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Resumo — O objetivo destetrabalho foi avdiar osefeitosdosreguladoresde crescimento TDZ [ 1-fenil-3-(1,2,3-tia
diazol-5-il)uréia], BAP(6-benzilaminopurina) e ANA (&cido naftal enoacético) no desempenho dapropagacéoin
vitro por organogénese de explantefoliar detrés clones hibridos de Eucal yptus grandis x Eucalyptus urophylla.
Houve resposta diferenciada dos clones quanto a intensidade, textura e coloragdo dos calos, em razéo dos
tratamentos com os reguladores de crescimento. Os melhores resultados de calejamento dos trés gendtipos
foram observados nos tratamentos com a combinagéo dos reguladores de crescimento TDZ (0,5 mg Lt) e ANA
(0,2 mg L%, obtendo-se 100% de calgjamento no explantefaliar. Os pioresresultados de calgamento foram observa-
dos nos tratamentos com a combinacdo dos reguladores de crescimento BAP (0,1 mg L) e ANA (0,1 mg LY.
Em relacdo aregeneracdo, amelhor respostafoi obtidacom 1,0 mg L BAP em que 8% dos cal osformadosapartir
de explantesfoliares regeneraram gemas, com nimero médio destasformadas por caloigual a4,2.

Termos paraindexagdo: micropropagacdo, reguladores de crescimento, propagacao in vitro.

Organogenesis of the leaf explant of Eucalyptus grandis x E. urophyllaclones

Abstract — Theaim of thiswork wasto evaluate the effectsof growth regulators TDZ [ 1-phenil-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)
urea], BAP (6-benzilaminopurine) e NAA (Naphthal ene acetic acid) on thein vitro propagation by organogenesis
from foliar explants of Eucalyptus grandis x E. urophylla. Depending on the clone used, there were singular
responses to growth regulators treatment regarding callusing intensity, texture and color. The best results of the
three genotypes used were observed withthe TDZ (0.5 mg L) and NAA (0.1 mg L 1) treatment, where 100% of
the foliar explants presented callus. The worst results were observed with the BAP (0.1 mg L™) and NAA
(0.1 mg L) treatment. Subsequently, considering the regeneration process, the best response was achieved with

1.0 mg Lt BAP, inwhich 8% of the calli regenerated buds, with an average of 4.2 buds per explant.

Index terms: micropropagation, growth regulators, in vitro propagation

Introducgéo

Os eventos organogénicos ocorrem mediante a
desdiferenciacdo e rediferenciacéo celular, dependen-
do da retomada da atividade meristemética em células
maduras diferenciadas ou em um tecido calogénico de-
sorganizado. O processo de organogénese in vitro é
complexo, com atuacdo de multiplosfatores externos e
internos envolvendo interagcdo entre fonte de explante,
meio de cultura e fatores do ambiente (George, 1993;
Pierik, 1997; Joy IV & Thorpe, 1999). O processo de
organogénese depende, também, da ac&o de regulado-
res de crescimento exégenos, em particular auxinas e
citocininas, e da habilidade do tecido em responder a
essas mudangas hormonais durante o periodo de cultivo
(Sugiyama, 1999).

Namaioriadostrabal hosrealizados visando apropa
gacdo in vitro de Eucalyptus via organogénese, utiliza-
ram-se materiais juvenis como fonte de explantes, tais
como hipocdtilos(Kitahara& Caldas, 1975; Tibok et al .,
1995; Azmi et a., 1997; Ho et al., 1998), cotilédones
(Azmi et al., 1997), caule e folhas de material juvenil
proveniente de sementes (Subbaiah & Minocha, 1990;
Chen et al., 1996; Mullins et a., 1997) e embrides
zigoticos (Serrano et al., 1996). Contudo, apossibilida-
de e otimizacdo de protocolos eficientes de
micropropagagdo de clones superiores poderia consti-
tuir-se em alternativa no processo de multiplicacéo
vegetativa, aém de atender a programas de transfor-
magdo genética.

Entre os trabalhos realizados com Eucalyptus, nos
quaisforam utilizados como fontes de explantes materi-
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aisemidadeadulta, o deLainé & David (1994) constou
de estudos de organogénese in vitro com explantes
foliares de clones micropropagados de Eucalyptus
grandis. Estes autores constataram a existéncia de di-
ferencas no requerimento com relagdo aos reguladores
de crescimento, para organogénese, entre os diferentes
clones. Hervéet al. (2001) desenvol veram estudos com
clonesde Eucalyptusgunnii e utilizaram como explantes
folhas e segmentos internodais e nodais.

Na propagacéo in vitro de Eucalyptus, a grande va-
riac&o genotipi caem respostaaos mei os de cul turacons-
titui importantefator. No entanto, osreguladoresde cres-
cimento constituem a primeira etapa a ser abordada,
guando o modo de interagdo entre auxinas e citocininas
é freglientemente dependente da espécie da plantae do
tipo de tecido utilizado na cultura (Coenen & Lomax,
1997; Pierik, 1997). A maneira complexa com que 0s
reguladores de crescimento e as célulasinteragem indi-
caque, se o tecido ndo esta em um estadio responsivo,
este ndo ira responder adequadamente aos reguladores
de crescimento exdgenos, ndo importando em quaiscon-
centracdes e combinagdes esses reguladores sdo utili-
zados. Auséncia na resposta a um regulador de cresci-
mento é freglientemente um problema maior quando
explantes de plantas adultas s&o utilizados, em compa-
racéo com materia juvenil (Bonga& VonAderkas, 1992).

Diante da escassez de informacdes referentes a
organogénesein vitro em tecidos adultos de Eucal yptus,
faz-se necesséria a adequacdo de protocolos de rege-
neracdo utilizando explantes col etados de clones sel eci-
onados, em que autilizagdo dematerial rejuvenescidoin
vitro possibilitaria melhor performance na capacidade
organogénicados explantes.

Desta forma, métodos eficientes para regeneracdo
de clones selecionados pel aviaorganogénica, utilizando
como explante dematerial rejuvenescido, poderiam cons-
tituir-se em alternativade multiplicacéo vegetativa, aém
de atender a programas de transformacdo genética.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos
reguladores de crescimento TDZ, BAP e ANA no de-
sempenho da propagagdo in vitro por organogénese de
explante foliar de trés clones hibridos de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.

Material e M étodos

Foram utilizados trés clones hibridos de Eucalyptus
grandis provenientes das empresas V&M Florestal
Ltda. (clone 1, hibrido de Eucalyptus grandis x
E. urophylla) e Celulose Nipo-BrasileiraS.A. - Cenibra
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(clones 2 e 3, hibridos de Eucalyptus grandis x
E. urophylla), os quais foram inicialmente propagados
vegetativamente por estaquia, introduzidos em labora-
torio de cultura de tecidos pela técnica de
micropropagacdo por meio de gemasaxilares. A seguir,
passaram por sucessivos subcultivos na fase de multi-
plicagdo, paraseu rejuvenescimento. Osclones1,2e3
encontravam-se em banco clonal no 259, 199 e 229
subcultivos, respectivamente, quando foi iniciado este
trabal ho.

O meio de culturautilizado namultiplicagdo do mate-
rial foi composto pelos sais basicos de MS (Murashige
& Skoog, 1962), vitaminas de White (1943), acrescidos
demio-inositol (100 mgL-1), PVP (800 mgL 1), sacarose
(3%), &gar granulado (0,5%), 0,3 mg L-! de BAP
(6-benzilaminopurina) e 0,01 mg Lt de ANA (écido
naftal enoacético), com pH gjustado para5,8.

Este trabalho foi composto de duas etapas: a primei-
ra referente a producdo de gemas alongadas in vitro
para obtencdo dos explantes foliares, e a segunda, para
obtencao dos cal os e regeneracdo das gemas adventicias.

Naobtencdo do explantefoliar, foi utilizadaatécnica
de micropropagacdo mediante proliferagdo de gemas
axilares, conforme referido, modificando-se apenas a
concentracdo dos reguladores de crescimento para
0,1mg L1 de ANA e 0,05 mg L! de BAP, a fim de
promover o aongamento das brotagdes em banco clonal.
Os explantes foliares foram retirados da parte superior
(até 0 3° nd) das brotactes alongadas, conservando-se
parte do peciolo.

A micropropagacdo por organogénese foi composta
pelas fases de inducéo de calo e da regeneracdo das
gemeas, utilizando o meio de culturaLD conformeLainé
& David (1994). O meio de culturautilizado nafase de
inducdo de calo foi composto pelos sais: KNO3
(750 mg L1), NH4H,PO, (250 mg L1), MgS0,4.7H,0
(250 mg L"1) e CaCl,.2H,0 (106 mg L1); micronutri-
entes e FEEDTA na metade da concentracéo de MS,
mio-inositol (100 mg L-1), sacarose (2%), vitaminascom-
postas por &cido nicotinico (10 mg L-1), tiaminaHCI
(10 mg L-1), pantotenato de célcio (1 mg L1),
piridoxinaHCI (1 mg L), biotina (0,01 mg L), MES
(600 mg L), caseina hidrolisada (250 mg L), PVP
(800 mg L1) e Phytagel (0,25%), com pH gjustado para
5,7. Nafase de regeneracdo de gemas, utilizou-se o
mesmo meio de cultura, alterando o Fe e micronutrientes
para suas concentracOes totais, de acordo com 0 meio
MS. Na minimizacdo das contaminacdes por bactérias,
acrescentaram-se aos meios de cultura 300 mg L1 do
antibi 6tico timentim, apds autoclavagem.
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Quanto a avaliacdo dos tipos e concentragdes de re-
guladores de crescimento na organogénese dos trés
clonesde Eucalyptus, foram utilizados, nafase deindu-
¢do de calos, combinagBes de TDZ [1-fenil-3-(1,2,3-tia-
diazol-5-il)uréia] e ANA (é&cido naftalenoacético), res-
pectivamente, emmg L1 (T1: 0,5+ 0,5; T2: 0,5+ 0,1;
T3: 0,05+ 0,01; T4: 1,0 + 0,1); e das combinacbes de
BAP (6-benzilaminopurinad) com ANA (écido naftale-
noacético), respectivamente, en mg L1 (T5: 0,1 + 0,1;
T6:05+0,5 T7: 1,0+ 3,0; T8: 1,0 + 1,0). Nafase de
regeneracao de gemas, foram utilizadas combina-
cOes de BAP e ANA, respectivamente, emmg L1
(T1:0,2+0,2; T2:0,3+0,0; T3:0,5+0,2; T4: 1,0+ 0,0;
T5:1,0+3,0; T6: 3,0+ 0,0; T7: 0,1+ 0,05).

Os explantes foliares foram colocados nos meios de
inducéo de calos, em placas de Petri descartévels esté-
reis (60x15 mm). Cada placa continha 12 mL de meio
de cultura e cinco explantes, constituindo assim uma
unidade experimental. Cada tratamento foi constituido
por 10 repeticdes, e 0 delineamento experimental utili-
zadofoi ointeiramente casualizado.

Nafasedeinducdo de cal os, asplacasforam mantidas
em regime de escuridd@o a temperatura de 27+2°C por
cinco semanas. A seguir foi realizada uma avaliagéo
guanto aintensidade de calgjamento e aspecto geral do
calo (texturae coloracdo). O critério adotado naavdiacdo
daintensidade de cagjamento foi: 1, pouco calgjamento,
2, cagamento médio e 3, calgjamento intenso.

A textura — coesdo entre as células que formam o
cao—foi avaliadaemfridvel (cdulasfrouxamenteliga
das), compacta (células firmemente ligadas) e texturas
intermediarias, classificadas como semifriavel e
semicompacta.

Em relagdo as coloragdes avaliadas na fase de
inducdo de calos, foram classificadas como branco,
branco com bege, bege-claro e bege-escuro. O bege-
escuro refere-se a calos de coloragdo mais escura, mas
gue ndo estdo oxidados.

Na regeneracdo de gemas, hovos calos foram obti-
dos mediante explantes foliares de cada clone proveni-
ente do melhor tratamento da fase anterior. Eles foram
cultivados em novo meio de culturaem placas de Petri
descartaveis estéreis (60x15 mm), contendo 12 mL de
meio de culturacom cinco calos por placa, constituindo-
se assim uma unidade experimental. Cada tratamento
foi constituido por 10 repeticBes, e o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, conforme
referido anteriormente. Os tratamentos foram mantidos
a27+2°C, sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas
de escuro por 35 dias. A densidade luminosa foi de

36 umol m2 s, obtida de l&mpada luz do dia branca
fluorescente de 20 W.

A avaliacao da capacidade organogénicado material
de cadatratamento com cal os provenientes de explantes
foliares foi tomada em porcentagem de cal os apresen-
tando gemas regeneradas e nimero de brotaces por
calo, como também mudangas ocorridas no aspecto
desses calos apds a transferéncia para a condicdo de
luminosidade.

As gemas regeneradas foram transferidas parameio
de alongamento composto pelos sais bésicos M S, vita-
minas White, acrescidos de mio-inositol (100 mg L),
PVP (800 mg L-1), sacarose (3%), &gar granulado
(0,5%), 0,05 mgL-1deBAPe0,1 mgL1deANA, com
pH gjustado para 5,8.

No enraizamento das brotagBes, foi utilizado o meio
composto pelossaisbéscosM S, vitaminasde White, acres-
cidos de mio-inositol (100 mg L), PVP (800 mg LY,
sacarose (3%), &gar granulado (0,5%) e1,0 mgL-1deAIB
(&cidoindolbutirico), com pH gjustado para5,8.

Na confirmacdo de que as gemas regeneradas trata-
vam de gemas adventicias e ndo gemas pré-formadas,
foi realizada a andlise histolégica de uma fragdo do
material regenerado.

Amostras dostecidosin vitro foram coletadas e fixa-
das em FAA 50% (formaldeido, &cido acético e etanol
50%), pelo periodo de 24 horas. As amostras foram la-
vadas em &l cool etilico 70%, desidratadas em série al-
codlica (4 cooal butilico) e embebidas em parafina, se-
gundo Johansen (1940). Segdes de 10 um de espessu-
raforam coradas em combinac&o fuccinabésicae azul-
de-astra e montadas em bal samo-do-canada

Resultados e Discussao

O clone 1 foi o que apresentou os melhores resulta-
dos em relacdo ao calejamento, seguido pelos clones 2
e 3 (Figural). Apenas no clone 1 foi observado
calejamento naclasse deintensidade 3, em trésdos qua-
tro tratamentos, utilizando-se os reguladores de cresci-
mento TDZ e ANA. A eficiénciado TDZ na producéo
de calos e posterior regeneracdo de gemas adventicias
foi citada por Wilhelm (1999), quando concentracfes
mai s altas dessa citocinina proporcionaram a producéo
de calosmaisvolumosos. Segundo Kanedaet al. (1997),
melhor performance do TDZ, aparentemente, pode es-
tar relacionada a maior atividade citocininica ou afor-
ma de acdo diferente de outras citocininas durante o
processo de desdiferenciacéo e rediferenciacéo celular,
como também ao fato de o TDZ induzir a acumulagdo
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de auxinas e citocininas endégenas no tecido (Murthy
et al., 1995).

Em relagéo ao clone 1, os resultados dos tratamentos
com TDZ e ANA, com excegdo do T3, que apresenta-
va menores concentrages de TDZ, foram superiores
aos dos tratamentos com BAP e ANA. Esses resulta-
dos corroboram os de Vieitez & San-José (1996) que,
utilizando como fonte de explante folhas de clones
micropropagados de Fagus sylvatica, observaram que
aformacdo de calos nos clones ocorria com maior in-

E.C.S.deC.Alvesetal.

tensidade nos meios de cultura com TDZ em relacéo
aos que utilizaram o BAP. A melhor performance do
TDZ em relagéo a outros reguladores de crescimento
na proliferacdo de tecido calogénico também é citada
por Murthy et al. (1998).

O clone 2 apresentou intensidade de calgjamento na
classe 1 em todos os tratamentos envolvendo as duas
citocininas, contudo calos na classe de intensidade 2
somente foram observados nos tratamentos com TDZ
e ANA (tratamentos T1, T2 e T4).
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Figura 1. Intensidade de calogénese apartir de explantefoliar provenientesde TDZ, BAP e ANA exdgenos,
avaliada em trés clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Tratamentos de 1 a4, combinagdesde TDZ e
ANA, em mgL1(T1:0,5+0,5; T2: 0,5+0,1; T3: 0,05+0,01; T4: 1,0+0,1). Tratamentos de 5 a8, combinacbesde
BAPeANA emmgL1(T5:0,1+0,1; T6: 0,5+0,5; T7: 1,0+3,0; T8: 1,0+1,0). Barrasverticais representam os

desvios das médias.

Pesq. agropec. bras,, Brasilia, v.39, n.5, p.421-430, maio 2004



Organogénese de explantefoliar de clonesde Eucalyptus 425

O clone 3, apesar de apresentar melhor resultado no
tratamento T1 com TDZ e ANA, ndo demonstrou, de
formageral, desempenho superior nostratamentos utili-
zando TDZ, em comparagdo com 0s tratamentos com
BAP, como ocorreu hos clones 1 e 2.

Nostrés clones, os melhores resultados foram cons-
tatados nos tratamentos com os reguladores de cresci-
mento TDZ e ANA (tratamentos T2, T4 e T1, para 0s
clones 1, 2 e 3, respectivamente). A vantagem da utili-
zacdo dos reguladores de crescimento TDZ e ANA foi
citadapor Lu (1993), cujosestudosindicaram queo TDZ
apresentamaior eficiéncianapresencadeANA. Contu-
do, esse autor citou que longas exposi¢cdes ao TDZ néo
sdo recomendadas, pois podem causar hiper-hidricidade,
crescimento anormal de gemas e dificuldade no
enraizamento.

Diante desses resultados em relacdo a intensidade
de calgfamento, o clone 1 foi 0 que melhor respondeu
quando cultivado em meio com 0,5mg L de TDZ e
0,1 mg Lt de ANA (T2), indicando a maior €ficiéncia
do TDZ na obtencdo de calos visando a organogénese
desse clone em explante foliar.

No clone 1, os calos formados em explantefoliar nos
oito tratamentos com reguladores de crescimento fo-
ram classificados como compactos e semicompactos,
em que as maiores concentragdes de TDZ (tratamen-
tos T1, T2 e T4) proporcionaram calos compactos
(Figura 2), sendo os cal os compactos de coloracéo mais
clara que os semicompactos. Nos tratamentos com
BAP, foi observada a coloragédo bege-clara (T6), bran-
ca mesclada com bege (T7 e T8) e bege-escura (T5).
Embora o tipo e concentracdo do regulador de cresci-
mento utilizado tenha desempenhado importante papel
na formagdo e textura de calos, 0s niveis de sacarose
utilizados no meio de culturapodem afetar atexturados
mesmos, como citados por Cheng et al. (1992), quando
concentracBes intermediérias de sacarose (4% a 6%)
proporcionaram cal os maisfridveis nabase de explantes
de Eucalyptus sideroxylon, enquanto altas concentra-
¢Oes (8% a 10%) inibiram a formac&o de calos.

No clone 2, todos os cal osformadosem explantefoliar
nos oito tratamentos com reguladores de crescimento
foram classificados como compactos. Calos formados
nos tratamentos com TDZ apresentavam a coloracéo
branca mesclada com bege e bege-escuro, em propor-
¢Oes semelhantes nos tratamentos T1, T2 e T4, e so-
mente cal 0s bege-escuros no tratamento T3. Em calos
formados nostratamentos com BAPR, observou-se apre-
dominanciadacoloracdo bege-escuraem T5, T6eT8 e
da bege-claraem T7.

No clone 3, foi observada nos tratamentos T1, T3 e
T4, utilizando TDZ, formagao de cal o com aspecto pol-
vilhado e solto na superficie do explante, classificados
como semicompactos e semifridveis. Todos os calos
nesses tratamentos apresentavam, predominantemen-
te, a coloragéo branca. Os tratamentos com BAP apre-
sentaram somente cal os compactos de coloracdo bege-
escura. Essa variedade de caracteristicas observadas
referentes a intensidade de formac@o e diferentes colo-
racoes e texturas dos calos foi citada por Warrag et al.
(1991) e Hervé et a. (2001), como sendo resultado da
influéncia de diferentes concentracbes de reguladores
de crescimento.

Com base nos resultados obtidos, foram escolhidos
ostratamentos T2 (0,5mg L1 de TDZ e0,1 mg L1 de
ANA) paraoclonel, T4 (1,0mgL1deTDZ+01mgL1
de ANA) parao clone2 e T1 (05mg L de TDZ +
0,5mg L1 de ANA) parao clone 3.

Os clones 1 e 3 apresentaram capacidade
organogénica a partir de calos formados de explante
foliar, indicando o potencia morfogénico desses materi-
ais genéticos (Figura 3). O clone 2 ndo apresentou re-
generacdo de gemas.

Nostrés clones, houve mudangas quanto acoloragdo
e textura dos calos durante a fase de regeneragdo em
condicdes de luminosidade (Figura 4A). Houve maior
compactacdo na superficie dos calos e aumento signifi-
cativo daestruturanodul ar formadanaregido do peciolo
(Figura4B).

No clone 1, somente no tratamento T5 néo foi obser-
vada regeneracdo de gemas, e 0 melhor resultado foi
alcangado naconcentracdo de 1,0 mg L1 de BAP (T4).
Nesse clone, todas as gemas regeneradas nos tratamen-
tos com BAP ou BAP e ANA se originaram na regido
do peciolo formado por um cal o de aspecto nodular, sem-
pre associadas a presenca de antocianina. Hervé et al.
(2001) também observaram a correlagdo entre
protuberancias densamente coesas e a regeneracéo por
organogénese em explante foliar de Eucalyptus gunnii.
Segundo esses autores, esses nddulos se formavam na
parte proximal ao peciolo e, ap6s serem excisados e
transferidos para meio de regeneracdo, desenvolviam-
se em gemas. Constataram, também, que os tecidos
eram incapazes de regenerar gemas quando a parte
proximal ao peciolo dafolhaeraremovida

A relacdo entre a presenca de antocianina e a de
organogénese foi relatada por Muralidharan &
Mascarenhas (1987) que, em explante foliar de
E. camaldulensis, verificaram que os calos formados
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desenvolviam antocianina e, apos quatro semanas de  lataram que, hos calos formados, oslocais de diferencia-
cultivo, gemasiniciaissedesenvolviamnessasareasde ¢80 degemaseram aquel esque apresentavam antocianina
pigmentacdo. Subbaiah & Minocha (1990), em trabalho O clone 3 apresentou, na regido do calo formado por
com folhas e caule de E. tereticornis, constataram que  tecido nodular, gemasem estagioinicia dedesenvolvimento,
os calos sempre se tornavam avermelhados antes do  com a ressalva de que, na maioria dos casos, estavam
aparecimento dos primordios de gemas. Também,  associadas apresenca de antocianina. Contudo, essas ge-
Cuenca et al. (2000), na micropropagacdo por  masnhao sedesenvolveram quando subcultivadasem novo

organogénese de Fagus sylvatica e F. orientalis, re-
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Figura 2. Textura observada em calos obtidos a partir de explante foliar, provenientesde TDZ, BAPeANA
exogenos, avaliada em trés clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Tratamentos de 1 a4, combinacfes
deTDZ eANA,em mgL-1(T1:0,5+0,5; T2: 0,5+0,1; T3: 0,05+0,01; T4: 1,0+0,1). Tratamentosde 5 a8, combina-
cOesdeBAPeANA em mgL-1(T5: 0,1+0,1; T6: 0,5+0,5; T7: 1,0+3,0; T8: 1,0+1,0). Barrasverticaisrepresentam
0s desvios das médias.
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Figura 3. Porcentual dos calos que regeneraram gemas e niimero médio de gemas por calo provenientes de
BAPeANA exdgenosavaliado nosclones1 e 3. Tratamentosde 1 a7, combinagdesde BAPeANA, emmg L1
(T1:0,2+0,2; T2: 0,3+0,0; T3: 0,5+0,2; T4: 1,0+0,0; T5: 1,0+3,0; T6: 3,0+0,0; T7: 0,1+0,05). Barrasverticais
indicam os desvios das médias.

Figura 4. (A) Organogénse de explantefoliar nasfasesinicial (1), de calgjamento no escuro (2), napresencade
luz (3) e de regeneragdo de gemas adventicias (4) do clone 1 ap6s 35 dias. (B) Deta he da estrutura nodular
desenvolvidanaregi&o do peciolo nas condi¢des de regeneracdo das gemas adventicias. (C) Detalhe daregene-
racéo do explante foliar desenvolvidanaregi&o do peciolo.
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Diante desses resultados, com relagdo a capacidade
organogénica a partir de explante foliar dos clones em
estudo, os clones 1 e 3 responderam quando cultivados
em meio de regeneragdo, e no clone 1 o melhor resulta-
do foi obtido com 1,0 mg L-1 de BAP, em que 8% dos
calos formados a partir de explantes foliares regenera-
ram gemas, com numero médio das formadas por calo
igual a4,2. No clone 3, o melhor resultado foi obtido
com 0,5mg L1 de BAP e 0,2mg L de ANA, com
nimero médio de gemas formadas por calo igual aum.
Em relacdo ao porcentual de calos com regeneracéo de
gemas, os valores obtidos foram inferiores aos de
Subbaiah & Minocha (1990), Tibok et al. (1995), Azmi
et a. (1997) eBandyopadhyay et a. (1999), que utiliza-
ram como fonte de explante materia juvenil. Em relacéo
atrabalhos em que explantes foliares foram obtidos de
clones de Eucalyptus, os resultados foram inferiores
aosdelLainé & David (1994), que obtiveram 38,5% de
calosregenerando gemas, porém préximo dosde Hervé
et a. (2001), que obtiveram 8,8% de calos regenerando
gemas com o0 nimero médio de gemas formadas por
caloigual aquatro.

Osregenerantes obtidosforam transferidos parameio
de cultura, na busca do desenvolvimento das gemas
adventicias visando ao posterior enraizamento. Entre-
tanto, dada a baixa taxa de regeneraco, poucas gemas
foram subcultivadas em meio especifico, e aquantidade
de gemas aongadas foi insuficiente para avaliar o po-
tencial de enraizamento dos clones analisados.

Asandlises histol 6gicasrealizadas no explantefoliar,
revelaram a origem adventicia das gemas formadas.
Apdbs35diasdoiniciodecultivo paraexplantefoliar em
meio de regeneracdo, houve a diferenciacdo das gemas
eprimordiosfoliaresapartir daregido proximal dasfo-
Ihas. Em todaaléminafoliar, houve atendénciadefor-
mac&o de maior ou menor indice de calejamento, de
modo especia a partir de células do mesofilo junto a
epiderme abaxial, permanecendo em alguns pontos
intacta a epiderme adaxial.

Nas regides associadas aos feixes vascul ares, houve
intensa atividade de divisdo celular culminando nafor-
mag&o, em maior ou menor grau, de calos. A medida
gue se aproximavadaregido proximal dasfolhas, houve
tendéncia de formac&o de protuberéncias de aspecto
nodular que culminaram, em alguns casos, naformacéo
degemasadventicias (Figura5A). Em ambosos clones,
observou-se, na extremidade distal dos explantes, a di-
ferenciag@o de gemas e primordiosfoliares, seguindo o
padrdo tipico de organogénese e apresentando a conti-
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Figura 5. Fotomicrografiasde cortestransversais (A eD) elon-
gitudinais (B e C) de explantes foliares. (A) Formagéo de
protuberéncias de aspecto nodular (PN) e gemas adventicias
(GA) naregiéo proxima do explantefoliar. (B) Continuidadedos
feixesvasculares (FV) entre aregido de formacdo do calo com
gemasadventicias(GA) eprimordiosfoliares(PF). (C) Presenca
de cavidades secretoras de dleo (CO). (D) Folha de um rege-
nerante gpresentando estbmeatos (E) naepiderme abaxial (EPB).
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nuidade vascular com o tecido original (Figura5B).
Pode-se observar, ainda, a presenca de cavidades
secretoras de 6leo tipicas da espécie (Figura 5C).

Nos regenerantes (Figura4A), as folhas em corte
transversal apresentaram estrutura tipica do género,
sendo anfiestométi cas e apresentando mesofilo diferen-
ciado, com cavidades secretoras (Figura 5D).

Conclusbes

1. Os reguladores de crescimento TDZ e ANA pro-
porcionam maiores indices de calejamento, e asuacon-
centracdo varia de acordo com o clone utilizado.

2. A intensidade de calejamento e a textura do calo
s80 o0s pardmetros que devem ser usados na escolha de
um tratamento objetivando a organogénese em
Eucalyptus.

3. A regeneracdo de gemas utilizando como fonte de
explantes folhas de clones micropropagados se origi-
nam naregido do peciolo.
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