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INDUQAO E DETECQAO DE AZADIRACTINA EM CALOS DE Azadirachta
indica Adr. Juss (NIM)

RESUMO: A preocupacdo com o ambiente, bem como a busca por um
produto natural de amplo uso na agricultura, encontramos a azadiractina, uma
substancia encontrada em extratos de nim (Azadirachta indica), planta indiana que
demonstra ser uma alternativa para o controle de insetos praga. Caracteristica que
motivaram o presente trabalho, objetivando a obtencdo e deteccdo desta
substancia em calos de nim (Azadirachta indica). Os calos foram obtidos a partir
de explantes de peciblulos desta espécie, os quais foram cultivados in vitro em
meio de Murashige & Skoog, suplementado com diferentes quantidades e tipos de
reguladores de crescimento. Os calos foram triturados e submetidos a extracdes
com solventes orgéanicos, concentrados e analisados via CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia). Dos experimentos realizados, melhores resultados
qguanto a producédo e acumulo de azadiractina, foram obtidos em extratos de calos
cultivados em meio bésico contendo 2,0 mg.L * de AIA em associacdo com 1,0
mg.L™* de BAP, ap6s 12 meses de cultivo in vitro.

Palavras-chave: Azadirachta indica, azadiractina, calos, cromatografia, nim



AZADIRACHTIN DETECTION FROM CALLI NEEM (Azadirachta indica Adr.

Juss.)

ABSTRACT: The concern with the environment, as well as the search of a
natural product, the azadirachtin (AZA), widely used in agriculture, motivated the
present work aiming this substance detection in neem (Azadirachta indica) calli.
The calli, obtained by means of leaflets peciolules, was cultivated on Murashige &
Skoog (1962) media, supplemented with different amounts and kind of growth
regulators. The obtained powdered calli was submitted to organic extraction, and
after thod was analyzed through High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). From the experimental treatments, the better results, as the AZA
production and accumulation, were obtained in calli extracts cultivated in basic
Murashige & Skoog (1962) media containing 2,0 mg.L -1 of AlA in association with
1,0 mg.L-1 of BAP, after 12 months of in vitro cultivation.

Keywords: Azadiracta indica, azadiractin, AZA, calli, chromatography neem



1. INTRODUCAO

A espécie arbdrea Azadirachta indica Adr. Juss., cujo nome popular é nim,
um dos representantes da familia Meliaceae, que compreende espécies como 0
mogno, cedro, cinamomo, andiroba, entre outras. Esta espécie destaca-se por
possuir substancias que atuam como inseticida, fungicida, bactericida e
nematicida (MARTINEZ, 1998). Sua classificacdo botanica consiste em Reino
Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Rutales, familia
Meliaceae, género Melia, espécie Azadirachta indica Adr. Juss..

Historicamente o nim é utilizado h& mais de 2000 anos na india para
controle de insetos pragas, nematoides, fungos, bactérias, medicamentos caseiros
para o homem e animais. Sua utilizacdo em seres humanos € indicada para o
controle de tosse, febre, perda do apetite, anti-helmintico, dentre outras.

Em sua constituicdo quimica, detectou-se uma grande quantidade de
substancias quimicas, em especial os limondides e terpendides, estes ultimos
totalizando mais de cem compostos, oriundos de diversas partes da planta. Dos
componentes quimicos presentes nesta planta, com atividade biologica, o mais
ativo é a azadirachtina, que por possuir semelhanga com o horménio da ecdise,
atua alterando essa transformacdo, sendo que administrado em altas
concentragdes pode impedi-la, causando a morte do inseto (MARTINEZ, 1998).

Esta espécie, A. indica, foi reconhecida como um recurso renovavel de
inseticida, nematicida, e fertilizante, sendo que constitui-se de produtos
biodegradaveis, ndo-toxicos aos animais e seres humanos e de efeito
comprovado.

Trabalhos realizados demonstram que extratos de nim podem influenciar
mais de 200 espécies de insetos. Produtos de nim agem intervindo em varias
fases da vida dos insetos, podendo ndo matar a praga instantaneamente, mas sim
restringindo suas popula¢@es através dos efeitos de repeléncia, inibicdo alimentar
e de postura, perturbacdo do acasalamento e esterilizagdo, interferéncia na
sintese da ecdisona, inibicdo da biosintese da quitina, inibicdo do crescimento,
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mortalidade de jovens e adultos, mortalidade de ovos, deformacgé&o de pupas e
adultos, reducdo da fecundidade e longevidade, dentre outros. A acdo dos
produtos obtidos a partir de plantas de nim, cumprem todas as prioridades
relacionadas ao meio ambiente, mantendo-o em equilibrio sem deixar residuos
gue possam ser toxicos ao ambiente (STONE, 1992 e CUNHA, 2002).

Dentre as caracteristicas do nim, ha registros de que suas sementes
contém substancias bioativas que podem ajudar em estratégias de administragédo
de pragas sem prejuizos ao ambiente, tal fato se reflete em seu grande emprego
na India, sendo utilizado em lavouras de algod&o, café, ché, arroz, especiarias e
hortalicas. Outro emprego muito utilizado também, seria a administracdo de torta
de sementes, oriundas de residuos da extracdo de 6leos, em areas de cultivo,
funcionando como fertilizante. Além de aumentar a fertilidade do solo, confere
também protecao as raizes das plantas contra nematoides e formigas. Constitui-se
em um excelente redutor do nimero de insetos de terra, fungos e bactérias.
Também é utilizado em culturas como a cana-de-agucar, banana, pimenta negra,
arvores citricas, jasmim, rosas e leguminosas (FUNDACAO NIM, 2000).

Como controlador da eroséo da terra, salinizagao, purificador de ar natural,
exalando oxigénio, mantendo o nivel do mesmo na atmosfera equilibrado, também
possui a habilidade de recuperar solos degradados.

Curiosamente, na india, a sombra das arvores de nim ndo so resfriam o
ambiente como também previnem doencgas. Durante os meses quentes de verao,
a temperatura debaixo de uma arvore de nim é aproximadamente 10°C menor que
a temperatura circunvizinha(FUNDACAO NIM, 2000).

De acordo com HARBONE & BAXTER (1993) citado por PLETSCH (1997),
dentre os produtos naturais vegetais, destacam-se centenas de principios ativos,
sendo o numero de compostos com atividade biolégica bem caracterizada,
totalizando 2793.

Vérios sdo os mecanismos para a producdo de compostos biologicamente
ativos, destacando-se dentre eles a micropropagacdo, através de selecdo de
clones altamente produtores e sua propagacgao in vitro. A micropropagacao
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oferece muitas vantagens para a pratica agricola, como a maior rapidez na
obtencdo de um grande numero de mudas ou material vegetal, e a erradicacao
das pragas e doencas da cultura, principais responsaveis pela baixa
produtividade da planta (PLETSCH, 1997).

A clonagem in vitro é particularmente util para a conservacao de espécies
ameacadas, e a propagacao de espécies recalcitrantes ou de ciclo de vida longo.
Também pode ser aplicada as espécies vegetais produtoras de principios ativos
Uteis e ser explorada economicamente, da mesma forma que a micropropagacao
de espécies leguminosas, frutiferas, florestais e ornamentais (KERBAUY, 1997).

Dentre os métodos para deteccdo de substancias em plantas, o CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia), destaca-se dentre os mais utilizados e
mais eficaz. Esta técnica permite a identificacdo de pequenas quantidades da
substancia a ser analisada e sua quantificacdo, com alto grau de confiabilidade e
reprodutibilidade (THEJAVATHI et al., 1995).
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2. REVISAO DE LITERATURA

Uma gama enorme de compostos organicos naturais de origem vegetal, tais
como produtos do metabolismo primério e secundéario, tem demonstrado
interessantes atividades bioldgicas, como por exemplo a¢do analgésica, anti-
inflamatdria, anti-microbiana, fungicida, inseticida, etc. Estes compostos podem e
estdo sendo utilizados na industria farmacéutica, de cosméticos, de alimentos,
etc, PLETSCH (1997).

De acordo com a FUNDACAO NIM (2000), e CUNHA (2002), a A. indica
possui inUmeros usos, quer sejam eles de ordem agricola, ambiental ou medicinal.
Os inseticidas naturais utilizados na agricultura, obtidos a partir de extratos de
folhas, sementes, ramos, se constituem no maior emprego de tal planta, que
através de sua alta eficiéncia no controle de diversas pragas agricolas e pragas de
saude publica, tais como pulgdes, lagartas, barbeiro, mosquito transmissor da
Dengue o Aedes aegypti, etc.

Devido ao seu nulo efeito residual, assim como o de ndo apresentar riscos
de intoxicacdo a seus aplicadores, o nim tem se destacado como fertilizante
organico, aumentando a fertilidade de solos degradados, recuperando-os, bem
como o incremento de nutrientes juntamente a fertilizantes comerciais; como fonte
de substancias empregadas na industria farmacéutica, uma vez que seus efeitos
ja sdo conhecidos e utilizados em medicina popular e alternativa em povos de sua
regido de origem, a Asia.

Segundo MARTINEZ (1998), uma arvore de nim possui mais de 50
compostos terpendides, tendo a maioria agdo sobre insetos. Tais compostos se
encontram distribuidos por todas as partes do vegetal, sendo nos frutos
encontradas as maiores concentracdes. Estes compostos séo solaveis em agua,
podendo ser preparados de maneira simples e baixo custo pelos pequenos
agricultores.

A clonagem in vitro de plantas, conhecida por micropropagacao, utiliza-se

de pequenas porc¢des de tecidos, originados de diferentes partes do vegetal, quer
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sejam a partir de tecidos maduros (folhas, caules, etc.), quanto de tecidos
meristematicos, constituidos por células em processo de divisdo, localizadas,
geralmente, nos apices de caules e raizes em crescimento. Tal técnica supre a
necessidade de colocacao rapida no mercado de plantas de ciclo de vida longo,
geralmente arbédreas, e arbustivas KERBAUY (1997).

ZYPMAN et al. (1997), realizaram experimentos empregando métodos de
cultura de tecidos em nim, para a producdo de bioinseticida. Constataram, através
da utilizacdo de explantes de hipocatilos, a formagéo de calos e caules, quando
cultivados em meio MS, acrescido com AIA, e BA. Bioensaios realizados para
avaliar a eficacia de extratos de folhas, calos e suspensédo de células obtidas in
vitro, demonstraram que todos o0s extratos foram eficazes no controle de
Schiostocerca gregaria, indicando que o emprego de tal técnica para a producdo
de extratos de nim é possivel.

SUREERAT (1991), cultivou embrides, segmentos nodais e brotos axilares
de A. indica, em meio MS, acrescido de cinco diferentes concentracoes de BAP
(0,0; 0,5; 5,0; 10 e 50 nmM), durante 45 dias. A formacdo de numerosos brotos em
tecido cotiledonar foi de 16,3% a 72,9%, quando os embrides foram cultivados em
10 e 50 nM de BAP, respectivamente.

SCHAAF et al. (2000), realizaram uma analise rapida e sensivel através da
CLAE e espectrometria de massas. Concluiram que a azadirachtina pode ser
isolada de todas as partes da arvore de nim, sendo que a maior concentracéo se
encontra nas sementes maduras, sendo também muito encontrada em cultura de
células, ou seja calos. Relatam também que o nim possui duas propriedades
favoraveis, sua baixa toxicidade (baixa persisténcia na natureza) e acao sistémica.

Cultivos de cotilédones, folhas e segmentos de caule em meio MS,
complementado com varios horménios de crescimento em diferentes
concentragdes, apontaram para os cotilédones frescos como a maior fonte de
obtencéo de calos de nim, nas combinacdes de 2,4-D e AIA, RAO et al. (1988).

Discos foliares de A. indica, cultivadas em meio MS, complementados com

Kn e BAP, produziram de 10 a 12 brotos adventicios, num periodo de quatro
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semanas. A adicdo de sulfato de adenina aumentou este niumero para 18 a 20
brotos. Estudos histoldégicos apontaram para as células epidérmicas como as que
originaram tais brotagdes. Os brotos obtidos foram isolados e inoculados em meio
acrescido com acido giberélico (GA3), induzindo broto saudavel. Estes, quando
colocados em meio contendo 6uM de AlA, iniciaram a formagé&o de raizes dentro
de duas semanas de subcultivo.

Segundo RAMESH & PADHYA (1990), tal procedimento permitiu a
obtencdo de 12-15 plantas de nim em seis meses, oriundas de um unico disco
foliar de uma arvore madura de nim.

O inicio da formacdo de calos fridveis e brotos obtidos de explantes de
hipocétilo de A. indica, ocorreu em meio MS complementado com 0,5 mg.L™ de
AlA, e 1,0 mg.L™? de BAP, regenerando-se brotos dos nés e calos. Em cerca de
60% dos brotos houve desenvolvimento de raizes, quando transferidos em meio
sem BAP. Foram testados diferentes meios para broto e subcultivo de calo, sendo
que, apdés 03 (trés) meses de incubacdo no mesmo meio, foi observado a
ocorréncia de embriogénese somatica nas culturas de calos. Em bioensaios com
Schistocerca gregaria, 0s extratos de explantes da cultura apresentaram
propriedades de repeléncia (ZIPMAN et al., 1997).

WEWETZER (1998), constatou que o conteudo de azadirachtina em
sementes de nim € afetado por fatores ambientais e genéticos. Estudando o
cultivo in vitro de A. indica, foi observado que os calos obtidos se mostravam com
diferentes quantidades de azadirachtina quando os nutrientes contidos nos meios
de cultura eram varidveis, bem como as concentracdes de carboidratos. Sendo
assim as quantidades de azadirachtina de culturas de calos eram variaveis e
dependentes da fonte de carboidratos e dos nutrientes que estavam presentes no
meio utilizado. Os quantidades de azadirachtina dos calos foram analisados por
CCDC (cromatografia em camada delgada comparativa) e CLAE.

A producdo de metabdlitos secundarios € consequéncia de processos
bioquimicos altamente regulados e inter-relacionados, ou seja, € resultado da

integracdo dos processos de biossintese, degradacao, transporte e acumulagao
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do produto. Para isso é preciso que os tecidos que o produzem contenham os
precursores metabdlicos necessarios, as enzimas adequadas para converté-los no
produto e as estruturas onde o mesmo ficara armazenado. A auséncia de
estruturas de acumulacéo nos calos, ou seja, 0os pélos glandulares, seria outra
razdo para a ndo acumulacdo destes monoterpendides, PLETSCH (1997) e
ZOUNOS (1999).

ALLAN et al. (1994), em ensaio para a producdo de azadirachtina atraves
de cultivo in vitro de discos foliares de A. indica , em meio MS complementado
com 30g.L™? de sacarose, pH ajustado a 5,8, semi-solidificado com 1,75 g.L™
‘Phytagel’ (Sigma, U.K.), e suplementado com 4,0 mg.L™* de AIB e 1,0mg.L™" de
BAP, obtiveram calos, sendo apés um ano de subcultivos levados a analise para
guantificar a azadirachtina presente. Os procedimentos foram os de particdo com
solvente e coluna cromatografica, identificados por CCDC e CLAE.

Testes de eficacia com insetos, verificaram-se 100% de mortalidade das
larvas, com concentraces abaixo de 0,4 mg.L?, sendo o rendimento de

azadirachtina de 0,0007%, baseado no peso seco de calos.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas, do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, campus de Jaboticabal, SP, e junto ao
laboratério de Quimica Organica, do Instituto de Quimica — UNESP, campus de

Araraquara.

3.1. Coleta do material vegetal

O material vegetal utilizado foi obtido & partir de plantas existentes na
prépria Faculdade de Jaboticabal — UNESP, em area anexa ao ripado de
fruticultura. As plantas apresentavam-se em boas condi¢cfes ecofisiologicas.

Das matrizes selecionadas procedeu-se a coleta, com tesoura de poda, de
folhas inteiras de aproximadamente 30 centimetros cada. Em laboratorio, as folhas
foram previamente limpas com 4gua e detergente, para eliminagdo de poeira e
residuos de seiva. Logo ap0s as folhas foram expostas a solugéo de hipoclorito de
sodio a 20% por um periodo de duas horas sem agitacdo e em repouso a fim de

uma desinfeccao superficial.

3.2. Obtencé&o dos explantes

Apbs a pré-limpeza, as folhas foram desinfectadas com solucédo de alcool a
70% (v/v), e postas sobre bancada previamente higienizada, também com alcool a
70% (v/v). De cada folha foram retirados de dois a quatro quadrados de 1,0 cm de
lado, totalizando 1,0 cm? de &rea. Utilizou-se também os peciélulos, uma vez que
esta espécie possui folhas compostas. Este procedimento foi realizado sobre
placas de vidro autoclavados e os cortes feitos com bisturi estéril, sendo
colocados em agua estéril até a desinfec¢cdo superficial. Em seguida, foram
submetidos a esterilizacdo superficial com solu¢édo de alcool a 70% (v/v), por 1
minuto, seguindo-se a enxagies com agua destilada. Apos, imersos em solucao

de Q-BOA, alvejante comercial, a 20% (v/v) juntamente com uma gota de TWEEN
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20, durante 20 minutos em agitag&o intermitente, sendo em seguida lavados com
agua destilada e estéril, sob condicdo de camara asséptica, e inoculados em tubos
de cultivo, contendo os meios experimentais descritos posteriormente.

O ensaio foi conduzido em delineamento estatistico inteiramente
casualizado, executado sob as mesmas condicbes de ambiente. O projeto de
pesquisa constou de duas fases, primeiramente testaram-se dez tratamentos,
sendo que os quais apresentaram melhores resultados em termos de producao de
calo, foram repetidos para a segunda fase. O numero de repeticdes de cada
tratamento foi igual a 25, totalizando 250 tubos de cultura. Numa segunda fase,
cada um dos melhores tratamentos, constituiu de 50 tubos de cultura, totalizando
150 tubos.

3.3. Preparo do Meio de cultura

O meio basico utilizado foi 0 MS, suplementado com 20g.L™ de sacarose,
semi-solidificado com 0,6% de agar bacteriolégico e com pH 5,8 antes da
autoclavagem.

Os tratamentos para inducdo de calos consistiram do meio MS bésico
acrescido de ANA, ANA+AIA, e AIA+BAP. As concentragfes seguem no quadro

abaixo.
ANA ANA+AIA AIA+BAP TESTEMUNHA
(mg.L™) (mg.L™Y) (mg.L™Y)
1,0 1,0+0,5 0,5+1,0
T T4 T,
M&S
2,0 2,0+0,5 1,0+2,0 T
10
T2 Ts Ts
4.0 4.0+0,5 2,0+1,0
T3 Te Tg
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Dos tratamentos, um foi representado pela testemunha, sem o uso de
fitorreguladores, constituindo-se somente do meio basico MS. Nesta fase foi
analisado o numero e volume dos calos formados, ao final de trés meses de
cultivo.

A partir do primeiro més apdés a inoculacao dos discos foliares e peciolulos,
foram feitas avaliagGes visuais, para a verificagcado de formacgao de calos. Ocorrida
a formagado, estes foram avaliados tomando-se nota de sua coloragao
apresentada, tamanho atingido, emissdo ou nao de primérdios radiculares, e

foliares.

3.4. Quantificacdo de Azadirachtina

A quantificagdo de azadirachtina foi dividida em quatro etapas: a primeira
aos trés meses de cultivo , a segunda aos seis meses, a terceira aos nove meses,
e por ultimo aos doze meses de cultivo, cujos resultados dos valores acumulados
do composto foram comparados entre si.

Para a quantificacdo de azadirachtina, foram feitas analises via CLAE de
padrdo comercial (Azadirachtina 95%, Sigma, lote 12k1230, A-7430) puro e de
mais cinco diluigbes, servindo tais resultados para a construgdo de uma curva
analitica. As extracdes foram realizadas de lotes compreendidos de vinte calos de
cada tratamento, com numero de repeti¢cdes igual a trés.

A analise via CLAE foi efetuada em coluna cromatografica SUPELCOSIL C-
18, 15cm x 4,6cm, 5mm de diametro, bomba SHIMADZU LC 10AD, detector com
arranjo de diodos SPD-M10A, modulo de comunicacdo SHIMADZU CBM-10A. Os
solventes utilizados foram grau HPLC, MALICKRODT.
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3.5. Preparo dos extratos

3.5.1. Extrato de folhas e peciélulo

As folhas secas a temperatura ambiente (158,30g) foram pulverizadas com
ajuda de um aparelho ligluidificador de uso doméstico. O pdé resultante foi
submetido a maceragcdo em ultrasom com metanol:dgua (1:1) num volume total de
600mL. Apos decorrido este tempo filtrou-se em funil de Blichner sob vacuo, tendo
sido o filtrado reservado. Realizou-se trés vezes esse procedimento, e ao término
os trés residuos foram unidos e acrescido de 5mL de NaCl (cloreto de sédio a
5%), mais 250 mL de hexano. Essa mistura foi agitada em funil de separagao e
separada por densidade, fornecendo uma fracdo hexanica e uma metanol:agua
(hidroalcodlica). A esta ultima novamente foi acrescentado 250mL de hexano,
novamente agitado e separado. As duas aliquotas da fracdo hexanica foram
unidas e reservadas. A fragdo hidroalcodlica adicionou-se diclorometano (200mL)
e esta mistura foi submetida a agitacdo e separacdo com 03 repeticdes. Ao final
do procedimento foram obtidos os extratos, a hidroalcodlico, o hexéanico e o
diclorometanico, todos concentrados em evaporador rotatorio Blichi. Os extratos
foram entdo acondicionados em vidros de menor volume e secos em capela de

succdo, até a total evaporagdo dos solventes utilizados.
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Esquema 1. PREPARACAO DO EXTRATO DAS FOLHAS

MATERIAL VEGETAL

(158,30g)
Pulverizagéo do material em
liquidificador doméstico
Extracdo com MeOH:H;O
(50%) 30 min ultrasom
Filtrar em Buchner
1° SOBRENADANTE RESIDUO Extracdo com
(extrato hidoalcodlico) MeOH:H,0
y (50%)
2° SOBRENADANTE "
(extrato hidroalcodlico) RESIDUO -
Extracao
com
MeOH:H,O
3° SOBRENADANTE
(extrato hidroalcodlico) RESIDUO
(DESCARTE)
A\
Unido dos 3
sobrenadantes
conceptrado
Fracao : Fr. .
l hidroalcodlica
_ . hexanica
Funil de separacéo 250ml,
adicionar ao extrato 5ml de 2X com
NaCl 5%, e particdo com diclorometano
hexano(2X) | I
Fracéo Fracdo CH.Cl;

hidroalcodlica

diclorometanica
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3.5.2. Extrato dos calos

Os calos foram retirados dos tubos de cultivo, secos em papel absorvente,
lavados em &gua deionizada sob ultrasom por 10 minutos, filtrados sob vacuo até
total eliminacdo de agua, sendo a massa fresca utilizada de 25g. Apdés, 0s
mesmos foram colocados em almofariz e triturados com auxilio de nitrogénio
liquido, objetivando uma maior pulverizacdo da amostra. O material obtido foi
entdo solubilizado em 150 mL de metanol:agua (1:1), dividido em trés porcdes,
transferidos para erlen meyer e entdo submetidos a ultrasom por 10 minutos.
Apo6s, foram filtrados em algoddo para a remocdo de particulas solidas, tal
procedimento foi repetido mais uma vez para uma maior remog¢ao das substancias
contidas nos calos obtidos.

Ao extrato obtido foi acrescentado uma aliquota de 5 mL de NaCl 5%,
100mL de hexano, colocado em funil de separacéo, agitado a cada minuto, por
cinco minutos. A fracdo hexanica foi retirada e novamente a fracao hidroalcodlica
foi acrescentado outra aliquota de 100mL de hexano, agitada a cada minuto e
separada ap0Os cinco minutos, sendo coletada juntamente a primeira. A fracdo
hidoalcodlica acrescentou-se uma aliquota de 100mL de diclorometano, agitou-se
a cada minuto por cinco minutos e coletou-se a fragéo diclorometanica, novamente
juntou-se outra aliquota de 100mL de diclorometano e apds cinco minutos
coletou-se a fragdo diclorometénica a outra.

Ao final destas etapas trés fracbes foram obtidas, a hexanica ( hexano), a
hidroalcoodlica (metanol:agua), e a diclorometanica (diclorometano). Todas foram
submetidas a concentracdo em evaporador rotatério Bichi, sendo finalizado o
processo com evaporacao expontanea em capela de sucg¢ao. As amostras foram
colocadas em frascos limpos de penicilina e identificadas com etiquetas. Este
procedimento foi repetido para todos os tratamentos testados, nos quatro periodos

propostos inicialmente.



Esquema 2. PREPARACAO DOS EXTRATOS DOS CALOS

(259)

Calos frescos

Lavados

em agua

deionizada e secos

extracao em

Triturado em N3 liquido,

metanol:agua (1:1) 2vezes

Funil de separagdao com
NaCl 5% e hexano (2X)

/

N,

Fracao

hexanica

Funil de separacéo
com Diclorometano
(2X)

l

A 4

Fracdo CH.Cl;,
diclorometanica

» em papel absorvente

— Filtrado em algodao

Agitado a cada

|_» Mminuto, por cinco
minutos

Agitado a cada
minuto, por cinco
minutos

Fr. MeOH, ou

hidroalcodlica
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3.6. Determinacé&o e quantificacdo da azadirachtina nos calos

Os extratos foram analisados via CLAE para a verificagdo da presenca da
azadirachtina ou nao nos calos formados, bem como a sua quantificagéo.

O sistema de solvente utilizado na eluicao foi o acetonitrila:dgua, num fluxo
de 1,0mL.min?, foram monitoradas a 203 e 215nm por 45 minutos. Os
cromatogramas obtidos dos extratos foram comparados com o cromatograma
obtido do padrao comercial Azadirachtina 95%, Sigma, lote 12k1230, A-7430.

O tempo de retencdo determinado nestas condi¢des cromatogréaficas para a
azadirachtina foi de 7,4 minutos.

Tabela 2. Gradiente do sistema de solvente utilizado em CLAE

Tempo (min) Acetonitrila (%ov/v)
0 30
25 100
30 100
35 30
40 30
40.01 0




24

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CULTURA DE TECIDOS

Desta primeira etapa do trabalho, que consistiu na obtencdo de uma
condicdo para a producdo de calos em laboratorio de cultura de tecidos vegetais,
verificamos que discos foliares utilizados como explantes possuem alta taxa de
contaminantes, inviabilizando o seu emprego a obtencdo de calos. Os discos
foliares de 1,0 cm? apresentaram quase 100% de contaminacdo, e ndo se

desenvolveram, conforme pode ser observado nas Figuras 1 e 2.

FIGURA 1. Fotografia representativa de um explante obtido de discos foliares,

evidenciando sua contaminagao.
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FIGURA 2. Tubos de cultura, nos quais observa-se a contaminacéo total dos

explantes oriundos de discos foliares.

Na busca de outras alternativas para o cultivo in vitro, por varias vezes
repetiu-se o experimento inicial, tomando-se enorme cautela em relacdo a
assepsia, desde o corte do material a campo até a camara de fluxo laminar. A
utilizacdo de outro tipo de explante, o peciolulo, foi a Unica alternativa para a
obtencé&o dos calos.

Dentre os dez tratamentos experimentais inicialmente realizados, apenas
dois levaram a formacéo de calos, AIA+BAP (1,0+2,0 mg.L™) e AIA+BAP (2,0+1,0
mg.L™), fato esse que contrariou nossa idéia original de selecionar os tratamentos
melhores para a formagao de calos. A partir da segunda semana de cultivo os
explantes comecaram a formar calos, inicialmente em pequena escala, e na regiao

onde foi feita a cisao.
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A massa calosa apresentou-se de coloracdo clara e esverdeada, de
consisténcia friavel inicialmente, tornando-se mais coesa em estagio mais
avancado. Nao houve formacdo de primordios radiculares, nem tdo pouco

emissao de parte aérea, folhas e caule, evidenciado na figura 3.

FIGURA 3. Calo, representativo do lote obtido, que evidencia a auséncia de

primérdios radiculares e brotacdes.

Devido a pouca quantidade obtida numa primeira etapa, os calos formados
foram repicados a cada 30-45 dias, com o intuito de aumentar a quantidade de
material, para a realizacdo da segunda etapa do trabalho, que foi as analises via
CLAE.

De acordo com a literatura consultada, a Azadirachta indica possui muitas
substancias com amplo emprego, quer seja ele no campo agrario, como em uso

na medicina popular de seu pais de origem.
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Dentre as maneiras para obtencéo da azadirachtina, a micropropagacéo se
destaca dentre as mais eficazes, constituindo-se num método mais simples, de
maior volume de producado, e com necessidade de espaco reduzido. Através da
formacao de calos, a partir de pequenas porc¢des da planta, conforme foi utilizado
no presente experimento, o pecidlulo, que constitui-se numa porcao vegetal de
tamanho muito reduzido, e encontrado em grande quantidade nas plantas de nim,
0 qual apresenta resposta morfogénica bastante interessante.

De acordo com os resultados obtidos temos que, os melhores meios foram
aqueles em que se empregou AlA e BAP, nas duas concentragdes experimentais
adotadas, que foram 2,0 + 1,0, e 1,0 + 2,0 mg.L™, respectivamente.

Conforme descrito na literatura por alguns autores, ALLAN et al. (1994) e
SCHAAF et al. (2000), os quais utilizaram AIB juntamente a BAP, tais reguladores
conferiram a explantes de folhas e plantulas, respectivamente, a formacgédo de
calos. Os subcultivos foram realizados a cada seis semanas. Comparativamente
ao desenvolvido no presente trabalho, utilizou-se &cido indolacético, como auxina,
ao invés de acido indolbutirico, e benzilaminopurina como citocinina. A
combinagcdo de ambas conferiu uma condicdo 6tima para a formagéo de calos,
tendo como ponto de partida explantes oriundos do peciélulo, uma vez que os
discos foliares primeiramente utilizados, resultaram em quase 100% de

contaminagdo, ndo sendo possivel a continuidade da pesquisa por este caminho.

4.2. CLAE (cromatografia de alta eficiéncia)

As extracOes dos calos obtidos via cultura de tecidos com solventes
organicos, foram realizadas no laboratorio de Quimica Orgéanica do Instituto de
Quimica de Araraquara, sob a orientacdo da Prof. Dra Maysa Furlan, de onde nos
periodos pré-estabelecidos foram retiradas amostras e procedido sua preparagéao.
Na literatura os autores sdo quase unanimes na metodologia, que consistiu na
pulverizacdo em N liquido, seguido de extragdo em solvente organico, sendo
apos submetido a particbes em diferentes solventes, no caso metanol, hexano e

diclorometano.



28

ALLAN et al. (1994) realizaram uma quantificacdo em sistema isocratico,
com fluxo de 1mL.min?, e fase mével de acetonitrila:agua (40-60), e a coluna
utilizada foi a Spherisorb ODS 250mm x 4,6mm. Ja SCHAAF et al. (2000),
utilizaram uma coluna Supelcosil LC-18 RP-HPLC de 100mm x 4,6mm, com
gradiente acetonitrila:zadgua, com fluxo de 0,5 mL.min. Tais experimentos
demonstram as varias metodologias descritas na literatura utilizadas para
determinagédo de azadirachtina presente em extratos de cultura de tecidos da
planta de nim. Entretanto, os tempos de retencédo também variam de acordo com a
metodologia. Encontramos em SCHAAF et al. (2000), o tempo compreendido
entre 15 a 18 minutos, sendo que em ALLAN et al. (1994), o tempo de retencdo é
cerca de 15 minutos. Comparativamente ao trabalho por nés realizado, obtivemos
um ganho de tempo significativo, sendo reduzido & metade, ou seja, 7,4 minutos
(Figura 4).

abs
100 -
t=07.44
ﬁ
fi. azadiractina
| |H'\
04- [ I 1 | R [
HT | tempo

FIGURA 4. Cromatrograma obtido via CLAE, de extrato do padrédo comercial.
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FIGURA 5. Cromatograma obtido via CLAE, de extrato de calos de nim, cultivados

no meio de cultura Tg, a0s 12 meses de cultivo.

Conforme observado na Figura 5, verifica-se que, aos 12 meses de cultivo,
os calos produziram e acumularam pequena mas significativa quantidade de
azadirachtina. Nao foi possivel detectar-se, com procedimentos idénticos, o
acumulo de azadirachtina em calos com menor tempo de cultivo do que o
indicado. SCHAAF et al. (2000) também constataram a presenca de azadirachtina
em calos de nim, informando que extrato de calos continham 0,5 ng de
azadirachtina por mililitro, correspondendo a 0,5 ngy.g* de material caloso
desidratado (0,00005%). Este resultado foi obtido apds aproximadamente dez
anos de cultivo de calos de nim, com repicagens realizadas a intervalos de 16-21
dias.

O resultado positivo para acumulo de azadirachtina em calos, formados a
partir de peciblulo, foi obtido apenas no tratamento 9 (nove), onde maior
concentracdo de auxina (AIA) foi utilizada 2,0 mg.L™, juntamente a menor
concentracdo de citocinina (BAP) 1,0 mg.L'. Também aqui, obtivemos os
melhores resultados utilizando 50% menos reguladores de crescimento, que o
descrito na literatura por Schaaf et al. (2000).
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5. CONCLUSOES

Através da andlise de varios trabalhos, observamos que esta espécie se
constitui em uma fonte muito grande de substancias praguicidas, sendo de
enorme relevancia nos tempos atuais para a realizagdo de uma producao de
alimentos mais natural, fazendo com que o uso de produtos sintéticos, ora tao
empregados e se constituindo em riscos a saude humana e animal, comece a ser
repensado e em certas culturas sendo substituido por produtos tidos como
organicos. Tais produtos se constituem em menor grau de toxicidade ao homem,
trazendo menor risco a saude humana.

Neste trabalho conseguimos uma alternativa para a producado de
azadirachtina, utilizando pouco tempo e espaco, através da cultura de células. Os
calos formados a partir de peciélulos de foliolos de nim, apds um tempo minimo de

12 meses de cultivo in vitro, produzem e acumulam azadirachtina.
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