como controle
desse teste, os cortes foram previamente tratados com metanol/ cloroférmio/ agua/
acido cloridrico (66:33:4:1) durante 3 horas, a temperatura ambiente.

IT) Reagente de NADI (David & Carde, 1964) para terpendides. O controle ¢
idéntico ao item L.

IIT) Vanilina Cloridrica (Mace & Howell, 1974) para taninos. Como controle
seccoes foram montadas apenas em acido cloridrico a 9%.

IV) Acido Tanico/Cloreto de Ferro III (Pizzolato & Lillie, 1973) para
mucilagem. Como controle cortes foram tratados com acido tanico ou cloreto de ferro
I1.

As imagens foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX70 TREF,
Olympus) com sistema U-photo do Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade

Federal de Vigosa.

Microscopia eletronica de varredura

Amostras de aproximadamente 50 mm? da posicao central do limbo foliar foram
fixadas em glutaraldeido 2,5 % e paraformaldeido 2,5 % em tampao 0,1 M fosfato de
sodio, a pH 7,2 durante 72 horas (Karnovsky, 1965). Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em série etilica e secas em ponto critico com CO; (Bal-Tec CPD 030).
Apobs a metalizacdo com ouro (Balzers SCA 010), as amostras foram analisadas e
fotografadas em microscopio eletronico de varredura (LEO 1430VP) do Nucleo de

Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

Delineamento experimental

Em cada tratamento (in vivo, in vitro e aclimatizado), foram realizadas 3
repeti¢des, sendo cada uma composta por 15 amostras, cada amostra corresponde uma
imagem foliar em corte transversal. Em cada amostra foram mensurados 3 parametros:
altura da face adaxial e abaxial da epiderme, e altura do mesofilo, quantificados 5 vezes
por amostra. Desse modo, em cada tratamento avaliaram-se 45 amostras x 3 parametros
x quantificado 5 vezes, resultando em 225 dados para cada parametro avaliado,

totalizando 675 dados por tratamento. Para mensurar as areas foliares em corte
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transversal, foram realizadas 15 amostras x 3 repeticdes, totalizando 45 dados para cada
tratamento. As medidas foram feitas em pm e pm’ respectivamente, utilizando-se o
software Image Pro-Plus versio 4.1 para Windows" (Media Cybernetcs, Silver Spring,
MD, USA). E na seqiiéncia os dados foram submetidos ao fatorial simples e andlise de
variancia utilizando-se o programa GENES, versdo Windows/2004.2.1, desenvolvido
por Cruz (2001), com as médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando-se nivel

de significancia de 5 %.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliar a anatomia foliar de Azadirachta indica, observou-se a presen¢a de
idioblastos grandes e arredondados com funcdo de armazenar metabdlitos secundarios.
As alturas da epiderme adaxial ¢ abaxial em ambiente in vivo sdo semelhantes, bem
como suas estruturas com paredes celulares espessas. A epiderme das folhas das plantas
de A. indica, independente dos ambientes, ¢ unisseriada (Figura 1 B, D e F), contendo
estomatos na face abaxial da folha, portanto, classificando-a como hipoestomatica.
Entretanto, epiderme da face adaxial do ambiente in vivo apresentou valor médio
(15,750 pm), enquanto que a aclimatizada (13,840 um), ndo diferindo estatisticamente.
Porém, estas diferiram da cultivada in vitro, que apresentou média (11,462 um). O
mesmo ocorreu para epiderme da face abaxial nos trés ambientes, com valores médios
(12,325; 11,690; e 9,825 um), respectivamente (Quadro 1).

A altura do mesofilo das folhas nos diferentes ambientes estd organizado em
parénquima pali¢adico e lacunoso, sendo a folha classificada como dorsiventral nas trés
condig¢des de cultivo estudadas. No entanto, os valores médios foram significativos nos
trés ambientes, onde o maior valor (186,470 um) corresponde ao ambiente in Vivo,
seguindo do aclimatizado (132,876 um) e in vitro (68,465 pum). Quanto aos valores
médios da area total em corte transversal foliar, os valores também foram significativos
nos trés ambientes de estudo, apresentando novamente o maior valor (2.364,365 pm®)
observado no ambiente in vivo, seguido do aclimatizado (2.236,520 um?®) e in vitro
(2.152,630 um?).

Segundo Mayer et al. (2008), folhas de Cymbidium hort (Orchidaceae)
cultivadas nos trés ambientes apresentaram células epidérmicas da face adaxial mais
altas que as da face abaxial. Os feixes vasculares da nervura mediana de plantas
cultivadas in vitro sdo menos desenvolvidos que nas folhas da planta matriz, como
observado em plantas de A. indica cultivadas no mesmo ambiente. No mesofilo de
todas as plantas foram observados idioblastos, assim como foi observado em corte
transversal foliar de A. indica, podendo ser observado tais células contendo metabolitos
também na regido da nervura mediana.

Nas plantas in vitro e aclimatizadas de A. indica, as folhas sdo mais delgadas e
possuem feixes de fibras menos evidentes e com paredes mais delgadas. Em geral o
mesofilo das plantas cultivadas in vivo (matrizes cultivadas em casa de vegetagdo),
possui células com contetdo celular mais denso devido a maior quantidade de

cloroplastos, ao ser observado cortes transversais em microscopia de luz.
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Quadro 1: Dados de micromorfometria em pm, da epiderme adaxial e¢ abaxial,
mesofilo composto de parénquima pali¢adico e lacunoso e area foliar em pm?” de folhas
de A. indica, cultivadas em trés ambientes: in vivo, aclimatizado e in vitro.

IN VIVO ACLIMATIZADO IN VITRO
Face adaxial 15.750 a 13.840 a 11.462b
Face abaxial 12.325 a 11.690 a 9.825b
Mesofilo 186.470 a 132.876 b 68.465 c
Area foliar 2.364.365 a 2.236.520 b 2.152.630 ¢

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si a 5% pelo teste
de Tukey.

Na regido da nervura central das folhas das planta matriz, os feixes vasculares
sdo de grande calibre, do tipo colateral, enquanto que o floema apresenta menor calibre.
Ja nas folhas das plantas in vitro, o feixe vascular da nervura mediana é pouco
desenvolvido e de menor calibre, assim como o floema quando comparado as folhas
cultivadas in vivo. Dados semelhantes foram observados por Mayer et al. (2008).

Conforme relatado por Apostolo et al. (2005), a epiderme adaxial e abaxial de
Cynara scolymus mostram invariavelmente parede celular e cuticula delgada, além de
estomatos abertos. Ja as plantas aclimatizadas apresentam cuticula conspicua, parede
celular mais espessa, estdmatos funcionais, mesofilo com tecidos mais organizados,
feixes vasculares bem desenvolvidos e presenga de esclerénquima. Tais caracteristicas
sdo mantidas em fases posteriores.

Na nervura mediana das folhas, abaixo da epiderme unisseriada, ha uma ilhota
de colénquima voltada para a face adaxial e abaxial da folha, nos trés ambientes. Outra
caracteristica marcante em corte transversal foliar de A. indica é a presenga de
idioblastos na regido da nervura mediana com reservas de metabolitos, assim como
observado no mesofilo. O parénquima pali¢adico de folhas de plantas cultivadas in vivo
¢, em média, 1,7 maior que de plantas aclimatizadas, e 4,7 maior que plantas in vitro.
Desse modo, a técnica de micromorfometria possibilita mensurar as diferengas entre os

diferentes tecidos foliares em fun¢do do ambiente em que as plantas foram cultivadas.
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Invivo

Aclimatizado

In vitro

Figura 1: Azadirachta indica cultivada em ambiente in vivo, aclimatizada ¢ in vitro. A,
C e E) Regido da nervura mediana com 30, 50 e 75 dias de cultivo respectivamente. B,
D e F) Lamina foliar entre a nervura mediana e a margem coletadas com 30, 50 e 75
dias de cultivo. Epiderme da face adaxial (Ead); epiderme da face abaxial (Eab);
parénquima palicadico (Pp); parénquima lacunoso (Pl); idioblasto (Id) e colénquima
(Co).
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A elevada umidade relativa no cultivo in vitro promove o rapido crescimento e
desenvolvimento celular, mas também pode induzir formac¢do de folhas anormais e
pouca diferenciagdo dos tecidos (Apostolo et al., 2005). Outro desequilibrio freqiiente
em culturas in vitro ¢ a troca de gases entre o recipiente utilizado e o ambiente externo.

Folhas de Cynara scolymus cultivadas in vitro, conforme relatado por Apdstolo
et al. (2005), apresentam o mesofilo composto de parénquima palicaddico e lacunoso
com grandes espacos intercelulares e poucos cloroplastos distribuidos nesses tecidos,
caracteristicas semelhantes foram observadas em folhas de A. indica do presente
trabalho.

O conhecimento dos problemas anatdémicos, quanto a diferenciagdo celular e
dos tecidos, auxilia na otimizagdo de protocolos de aclimatizacdo. Fase essa
responsavel pela mortalidade de grande percentagem de plantas clonadas ou
propagadas in vitro.

O mesofilo das folhas de ipé-amarelo cultivadas in vivo apresentou uma camada
de parénquima paligadico, porém, as células eram mais alongadas e justapostas, quando
comparado com as células cultivadas in vitro, tais caracteristicas também foram
observadas em folhas de A. indica. Os tecidos foliares de ipé-amarelo com 40 dias
aclimatizados, ndo apresentaram diferenga significativa com os tecidos de folhas
cultivadas in vitro. No entanto, ap6s 60 dias de aclimatizagdo, as células se
assemelharam aquelas da condigdo in vivo, apresentando resultado significativo
segundo relatado por Dousseau et al (2008), enquanto que isso foi observado em
plantas de A. indica aclimatizadas aos 50 dias de cultivo.

A diferenciagdo de tecidos e a plasticidade na anatomia foliar ¢ um fator
importante no processo de absor¢do de luz, especialmente na estrutura do mesofilo. E
esperado que quanto mais espesso o parénquima paligadico, maiores sejam também as
taxas fotossintéticas. Processo esse fundamental ao crescimento e desenvolvimento
vegetal (Dousseau et al., 2008).

As maiores alteragdes anatomicas em folhas de bananeira ocorrem apos 42 dias
de aclimatiza¢do, com acentuado espessamento dos parénquimas clorofilianos, bem
como diferenciacdo dos demais tecidos foliares. Por essa razao, a fase de aclimatizacao
¢ necessdria e vantajosa, pois possibilita alteracdes fisioldgicas e estruturais, para que a
planta sobreviva no novo ambiente (Costa et al., 2009). Utilizando microscopio
eletronico de varredura, no presente trabalho foi observado estomatos com células

guarda do tipo reniforme. Em ambiente in vivo, as células subsidiarias apresentaram-se
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bem sinuosas, ja as folhas aclimatizadas apresentam pouca sinuosidade, enquanto que

as in vitro nao apresentam esse aspecto (Figura 2).

Figura 2: Epiderme foliar da face abaxial de Azadirachta indica com presenga de
estOmatos, observado em microscopio eletronico de varredura (MEV). A) Folha
proveniente de planta cultivada em casa de vegetagdo com 30 dias de cultivo,
apresentando células estomaticas abaixo das células epidérmicas; B) Folha proveniente
de planta cultivada ex vitro com 50 dias, apresentando células estomaticas pouco
abaixo das células epidérmicas e C) Folha proveniente de planta cultivada in vitro com
75 dias de cultivo, apresentando células estomaticas no mesmo plano das células
epidérmicas.

De acordo com Mayer et al. (2008), os estomatos foliares de matrizes de
Cymbidium hort cultivadas em casa de vegetagdo também foram observados abaixo da
linha das demais células epidérmicas e pequenos ostiolos. Ja os estdmatos das plantas
in vitro foram observados levemente projetados acima da epiderme, ¢ com ostiolo
maior. Nas plantas aclimatizadas, o ostiolo ¢ grande e os estdmatos ja retornam a
posi¢do levemente abaixo do nivel das demais células epidérmicas. Tais caracteristicas
foram observadas também em folhas de A. indica.

As células estomdticas da epiderme da face abaxial de folhas de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo (in vivo) de A. indica estdo dispostas em plano abaixo
das células epidérmicas, formando um pequeno micro-clima evitando a perda de agua,
por manter a tensdo superficial das células estomaticas e do ostiolo. Ja o ambiente in
vitro por ter umidade relativa elevada, as células guarda estdo no mesmo plano que as
células epidérmicas, e geralmente seus estomatos ficam constantemente abertos.

Na epiderme de folhas aclimatizadas, foi observado disposicdo em plano
intermediario quanto a esse aspecto anatomico. O desequilibrio gasoso nos diferentes

34



recipientes de cultura in vitro pode ser otimizado, utilizando mecanismos que
aumentem a eficiéncia das trocas gasosas (Lai et al., 2005). Os estomatos
desenvolvidos em folhas de plantas cultivadas in vitro geralmente ficam abertos, e as
células estomaticas estao dispostas no mesmo plano ou acima das células epidérmicas.
Conforme relatado por Chen et al. (2006), no ambiente eX Vitro esses aspectos estdo
invertidos, onde as células estomaticas ficam dispostas num plano abaixo das células
epidérmicas, formando um pequeno micro-ambiente, reduzindo a perda de agua
excessiva.

Estomatos levemente projetados e abertos como os observados nas folhas de A.
indica cultivadas in vitro, também ocorreram em outras espécies cultivadas in vitro
(Lee et al. 1988; Blanke & Belecher 1989). Quanto aos estomatos foliares da epiderme
da face abaxial de plantas cultivadas ex vitro Johansson et al. (1992), relataram que é
caracteristico de ambientes com menor grau de umidade, ocorrendo a mesma alteracao
anatdmica em plantas de rosa cultivadas in vitro e posteriormente aclimatizadas ex
vitro.

Normalmente os estomatos de folhas cultivadas in vitro apresentam menor
diametro polar e menor relagcdo entre o didmetro polar e equatorial, tornando-os mais
esféricos, quando comparados com plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Tais
alteragoes afetam diretamente a funcionalidade dos mesmos, sendo a forma mais
eliptica caracteristica de estomatos funcionais, e esférica a estOmatos com baixa
funcionalidade (Santana et al., 2008), como também observado em folhas de A. indica.

Na literatura consultada ndo foi encontrado estudos anatomicos e teste
histoquimico em tecidos foliares de Azadirachta indica. Quanto a estes, o teste para
detecgdo de terpendides, foi utilizado o reagente de Nadi, que apds sua oxidagdo forma
o azul de indofenol. Esse composto por sua vez ¢ fortemente lipossoluvel que altera a
cor por varia¢do de pH, permitindo a coloragdo diferencial na tonalidade azul em 6leos
essenciais e 4cidos resinicos. Tal reacdo acorreu na nervura central, mas
preferencialmente no mesofilo, onde encontra-se maior quantidade de idioblastos

grandes e arredondados com contetdo, conforme mostra a (Figura 3C).
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Figura 3: Cortes transversais de folhas de A. indica aclimatizadas aos 50 dias. A)
Nervura mediana ndo submetida a reagente; B) Lamina foliar entre a nervura mediana e
a margem nao submetida a reagente, com seta identificando idioblasto com contetido
transliicido; C) Regido entre nervuras submetida ao Reagente de Nadi evidenciando
reacdo positiva para 6loe essencial no interior de um idioblsto (seta); D) Controle para
o teste de Nadi.
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Segundo Hazarika (2006), a baixa irradidncia usada no cultivo in vitro,
associada ao acumulo de etileno, a elevada umidade relativa no interior dos recipientes
e o elevado teor de sacarose no meio de cultura, sdo fatores responsaveis pelo aumento
na densidade estomatica, acompanhada da reduzida capacidade de fechamento dos
ostiolos. Conseqilientemente, as plantas que possuem essas caracteristicas tém
dificuldade no processo de aclimatizagdo (Santana et al., 2008).

Para lipidios gerais com Sudan Black B foi positivo em células da nervura
mediana e no mesofilo. O Sudan ¢ um corante lisocromo que possui mais afinidade
quimica com moléculas de lipidios, do que seu proprio solvente, favorecendo a reacao
fisico-quimica, corando as células de preto (Figura 4A).

A detecgdo de taninos foi efetuada pelo teste com vanilina cloridrica, que
fundamenta-se pela reacdo do grupamento aldeido da wvanilina com fendis,
apresentando coloracdo vermelha. Essa reacdo ocorreu no mesofilo, mas
preferencialemnte na nervura mediana conforme mostra a (Figura 4C). No entanto, o
teste para mucilagem com 4cido tanico e cloreto de ferro IIl foi negativo,
provavelmente devido a falta de especificidade desse teste para as mucilagens vegetais,
que por sua vez sdo pobres em proteinas, pois o 4cido tanico reage com 0s grupos
amina das proteinas que constituem as mucilagens.

Em Sigesbeckia jorullensis Kunth, foi detectado 6leo essencial do tipo sesqui,
mono ¢ diterpenos no espago subcuticular da cabega de tricomas glandulares (Heinrich
et al.,, 2002). Em corte longitudinal foliar de S. orientalis, o lamen dos ductos ¢
alongado e reagiu positivamente aos testes para compostos fenolicos e alcaldides. Os
fenois incluem uma grande diversidade de compostos, como os flavonoides, taninos,
acidos benzobicos e cinamicos (Simodes et al., 2002). Estes ultimos podem ser
encontrados complexados com proteinas, alcaloides e terpenos (Aguilera et al., 2004).

Ja em nectario extrafloral de Triumfetta semitriloba, a reagdo negativa do Sudan
escarlate descarta a possibilidade da presenca de compostos lipofilicos (Referéncia?). A
reacdo positiva ao dicromato de potassio evidenciou compostos fendlicos, que sdo
substancias adstringentes que promovem impalatabilidade para herbivoros e fitéfagos,
tendo grande importancia funcional na interagdo de plantas com animais (Carvalho et

al., 2000).
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Figura 4: Cortes transversais da nervura mediana de folhas de A. indica aclimatizadas
aos 50 dias. A) Reagdo positiva com Sudan Black B, evidenciando lipideos gerais
corados em preto em idioblastos ¢ epiderme; B) Controle para o teste com Sudan
Black; C) Reagdo positiva com vanilina cloridrica, evidenciando taninos corados de
vermelho em idioblastos e células da epiderme conforme indicado nas setas; D)
Controle para o teste de taninos.
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O resultado dos quatro testes avaliados em folhas de A. indica cultivado na fase
de aclimatizag@o, foram os mesmos para folhas de plantas cultivadas in vivo e in vitro
(dados nao apresentados). De acordo com Segundo Sant’Anna-Santos et al. (2006),
para detectar terpenoides, o teste com Reagente de Nadi foi positivo, desenvolvendo a
reacdo no lume e no epitélio do ducto uma coloragdo azul-intensa caracteristica de
6leos essenciais. Verificou-se reagdo positiva para substincias lipofilicas e hidrofilicas
no lume dos ductos e reagdo negativa para alcaldides e taninos em caule de Spondias
dulcis (Sant’ Anna-Santos et al. (2006). Os testes com o Sudan Escarlate e Sudan Black
B evidenciaram goticulas lipidicas nas células do epitélio do ducto e nas células da
bainha.

A natureza lipofilica dessa secre¢ao foi confirmada pela auséncia de coloragio,
apo6s tratamento das secgdes por uma mistura de cloroférmio-metanol, como também
foi observado em folhas de A. indica. A presenca de Oleos essenciais na goma de
espécies de Anacardiaceae ja foi relatada, com énfase em suas propriedades
antimicrobianas (Alma et al., 2004).

A presenca de taninos em idioblastos e na epiderme de A. indica apds a reagdo
com vanilina cloridrica, evidencia a funcdo de defesa contra a herbivoria, contra a
invasdo de microrganismos patogénicos e virus conforme também relatado por
(Sant’ Anna-Santos et al., 2006). Em Lippia scaberrima observou-se dleos essenciais, ¢
flavonoides variando na coloragao dependendo do tipo estrutural, em amarelo ou verde,
armazenado nos tricomas glandulares uni/multicelulares e idioblastos. Além disso, em
fluorescéncia azul abaixo de UV-365 nm pode ser observado presenga de compostos
fenolicos como cumarinas (Combrinck et al., 2007).

No limen das cavidades foliares de Eucalyptus sp. foi observado 6leo essencial
ou resina-6leo e lactonas de sesquiterpenos. Tais resultados evidenciam complexidade
no produto segregado pelas cavidades. No mesofilo e na epiderme foram encontrados
compostos fenolicos, como observado em folhas de A. indica (Santos et al., 2008).

Em folhas de A. indica a reagdo para taninos e lipidios gerais foram mais
freqiientes e com maior intensidade, seguido da reagdo para 6leos essenciais, enquanto
que o teste para mucilagem foi negativo nos trés ambientes de estudo. Conforme
descrito por Combrinck et al. (2006), os terpenos volateis sdo perdidos rapidamente,
apos a colheita, motivo esse do baixo rendimento desse tipo de composto em matéria
seca. No entanto, os compostos fendlicos sdo menos volateis, podendo ser observados

com mais freqiiéncia e maior concentracdo em material coletado.
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CONCLUSOES

Plantas propagadas in vitro de A. indica apresentaram alteracdes significativas
na diferenciagdo de tecidos e estruturas morfologicas, quando comparado os aspectos
foliares cultivadas nos trés ambientes: in vivo, aclimatizado e in vitro.

Nos trés ambientes hd producao de lipidios gerais pelo teste histoquimico com
Sudan Black B, terpenoides pelo teste de Nadi e tanino pelo teste com vanilina
cloridrica na nervura central ¢ no mesofilo de A. indica. O teste para mucilagem com
acido tanico e cloreto de ferro III foi negativo nos trés ambientes avaliados.

Os testes Sudan Black e Nadi apresentam uma relacdo indireta quanto a
presenca de azadirachtina (AZA) nas folhas de A. indica, pois esse metabolito é um
oleo essencial (tetranotriterpendide). Considerando a importancia da espécie como
bioinseticida, pela producdo desse composto, tais estudos foram imprescindiveis para
que em outros estudos possa se adequar as condi¢des de cultivo para producdo desse
principio ativo de alto valor econdmico em ambiente in vitro, utilizando técnicas
biotecnoldgicas como embriogénese somatica € ou organogénese realizando o
melhoramento genético da espécie, ou ainda estimulando a producdo de AZA em
cultura de células em suspensdo, utilizando agentes elicitores para aumentar sua

biossintese.

40



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer em especial nesse capitulo a professora Renata M. S.
Alves Meira, pela utilizagdo do Laboratorio de Anatomia Vegetal/UFV, ao mestrando
em Botanica, Diego Ismael Rocha pela colaboracdo, e ao CNPq pela concessao da

bolsa de estudo.

41



REFERENCIAS

AGUILERA, D.B.; MEIRA, R. M. S. A. & FERREIRA, F.A. Anatomia e histoquimica
dos o6rgéos vegetativos de Siegesbeckia orientalis (Asteraceae). Planta Daninha, v. 22,
p. 483-489, 2004.

ALMA, M.H.; NITZ, S.; KOLLMANNSBERGER, H.; DIGRAK, M.; EFE, F.T. &
YILMAZ, N. Chemical composition and antimicrobial activity of the essential oils
from the gum of Turkish Pistachio (Pistacia x vera L.). Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 52, p. 3911-3914, 2004.

APOSTOLO, N.M. & LLORENTE, B. E. Anatomy of normal and hyperhydric leaves
and shoots in vitro grown Simmondsia chinensis (Link) Schn. In Vitro Cellular &
Developmental Biology - Plant, v. 36, p. 243-249, 2000.

APOSTOLO, N.M.; BRUTTI, C.B. & LLORENTE, B.E. Leaf anatomy of Cynara
scolymus L. in successive micropropagation stages. In Vitro Cellular &
Developmental Biology - Plant, v. 41, p. 307-313, 2005.

BLANKE, M.B. & BELECHER, A.B. Stomata of apple leaves cultured in vitro. Plant
Cell, Tissue Organ Culture, v. 19, p. 85-89, 1989.

CARVALHO, J.C.T.; GOSMANN, G. & SCHENKEL, E.P. Compostos fendlicos
simples e heterosidicos. In: SIMOES, C. M. O. (Eds.). Farmacognosia da planta ao
medicamento, p. 451469, 2000.

CHEN, U.C.; HSIA, C.N, YEH, M.S.; AGRAWAL, D.C. & TSAY, H.S. In vitro
micropropagation and ex vitro acclimation of Bupleurum kaoi an endangered medicinal
plant native to Taiwan. In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, v. 42, p.
128-133, 2006.

COMBRINCK, S.; BOSMAN, A.A; BOTHA, B.M, DUPLOOY, G.W.;
MCCRINDLE, R.I. & RETIEF, E. Effects of post-harvest drying on the essential oil
and glandular trichomes of Lippia scaberrima Sond. Journal of Essential Oil
Research, v. 18, p. 8084, 2006.

COMBRINCK, S.; DUPLOOY, G. W.; MCCRINDLE, R. I. & BOTHA, B. M.
Morphology and histochemistry of the glandular trichomes of Lippia scaberrima
(Verbenaceae). Annals of Botany, v. 99, p. 1111-1119, 2007.

COSTA, F.H.S.; CASTRO, EM.; PASQUAL, M.; SCHERWINSK, JEP. &
OLIVEIRA, C. Alteragdes anatomicas de bananeiras micropropagadas em resposta a
aclimatizacdo ex vitro. Ciéncia Rural, v. 39, p. 386-392, 2009.

CRUZ, C.D. Programa Genes, release versao Windows. Editora UFV, Vigosa, 2001.

42



DAVID, R. & CARDE, J.P. Coloration différentielle des inclusions lipidique et
terpeniques des pseudophylles du Pin maritime au moyen du reactif Nadi. Les
Comptes Rendus de I’ Académie des Sciences, Paris, v. 258, p. 1338-1340, 1964.

DOUSSEAU, S.; ALVARENGA, A.A.; CASTRO, E.M.; SOARES, R.P, EMRICH, E.
B. & MELO, L.A. Anatomia foliar de Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich.
(Bignoniaceae) propagadas in vitro, in vivo e durante a aclimatizagdo. Ciéncia e
Agrotecnologia, v. 32, n. 6, p. 1694—1700, 2008.

HAZARIKA, B.N. Morpho-physiological disorders in in vitro culture of plants.
Scientia Horticulturae, v. 108, p. 105-120, 2006.

HEINRICH, G.; PFEIFHOFER, H.W.; STABENTHEINER, E. & SAWIDIS, T.
Glandular hairs of Sigesbeckia jorullensis Kunth (Asteraceae): morphology,
histochemistry and composition of essential oil. Annals of Botany, v. 89, p. 459-469,
2002.

JOHANSEN, D.A. Plant microtechnique, New York: Mc Graw-Hill Book Co. Inc.,
423 p. 1940.

JOHANSSON, M.; KRONESTEDT-ROBARDS, E.C. & ROBARDS, A.W. Rose leaf
structure in relation to different stages of micropropagation. Protoplasma, v. 66, p.
165-176, 1992.

KARNOVSKY, M.J.A formaldehyde-glutaraldehyde fixative of high osmolality for
use in electron microscopy. Journal of Cell Biology, v. 27, p. 137—138, 1965.

KOLB, D. & MULLER, M. Light, conventional and environmental scanning electron
microscopy of the trichomes of Cucurbita pepo subsp. pepo var. styriaca and
histochemistry of glandular secretory products. Annals of Botany, v. 94, p. 515-526,
2004.

LAIL C.C.; LIN, HM.; NALAWADE, S.M.; FANG, W. & TSAY, H.S. Hyperhydricity
in shoot culture of Scrophularia yoshimurae can be effectively reduced by ventilation
of culture vessels. Journal Plant Physiology, v. 162, p. 355-361, 2005.

LEE, N.; WETZSTEIN, H.Y. & SOMMER, H.E. Quantum flux density effects on
anatomy and surface morphology of in vitro and in vivo developed sweetgum leaves.
Journal of the American Society for Horticultural Science, v. 113, p. 167-171,
1988.

MACE, M.E. & HOWELL, C.R. Histochemistry and identification of condensed tannin
precursor in roots of cotton seedlings. Phytophatology, v. 64, p. 1297-1302, 1974.
MAJADA, J. P.; TADEO, F.; FAL, M. A. & SANCHEZ-TAMES, R. Impact of culture
vessel ventilation on the anatomy and morphology of micropropagated carnation. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, v. 63, p. 207-214, 2000.

43



MAYER, J.L.S.; RIBAS, L.L.F.; BONA, C. & QUOIRIN, M. Anatomia comparada
das folhas e raizes de Cymbidium Hort. (Orchidaceae) cultivadas ex vitro e in vitro.
Acta Botanica Brasilica, v. 22, n. 2, p. 323-332, 2008.

O’BRIEN, T.P.; FEDER, N. & MCCULLY, M. E. The study of plant structure -
principles and methods. Melbourne: Termarcarphy PTY Ltd. 1964.

PEARSE, A. G. E. Histochemistry theoretical and applied. Longman. Group
Limited, v. 2, 4™ ed., 998p. 1980.

PIZZOLATO, T. D & LILLIE, R. D. Mayer’s tannic acid-ferric chloride stain for
mucins. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, v. 21, p. 56-64, 1973.

SANTANA, J.R.F.; PAIVA, R.; RESENDE, R.K.S.; CASTRO, E.M.; PEREIRA, F.D.
& OLIVEIRA, LM. Estimulo do comportamento fotoautotrofico durante o
enraizamento in vitro de Annona glabra e aspectos da anatomia da folha antes da
aclimatizacdo. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 32, p. 640—644, 2008.

SANT’ANNA-SANTOS, B.F.; THADEO, M.; MEIRA, RM.S.A & ASCENCAO, L.
Anatomia e histoquimica das estruturas secretoras do caule de Spondias dulcis Forst. F.
(Anacardiaceae). Revista Arvore, v. 30, p. 481-489, 2006.

SANTOS, L.D.T.; THADEO, M.; IAREMA, L.; MEIRA, RM.S.A & FERREIRA,
F.A. Foliar anatomy and histochemistry in seven species of Eucalyptus. Revista
Arvore, v. 32, p.769-779, 2008.

SIMOES, A.O. & KINOSHITA, L.S. The Apocynaceae s. str. of the Carrancas region,
Minas Gerais, Brazil. Darwiniana, v. 40, p. 127-169, 2002.

VON POSER, G.L.; MENTZ, L.A. Diversidade bioldgica e sistemas de classificagao.

In: SIMOES, C. M. O. et al. Farmacognosia da planta ao medicamento, p. 63-76,
2001.

44



CAPITULO 3

Efeito do BAP e ANA na organogénese e embriogénese in vitro em calos

cotiledonares de nim (Azadirachta indica A. Juss.)

RESUMO

A arvore Azadirachta indica A. Juss pertence a familia Meliaceae, sendo
originaria no Sul da Asia. E uma arvore utilizada para produgio de madeira, inseticida,
fertilizante e produgdo de medicamentos. Visando a sua propagacdo in vitro pela via
embriogénica, sementes de nim foram germinadas in vitro, e utilizado seus cotilédones
como fonte de explante para producao de calos, cultivados em meio WPM. Os mesmos
apresentaram alta capacidade de propagacdo pelas duas vias regenerativas,
organogénese e embriogénese somatica, a partir do quarto subcultivo. Momento em que
o meio de cultura foi suplementado com 2 mg L' de BAP ¢ 0,25 mg L' de ANA. Na
via organogénica foi avaliado a taxa de brota¢do nos subcultivos, enquanto que nos
calos embriogénicos foi avaliado a taxa de germinagao de embrides somaticos. A maior
taxa de brotacdo (1,43) ocorreu no quinto subcultivo, enquanto que a maior taxa de
germinagdo (2,91) de embrides somaticos ocorreu no quarto subcultivo. A partir do
sétimo subcultivo, houve reducdo brusca quanto a taxa média de brotagdo (0,83) para
os calos organogénicos, assim como para os calos embriogénicos, quanto a taxa de
germinagdo de embrides (0,87) cultivados in vitro. Com relagdo a textura, os calos
passaram do aspecto liso para granular ao longo dos subcultivos, enquanto que a
coloragdo passou de marrom escuro para marrom claro e branco. Portanto, os dados
apresentam uma relagdo tripla quanto as trés caracteristicas, taxa de regeneragao,
textura e coloragdo de calos cotiledonares de nim. Os calos mais granulares e de
coloracdo marrom escuro formaram embrides somaticos, enquanto que calos menos

granulares e de coloragdo mais clara apresentam regeneracio organogénica.

Palavras chave: 6-benzilaminopurina, acido naftalenoacético, brotos, embrides, nim.
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BAP and NAA effect in in vitro organogenesis and embryogenesis in cotiledonary
calli of neem (Azadirachta indica A. Juss.)

ABSTRACT

The Azadirachta indica A. Juss tree belongs to the Meliaceae family, which
originated in South Asia. It is a tree used for timber, pesticide, fertilizer and medicine
production. The aim of this work was to analyze in vitro propagation via
embryogenesis. Neem seeds were in vitro germinated and their cotyledons were used as
a source of explants to produce callus, cultured on WPM medium. They had a high
capacity to propagate by both regenerative routes organogenesis and somatic
embryogenesis from the fourth subculture when the culture medium was supplemented
with 2 mg L' BAP and 0.25 mg L' NAA. In organogenic route, it was evaluated the
shooting rate in subcultures, whereas in embryogenic callus, it was evaluated the
germination rate of somatic embryos. The highest shooting rate (1.43) occurred in the
fifth subculture, whereas the highest germination rate (2.91) of somatic embryos
occurred in the fourth subculture. From the seventh subculture, the average shooting
rate (0.83) has sharply decreased for organogenic callus, as well as the germination rate
(0.87) of in vitro cultured embryos for the embryogenic callus. Regarding the texture,
calluses went from a smooth to granulate appearance over the subcultures, while the
color changed from dark brown to light brown and white. Therefore, the data show a
triple relationship on the three characteristics, regeneration rate, texture and neem
cotyledon callus color. More granular and dark brown color calluses has formed
somatic embryos, while less granular and lighter colored calluses present organogenic

regeneration.

Keywords: 6-benzylaminopurine (BA), a-naphthalene acetic acid (NAA), shoots,

embryos, neem.
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INTRODUCAO

O nim (Azadirachta indica A. Juss) pertence a familia Meliaceae, sendo
originaria no Sul da Asia. E uma arvore utilizada para producio de madeira, inseticida,
fertilizante e producio de medicamentos. Na India, o nim é popularmente conhecido
como "arvore da vida", devido suas diversas aplicacdes, dentre elas como bioinseticida,
devido a produgdo de azadirachtina (AZA). Visando a sua propagacdo, varios estudos
foram feitos com o objetivo de desenvolver protocolos de cultura de tecidos de nim,
utilizando explantes como cotilédones (Muralidharan & Mascarenhas, 1989) e anteras
(Goutam et al.,1993).

Alguns trabalhos enfocando a embriogénese somatica de nim foram publicados.
No entanto, problemas tais como a baixa produtividade de embrides, baixas taxas de
enraizamento in Vitro e de sobrevivéncia dos embrides germinados, tem sido
freqlientemente relatado (Sarker et al., 1997; Salvi et al., 2001). Tais problemas foram
observados também em outras espécies arboreas, Carya illinoinensis (Rodriguez &
Wetzstein, 1994) ¢ Prunus avium (Garin et al., 1997). A inducdo de embriogénese
somatica direta em segmentos nodais e raiz de nim foi obtida ap6s 8 semanas de cultivo
em meio MS com adi¢do de BA ou 2,4-D e caseina hidrolisada (CH) (Akula et al.,
2003).

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 sele¢do fenotipica (Akula et al., 2003). Além disso, a embriogénese
somatica oferece o potencial de armazenamento e analise de clones, bem como um
nimero ilimitado de produgdo de plantas (Sharry et al., 2006). A diferencia¢do de
embrides somaticos a partir de cotilédones de nim depende da idade dos explantes. No
entanto, ainda nao existe explicacao nos estudos sobre embriogénese somatica a partir
de cotilédones imaturos, relacionando sua alta capacidade de morfogénese (Gairi &
Rashid, 2005).

O objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas organogénica ¢ embriogénica
de calos cotiledonares de A. indica, sob o efeito da combinagao de citocinina (BAP) e

auxina (ANA).
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MATERIAL E METODOS

Germinacéo in vitro

Plantulas de nim germinadas in vitro foram utilizadas como fonte de explantes.
As sementes foram coletadas no viveiro Nim Brasil de Sdo José do Rio Preto (SP).
Cotilédones foram inoculados em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1981),
com adicao de diferentes concentragdes de acido 2,4—diclorofenoxiacético (2,4-D) e 6-
benzilaminopurina (BAP). Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 X
150 mm) contendo 10 mL de meio de cultivo, previamente aferido o pH para 5,8 e
submetido & esterilizagio em autoclave a 120 °C e pressdo 1,5 kgf cm™ durante 15

minutos (Rodrigues et al., 2009).

Avaliacao dos calos no final de cada subcultivo

Ao final de cada subcultivo, avaliou-se a coloracdo ¢ textura dos calos,
aplicando notas qualitativas. Correspondente a tonalidade temos: (1 = marrom escuro; 2
= marrom claro e 3 = calos brancos), assim como para textura dos calos (1 = calos
lisos; 2 = pouco granulado; 3 = granulado e 4 = muito granular). Apds a inoculagdo, os
cotilédones foram 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 submetidos em meio WPM contendo 1 mg L™ de vitamina
B5 (Gamborg et al., 1968) e com 2 mg L' de diferentes reguladores de crescimento: TO
(controle); T1 (BAP); T2 (ANA); e T3 (GA3), para que fosse selecionado o regulador
com maior capacidade morfogénica. Na seqiiéncia, os calos foram cultivados em meio
de cultura contendo 2 mg L' de BAP e diferentes concentra¢des, em mg L™, de ANA:
TO (controle); T1 (0,25) ; T2 (0,50); T3 (0,75); e T4 (1,0). Nessa etapa, os calos foram
cultivados em frascos de vidro com 90 mm de altura, 50 mm de didmetro, contendo 40
mL de meio de cultura, 6 amostras por frasco e tampa rigida de polipropileno
autoclavavel, a partir do quinto subcultivo.

Foi avaliado em calos organogénicos (C.O) a taxa de brotagao (T.B), textura dos
calos (C.O.T) e coloragdo (C.0.C), assim como a taxa de embriogénese (T.E.) em calos

embriogénicos (C.E), textura dos mesmos (C.E.T) e coloragdo (C.E.C), do subcultivo
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IV ao VIII. A regeneragdo contabilizada em calos organogénicos refere-se portanto a
taxa de brotacdo, enquanto que nos calos embriogénicos refere-se a taxa de embrides

germinados e viaveis.

Desenvolvimento dos brotos e embrides germinados

Apos o desenvolvimento dos brotos e germinacdo dos embrides, 0s mesmos
foram submetidos em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), sala de crescimento a 27 +
2 °C de temperatura, irradidncia de 25 umol m™ s™ e fotoperiodo de 16 horas. Na
proxima etapa, foi selecionado o melhor tratamento, e a massa celular foi subcultivada

periodicamente a cada 30 dias.

Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 15 repetigdes
por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um explante, onde o numero de
parcela experimental corresponde a quantidade de tratamentos avaliados em cada
subcultivo multiplicado por 15. Os dados apresentavam distribuicdo com parcelas
nulas, sendo necessaria a transformagdo dos dados para distribuicdo normal utilizando
raiz quadrada de X + 0,5.

Na seqliéncia, os dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o
programa GENES, versdo Windows/2004.2.1, desenvolvido por Cruz (2001), com as
médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando-se o nivel de significancia de 5
% para a caracteristica brotacdo e germinagdo de embrides, e 10 % para textura dos

calos e coloragdao dos mesmos, por serem analises qualitativas.

49



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os calos cotiledonares de nim cultivados em meio WPM semi-solido
apresentaram alta capacidade de propagagdao pelas duas vias morfogénicas,
organogénese e embriogénese somadtica a partir do quarto subcultivo. Nesse periodo, os
cotilédones foram cultivados em meio contendo diferentes reguladores de crescimento
(GAs3, BAP ou ANA) a2 mg L. O BAP apresentou o melhor resultado para formagio
de calos friaveis e com capacidade morfogénica e embriogénica.

Citocininas e auxinas podem induzir a formagao de calos no mesmo explante.
No entanto, o tipo de calo proveniente pode diferir quanto a competéncia embriogénica
ou organogénica (Rodrigues et al., 2009). Conforme relataram Akula et al. (2003),
inicialmente os calos de nim possuiam coloragcdo marrom, apos oito semanas de cultivo,
0s mesmos apresentaram por¢des verde claro, produzindo embrides globulares ao
longo da superficie dos calos, como foi observado também no presente trabalho.

Segundo Chaturvedi et al (2003), em média 87 % dos calos produzidos a partir
de sementes imaturas cultivadas em meio MS, contendo 5 pmol L™ de ANA + 2 pmol
L' de BA e 500 mg L' de CH, apresentou colora¢io marrom, desenvolvimento rapido
e capacidade morfogénica. Apds 5 semanas, houve formacdo de locos verdes que se
manteve apos 8 semanas de cultivo.

No entanto, MS adicionado de 5 pmol L' de BA foi o melhor meio para induzir
a organogénese, produzindo, em média, 14 brotos por calo apds 3 semanas de cultivo.
Porém, tais brotos ndo cresceram mais que 1 cm. O meio MS contendo 1uM de 2,4-D,
1uM de ANA e 5 uM de BA e 9 % de sacarose induziu maior taxa de calos em anteras
de nim, apds 8 semanas de cultivo (Chaturvedi et al., 2003).

Entretanto, calos apos 13 semanas de cultivo em MS e 0,5 uM de 2,4-D
formaram brotos (4,5 por calo) em 75 % dos explantes. Porém, apos esse periodo
ocorreu reducdo na produgdo de brotos, e apds 28 semanas de cultivo ndo houve mais
brotacdo. Essa caracteristica morfogénica em fun¢do do tempo, também foi observada
no presente trabalho, cultivando calos cotiledonares de nim. Inicialmente os calos
possuiam coloragdo castanho, apds 4 semanas de cultivo verde com presenca de
brotagdes visiveis (Chaturvedi et al., 2003). Embridoes somaticos se formaram em alta
freqiiéncia pela via direta, a partir de explantes cotiledonares imaturos de Azadirachta
indica, utilizando 0,5 uM de TDZ como regulador de crescimento. No entanto, a maior

taxa embriogénica ocorreu na presenca de 1 uM de TDZ (Gairi & Rashid, 2005).
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Em média 77 % dos brotos formados a partir de calos de anteras se
desenvolveram atingindo 5 cm de altura, apds 8 semanas de cultivo. Posteriormente tais
brotos foram enraizados e aclimatizados. Para enraizamento, foi utilizado MS/4
contendo com 0,5 uM de AIB. Apos 4 semanas de cultivo, 80 % do explantes
formaram em média 5 raizes, sobrevivendo cerca de 83 % dos explantes transplantados
(Chaturvedi et al., 2003).

A primeira caracteristica estudada foi a taxa de brotagdo (T.B.) em calos
organogénicos (C.0.) em fungdo dos subcultivos periodicos de 30 dias. O maior
numero de brotagdes (1,43) foi no quinto subcultivo, no tratamento T1 com 2 mg L™ de
BAP ¢ 0,25 mg L de ANA. Em relagio & textura dos mesmos (C.O.T.), a maior taxa
(1,95) foi apresentada no sexto subcultivo para o tratamento T2 com 2 mg L™ de BAP ¢

0,50 mg L' de ANA, correspondendo calos mais granulares (Quadro 1).

Quadro 1: Avaliagdo da taxa média de morfogénese, textura e coloragdo de calos
organogénicos e embriogénicos provenientes de cotilédones de A. indica em fungdo dos
subcultivos. Taxa média de brotagcdo (T.B.); calos organogénicos textura (C.O.T.);
calos organogénicos coloragdo (C.0.C.); taxa média de embrides germinados (T.E);
calos embriogénicos textura (C.E.T.) e calos embriogénicos coloragdo (C.E.C.).

ORGANOGENESE EMBRIOGENESE
Subcultivos | T.B. C.O.T. C.0.C T.E. C.E.T. C.E.C.
v 1,25a 1,54 ¢ 1,51 ¢ 291 a 1,60 ¢ 1,31 ¢
\ 1,43 a 1,78 b 1,60 b 2,66 a 1,92 a 1,53b
VI 1,18 b 1,95 a 1,77 a 1,54 b 1,74 b 1,67 b
VII 0,92 ¢ 1,83 b 1,79 a 1,08 b 1,79 b 1,80 a
VIII 0,83 ¢ 1,90 a 1,82 a 0,87 ¢ 1,86 a 1,83 a

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minascula ndo diferem entre si a 5 %
pelo teste de Tukey para cada caracteristica ao longo dos subcultivos.

Quanto a coloragao (C.0.C,), o maior valor foi encontrado no oitavo subcultivo,
no tratamento T4 com 2 mg L' de BAP ¢ 1,0 mg L' de ANA, correspondendo a calos
mais claros. Portanto, para os calos organogénicos a tendéncia, ao longo dos
subcultivos, foi reducdo na taxa de brotagdo, a textura dos calos passou de liso para
granular e a coloragdo deixando a tonalidade marrom escuro para branco. Conforme
descrito por Zypman et al. (2001), calos embriogénicos foram produzidos a partir de

cotilédones, hipocétilo e folhas de nim. Tais calos possuiam diferencas quanto a
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coloracdo, branco, verde, amarelo ou marrom, com aspecto fridvel e potencial
embriogénico quando incubados a luz.

Os resultados demonstram que calos provenientes de hipocotilos, possuem
competéncia celular para induzir o processo de organogénese e embriogénese somatica
apds 3 meses de cultivo, caracteristica essa muito relevante em calos de nim.
Inicialmente, os calos possuiam coloragdo marrom e castanha, com aspecto de necrose,
posteriormente formando calos com capacidade embriogénica (Zypman et al., 2001).

No presente trabalho, a mesma tendéncia quanto a taxa média de embriogénese,
textura e coloragdo foram observadas em calos embriogénicos, onde a maior taxa de
germinagdo (2,91) de embrides (C.E.R.) foi no quarto subcultivo, no tratamento T1,
reduzindo a taxa ao longo dos subcultivos. Quanto & textura, a maior taxa com
tendéncia a formagdo de calos granulares, apresentou-se no oitavo subcultivo, com
valor (1,86) no tratamento T4. J4 para caracteristica coloracdo, a maior taxa (1,83) com
tendéncia a cor branca, apresentou-se no oitavo subcultivo também para o tratamento
T4. Tais resultados evidenciam a interagdo tripla entre taxa de morfogénese, textura dos
calos e coloracao. Onde calos com textura mais granular ¢ com coloragdo marrom
escuro apresentam maior competéncia celular, viabilizando a diferenciagdo celular e
conseqlientemente maior taxa de morfogénese pelas duas vias observadas:
organogénese indireta € embriogénese somatica indireta (Figura 1).

Apesar da capacidade morfogénica, muitos explantes apresentaram problemas
em sua formacao e desenvolvimento, implicando diretamente na taxa de sobrevivéncia
das mudas na fase de enraizamento e aclimatiza¢do. Os problemas mais freqlientes
foram senescéncia precoce e hiperidricidade para os brotos a partir de calos
organogénicos e fusdo dos cotilédones e oxidacdo de embrides somaticos a partir de
calos de nim.

A embriogénese somatica direta foi induzida utilizando meio MS, contendo 5
uM de BAP. A maior taxa de produgdo foi de 52 %, onde foi observado embrides na
fase globular e torpedo. Quando cultivados em MS basal, houve continuidade do
desenvolvimento doas embrides e enraizamento dos mesmos apds 4 semanas de
cultivo. Os problemas mais recorrentes foram anormalidades morfologicas durante o
desenvolvimento, como pluricotilédones, fusdo de cotilédones e auséncia destes.
Raramente foram encontrados embrides somaticos em perfeito estado morfologico,
necessitando de mais estudos para elucidar tais evidencias, a fim de aperfeigoar o

protocolo de embriogénese somatica de nim (Chaturvedi et al., 2004).
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Figura 1: Desenvolvimento de calos organogénicos ¢ embriogénicos de nim, a partir
de calos cotiledonares. A) Calo embriogénico com formagao de embrides somaticos na
superficie, apresentando textura granular e coloragdo marrom escuro; B) Calo
organogénico com formagdo de brotos, textura pouco granular e coloragdo marrom
claro; C) Formagao de embrides globulares; D) Germinag¢do de embrides somaticos in
vitro; E) Embrido na fase de coragdo; F) Embrido germinado; G) Desenvolvimento de
embrides em meio MS basal; H) Embrido isolado em desenvolvimento; 1) Embrido aos
40 dias de cultivo.

Segundo Gairi & Rashid (2005), o nimero médio de embrides somaticos por
explantes foi alto, quando utilizado meio MS contendo 10 pM de ANA e 1 uM de KIN.
Ja em meio SH, contendo 0,5 uM de 2,4-D e 2 uM de BA, houve redu¢do na produgdo
de embrides. No entanto, em outro protocolo, embrides foram obtidos utilizando a
combina¢do de BA e ANA em meio MS, com alta concentragdo de sacarose (12 %),
promovendo inclusive a germina¢do dos mesmos (Thiagarajan & Murali, 1994). Em
alguns casos, a aplicacdo de TDZ foi eficaz para induzir a embriogénese conforme
descrito por Yasseen (1994), e indugdo de embrides somaticos de nim (Murthy &
Saxena, 1998).

Os embrides somaticos tenderam a separar do explante inicial, caracterizando a
individualidade dos mesmos em relagdo ao explante inicial, por possuir tecido vascular

na conectado ao do tecido original, tipico de embrides somaticos de nim Akula et al.
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(2003), caracteristicas essas também observadas no presente trabalho. Folhas de nim
cultivadas em meio MS ou (NN) Nitsch & Nitsch 1969, contendo com diferentes
concentragdes de auxinas e citocininas induzem a formagao de calos embriogénicos. Os
resultados mostraram que o meio MS contendo 1 uM de ANA e 10 uM de KIN,
induziu a formacdo de calos embriogénicos com textura fridvel (Te-chato & Rungnoi,
2000).

Outra informagao importante foi a constante ocorréncia de embriogénese direta
a partir de embrides, precedida por calos, na presenga de 5 uM de BAP. No entanto,
tais explantes teve crescimento médio de 2 cm. Quando subcultivados em meio
contendo 0,5 uM de BAP, 85 % dos brotos alongaram atingindo em média 6 cm, apos 8
semanas de cultivo. Para o enraizamento foi utilizado meio MS adicionado de 1 uM de
BAP ¢ 250 mg L' de caseina hidrolisada, obtendo-se 81 % das brotagdes com
desenvolvimento radicular (Chaturvedi et al., 2004).

Embriogénese somadtica indireta foi obtida a partir de embrides zigoticos
imaturos de nim, com 40 dias de desenvolvimento. Tais embrides zigoticos foram
cultivados em meio MS, suplementado com 1,11 uM de BA ¢ 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
maturagdo e germinacdo dos embrides somaticos 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 germinagdo foi obtida com 0,94 uM de ABA, apos 2 semanas de cultivo in
vitro.

Os embrides somaticos geralmente desenvolveram um ou dois cotilédones,
apesar de alguns embrides apresentarem anormalidades. Segundo Rout (2005), o meio
contendo GA; ndo foi favoravel no processo de germinagdo de embrides somaticos de
nim, ¢ os embrides saudaveis foram aclimatizados, resultando em um protocolo
eficiente para producao de clones e transformagdo genética de nim.

Um sistema eficiente de embriogénese somadtica 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 (10 mg L™ de BAP ¢ adenina). Foi demonstrado que a adenina é precursora
das purinas, realizando agrupamento com as citocininas e auxiliam na producdo de
ATP (Chen et al., 1985). Houve praticamente 100 % de conversdao dos embrides
somaticos em plantas aclimatizadas. As plantas eram normais fenotipicamente, porém,
no presente experimento, muitos embrides apresentavam morfologia anormal, causando

problemas na fase de enraizamento e aclimatizacao.
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Morfogénese in vitro de nim, foi obtida a partir de segmentos foliares e
meristema apical caulinar. A associacdo de citocinina com hemisulfato de adenina
causa efeito sinérgico, auxiliando na maior producao de brotos (Vila et al., 2003; Arora
et al., 2009). Porém, a taxa de brotacao foi reduzida, quando foi adicionado 4cido indol-
acético (AIA) no meio de cultura, o que apdia a hipotese que a Azadirachta indica
possui elevada quantidade endogena de auxina, causando inibi¢do de brotacdo na
presenga de auxina no meio de cultura (Arora et al., 2009). A baixa produtividade de
morfogénese na presenca de auxina também foi observada em outras espécies (Singh et

al., 2002; Pati et al., 2004).
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CONCLUSOES

Os calos cotiledonares de nim apresentaram alta capacidade de propagagdo
pelas duas vias regenerativas, organogénese ¢ embriogénese somatica, a partir do
quarto subcultivo, quando submetido em meio WPM contendo 2 mg de L' BAP ¢ 0,25
mg L de ANA. Os calos mais granulares e de coloragdo marrom escuro formaram
embrides somaticos, enquanto que calos menos granulares e de coloracdo mais clara

apresentaram formagao de brotos.
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CAPITULO 4

Inducdo da biossintese de azadirachtina em calos cotiledonares de nim a partir de
agentes elicitores

RESUMO

O uso de técnicas de cultura de células e tecidos vegetais para produciao de
principios ativos de interesse econdmico tem sido crescente. Dentre essas substancias,
destaca-se a azadirachtina (AZA) por sua agdo bioinseticida, produzida pela espécie
Azadirachta indica. O presente trabalho tem como objetivos analisar os teores de AZA
em calos cotiledonares de nim, cultivados em meio liquido WPM, na presenca e
auséncia glicose (fonte de carbono), caseina hidrolisada (fonte de nitrogénio) e metil
jasmonato (agente elicitor). Observou-se interagdo entre as substancias utilizadas, em
fungdo do tempo de cultivo in vitro sob agitagdo orbital. As maiores concentragdes de
AZA foram produzidas na primeira e segunda semanas de cultivo, com média de
0,2470 ng g, quando a massa celular foi cultivada em meio de cultura com adigdo de 2
% de glicose , 500 mg L' de CH e 100 um de MeJ. Esse valor corresponde, em média,
a 57 % do teor de AZA armazenado nas sementes das plantas matrizes, utilizadas como
fonte de explantes para indugdo de calogénese in vitro, quando avaliado pelo método de
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC). Conclui-se que a nutri¢do, assim
como a concentragdo de elementos de transducdo de sinal em células de nim, pode

influenciar no teor de AZA produzido in vitro.

Palavras chave: AZA, HPLC, glicose, caseina hidrolisada e metil jasmonato.
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Azadirachtin biosynthesis induction in neem cotyledonary calli by elicitor agents

ABSTRACT

The use of cell and plant tissues culture techniques to produce economically
important active metabolites has been growing. Among these substances, highlights the
azadirachtin (AZA) due to its bioinsecticide action. It is produced by Azadirachta
indica species. The main goal of this work was to analyze the levels of AZA in neem
cotyledonary callus, grown in liquid WPM medium supplemented with glucose (carbon
source), hydrolyzed casein (nitrogen source) and methyl jasmonate (elicitor agent). It
was observed that there was an interaction between these substances, depending on in
vitro cultivation time with orbital agitation. The highest concentrations of AZA were
produced in the first and second weeks of culture, with an average of 0.2470 pg g,
when the cell mass was grown in culture medium with 2% glucose, 500 mg L-1 CH
and 100 mm of MEJ added. This corresponds, on average, to 57% of AZA content
stored in mother plants seeds, used as a source of explants to induce in vitro callus
formation, as measured by the High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
method. It is concluded that nutrition, as well as the concentration of signal

transduction elements in neem cells, may influence the AZA content produced in vitro.

Keywords: AZA, HPLC, glucose, hydrolysed casein, methyl jasmonate.
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INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de Conselho e Investigacdo dos EUA, o neem
(Azadirachta indica A. Juss.) tem se tornado uma das plantas mais promissoras em todo
o mundo, devido suas diversas aplicagoes (Kundu, 1999). Dos véarios compostos
bioativos produzidos pelo nim, o mais utilizado ¢ a azadirachtina (AZA), armazenado
principalmente nas folhas e sementes (Thengane et al., 1995).

Quimicamente a molécula de AZA é complexa, o que impossibilita a produgio
sintética. Desse modo, a cultura de células e tecidos surge como uma possibilidade, a
fim de se produzir in vitro metabodlitos de interesse econdmico, independente de
problemas edaficos. Além disso, a biotecnologia podem otimizar a produ¢do de
compostos bioativos, utilizando agentes elicitores, dentre outros métodos (Prakash et
al., 2002).

Akula et al. (2003) relataram que ndo houve detec¢do de AZA em massa fresca
de embrides somaticos de nim, utilizando-se HPLC como método para avaliar a
presenga e a quantidade do composto. Entretanto, o extrato desses embrides somaticos
afetou o desenvolvimento de larvas de gafanhoto, sendo uma constatagao importante,
pois podemos inferir que ha sintese de AZA ou de outro metabolito que afete o
desenvolvimento de insetos, apesar de ndo ser detectado em HPLC, devido o baixo teor
em embrides somaticos.

Esses aparentes problemas nas analises pelo detector UV em HPLC, pode
ocorrer devido a baixa sensibilidade do detector, por causa da falta de absor¢do UV-
forte no cromoéforo molecular, podendo causar erros no processo de leitura e
quantificagdo do teor de AZA (Schaaf et al., 2000). Em geral, o rendimento destes
metabolitos secundarios ¢ geneticamente determinado.

No entanto, a producdo de AZA depende também de fatores climaticos,
nutricionais, maturidade das sementes, periodo de armazenagem, manejo e pOs-
colheita. O cultivo de células e tecidos vegetais podem aperfei¢oar, padronizar e
aumentar a producdo de compostos de valor economico (Kota et al., 2006). O objetivo
desse trabalho foi analisar a producdo de AZA in vitro, utilizando-se calos
cotiledonares de nim em meio liquido sob influéncia dos agentes elicitores glicose,

caseina hidrolisada e metil jasmonato.
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MATERIAL E METODOS
Obtencéao de calos

Plantas de nim germinadas in vitro foram utilizadas como fonte de explantes
para este experimento. As sementes foram coletadas no viveiro Nim Brasil de Sdo José
do Rio Preto (SP). Cotilédones foram inoculados em meio de cultura WPM (Lloyd &
McCown, 1981), com adicdo de 3 mg L' de BAP e 0,5 mgL" de AIB , em tubos de
ensaio (25 X 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultivo, previamente aferido o pH
para 5,8 e submetido & esterilizagio em autoclave a 120 °C e pressio 1,5 kgf cm™

durante 15 minutos, metodologia adaptada de Rodrigues et al. (2009).

Cultivo dos calos

Os calos foram cultivados em frascos de vidro com 90 mm de altura, 50 mm de
diametro, contendo 40 mL de meio de cultura, 6 amostras por frasco e tampa rigida de
polipropileno autoclavéavel a partir do terceiro subcultivo, com adigdo de 200 mg L™
mio-inositol, 0,5 g L™ polivinil-pirrolidona (PVP), 2% (p/v) sacarose, 1 mg L™ de
vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), e aferido o pH para 5,8 antes da autoclavagem a
120 °C, pressdo 1,5 kgf cm Z durante 15 minutos. Os calos foram cultivados na
auséncia de luz, evitando a oxidacdo e degradacdo das moléculas de AZA em
Erlenmeyer de 125 mL com 40 mL de meio liquido e 3 amostras de calos cotiledonares

de nim. Os Erlenmeyers foram mantidos sob agitacao orbital de 90 rpm.

Cultivo na presenca de agentes indutores

Foi avaliado o efeito de caracteristicas conjugadas, na produgdo de AZA in
vitro: 1. diferentes concentragdes de glicose (GL) como fonte de carbono (0; 1; 2; ¢ 4
%); 2. diferentes concentracdes de caseina hidrolisada (CH) como fonte de nitrogénio
(0; 250; 500; 1000 mg L'l); 3. diferentes concentragdes de metil jasmonato (MelJ) como
agente elicitor (0; 50; 100; 200 uM) em fungdo do tempo. Os tratamentos formados
foram: TO (controle); T1 (1 % de GL + 250 mg L™ de CH + 50 uM de MeJ); T2 (2 %
de GL + 500 mg L™ de CH + 100 pM de Mel); T3 (4 % de GL + 1000 mg L™ de CH +
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200 uM de MelJ). A condugdo desse experimento foi realizada com coletas periodicas
semanais (0; 1; 2; 3 e 4). Foi coletado no final de cada periodo, 3 erlenmeyer x 4
tratamentos = 12 Erlenmeyers. A massa seca foi pesada apos secagem em estufa a 60
°C por 24 horas, estabelecendo-se um valor padrio de 0,75 g para cada Erlenmeyer
coletado. Do mesmo modo, sementes de nim foram moidas e secas em estufa para
obten¢do da massa seca, maceracdo em metanol, filtragem e injetado em Cromatografia
Liquida de Alto Desempenho (HPLC), a titulo de comparar o teor de AZA produzido

nos tratamentos com o teor in natura.

Obtencéo do extrato soltvel em metanol

A massa seca dos calos, assim como a massa seca das sementes foram divididas
em 3 por¢des de 0,25 g e armazenadas em Eppendorf, acrescido de 1 mL de metanol
por amostra. Apds 24 horas de incubacdo, as amostras foram centrifugas a 3000 rpm
durante 10 minutos, para serem injetadas posteriormente em HPLC para se determinar

o teor de AZA presente no extrato solivel em metanol.

Determinacéo dos teores de AZA

A andlise dos teores de AZA foi realizada no Laboratério de Andlises
Bioquimicas do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vicosa, utilizando-se o equipamento HPLC SHIMADZU
SPD-10 AVP e metodologia de Schaaf et al. (2000), com algumas modificagdes. O
detector utilizado foi ultravioleta (UV) com comprimento de ondas de 217 nm. Foi
utilizado uma coluna de fase reserva Bondesil C18 (5 um x 4,6 mm x 250 mm), fluxo
de 1 mL min™' e pressdo na coluna de 97 Kgf. O solvente utilizado como fase movel foi
metanol e agua (50:50), enquanto que o volume injetado para cada corrida foi de 50 pL.
O tempo de cada corrida foi de 30 minutos. Toda fase movel foi filtrada com membrana
Millipore de 0,45 pm e degaseificada com géas hélio. Os dados foram integrados pelo
programa SHIMADZU SPD.

Para a obtenc¢do da curva padrao, foi utilizada AZA com 95 % de pureza (Sigma
Aldrich, EUA), em concentragdes de 0; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 ¢ 0,4 pg L' em

metanol. Os valores obtidos nos cromatogramas, correspondentes as concentragdes
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citadas acima, foram plotados em grafico, obtendo-se a equacdo da reta (Figura 1B)
para o calculo do teor de AZA das amostras. A titulo de comparacdo do teor de AZA
produzido pelos calos, utilizou-se o extrato in natura de sementes de nim, também

submetidas as mesmas condi¢oes descritas de extragao.

Delineamento experimental

Foi utilizado fatorial simples, concentragdo dos agentes elicitores x periodos de
coleta, com 9 repeticdes por tratamento. 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 com dois fatores,
considerando-se o nivel de significancia de 5 % para a caracteristica quantidade de

AZA em fungdo da concentracdo dos agentes elicitores e tempo de coleta semanal.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A AZA ¢ um tetranoterpendide (férmula molecular Cs;sH44016, peso molecular
720 g mol™), sendo a molécula mais abundante em sementes de nim, em relagio aos
outros limondides. O teor detectado de AZA no extrato de sementes foi superior em
relagdo ao extrato de calos cultivados in vitro, utilizando UV na freqiiéncia de 217 nm
como também relata (Schaaf et al., 2000). Existe o efeito da expressdo gé€nica
diferencial de diversos metabolitos secundarios in vitro de nim, decorrente do
polimorfismo das moléculas de DNA e sua amplificacdo, resultantes da variagao
somaclonal dos explantes foliares e calos ao longo de subcultivos (Kota et al., 2006).

O aspecto dos calos cultivados em meio semi-solido antes da montagem do
experimento em meio liquido, assim como a curva de calibragdo da AZA, usando-se o

padrao (Figura 1).
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Figura 1: Calos cotiledonares de A. indica subcultivados a cada 30 dias em meio
WPM. A) Calos do nono subcultivo em meio de cultura semi soélido, utilizados
posteriormente em meio liquido; B) Regressdo de calibra¢do do padrdao da AZA, onde a
concentragdo do composto das amostras de calos em (pg) foram calculadas em funcao
da equacdo apresentada, com R? = 0,999.

Segundo Raval et al. (2003), a maior concentra¢io de AZA (0,8 mg L™) foi
observada em células com 9 dias de cultivo em meio de White (1963). No entanto,
esses resultados mostram que o aumento de biomassa nao esta relacionado diretamente
com a producdo de AZA in vitro e sim diretamente relacionada com a queda da taxa de
transferéncia de oxigénio (OTR), caracterizando a fase estaciondria do crescimento
celular.

O processo de producao de AZA pode ser otimizado, quando aplicadas duas
fases. A primeira fase caracteriza-se por altos teores de nitrogénio e fosforo para

aumentar a biomassa, e a segunda fase caracterizada por baixas concentragdes de
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minerais, causando estresse nutricional nos explantes, reduzindo a OTR. Como
conseqiiéncia, ocorre aumento da produg¢do de AZA. Apods aplicacdo do sistema
bifasico, a maior concentragio de AZA produzida in vitro chegou a 67,5 % (2,7 mg L")
em relacdo o teor médio do composto nas sementes in natura (Raval et al., 2003).

No presente trabalho, também foi aplicado o sistema bifasico, porém, com
inducdo do rapido crescimento celular via reguladores de crescimento, e posteriormente
submetendo tais células em meio liquido sob ag¢do de agentes elicitores: glicose como
fonte de carbono, caseina hidrolisada como fonte de nitrogénio e metil jasmonato como
elemento de transducdo de sinal. Prakash et al. (2002) observaram que o tipo de
nutricdo influenciou diretamente no teor de AZA, com destaque para as fontes de
carboidratos. Metil jasmonato e acido jasmonico tém sido muito utilizados para
estimular a producao de compostos de interesse econdomico, por serem elementos de
transdugdo de sinais em rotas de metabdlitos secundarios em plantas (Zid & Orihara,
2005).

Conforme relatam Prakash & Srivastava (2005), glicose foi a melhor fonte de
carbono para produgdo de biomassa em relacdo a sacarose, estimulando, inclusive,
maior taxa de AZA. Do mesmo modo, nitrato foi a melhor fonte de nitrogénio para
producao de biomassa e acaimulo de AZA in vitro em relagdo a amonia.

O valor méaximo de biomassa foi de 15,02 g L™ ¢ 2,98 mg g de AZA, apos 12
dias de cultivo, otimizando a composi¢ao nutricional do meio de cultivo e aditivos. A
alta concentracdo de amodnio apresentou efeito inibitorio sobre o crescimento celular e
na produ¢do de AZA (Prakash & Srivastava, 2005).

O meio de cultura Ohyama & Nitsch’s (1972), proporcionou maior produgdo in
vitro de AZA (0,0166 % massa seca). Com a adi¢do de agentes elicitores como acido
jasmonico (100 mM) e acido salicilico (100 mM), resultou no aumento da produgdao em
6 vezes (0,095 %) e 9 vezes (0,14 %), respectivamente, de AZA em explantes
radiculares de nim (Satdive et al., 2007). Agentes elicitores bidticos e abidticos t€ém
sido recomendados como estratégia importante para otimizar a producao de metabdlitos
secundarios in vitro (Savitha et al., 2006).

O 4cido jasmonico (AJ) ¢ considerado como agente sinalizador para producdo
de compostos bioativos em plantas que sofrem estresse mecanico por insetos (Prakash
& Srivastava, 2008). Desse modo, a producdo e o teor de AZA sdo influenciados pelo
sistema nutricional aplicado em meios de cultura e a concentracdo dos agentes
utilizados para estimular a biossintese do composto. Conforme os cromatogramas

apresentados na Figura 2, o tempo de retencdo da AZA padrao foi de 13,682 minutos,
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enquanto que do melhor tratamento T2P2 foi de 13,515 minutos, trazendo
confiabilidade da andlise do composto desejado, na freqiiéncia de UV 217 nm.

As concentragdes de AZA foram obtidas por meio da integragdo das areas dos
cromatogramas. Com a sobreposi¢do dos mesmos, € possivel observar que de fato o

composto analisado foi a AZA, devido a padronizagdo do tempo de retencdo do

“padrao” e da amostra em evidéncia.
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Figura 2: Cromatograma gerado pela técnica de HPLC. O tempo de retengdo do padrao

da AZA com 95% de pureza (Sigma Aldrich-EUA) foi de 13, 682 minutos, enquanto
que do tratamento dois no periodo dois (T2P2 = 2% de GL + 500 mg L™ de CH + 100

uM de MeJ) foi de 13,515 minutos.

De acordo com os resultados apresentados, houve interagcdo significativa entre
as concentragdes dos agentes elicitores em funcdo do tempo de coleta das amostras. A
maior concentragdo de AZA foi produzida no tratamento T2 com o incremento de 2 %
de glicose, 500 mg L' de CH e 100 uM de MeJ (Figura 3). Os periodos de maior
producdo foram registrados na primeira e segunda semanas de coleta, com
concentragdo média de 0,247 ng de AZA por grama de matéria seca de calo do décimo

subcultivo in vitro, onde cada subcultivo foi realizado apo6s 30 dias, contabilizando-se

300 dias.
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Figura 3: Concentracdo de AZA em pg por grama de matéria seca de calos
cotiledonares cultivados in vitro, sob a influéncia de diferentes concentracdes de
agentes elicitores: T1 [1% glicose (GL) + 250 mg L™ de caseina hidrolisada (CH) + 50
uM de metil jasmonato (MeJ)]; T2 [2% (GL) + 500 mg L™ (CH) + 100 uM (Me])] e
T3 [4% (GL) + 1000 mg L' (CH) + 200 pM (MeJ)], em fungio dos periodos (P1 a P4)
de coleta semanal.

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mintscula ndo diferem entre si a 5 % pelo teste de
Tukey dentro de cada concentragdo T1, T2 e T3, enquanto que médias seguidas de pelo menos uma
mesma letra maiuscula ndo diferem entre si dentro dos periodos de coleta P1, P2, P3 e P4.

O teor de AZA do tratamento (T2P2) corresponde a 57 % do teor de AZA
armazenado nas sementes das plantas adultas de nim (0,4301 pg g'), que foram
coletadas no viveiro nim Brasil. A maior taxa de producdo de AZA nas raizes de nim,
segundo Sundaram (1996), foi aos 28 dias de cultivo, equivalente a 70 ug g de tecido
radicular. Conforme as analises, a concentragdo de AZA em raizes transformadas de
nim foi dez vezes maior em relacdo ao teor encontrado em calos. Essa concentragao de
AZA foi aproximadamente 30 vezes maior do que a detectada em raizes in vivo de nim.

No entanto, o rendimento in Vvitro ainda é baixo, necessitando de mais estudos,
com objetivo de otimizar a producdo de AZA, aplicando biotecnologia mais avangada.
A relagdo do crescimento e multiplicacdo celular, em fun¢ao da taxa de produgao de
AZA in vitro, ainda ndo foi elucidada, pois essa relagao nao se apresenta de modo
linear, indicando complexidade no processo de producdo. Onde mais de 70 % da
atividade biologica da AZA foi perdida apos 30 dias de armazenamento (Allan et al.,

2002).
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Em relagdo aos controles do presente trabalho, sem incremento dos agentes
elicitores em funcdo do tempo, houve formagao apenas de “tragos” nos cromatogramas,
correspondendo baixas concentragdes de AZA, ndo sendo possivel integrar as areas
apresentadas. Babu et al. (2006) descreveram nao ser possivel quantificar pelo método
aplicado de HPLC a presenca de AZA em calos até o terceiro subcultivo, ou seja, com
120 dias de cultivo. Porém, foi detectado nimbim no mesmo periodo de coleta de calos,
ndo necessitando de diferenciacdo dos calos. Por isso, especulou-se que ndo seja
necessaria a diferenciagéo celular para biossintese de triterpenoides in vitro.

A capacidade de producdo de AZA foi observada também em rizogénese, a
partir de explante foliar e caulinar de nim, apds infeccdo por Agrobacterium
rhizogenes, com crescimento médio de 0,134 g de massa seca por dia, causando
aumento em 100 vezes da biomassa apos 4 semanas de cultivo. As raizes continham 70
ppm (0,007 %) de AZA, 120 ppm (0,012 %) de 3-acetil-1-tigloylazadirachtinin e 20
ppm (0,002 %) de 3-tigloylazadirachtol (AZA B) (Allan et al., 2002).

Agentes elicitores como quitosana, acido salicilico, 4acido jasmoénico, metil-
jasmonato e extrato de levedura tém sido utilizados em suspensao celular de nim para
promover maior producao de AZA in vitro. Além disso, a combinagao desses agentes ¢
capaz de promover o aumento da produgdo de AZA em até 5 vezes (15,9 mg L),
devido o efeito sinérgico das moléculas apds 2 dias de cultivo. Utilizando-se ANA e
agentes elicitores em biorreator, a concentracdo chegou em 161,1 mg L. A adi¢io de
acido salicilico em concentragdo mais baixa (14 mg L") resultou em efeito inibitorio,
porém em concentragdes mais elevadas (70 mg L) resultou em aumento da produgdo
(16,8 g L") (Prakash & Srivastava , 2008).

Outro agente estimulante da biossintese de AZA ¢é o extrato de levedura em
altas concentra¢des (100 mg L), resultando em 6,5 mg g de produgdo, enquanto o
controle foi de 3,2 mg g'. As combinagdes mais promissoras foram: (AS+JA) e
(Q+AS), nas seguintes concentragdes: AS = 137,3 mg L AT=29 mg L'eQ=16,5
mg L. O teor de AZA chegou a 18,4 mg g devido o efeito sinérgico das moléculas,
ap6s 10 dias de cultivo, posteriormente houve reducao na concentragdo do composto
(Prakash & Srivastava, 2008). Resultados semelhantes foram observados no presente
trabalho.

De acordo com Sujanya et al. (2008), a relagdo nitrato 94,41 mM: amonia 23,60
mM (4:1) e reducdo da sacarose (15 mg L) aumentou a producio de AZA (5,59 mg L~
Y. Porém, apresentou uma redugdo na biomassa em 7,4 %, quando cultivada suspensdo

celular a partir de segmentos nodais em meio MS. A baixa concentra¢do de fosfato no
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meio de cultivo resultou no aumento da producdo de AZA, fato esse ja estudado para
outras espécies, demonstrando a relacdo direta do baixo percentual de fosfato e
aumento da biossintese de metabolitos secundarios. Apds o esgotamento do fosfato, a

taxa de AZA chegou a 6,98 mg L™
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CONCLUSOES

As maiores concentracdes de AZA foram produzidas na primeira e segunda
semanas de cultivo, com média de 0,2470 pug g no segundo periodo de coleta, quando
a massa celular foi cultivada em meio de cultura WPM liquido, com adig@o de 2% de

glicose + 500 mg L' de CH + 100 um de MeJ.
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CONCLUSOES GERAIS

Para propagagdo in vitro de nim a partir de segmentos nodais, recomenda-se a
coleta de explantes de plantas jovens, cultivd-los em meio MS, suplementado com (0,5
mg L' BAP, 0,5 mg L, KIN, 0,05 mg L' ANA) em frascos com tampa rigida de
polipropileno com dois orificios de 10 mm, cobertos com membrana fluoroporo
hidrofébica de 0,22 um de poro. Na fase de aclimatizagdo, o uso de fibra de coco e
compostagem de casca de eucalipto como substrato na proporcao (1:1).

No entanto, tais plantas apresentam alteragdes significativas na diferenciacdao
dos tecidos e nas estruturas morfologicas foliares, quando comparado com plantas
cultivadas em casa de vegetagao. Porém, ha producao de lipidios gerais, 6leo essencial
e taninos nos trés ambientes avaliados, in Vvivo, aclimatizado e in vitro. Ndo foi
evidenciada a secrecdo de mucilagem nos trés ambientes, existindo uma relacio
indireta dos testes Sudan Black e Nadi, quanto a presenca de AZA nas folhas de nim.

As maiores concentragdes de azadiractina foram produzidas na primeira e
segunda semanas de cultivo, com média de 0,2470 pg g, quando a massa celular foi
cultivada em meio de cultura com adi¢io de 2 % de glicose + 500 mg L' de CH + 100
um de Mel.

Calos cotiledonares apresentaram alta capacidade de propagacao pelas duas vias
regenerativas, organogénese ¢ embriogénese somatica, a partir do quarto subcultivo,
quando submetido em meio WPM com adigdo de 2 mg L™ BAP ¢ 0,25 mg L' ANA.
Existindo uma relagdo tripla quanto a taxa de morfogénese (brota¢do e germinagdo de

embrides somaticos), textura e coloragdo dos calos.

78



