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INTRODUÇÃO 
           A planta 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,1998). 
Segundo Schmutterer (1995), citado por Pletsch (1997), dentre essas substancias, estão 
centenas de princípios ativos. 
           Entre os 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 produção em larga escala de clones, via cultura de tecidos, surge como 
importante alternativa para a produção de mudas selecionadas e sadias de nim. Essa 
técnica permite o isolamento asséptico de células ou tecidos da planta-mãe e seu cultivo 
em condições controladas, sendo que a expressão da totipotencialidade celular permite a 
regeneração de plantas inteiras idênticas a matriz (Tores & Caldas,1990). A 
micropropagação apresenta-se com grande superioridade em relação aos métodos 
vegetativos convencionais por incluir elevadas taxas de multiplicação, produção de 
material livre de doenças e pequeno espaço requerido para multiplicar um grande numero 
de plantas (Torres & Caldas, 1990).         
           Podemos observar que a micropropagação oferece 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). 
           Dentre os inúmeros fatores que afetam o cultivo in vitro e a regeneração de plantas 
em condições controladas, sem dúvida, são os reguladores de crescimento, tanto em 
seus aspectos qualitativos e quantitativos. O presente trabalho tem como objetivo estudar 
o efeito de 2,4-D e BAP na formação de calos de nim e o desenvolvimento dos mesmos. 
      
MATERIAL E MÉTODOS 
           Foram utilizados cotilédones obtidos de germinação in vitro de sementes de nim. 
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 
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desinfestadas em câmara de fluxo laminar, em álcool 70% durante 60 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. 
           O meio de cultura utilizado foi WPM (Lloyd & McCown,1981) suplementado com 
3% de sacarose, solidificado com  0,6% de ágar, pH ajustado em 5,8. Totalizou-se 16  
tratamentos suplementados com os reguladores de crescimento 2,4-D (ácido 2,4-
diclorofenoxiacético) e/ou BAP (6-benzilaminopurina). A autoclavagem do meio de cultivo 
foi realizada a 120oC durante 20 minutos. Os tratamentos citados em relação aos 
suplementos utilizados nesse experimento, consta de todas as combinações possíveis de 
2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1) e BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1) conforme Tabela 1. 
 
TABELA 1. Descrição dos tratamentos contendo 2,4-D e BAP. 

Tratamentos 2,4-D (mg L-1) BAP (mg L-1) 
T0 0,0 3,0 
T1 1,0 2,0 
T2 2,0 1,0 
T3 3,0 0,0 
T4 0,0 0,0 
T5 0,0 1,0 
T6 0,0 2,0 
T7 1,0 0,0 
T8 1,0 1,0 
T9 1,0 3,0 

T10 2,0 0,0 
T11 2,0 2,0 
T12 2,0 3,0 
T13 3,0 1,0 
T14 3,0 2,0 
T15 3,0 3,0 

 
           A incubação foi realizada em sala de crescimento, no escuro, a 27 ºC ± 2oC. Após 
45 dias de cultivo, os tratamentos foram avaliados por meio da verificação da 
percentagem da área do explante coberto por calos, ou seja, taxa de crescimento, que por 
sua vez será aplicado uma nota de 0 a 3 referente a proporção de calos, onde 0 
corresponde ausência de calos e 3 toda superfície do explante coberto por caos, 1 e 2 
valores intermediários. Do mesmo modo foi analisada a coloração, onde 0 correspondeu a 
calos mais escuros, 1 e 2 como tonalidades mais claras e 3 como calos brancos; além 
disso, também foi analisado textura, onde 0 correspondeu aos calos lisos, 1 e 2 como 
pouco granulados e 3 como muito granular. 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
         A maior formação de calos ocorreu nos tratamentos T0 (3,0 mg L-1 de BAP), T6 (2,0 
mg L-1 de BAP) e T10 (2,0 mg L-1 de 2,4-D) (Figura 1 e 2). 
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Figura 1. Calogênese em cotilédones de nim. 
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             Figura 2. Formação de calos nos diferentes tratamentos contendo 2,4-D e BAP. 
 
 
 Quanto à coloração dos calos, houve maior ocorrência de calos brancos, 
principalmente nos tratamentos T0 (3,0 mg L-1 de BAP), T3 (3,0 mg L-1 de 2,4-D), T6 (2,0 
mg L-1 de BAP) e T10 (2,0 mg L-1 de 2,4-D). Na textura dos calos, observou-se que houve 
a maior formação de calos com aspecto granular novamente nos tratamentos T0 (3,0 mg 
L-1 de BAP), T3 (3,0 mg L-1 de 2,4-D), T6 (2,0 mg L-1 de BAP) e T10 (2,0 mg L-1 de 2,4-D). 
Conforme apresentado na figura 3, a foto I aponta a correlação de quanto mais escuro for 
o calo, este possui aspecto liso; na foto II, encontra-se calos de aspecto morfológico do 
tipo granular e de coloração mais clara.  

Na figura 4, observa-se a apresentação gráfica de todos os tratamentos, 
evidenciando os quatro melhores resultados, nos quesitos coloração (A) e textura (B) 
conforme descrito: tratamentos T0 (3,0 mg L-1 de BAP), T3 (3,0 mg L-1 de 2,4-D), T6 (2,0 
mg L-1 de BAP) e T10 (2,0 mg L-1 de 2,4-D).  
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 Figura 3. Foto I: quanto mais escuro for o calo, o mesmo se comporta com aspecto 
morfológico do tipo liso; Foto II: quanto mais claro, maior o aspecto granular.   
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             Figura 4. Coloração (A) e textura (B) dos calos nos diferentes tratamentos 
contendo 2,4-D e BAP. 
 
 
  

Podemos observar que a coloração dos calos nos tratamentos T0;T3;T6 e T10 é 
mais clara e com aspecto morfológico do tipo granular. Desse modo, podemos inferir 
segundo (Figueiredo; 2007), que tais calos possuem células com maior potencial para 
indução e desenvolvimento de brotos , pois trata-se de calos embriogênicos, cujas células 
são organizadas e de formato isodiamétricas, caracterizando as condições favoráveis 
para indução de brotos. 

Além disso, o experimento foi submetido a ausência de luz, o que favorece ainda 
mais as condições para o desenvolvimento de gemas e conseqüentemente formação de 
brotos, nos respectivos calos dos tratamentos T0;T3;T6 e T10. 
. 
 
CONCLUSÃO 
 
            Os tratamentos T0 (3,0 mg L-1 de BAP), T3 (3,0 mg L-1 de 2,4-D), T6 (2,0 mg L-1 
de BAP) e T10 (2,0 mg L-1 de 2,4-D) promovem a maior formação de calos e 
desenvolvimento dos mesmos, com coloração clara e aspecto granular. Deste modo, tais 
tratamentos são mais viáveis para indução de brotação.   
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PALAVRAS CHAVE 
  Azadirachta indica, calos, cotilédones, 2,4-D,BAP, cultivo in vitro.   
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