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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo estudar o potencial de germinacéo /n vitro de nim
indiano. Embrides zig6ticos maduros foram cultivados em meio MS suplementado com 0,6% de
agar, 0,25% de carvéao ativado, 3% de sacarose e com a combinacao de diferentes concentragoes
de &cido naftalenoacético-ANA (1,0; 2,0 e 3,0 mg L) e de 6-benzilaminopurina-BAP (1,0; 2,0; 3,0
e 4,0 mg L) mais uma testemunha (sem reguladores de crescimento), totalizando 13 tratamentos
com quatro repeticdes. Sementes foram cultivadas em dois substratos agar e vermiculita, na
auséncia e presenca de ¥2 MS e MS, totalizando seis tratamentos. O aumento das concentracdes
de ANA e BAP induziu maior porcentagem de plantulas anormais. A combinacdo de 1,0 mg L* de
ANA com 1,0 ou 2,0 mg L* de BAP promoveu 100 e 81,25% de conversao de embrides zigéticos
em plantulas normais, respectivamente. Avermiculita, na auséncia de meio de cultura MS, induziu
100% de germinacao. Esses resultados indicam que o nim indiano apresenta alto potencial para
a propagacao in vitro.
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ABSTRACT: In vitro germination of zygotic embryos and seeds of neem (  Azadirachta
indica A.Juss.). This paper aimed at studying in vitro germination potential of neem. Mature
zygotic embryos were cultivated in MS culture medium supplemented with 0.6% agar, 0.25%
activated charcoal, 3% sucrose, and the combination of different concentrations of 1-
naphthaleneacetic acid (NAA; 1.0, 2.0, and 3.0 mg L) and 6-benzylaminopurine (BAP; 1.0, 2.0,
3.0, and 4.0 mg L), besides a control without plant growth regulators, totalizing 13 treatments
with four replicates. Seeds were cultivated in two substrates: agar and vermiculite, in the absence
or presence of 2 MS and MS, totalizing six treatments. Higher concentrations of NAA and BAP
induced greater percentage of abnormal seedlings. The combination of 1.0 mg L-* NAA with 1.0 or
2.0 mg L* BAP led to 100 and 81.25% conversion, respectively, of zygotic embryos into normal
seedlings. Vermiculite without MS culture medium induced 100% germination. These results
indicate that neem presents high potential for in vitro propagation.
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INTRODUCAO
O nim indiano (Azadirachta indica A. Juss.)
€ uma espécie arborea da familia Meliaceae, de origem

usados na medicina ayurvédica como anti-sépticos,
antimicrobianos, nos disturbios urinérios, diarréias e

asiatica natural de Burma e das regifes aridas do
subcontinente indiano. As propriedades terapéuticas
da planta séo conhecidas pelos indianos ha cerca de
cinco mil anos. Os primeiros registros médicos
referem-se aos beneficios dos frutos, das sementes,
do dleo, das folhas, das raizes e da casca da arvore,
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doencas do couro cabeludo. O 6leo e seus isolados
inibem o desenvolvimento de fungos sobre o homem e
animais. Aacao antimalarica é atribuida, ao gedunine,
um limondéide. Tabletes e inje¢cdes contendo em suas
formulacdes extratos de nim s&o usados no tratamento
de malaria cronica (Neves & Nogueira, 1996).
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A Embrapa vem trabalhando para aumentar
a variabilidade genética de Azadirachta indica A. Juss.
no Brasil por meio da introducdo de germoplasma de
varias procedéncias. A propagacao in vitrode plantas
lenhosas tem-se apresentado como técnica
alternativa aos métodos tradicionais de propagacao
assexuada, por facilitar a producdo de mudas de
material elite em escala comercial e produzir plantas
livres de patdgenos, além de acelerar programas de
melhoramento.

A cultura in vitro de embrides apresenta-se
como uma ferramenta para o controle da
embriogénese, o resgate de embrides interespecificos,
guando apresentam alguma incompatibilidade, a
producéo de hapléides, a quebra de dorméncia e a
producéo de plantulas assépticas, além de elucidar
alguns problemas como nutricdo do embrido no évulo
entre outras aplicacdes (Collins & Grosser, 1984; Hu
& Ferreira, 1998). Alguns estudos de organogénese
e embriogénese somatica de nim indiano séo
relatados por Parveen et al. (1995) e Wewetzer (1998),
entretanto informacgdes acerca do cultivo in vitro de
embrides zig4ticos e sementes séo escassos.

O objetivo do presente trabalho foi estudar o
potencial de germinacéo de nim indiano em diferentes
condicdes de cultura in vitro.

MATERIAL E METODO

Os estudos foram conduzidos no Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Tabuleiros Costeiros utilizando-se embries zigéticos
e sementes de nim indiano (Azadirachta indica A.
Juss.), coletados em janeiro de 2004 de plantas
matrizes da Embrapa Tabuleiros Costeiros em
Aracaju, SE. Exsicata da espécie encontra-se
depositada no herbario Sérgio Tavares da UFRPE,
namero de registro 12184.

Para a cultura de embrides zigoticos, frutos
maduros foram lavados em &agua corrente e
submetidos ao despolpamento. As sementes foram
desinfestadas em camara de fluxo laminar, com a
imerséao em alcool etilico a 70% por dois minutos e,
em seguida, em solucao de NaClO a 2% por 20
minutos sob agitacao e, posteriormente, foram lavadas
guatro vezes em agua destilada e autoclavada. Os
embrides zigolticos, excisados de sementes
assépticas em camara de fluxo laminar, foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de
meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com
0,6% de &gar, 0,25% de carvao ativado e 3% de
sacarose, suplementado com diferentes combinacdes
de acido naftalenoacético (ANA) e 6-benzilaminopurina
(BAP). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8
e, em seguida, os tubos de ensaio contendo meio de
cultura foram submetidos a esterilizacdo em autoclave
a 120°C durante 15 minutos.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 4 + 1, trés
concentractes de ANA (1,0; 2,0 e 3,0 mg L), quatro
concentrac8es de BAP (1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L),
mais uma testemunha (meio MS sem adicdo de ANA
e BAP), totalizando 13 tratamentos com quatro
repeticbes. Cada unidade experimental foi constituida
de cinco tubos de ensaio, contendo um explante
cada.

As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 26+ 2°C, umidade
relativa do ar média em torno de 70% e fotoperiodo
de 16 horas de luz branca fria sob 52 umol m2 s de
irradiancia/oito horas de escuro.

Aos 14 dias ap0s a inoculacéo avaliou-se a
porcentagem de germinacéo de embrides zigoticos
(% CEZ) e, aos 30 dias, a porcentagem de plantulas
normais (% PN). Como plantulas anormais, foram
consideradas aquelas que apresentavam auséncia ou
crescimento atrofiado da parte aérea e/ou do sistema
radicular.

As variaveis % CEZ e % PN foram
transformadas para ./ ¥ + 1,01 , visando atendimento
das pressuposicdes da analise de variancia. Foi
aplicado o teste de Dunnet a 5% de probabilidade
para a comparacado da média dos tratamentos em
relacéo a média da testemunha. Para a comparacéo
das médias de ANA e BAP foi aplicado o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa estatistico
SAS - Statistical Analysis System (SAS Institute Inc.,
2000).

Para a avaliacdo da germinacéo in vitro de
sementes de nim indiano, frutos maduros foram
lavados em agua corrente, despolpados e as
sementes foram desinfestadas em caAmara de fluxo
laminar, conforme metodologia descrita anteriormente.
As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio,
contendo os seguintes tratamentos: T1- 0,6% de agar;
T2- vermiculita + agua esterilizada e autoclavada; T3-
0,6% de agar + meio ¥2 MS; T4- vermiculita + meio %2
MS, T5- 0,6% de agar + meio MS; T6- vermiculita +
meio MS.

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 3
dois substratos (agar e vermiculita) e trés
concentracdes de sais do meio MS (0, %2 e 1), com
cinco repeti¢cdes, sendo que cada unidade
experimental foi constituida de oito frascos, contendo
uma semente cada. As culturas foram mantidas em
sala de crescimento nas mesmas condicdes
mencionadas anteriormente.

Aos 10 dias ap6s a inoculacéo avaliou-se a
porcentagem de germinacao (% GER) e, aos 21 dias,
a porcentagem de plantulas normais (% PN). As
médias da varidvel % GER foram submetidas a analise
de variancia e comparadas pelo teste de Tukey a 5%
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de probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa estatistico SAS -
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2000).

RESULTADO E DISCUSSAO

Os tratamentos constituidos de 1,0 mg L*
de ANA combinados com 1,0 ou 2,0 mg L* de BAP
foram significativamente superiores (P = 0,05) a
testemunha com relacéo a porcentagem de plantulas
normais (Tabela 1).

TABELA 1. Diferenca entre a média dos tratamentos
e a testemunha para as variaveis porcentagens de
germinacao de embribes zigoéticos (% GEZ) e de
plantulas normais (% PN) de Azadirachta indica A.
Juss., em meio MS suplementado com diferentes
concentractes de ANA e de BAP.

Comparagbes w GEZ o PN
AMA 1.0 BAR 1,0 0,00 100,00
AlA LD BAF 2D =18.f2 1o, 0™
AMNA T O BAP 3.0 0,00 =0.00
AMA 1 0 BAR 4,0 0,00 50,00
Al 200 BAR 1,0 0,00 S0, 00
AMA 2 0 BAP 2,0 -50,00% 50,00
AMA 20 BAP 3,0 0,00 £0.00
ARA 20 BAR 4.0 0,00 25,00
AMA 30 BARP 1,0 -62 50 25,00
AMA 3.0 BAF 20 0,00 50,00
ARA 30 BAP 3,0 0,00 2,00
AMA 3.0 BAR 40 0,00 (00

** significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.

A andlise de variancia detectou efeitos
significativos do BAP e da interacdo “ANA x BAP”
para porcentagem de germinacéo de embrides (p =
0,01) e do ANA para a porcentagem de plantulas
normais (p = 0,01). Nao houve efeito da interacao “ANA
x BAP” e do BAP na porcentagem de plantulas normais
(p>0,05).

Observa-se na Tabela 2, que, em média, os
tratamentos apresentaram uma boa converséo de
embrides zigoticos em plantulas.

Os tratamentos constituidos de 1,0 mg L*
de ANA combinados com 1,0 ou 2,0 mg L* de BAP
apresentaram 100 e 81,25% de conversdo de embriGes
zigéticos em plantulas normais (Tabela 2). A
combinacdo de ANA e BAP no meio de cultura MS
também foi favoravel para a conversdo de embrides
zigbticos maduros de acaizeiro (Euterpe oleracea
Mart.), conforme relatado por Ledo et al. (2001).
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Resultados semelhantes também foram observados
por Mello (2000) em guarirobeira (Syagros oleracea
(Mart) Becc) cultivada em meio MS suplementado
com BAP e por Santa-Catarina et al. (2001) em
embrides zig6ticos imaturos de canela sassafras
(Ocotea odorifera Mez) na presenca de 4,4 uM de
BAP. Entretanto, Nogueira et al. (2004) observaram
que o BAP induziu processos morfogénicos ndo
desejaveis como a formacéao de calos, na germinacao
in vitro de embrides de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.).

Apresenca de 1 mg L* de ANAno meio de
cultura promoveu, em média, a formacao de 75% de
plantulas normais, sendo superior a concentracao
de 3 mg L* de ANA. Apesar do efeito da interacdo
entre os reguladores de crescimento nao ter sido
significativo, 0 aumento da concentracdo de ANA e
BAP influenciou negativamente o desenvolvimento
das plantulas, sendo que nas combinacgées de 3,0
mg L-* de ANA com 3,0 ou 4,0 mg L* de BAP 100%
das plantulas apresentaram-se anormais, com
auséncia ou crescimento atrofiado da parte aérea e/
ou do sistema radicular (Figura 1B). Mello (2000)
observou uma reducao gradativa no desenvolvimento
de plantulas de guarirobeira com o aumento da
concentracdo do BAP.

Embrides excisados no estadio maduro ou
préximo a este sao quase autotroficos, em geral,
dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacao de fonte de energia e os reguladores
de crescimento tornam-se dispensaveis (Hu &
Ferreira, 1998). Entretanto, ficou evidenciada a
necessidade de enriquecimento do meio com
reguladores de crescimento considerando que, na
auséncia destes, apesar de se obter 100% de
germinacao dos embrides, ndo houve a formacao de
plantulas normais, provavelmente porque 0s mesmos
nao haviam acumulado reservas suficientes para
continuar seu completo desenvolvimento in vitro. Além
da espécie e do estadio de desenvolvimento dos
embrides, o nivel enddégeno de fitormbdnios nos
embrides e o balanco entre os reguladores de
crescimento adicionados ao meio de cultura devem
ser considerados.

Aos sete dias da inoculacéo observou-se o
inicio da germinac&o com o lancamento da radicula
e aos 21 dias a emissao do primeiro par de folhas
(Figura 1A).

De acordo com a andlise de variancia, houve
efeito significativo da interacao “substrato x meio de
cultura” para a porcentagem de germinacéo aos 10
dias de cultura (Tabela 3). Em média a vermiculita e
0 agar, na auséncia de meio de cultura, promoveram
as maiores porcentagens de germinacéo (97,5 e
77,5%, respectivamente). A auséncia de sais do meio
de cultura provavelmente diminuiu o potencial
osmotico promovendo uma maior disponibilidade de
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TABELA 2 . Valores médios para porcentagens de conversao de embrifes (% CEZ) e de plantulas normais (% PN)
de Azadirachta indicaA. Juss., em meio MS suplementado com diferentes concentragdes de ANA e BAP.

BAP ANA mig L" ]
Misdia
(mgL™ ) 1.0 2.0 3.0
% CEZ
1,0 100,00 a4 100,00 aA 37,50 bB 79,17 b
2,0 81,25aA  S5000bB 100,00 aA 77,08 b
3,0 100,00 a4  10000aA  100,00aA 100,00
4,0 100,00 24  10000aA  100008A  10000a
Média 05,31 A 87,50 AB B4,38 B
Testemunha 100,00 CV (%) 8,44
b PN
1,0 100,00 50,00 25,00 58,33
2.0 100,00 50,00 50,00 86,57
3.0 50,00 50,00 0,00 33,33
40 50,00 25,00 0,00 25,00
Média 75.00 A 43,75 AB 18758
Testemunha 0,00 CV (%) 50,24

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

FIGURA 1. A-fases da germinacao in vitro de nim indiano; B- plantulas anormais e normais.
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agua para o processo de germinacdo. Entretanto,
elevadas taxas de germinacdo de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) foram obtidas em meio
MS liquido e MS gelificado quando comparado com
agua de coco e agua destilada (Pinheiro et al., 2001).

TABELA 3. Valores médios para porcentagem de
germinacao (% GER) de Azadirachta indicaA. Juss.,
em diferentes condi¢des de cultura in vitro.

% GER
Ausinca de M5 % MS [ ]
.-E'.':lEr G % a2 ADb 0.0 Bb 15,0 Bb
Wermiculita a7.5 Aa 750Ba &50Ba

CW (%) 18,24

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas e
mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Durante o cultivo in vitro, as solucfes de sais
e acUcares que compdem os meios de cultura ndo
exercem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e na morfogénese
por meio de propriedades osméticas (George, 1993).
Considerando que os cotilédones tém a funcéo de
armazenar substancias de reservas até a plantula
tornar-se autotrdfica, a presenca de solugao nutritiva
no meio externo torna-se dispensavel para o
crescimento inicial de plantulas de nim indiano
cultivadas in vitro.

Aos 21 dias da inoculagéo os tratamentos
constituidos do substrato vermiculita na auséncia e
presenca de meio 2 MS e MS promoveram a formacéo
de 100, 90 e 52% de plantulas normais, com o
primeiro par de folhas, respectivamente. Para o agar
na auséncia de meio MS, foi observado que apenas
31% das plantulas apresentaram desenvolvimento
normal e, na presenca de ¥2 MS e MS, 100% de
plantulas foram anormais (Figura 1B).

Resultados semelhantes foram observados
por Ledo et al. (2003) em cupuacguzeiro (Theobroma
grandiflorum Schum). Este fato pode ser explicado
pelo maior grau de aeragéo da vermiculita umedecida,
favorecendo a formacdo de raizes e,
consequentemente, a obtencéo de plantas completas
e normais. Nas condi¢cdes em que 0s experimentos
foram conduzidos pode-se concluir que a
concentracdo de 1,0 mg L* de ANA combinada com
1,0 mg L* de BAP promove a converséo de 100% de
embrides zigoticos maduros em plantulas normais e
a vermiculita induz 97,5% de germinac&o de sementes
de Azadirachta indica A. Juss. com formacéo de
plantulas normais.
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