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Calogênese em cotilédones de nim utilizando TDZ. 
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INTRODUÇÃO 
            Azadirachta indica A. Juss, popularmente conhecida como nim, é uma espécie 
arbórea nativa da Índia, pertencente a família Meliaceae. Destaca-se por possuir 
substancias de ação inseticida, fungicida, bactericida e nematicida (Martinez et al., 1998). 
Segundo Schmutterer (1995) citado por Pletsch (1997), dentre essas substancias, estão 
centenas de princípios ativos. 
           Dos compostos químicos presentes no nim com atividade biológica, o mais ativo é a 
azadirachtina, que por sua vez possui semelhança com o hormônio da ecdise dos insetos, 
desse modo atua alterando essa transformação, podendo inclusive impedi-la (Martinez, 
1998). Apresenta ainda, efeito repelente e intoxicante, afetando a biologia e 
desenvolvimento, oviposição e a viabilidade dos ovos (Neves & Nogueira, 1996). 
           A micropropagação ofereçe muitas vantagens para a prática agrícola, como a maior 
rapidez na obtenção de um grande número de mudas ou materiais vegetais, e a erradicação 
de pragas e doenças da cultura (Pletsch, 1997). A clonagem in vitro é particularmente útil 
para conservação de espécies ameaçadas, e a propagação de espécies recalcitrantes ou de 
ciclo de vida longo. Também pode ser aplicada as espécies vegetais produtoras de 
princípios ativos úteis a serem explorados economicamente, da mesma forma que a 
micropropagação de espécies leguminosas, frutíferas, florestais e ornamentais 
(Kerbauy,1997) 

A multiplicação do material vegetal por meio da micropropagação pode ser: a) por 
meio da proliferação de gemas axilares, b) mediante indução de gemas adventícias por 
organogênese direta ou indireta (passando pela fase de calo) e c) por via embriogênese 
somática direta ou indireta (formando calo) (Grattapaglia & Machado, 1998). 

Calo é um grupo ou massa de células vegetais com crescimento desordenado, as 
quais podem apresentar certo grau de diferenciação (Torres et al., 2000). Desenvolve-se em 
resposta a injúrias físicas ou químicas (George, 1996).  

De acordo com Vietez & San-José (1996), muitas vezes é necessário o suprimento 
exógeno de reguladores de crescimento para a indução de calos. O balanço hormonal 
obtido entre os níveis de citocininas e auxinas, exógenas e endógenas à planta pode 
estimular a proliferação celular. Porém, Ozias-Akins & Vasil (1985) mencionam que 
citocininas exógenas nem sempre são necessárias e que muitos tecidos desenvolvem-se in 
vitro apenas com suprimento de auxinas. Dentre os reguladores de crescimento mais 
utilizados na indução de calos destacam-se o 2,4-D, ANA e, mais recentemente, o TDZ. 
          O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes concentrações 
de TDZ na calogênese em cotilédones de nim e o desenvolvimento dos calos. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
            Nesse experimento foram utilizados cotilédones para indução de calos in vitro. 
Sendo assim, as sementes foram previamente desinfestadas em álcool 70% durante 60 
segundos e em hipoclorito de sódio (NaOCl) com 2% de cloro ativo por 10 minutos. 
Posteriormente, foram desinfestadas em câmara de fluxo laminar, em álcool 70% durante 60 
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segundos e em hipoclorito de sódio (NaOCl) com 2% de cloro ativo durante 20 minutos. Ao 
final desse processo, foram lavadas 3 vezes em água destilada e autoclavada, banhadas no 
fungicida Derosal e inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura. 
          O meio de cultura utilizado foi WPM (Lloyd & McCown,1981),suplementado com 4% 
de sacarose, solidificado com 0,6% de ágar, pH ajustado em 5,8, cinco diferentes 
concentrações de TDZ e autoclavagem do meio de cultivo a 120oC durante 20 minutos. Os 
tratamentos citados em relação ao suplemento de TDZ foram: T0 = 0 mg L-1; T1 = 0,01 mg 
L-1; T2 = 0,1 mg L-1; T3 = 0,5 mg L-1 e T4 = 1 mg L-1. 
           A incubação foi realizada em sala de crescimento, no escuro, a 27 ºC ± 2 oC. Após 45 
dias de cultivo in vitro, os tratamentos foram avaliados por meio da percentagem da área do 
explante coberto por calos, ou seja, taxa de crescimento do calo, que por sua vez será 
aplicado por uma nota de 0 a 3 referente a proporção de calos, onde 0 correspondeu 
ausência de calos e 3 toda superfície do explante coberto por calos, e 1 e 2 como valores 
intermediários. Do mesmo modo foi analisada a coloração dos calos formados onde 0 
correspondeu aos calos mais escuros, 1 e 2 tonalidades mais claras e 3 para calos brancos; 
além disso, também foi analisada a textura, com 0 sendo atribuído aos calos lisos, 1 e 2 
pouco granulados e 3 com aspecto muito granular. 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Após o início de formação dos calos nos tratamentos, observou-se diferentes 
colorações e textura destes calos nos explantes cotiledonares de nim (Figura 1A e1B). O 
tratamento T2 (0,1 mg L-1 de TDZ) apresentou a maior formação de calos com coloração 
clara e textura granular (Figura 2). 
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Figura 1. Início de calogênese (A) e aspecto de calos com coloração branca do tipo granular 
(B) em explantes cotiledonares de nim. 
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Figura 2. Crescimento de calos em diferentes tratamentos de TDZ. 
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          Podemos inferir que os cotilédones de nim necessitam de uma concentração de 0,1 
mg L-1 exógena do fitormonio TDZ para induzir maior quantidade de calos,isso se deve 
provavelmente ao balanço hormonal das sementes.  
          Quanto à coloração apresentada pelos calos formados, houve maior ocorrência da cor 
branca, principalmente nos tratamentos T2 (0,1 mg L-1) e T3 (0,5 mg L-1), seguido dos 
tratamentos T4 (1 mg L-1);T1 (0,01 mg L-1 ) e T0 (0 mg L-1). 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Es
co

re
 c

or

t0 t1 t2 t3 t4

 
Figura 3. Ocorrência da coloração branca em calos de nim nos diferentes tratamentos de 
TDZ. 
 
          Segundo (FIGUEIREDO, 2007), observou-se que calos com essa coloração, 
geralmente possuem caráter embriogênicos, induzindo maior formação de gemas e 
brotos.Desse modo, provavelmente os calos dos tratamentos T2 e T3 possuem um grande 
potencial para formação de brotos. 
          Quanto a textura granular, também se destacou a maior formação no tratamento T2, 
seguido pelo T1 (0,01 mg L-1). 
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Figura 4. Ocorrência da textura granular em calos de nim nos diferentes tratamentos de 
TDZ. 
 
 
           Do mesmo modo, de acordo com (FIGUEIREDO, 2007), existe uma correlação entre 
calos de coloração clara e aspectos granulares. Deste modo, podemos inferir que os 
tratamentos T2 eT1, possuem maior potencial para formação de brotos. 
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CONCLUSÃO 
            Os maiores valores de crescimento, ocorrência de coloração branca e textura 
granular de calos induzidos em explantes cotiledonares de nim ocorre em meio de cultura 
WPM contendo 0,1 mg L-1 de TDZ. Além disso, podemos inferir que o mesmo tratamento 
possui maior potencial para formação de brotos.  
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PALAVRAS CHAVE 
Azadirachta indica, calo, crescimento, coloração, textura.   
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