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RESUMO - Cinco tipos de explante foram isolados de segmentos internodais de ramos de
Citrus sinensis (Linn.) Osbeck cv. Péra, e cultivadas in vitro, com a finalidade de observar a
origem do calejamento e das gemas formadas. Os cinco tipos de explante isolados foram: a)
“internédio completo”, b) “ldmina epidérmica” (epiderme com algumas camadas de células
corticais), ¢) *“‘casca” (epiderme, cértex, floema ¢ parte da faixa cambial, d) “cilindro central”
(parte da faixa cambial, xilema e medula), €) “rejuncio da “casca” com o “cilindro central™).
O “internédio completo”, a “casca” ¢ a “rejungfio” iniciaram o calejamento a partir da faixa
cambial, Na “Mmina epidérmica” e no cilindro central”, o desenvolvimento do calo deu-se
por desdiferenciagio de tecidos maduros, respectivamente das células do cértex e dos raios
xilemdticos. A andlise citol6gica revelou grande actimulo de grios de amido anteriormente
4 formagio dos primérdios no calo, A “casca” foi a regiio gue apresentou menor contamina-
go, calejamento mais rdpido e maior némero de gemas e brotagdes.

Termos para indexagfio: cultura de tecido, casca, l4mina epidérmica, cilindro central, seg-
mento internodal, regifes isoladas.

ONTOGENY OF ADVENTITIOUS SHOOTS OF CITRUS SINENSIS (LINN.) OSBECK CV. PERA

CULTIVATED IN VITRO ACCORDING TO THE TYPE OF EXPLANT USED

ABSTRACT - Five regions were isolated from Citrus sinensis (Linn) Osbeck cv. Péra
branch internode segments and cultivated in vitro, to study the origin and development of
callus and stem primordium. The isolated explants were: a) “complete internode™; b)
“epidermal layer (epidermis and a few cortical cells); c) “bark” (epidermis, cortex, phloem and
external cambial zone layers), d) “central cylinder” (internal cambial layers, xylem and pith);
and €) “rejoining™ (rejoining of bark with central cylinder). “Complete internode”, “bark™
and “rejoining” initiated callus formation from the cambial zone, In the “epidermal layer”
and “central cylinder” the callus development occurred by the reversal of differentiation of
mature tissues, respectively from the cortical cells and xylem ray cells, Cytological
observations showed much starch storage before primordium formation in the callus. “Bark”
was the region that showed lesser contamination, faster callus formation and a greater
number of primordia and shoots than the other isolated regions.

Index terms: tissue culture, bark, epidermal layer, central cylinder, internodat segments, iso-
lated regions.

INTRODUCAO

A cultura de tecidos vem despontando co-
mo método altamente vantajoso para a propa-
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gagéo de plantas e tem sido potente ferramenta
para a pesquisa. A cultura de tecido permite a
demonstracio da potencialidade total das cé-
lulas vegetais, possibilita investigar processos
morfoldgicos, a influéncia de tecidos isolados
sobre o desenvolvimento de drgfios, e diversos
estudos dos efeitos reguladores de crescimento
e estudos citogenéticos. No entanto, o mais
relevante vem sendo o aumento ¢ sua utilidade
econdmica nas priticas agricolas,
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Na citricultura, a cultura de tecidos vem de-
sempenhando um papel importante. O estudo
das inter-relagbes planta/patdgeno estd sendo
altamente facilitado pela cultura de meristemas
apicais, que, devido a auséncia de vasculari-
zagdo, possibilita a obtengfio de plantas aun-
sentes de colonizagfio virdtica.

Segmentos internodais de ramos de diversas
espécies de plantas vém sendo largamente uti-
lizadas em estudos de controle hormonal da
regeneragdo de dSrgdos e, conseqiientemente,
como forma de propagagfio vegetativa in vitro
(Skoog & Tsui 1948, Miller & Skoog 1953).

Virios trabalhos, com diferentes espécies
de citros, foram desenvolvidos com segmentos
internodais (Chaturvedi & Mitra 1974, Cha-
turvedi et al. 1974, Grimblat 1972), buscando
a obtencio de calo e gemas em diferentes
meios de cultura (Bhansali & Arya 1979,
Edriss & Burger 1984, Moore 1986). A toti-
potencialidade &, provavelmente, caracterfstica
de todas as células vegetais, mas a sua expres-
sdo estd limitada a ¢élulas com caracterfsticas
meristeméticas. O sucesso de desenvolvimento
in vitro depende da escolha apropriada do ex-
plante (tipo, tamanho, idade, época do ano,
condigSes gerais da planta ¢ posigio) {Cheng
1975, Murashige 1978). Assim, por exemplo,
¢ comum ser observado, ao longo de um ramo,
do qual siio retirados explantes para cultivo in
vitro, um gradiente na capacidade regenerati-
va, devido a diferengas anatOmicas ¢ ao aci-
mulo de promotores e inibidores (Burger &
Hackeitt 1986, Zieslin et al, 1976),

Técnicas de cultura de camada fina, com-
posta de epiderme e algumas poucas camadas
de células subepidérmicas, foram desenvolvi-
das para minimizar os efeitos correlativos dos
tecidos adjacentes (Tran Thanh Van & Chlyah
1976, Tran Thanh Van & Dien 1975, Tran
Thanh Van & Trinh 1978). Tais técnicas per-
mitem também a regeneragio de Srgdos a par-
tir de explantes que, como um todo, sfo inca-
pazes de fazé-lo (Belkey & Cocking 1981,
Tran Thanh Van 1973a). O propdsito desse
experimento foi acompanhar o desenvolvi-
mento de gemas adventfcias sobre tecidos
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isolados de internddios de ramos juvenis de la-
ranja-péra in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os explantes utilizados foram retirados de plantas
de Citrus sinensis (Linn.) Osbeck cv. Péra, obtidas de
sementes. As plantas com um ano de idade, até entfio
mantidas em estufim no viveiro, sofreram poda
dréstica, permanecendo apenas o caule principal com
20 centimetros de altura e 5 mm de difimetro. Para
forgar o desenvolvimento rdpido das brotagbes, as
plantas foram adubadas com o dobro da concenira-
¢fo normal de nitrogénio ¢ regadas diariamente,
molhando-se apenas o substrato, A primeira coleta
de ramos para obtengfio de explantes foi feita apés
um perfodo de cinco semanas, quando esses apre-
sentaram comptimento variando de 15 a 30cm e
difimetro entre 3 e 5 mm, com 20 internédios, em
média, de 0,5 a 4,0 cm de comprimento, Foram cor-
tados na base, desfolhados e limpos com dlcool etfli-
co 70% e mantidos em 4gua desionizada, para evitar
a desidratacfo dos tecidos.

Com o intuito de acompanhar o desenvolvimento
de gemas adventicias sobre tecidos isolados de inter-
nddios de ramos juvenis de laranja-péra in vitro, cin-
co explantes diferentes foram estndados: a) “inter-
nédio completo™, composto de um segmento inter-
nodal de 1,0 cm, apenas dividido longitudinalmente;
b) “l&mina epidérmica”, composta da epiderme e
aproximadamente dez camadas de células corticais;
¢) “casca”, composta da epiderme, cértex, floema e
parte do cimbio; d) “cilindro central”, composto de
parte do cimbio, xilema e medula; ¢ €) “rejungio”,
obtido da rejunglio da “casca”™ e *“cilindro central”,
Foram utilizados o guarto, guinto ¢ sexto internd-
dios, contando-se a partir de dpice. Como primeiro
internédio foi considerado aguele facilmente distin-
giifvel a otho nu, abaixo da regifio apical. Os interné-
dios foram cortados em segmentos de 1 cm, ficando
imersos em fgua desionizada durante o perfode de
preparagio.

Os internédios sofreram desinfestagio por imer-
s%o em 4lcool etflico 70% por 5 min., seguido de la-
vagem com dgua desionizada e autoclavada, imersfio
em hipoclorito de sédio a 2% com Tween 20 (duas
gotas em 100 mi), por 15 min, ¢ submetidos a trés
lavagens com 4gua desionizada e autoclavada. As
operagdes de inoculacfio foram feitas em cimara de
fluxo laminar,
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Com explantes de cada tipo foram inoculados,
com o corte voltado para cima, em tubos de ensaio
de 25 x 150 mm, cobertos com tampas de polipropi-
leno, contendo 20 ml de meio de cultura e mantidos
durante guatro semanas no escuro e quatro sob re-
gime luminoso de dezesseis horas de luz ¢ oito horas
de escuro, sob intensidade luminosa de 1.000 Lux,
fornecida por ldmpadas fluorescentes, e temperatura
média de 27 + 2°C,

A partir do primeiro dia de cultivo foram coleta-
dos dois explantes de cada tecido, de dois em dois
dias, e fixados em solugio FAA 50%, desidratados
em uma série alcoélica progressiva e emblocados em
parafina, seccionados, com 10 pm de espessura, em
micrétomo rotativo. Os cortes foram coloridos com
hematoxilina para regies sem xilema e safranina ¢
verde rdpido para regibes com tecidos xilemdticos,
montados em bdlsamo do Canadd (Johansen 1940),
observados e fotografados em fotomicroscépio de
luz polarizada,

O meio utilizado para cultivo dos internédios
compunha-se de sais de MS (Murashige & Skoog
1962), das vitaminas: 0,5 mg/l de piridoxina, 0,4
mg/1 de tiamina-HCL e 0,5 mg/l de 4cido nicotinico,
de 2,0 mg/l de glicina, de 100 mg/1 de i-inositol, de
30 g/1 de sacarase, de 500 mg/l de extrato de malte,
de 0,3mg/l de 6-benzilamino purina (BAP) ¢ de
5 g/l de dgar Merck. O pH foi corrigido para 5,7
* 0,1,

RESULTADOS E DISCUSSAO

No corte transversal do “internédio com-
pleto”, no primeiro dia (Fig. 1A), antes de so-
frer qualquer desenvolvimento, observou-se,
externamente, a epiderme composta de uma
camada de células isodiamétricas, com paredes
externas mais espessas e cutinizadas, tricomas
simples ¢ longos, unisseriados e estGmatos
ocasiopais. Internamente a epiderme, obser-
vou-se o cértex composto de faixas de células
de dois tamanhos diferentes. A faixa mais ex-
terna era formada por cinco a seis camadas ri-
cas em cloroplastfdios. Algumas cé€lulas apre-
sentavam cristais de oxalato de célcio, tipo
drusa. Nas camadas mais internas dessa faixa
de c€lulas, estavam presentes bolsas secretoras
de 6leo. As bolsas eram compostas de células
epiteliais de maior tamanho, dispostas radial-
mente ac centro da cavidade. A faixa mais in-

terna do cértex, formada por cinco a seis ca-
madas de células maiores, apresentava menor
quantidade de cloroplastidios,

Pequenos espagos intercelulares foram ob-
servados entre as células do cédrtex. Neste es-
tadio de desenvolvimento, o caule apresentou
infcio do crescimento secundério, caracteriza-
do pela disposig#io circular do floema e xilema
secunddrios. A primeira camada do cilindro
central era formada por células do floema pri-
mério, que exibia externamente fibras floem4-
ticas. Internamente, situava-se o floema se-
cundério recém-diferenciado.

A faixa cambial estava situada entre a mar-
gem interna do floema e a externa do xilema.
O xilema secunddrio, diferenciado interna-
mente ac cAmbio, era composto de vasos com
paredes lignificadas, de grande didmetro e
células parenquiméticas. Internamente as célu-
las recém~diferenciadas do xilema secundério
estavam as células do xilema primério, situa-
das mais internamente, préximas 3 medula, e
as do metaxilema, situadas mais externamente,
préximo ao xilema secunddrio. O xilema en-
volvia uma regidc medular, composta de cé-
lulas parenquiméticas grandes e de paredes
primérias delgadas com espagos intercelulares
entre si.

No quinto dia (Fig. 1B), p6de-se observar o
inicio do desenvolvimento do calo, a partir da
regi%o cambial. As células cambiais e deriva-
tivas imediatas, pouco diferenciadas e com
alta capacidade de divisfio, aumentaram em
tamanho e nimero, desenvolvendo-se uma fai-
xa de células, regularmente dispostas uma ao
lado da outra em camadas sucessivas, entre o
floema e o xilema, As células das bolsas se-
cretoras de Sleo aumentaram em mimero, por
divisSes periclinais, formando duas ¢ trés ca-
madas concéntricas. No vigésimo quarto dia,
(Fig. 1C), observaram-se primérdios na perife-~
ria do calo.

A “lamina epidérmica’, sem qualquer de-
senvolvimento (Fig. 1D), compunha-se da
epiderme e da parte mais externa do cértex,
constitufda de todas as células menores, mais
clorofiladas, ¢ de algumas células mais inter-
nas, que 530 maiores e menos clorofiladas.
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FIG. 1. Cortes transversais da regiio ‘‘internédio completo’’; A. sem nenhum desenvolvimento
(200X); B. infcio do calejamento a partir das células cambiais (190X); C. primérdio de ge-
ma desenvolvido no calo (170X), - Cortes transversais da regido da “lamina epidérmica’’;
D. sem nenhum calejamento (482X); E. infcio do calejamento (328X); F. primérdios desen-
volvidos no calo (318X); B = bolsa de 6leo, C = calo, CA = regido cambial, CO = cértex,
E = epiderme, F = floema, M = medula, X = xilema, P = primérdio.
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FIG. 2. As citolégicos da regifo periférica do calejamento da “lamina epidérmica’; A. pri-
moérdio em desenvolvimento (887X); B(1700X) e C(1050X). - Cortes transversais da regifio
da casca; D. sem infcio de desenvolvimento (414X); E. infcio do calejamento (450X); F. ge-
ma desenvolvida no calo (296X); G. primérdio desenvolvido no calo (150X); P = primérdio;
NU = células da periferia do calo em divisio; B = bolsa de 6leo, CA = regio cambial,

E = epiderme.
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Nao estavam presentes células do floema ou
células cambiais.

O desenvolvimento do calo deu-se por redi-
ferenciagfio de células do cértex, ao contrério
do “internddio completo™, cujo calo originou-
se das células indiferenciadas da regifio cam-
bial. O calejamento, que se iniciou em torno
do quarto dia (Fig. 1E), era constitufdo de vé-
rias camadas de células de formato achatado,
sobrepostas. A seguir, desenvolveu-se um ca-
lejamento desorganizado, com as cé€lulas dis-
pondo-se aleatoriamente umas em relagdo &s
outras. Ao décimo quinto dia, foi possivel ob-
servar primérdios partindo da periferia do ca-
lejamento (Fig. 1F ¢ 2A). Nesta regifio de ca-
lejamento desorganizado, as células apresen-
tavam tamanho bem maior que as do caleja-
mento mmais interno, tendo sido possfvel evi-
denciar-se micleos em divisfio (Fig. 2B) e
griios de amido (Fig. 2C).

A “casca” era constitufda da epiderme,
cértex, fibras floemdticas, floema e células
cambiais (Fig. 2D).

O calejamento iniciou-se em torno do ter-
ceiro dia, a partir das células cambiais (Fig.
2E), seguindo o mesmo padrfio de desenvol-
vimento observado nos explantes anteriores.
Inicialmente, as células do calo dispunham-se
ordenadamente umas sobre as outras. Com a
répida multiplicagfio celular, o calo foi se tor-
nando desorganizado, com as células maiores
€ menos unidas umas #s outras, dando aspecto
exterior frifivel ao calo, o que também foi ob-
servado por Chaturvedi et al. (1974) em inter-
nddios de calamondin (Citrus sp.).

No quinto dia, com o auxflio de microscé-
pio de luz polarizada, foram vistos elementos
do xilema em diferenciagfio logo abaixo do
grupo de células, que viriam a formar primér-
dios. Alguns elementos de vaso posicionavam-
se¢ paralelamente 2 diregSio do xilema original
do internddio. Outros elementos j4 assumiam
posiclio transversal ao xilema original, ou seja,
desenvolvendo-se na mesma direglo de cres-
cimento do primérdio.

Primérdios desenvolvidos puderam ser ob-
servados ao sétimo dia, nas bordas do caleja-
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mento (Fig. 2F e 2G), com vascularizagfo
evidente j4 caracterizando um feixe vascular.

Na “casca” os prim6rdios desenvolveram-
se mais cedo do que nos outros explantes e
ocorreram em nimero bem maior. O “cilindro
central’”” era constitifdo de células cambiais,
xilema e medula (Fig. 3A).

O calejamento no ‘‘cilindro central” ini-
ciou-se no quinto dia (Fig. 3B), a partir das
células dos raios medulares, e depois recobriu
todo o explante, assumindo desde o infcio
forma desorganizada. No nono dia observou-
se um primérdio na periferia do calejamento j4
bem desenvolvido (Fig. 3C), que seguiu os
mesmos padrbes descritos para os explantes
anteriores.

O explante de “rejungfio” compunha-se de
todos os tecidos do internddio completo, com
a particularidade de ter sido separada a “‘cas-
ca” do “cilindro central”’, ¢ novamente reuni-
da, apenas tocando-se em alguns pontos (Fig.
3D).

No quinto dia, o calejamento iniciou-se na
regifio cambial, partindo tanto do interior do
cdrtex quanto do exterior do xilema (Fig. 3E).
Observou-se que o desenvolvimento foi mais
acelerado em regides onde ocorreu contato
entre a ‘“‘casca” e o “cilindro central”. A Fig.
3F mostra um aspecto do calejamento bem de-
senvolvido. Os primdrdios que surgiram no
172 dia seguiram 0 mesmo padrio de desen-
volvimento dos outros explantes.

O desenvolvimento do calejamento nos ex-
plantes dos tipos ‘internédio completo”,
“casca” e “rejunciio”, que possufam cimbio,
iniciou-se a partir desse meristema, concor-
dando com © que foi observado anteriormente
por Grimblat (1972) em calamondin.

O “cilindro central” inicion o calejamento
a partir de células dos raios medulares, ao
contréirio do que foi observado por Nickerson
& Hall (1976) em Vaccinium angustifolium
Alt., onde as células do parénquima medular
apresentaram centros de atividades meristemii-
tica.

O calejamento da “limina epidérmica’ f01
conseqiiéncia da rediferenciacho das células
do parénquima cortical, 0 mesmo tendo ocor-
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rido com Bryophyllum draigemotianum Thanh Van 1973b) a regeneragdo de gemas
Berger (Bigot 1976), enquanto em Psopho- adventicias ocorreu diretamente a partir da di-
carpus  tetragonolobus (L.) Dc. var. visdo das células sub-epidérmicas, sem forma-
TP¢s (Trinh et al. 1981) ¢ em fumo (Tran ¢&o prévia de calo.

FIG. 3. Cortes transversais da regiio do “‘cilindro central’’; A. sem nenhum desenvolvimento
(180X); B. infcio do calejamento a partir dos raios medulares (230X); C. primérdios desen-
volvidos no calo (290X); - Cortes transversais da regifio de ““rejungio’’; D. sem nenhum de-
senvolvimento (292X); E. infcio do calejamento a partir de células cambiais (230X); F. Erl-
moérdio desenvolvido no calo (72X). CA = A0 cambial; C = calo; CO = cbrtex; E =
epiderme; F = floema; M = medula; P = primérdio; RE = regido de rejum;ﬁo;x = xilema.
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A anédlise citolégica revelou, como em ou-
tros trabalhos (Thorpe & Murashige 1968,
1970, Thorpe & Meier 1972, Ross et al, 1973,
Tran Thanh Van & Chlyah 1976), o acdmulo
de graos de amido no calo antes da formagfio
dos primdrdios, e desaparecimento posterior, o
que pode estar relacionado com a produgfio de
energia para desenvolvimento dos processos
morfogenéticos, como sugere Ross et al
(1973).

Observou-se, ainda, a diferenciagio preco-
ce de xilema de forma centrfpeta e centrffuga
em relagfio & posigho dos primdrdios, estando
de acordo com as observagbes de Handro et
al. (1973), em Petunia inflata R. Fries, ¢ de
Rumary et al. (1986) em Picea sp.

Pode-se constatar, pela andlise da Tabela 1,
que a “‘casca’, comparada as outras regides,
iniciou primeiro o calejamento e a emissfio dos
primérdios. Essa regifio apresentava a faixa
cambial livre de impedimentos mecénicos de
tecidos adjacentes, podendo as células au-
mentar seu volume livremente, atingindo rapi-
damente o tamanho necessfirio para a divisfio
(Wareing & Phillips 1981).

TABELA 1. Quantidade de dias, a partir da
inoculaclio, para surgimento de
calo e de primérdios em regibes
isoladas de laranja-péra.

Regilo Calejamento Primdrdios
Completo 5 24
Lamina epidérmica 4 15
Casca 3 7
Cilindro central 5 9
Rejungho 5 17
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