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Resumo: A pimenta de macaco (Piper aduncum) é uma espécie nativa da Amazénia, que
possui grande potencial econdmico em razdo de o seu 6leo essencial conter substancias
bioguimicas com propriedades fungicida e inseticida. Seu cultivo é sustentdvel, podendo
ser explorado de forma ndo destrutiva e renovdvel. Com a crescente demanda para
a producdo de dleo essencial dessa espécie, existe a necessidade da implantacdo de
cultivos comerciais, e com isso se tfem como limitacdo a oferta de mudas em quantidade
e com qualidade. A producdo de mudas em laboratdrio por meio da micropropagacdo
supre tal necessidade, j& que permite a obtencdo de material isento de doencas e em
larga escala. O objetivo deste trabalho foi verificar os parémetros necessdrios para o
cultivo in vitro de sementes dessa espécie. Foram realizados trés experimentos: germinacdo
e crescimento inicial, multiplicacdo e enraizamento in vitro. Foram utilizados os meios de
cultura MS e WPM em diferentes concentracoes salinas. Para multiplicacdo in vitro foram
testadas quatro citocininas em cinco diferentes concentracdes, e para o enraizamento
in vitro foram utilizados trés tipos de auxinas em seis diferentes concentracdes. Todas as
varidveis foram submetidas & andlise de variGncia e, quando o valor de F foi significativo,
utilizou-se a comparacdo das médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro, para fratamentos qualitativos. J& para os fratamentos quantitativos, foi realizada
andlise de regressdo polinomial ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Verificou-se que
a germinacdo in vitro das sementes de P. aduncum deve ser realizada se utilizando sais
do meio MS; para a multiplicacdo e o enraizamento in vitro ndo é necessdria a adicdo
de reguladores de crescimento nesse meio, provavelmente os niveis enddégenos desses
reguladores nos explantes sdo suficientes para suprir suas necessidades de crescimento
e desenvolvimento. Observou-se também que a utilizacdo de citocininas propicia o
aparecimento de calos na base dos explantes.

Palavras-chave: Reguladores de crescimento. Piperaceae. Cultivo in vitro.

In vitro culture of Piper aduncum species with economic potential of South Western
Amazon

Abstract: Piper aduncum, popularly known as pimenta de macado is a species native to
the Amazonian, that has great economic potential due to the essential oil has biochemical
substances with fungicidal and insecticidal properties. Its cultivation is sustainable, can
be exploited in a form non destructive and renewable. With the growing demand for
production of essential oil of this species there is a need to implantation of commercial
crops, and consequently the limitation is the offer of seedlings in quantity and quality. The
production of seedlings in laboratory for micropropagation supplies this need, allowing
obtain seedlings disease-free and produced on a large scale. The work aimed to check
the parameters necessary for the in vitro cultivation of seeds this species. Three experiments
were performed: germination and initial growth; in vifro multiplication and rooting, for in
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vitro germination and initial growth the culture media used were MS and WPM culture
media in different salt concentrations, forin vitfro multiplication, four cytfokinins were tested
at five different concentrations and for in vitro rooting three auxin were used in six different
concentrations. All variables were submitted to analysis of variance and, when the F value
was significant, a comparison of the means by the Tukey Test at the 5% probability level
of error was used for qualitative treatments. For the quantitative treatments, a polynomial
regression analysis was performed at the 5% error probability level. The result indicate thatin
vitro germination of P. aduncum seeds should be using salts of MS medium for multiplication
and in vitro rooting is not necessary to the addition of growth regulators in this medium,
probably the endogenous levels of these regulators in explants are sufficient to provide their
growth and development needs. It was also observed that the use of cytokinins facilitates
callus formation at the base of explants.

Keywords: Regulators growth. Piperaceae. In vitro culfive.
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1 INTRODUCAO

A pimenta de macaco (Piper aduncum) é uma espécie nativa da Amazodnia,
pertencente & familia botdnica Piperaceae, caracteriza-se por ser uma planta que
possui grande potencial econdmico em razdo de o seu dleo essencial possuir substancias
bioquimicas (dilapiol, linalool, nerolidol, entre outras) que podem ser utilizadas como:
fungicida,'?? inseticida e larvicida,*® além de molusquicida,¢ parasiticida’?? e antibidtico.'©
Apresenta potencial sinérgico quando combinada com inseticidas convencionais,
fazendo o inseto perder a capacidade de criar resisténcia ao inseticida e, com isso, eleva

o desempenho dele e reduz sua quantidade utilizada.

Seu cultivo é sustentdvel, podendo ser explorada de forma ndo destrutiva, haja vista
gue o dOleo é obtido a partir de suas partes aéreas e ramos finos. Possui alta capacidade
de rebrota, sendo possivel realizar diversos cortes ao longo dos anos, caracterizando um
sistema de producdo ambientalmente correto, tendo a vantagem, com relacdo a outras

culturas, de dispensar a necessidade de novos plantios a cada ano."

Entre as técnicas de cultura de tecidos vegetais, a micropropagacdo € a mais

amplamente utilizada, especialmente para a producdo de mudas em espécies medicinais,
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ou com algum potencial de interesse econémico. E uma técnica capaz de proporcionar
a propagacdo de um elevado numero de plantas, em curto espaco de tempo e de alta

qualidade genética e fitossanitdaria.'

Com a crescente demanda para a producdo de dleo essencial dessa espécie,
existe a necessidade da implantacdo de cultivos comerciais, € com isso se tem como
limitacdo a oferta de mudas em quantidade e qualidade. Portanto, a producdo em
laboratdério por meio da micropropagacdo € uma alternativa que deverd ser utilizada para
multiplicar linhas clonais obtidas a partir de sementes plantadas de matrizes selecionadas e
germinadas in vitro. O objetivo deste trabalho foi verificar os paré@metros necessdrios para

o cultivo in vitro desta espécie.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular
da Embrapa Acre, dividido em trés experimentos: germinacdo e crescimento inicial,

multiplicacdo e enraizamento in vitro.

Para as condi¢cdes gerais de cultivo foram utilizados tubos de ensaio com capacidade
de 110 mL (contendo 10 mL de meio) ou frascos de vidro com capacidade de 250 mL
(contendo 30 mL de meio), sendo fechados com tampas de polipropileno. O pH dos
meios de cultivo utilizados em todos os experimentos era aferido e ajustado em 5,8 antes
da autoclavagem, e esta ocorria durante um periodo de 15 minutos a 1,1 Kgf.cm?, em
temperatura de 121 °C. Todos os meios de cultivos eram suplementados com sacarose (30
g.L") e solidificados com agar (6 g.L'"). Apds a inoculacdo nos tfratamentos os frascos foram
mantidos em sala de crescimento a temperatura controlada de 25+2 °C, com intensidade

luminosa de 30 umol.m=2.s!, expostos ao fotoperiodo de 16 horas de luz.

2.1 GERMINACAQ E CRESCIMENTO INICIAL IN VITRO

Esse experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado com
3 tratamentos e 24 repeticdes por tratamento. Foram testadas 3 concentracdes salinas
(25%(1/4), 50%(1/2) € 100%(1)) e 2 tipos de meio de cultura, MS™® e WPM'* (Wood Plant

Médium), em um esquema bifatorial, sendo a unidade experimental composta porum tubo
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de ensaio de 110 mL de volume, contendo 10 mL de meio e uma semente. As sementes
de P. aduncum provenientes do Banco Atfivo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Acre
foram previamente desinfestadas em dgua corrente com detergente por cinco minutos, e,
em seguida, submetidas a trés lavagens em agua destilada e esterilizada. Posteriormente,
o material foi conduzido d cdmara de fluxo laminar e mergulhado em dlcool etilico a
70% (v/v), durante um minuto, seguido pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio
(2,5%) por 30 minutos e apds lavado trés vezes em dgua destilada e autoclavada, sendo

imediatamente inoculado nos tratamentos.

Aos 90 dias foram realizadas avaliacdes referentes a taxa de germinacdo, sendo
avaliados os pardmetros: Comprimento da Parte Aérea (CPA), Comprimento da Parte
Radicular (CPR), e NUmero de No6s (NN) e relacdo CPR e CPA.

2.2 MULTIPLICACAOQ IN VITRO

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado com
seis repeticoes por tfratamento. Foram testadas cinco concentracdes (0; 2,5; 5; 10; 20 uM)
e quatro tipos de citocininas (2-isopentiladenina (2iP), é-benzilaminopurina (BAP), Kinetina
(KIN) e fidiazuron (TDZ)), em um esquema bifatorial, sendo a unidade experimental
composta porum frasco de 250 mL de volume, contendo 30 mL de meio e quatro explantes
(segmentos nodais). Os explantes eram oriundos do primeiro subcultivo de P. aduncum, e

as pléntulas germinadas in vitro possuiam entre 1 e 2 cm e apresentavam um no.

Apds 50 dias foram avaliados o NUmero de Brotos (NB), a Altura do Maior Broto

(AMB), o NUmero de Nés (NN) e a Porcentagem de Calos (PC).

2.3 ENRAIZAMENTO IN VITRO

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado com
seis repeticdes por tfratamento. Foram testadas seis concentracdes (0; 1,33; 2,7; 4; 5,3; 10,7
UM) de trés tipos de auxinas (dcido indolbutirico (AIB), dcido indolacético (AlA) e dcido
nafatalenoaético (ANA), em um esquema bifatorial, sendo a unidade experimental

composta porum frasco de 250 mL de volume, contendo 30 mL de meio e quatro explantes
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(segmentos nodais). Os explantes eram oriundos do primeiro subcultivo de P. aduncum

plantulas germinadas in vitro.

Apss 50 dias de incubacdo, foram avaliadas a porcentagem de enraizamento, o
Comprimento da Raiz Principal (CRP), o Comprimento da Parte Aérea (CPA,) o NUmero de

Folhas (NF) e o NUmero de Raizes (NR).

2.4 ANALISES ESTATISTICAS

As varidveis foram submetidas a andlise de vari@ncia e, quando o valor de F foi
significativo, utilizou-se a comparacdo das médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro, para tratamentos qualitativos. J& para os tratamentos quantitativos,

foi realizada andlise de regressdo polinomial ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Foi utilizado o pacote estatistico Sisvar (Sistema para Andlise de Vari@ncia) para

Windows® versdo 5.1.15 Os grdficos foram elaborados no Microsoft Office Excel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL

No presente frabalho foi verificado que a germinacdo in vitro de P. aduncum ocorreu
em todos os meios de cultura avaliados (Tabela 1). Observou-se que os fratamentos que
utilizaram os sais do meio de cultura MS proporcionaram maiores taxas de germinacdo
do que os que utilizaram os sais do meio WPM, e que ndo ocorreu diferenca estatistica na

germinacdo entre os tratamentos utilizando os mesmos sais.

O meio de cultura MS'¢ é frequentemente utilizado para espécies herbdceas,
sua concentracdo salina possui maiores quantidades de nutrientes, em especial de
nitrato e amoénia. O meio WPM é mais utilizado para espécies lenhosas e possui maiores

concentracoes de potdssio e ions sulfato.!”
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Tabela 1 — Germinacdo e crescimento inicial in vitro de pléntulas de P. aduncum apds 90 dias de cultivo em
diferentes concentracdes salinas dos meios de cultura MS e WPM

Tratamento % germinagao CPA CPR NN Relagdo CPR/CPA
MS 67 a 12,68 ab 36,44 ab 2,50 a 2,87
2 MS 62 a 14,90 @ 25,66 ab 2,86 a 1,72
/s MS 62a 15,16 a 22,50 b 2,33 @ 1,48
WPM 38b 6,94 b 29,24 ab 1,23 b 4,21
2> WPM 34b 6,87 b 34,21 ab 1,12b 4,98
/s WPM 38b 5,69 b 42,91 a 1,00 b 7,54

* Nota: Letras diferentes comparadas na vertical indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste
de Tukey (ao nivel de 5% de significancia). CPA: Comprimento da Parte Aérea, CPR: Comprimento da Parte
Radicular e NN: NUmero de Nbs.

Em trabalho'® com essa mesma espécie os meios MS Y e % foram os que
proporcionaram melhor desenvolvimento in vitro apds 35 dias de estabelecimento. O
meio MS possui maior concentracdo salina quando comparado com o WPM, e com isso
maior interferéncia no potencial osmdtico, o que pode interferir na germinacdo in vitro das
sementes por ndo fornecer dgua necessdria para sua embebicdo.'” Neste estudo este fato
ndo foi observado, j& que as sementes que estavam nos tratamentos contendo o meio MS
apresentaram melhor germinacdo quando comparados com os tratamentos contendo
o meio WPM (Tabela 1). Os menores indices de germinagcdo do meio WPM podem ser
resultado da falta de algum nutriente, j& que esse meio possui concentracdes salinas

reduzidas quando comparado com o meio MS.

Outro estudo?® alcancou 92,7% e 94,8% de germinacdo de sementes de P.
hispidinervum com os meios de cultura MS e WPM, respectivamente. A alta taxa de
germinacdo é afribuida a existéncia de reservas nas sementes suficientes para a

emergéncia, ndo se utilizando os nutrientes do substrato nessa etapa inicial.

Ao estudar?’ o estabelecimento in vitro de Dipteryx alata, utilizando diversas
concentracdes do meio de cultura MS, esta afeta a germinacdo, o nUmero de explantes
formados e a matéria seca das raizes. Também, d medida que a concentracdo salina
no meio aumentou, ocorreu uma diminuicdo no numero de plantas formadas. Essa
reducdo favoreceu a absorcdo de dgua pelas plantas sobreviventes, melhorando

seu desenvolvimento. J& em estudos?? com Billbergia zebrina, uma bromeliGcea com
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importédncia comercial, a concentracdo salina e de sacarose afeta diretfamente a
resposta morfogénica das plantas; quanto maior a concentracdo salina, maior a

formacdo de brotfos.

Em estudos'’ de germinacdo in vifro em sementes de Melissa officinalis utilizando
0s meios MS, MS 2 e Y4, foi verificado que o meio MS 2 apresentou maior percentagem
de germinacdo, enquanto que o meio MS possibilitou plantulas com maior comprimento.
Embora maiores concentracdes salinas no meio de cultura possam reduzir a germinacado,
va@o produzir plantulas maiores, mais vigorosas, pois ocorre maior disponibilidade de
nutfrientes e vitaminas, proporcionando, assim, melhor desenvolvimento das pldantulas

presentes naquele meio.

No presente trabalho também se pode observar que todos os tfratamentos que
utilizaram sais do meio MS apresentaram valores superiores e estatisticamente significativos

para o NUmero de Nos (NN) apds 90 dias de cultivo in vitro.

O caule é constituido pela gema apical, gemas axilares, nds e entrends. Os Nds sGo
regides das quais partem as folhas e as gemas axilares, estas sdo constituidas por meristemas
primdrios que possuem células indiferenciadas que se encontfram em estdgio embriondrio.
A% grande vantagem da utilizacdo de gemas laterais como fonte de explante é que,
por envolver érgdos meristemdticos pré-formados, tem-se maior estabilidade genética das

plantas que serdo micropropagadas.

Na micropropagacdo, plantas que apresentam maior nUmero de segmentos
nodais ou gemas axilares sdo preferidas, ao se considerar que esses tipos de propdgulos
possuem menor variagcdo somaclonal e epigenética, além de possibilitarem maior taxa de

multiplicacdo.?* Neste trabalho ndo foram observadas pléntulas anormais.

Com o aumento dos sais no meio de cultura, ocorre aumento no numero de folhas
das plantulas e reducdo no nUmero de raizes em batatas cultivadas in vitro.?> Esse fato se
deve d quantidade de nitrogénio no meio de cultura, quanto maior a concentracdo desse
elemento no meio, maior incremento na parte aérea e reducdo no numero de raizes das
plantulas formadas. Os tratamentos que utilizaram o meio MS apresentaram os maiores
CPAs, fato que corrobora os resultados de Bandinelli, Bisognin, Gnocato, Mambrin, Sausen

e Nicoloso.?
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A relacdo entre CPR e CRP foi mais baixa nos tratamentos que utilizaram os sais de
meio MS (Tabela 1). O equilibrio no desenvolvimento entre caule e raizes € vantajoso para
o crescimento inicial in vitro, considerando que ambos possuem funcdes complementares
na sobrevivéncia geral das plantas. Ledo, Seca, Barboza e Silva Junior? observaram esse

equilibrio em pléntulas de mangabeira em todos os tfratamentos.

Para o comprimento da parte aérea, observa-se na Tabela 1 que o meio MS
proporcionou plantulas maiores e com uma relacdo CPR e CPA mais equilibrada, além
de apresentar diferenca significativa para a germinacdo e o niUmero de nds, 0 que vai

provavelmente elevar a taxa de multiplicacdo na proxima etapa.

O processo de germinacdo € um mecanismo natural que depende da viabilidade
das sementes e de condicoes ambientais favordveis. Na germinacdo in vitro, além da
temperatura e do fotoperiodo, o fipo de meio de cultura utilizado pode interferir no
resultado final desse processo, sendo esse Ultimo um dos fatores mais importantes para

que ocorra o sucesso da propagacdo in vitro.

Diversas formulacdes de meio de cultura tém sido empregadas na cultura in vitro,
as quais diferem entre si basicamente com relacdo & concentracdo dos sais. Os sais e
acucares que compodem o meio, além de promoverem a nutricdo, influenciam também
na morfogénese e no crescimento celular por interferirem nas propriedades osmédticas da

solucdo.’”

A adicdo de componentes ao meio de cultura, especialmente macronutrientes e
fontes de carbono, representa decréscimo considerdvel no potencial osmotico do meio.
Portanto, quanto maior a concentracdo de sais no meio de cultura, menor serd o seu

potencial osmodtico e, consequentemente, a disponibilidade de dgua para o explante.’

3.2 MULTIPLICACAOQ IN VITRO

Ndo houve interacdo entre os fatores estudados, no entanto, para os fatores
separadamente, sim. Como se pode observar na Figura 1 das quatro citocininas
estudadas, ndo foi observada massa calogénica somente com a utilizacdo da KIN; j&
com o uso do 2ip, observaram-se calos na base dos explantes nas concentracdes de

2,5 e 20 uML" e com o TDZ e BAP foram observados calos em todas as concentracoes
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utilizadas. Ao contrdrio do observado neste estudo, Jana, Sivanesan e Jeong? verificaram
qgue das citocininas que utilizaram o TDZ promoveram calos na base dos explantes da

planta Sophora tonkinensis.

A andlise de regressdo das varidveis nUmero de brotacdes, altura do maior broto
e nuUmero de nds para a espécie em estudo mostra que os resultados para as citocininas
cinetina e 2ip sdo superiores as demais citocininas, pois sdo observados nUmero de
brotos, comprimentos de brotos e nimeros de nds superiores em todas as concentracoes;
ainda se pode notar que nas outras duas citocininas hd uma tendéncia de reducdo do
valor das varidveis com o aumento das concentracoes. Esse fato sugere que o indice
de citocinina enddgeno dos explantes é o suficiente para induzir as multiplas brotacdes,
pois 0 uso de reguladores de crescimento aumenta o custo de obtencdo de explantes

€ O processo in vitro.

No entanto, quando se observa a varidvel porcentagem de formacdo de calos
com o uso da citocinina cinetina, independente da concentracdo ndo houve a formacdo
de calos; com o uso de 2ip também ndo houve formacdo nas concentracdes de 5 e 10
MMLT. No entanto, com as citocininas TDZ e BAP nas concentracdes diferentes de zero

houve formacdo de calos.
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Figura 1 = Influéncia de diferentes concentragcdes de KIN (uML'), TDZ (uML'), 2ip (UML') e BAP (UML) na
multiplicacdo in vitro de microbrotos de P. aduncum. A) NUmero de Brotos, B) Comprimento de
Brotos, C) Porcentagem de Formacgdo de Calos e D) NUmero de Nés

Jana, Sivanesan e Jeong,” estudando o efeito de diferentes citocininas na
multiplicacdo in vitro de Sophora tonkinensis, planta herbdcea, verificaram que esta
apresentou baixos resultados na inducdo da multiplicacdo dos brotos e que ocorreram
calos na base dos explantes. J& Siddique, Bukhari, Perveen e Siddiqui?® verificaram que
a utilizacdo das citocininas BA, KIN e TDZ foram efetivas para a inducdo de multiplas
brotacdes em Cassia angustifolia, sendo que ndo foram observados calos em todos os

fratamentos realizados.
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As citocininas, embora sejam importantes aliadas da cultura de tecidos, em algumas
plantas podem apresentar alguns problemas, como hiper-hidricidade, dificuldade de
enraizamento e aparecimento de massa calogénica. No presente estudo foram observados
calos em 100% dos explantes que cresceram em meio de cultura suplementado com BAP

e TDZ; esse fato demostra a fitotoxidade dessas citocininas para a planta estudada.

Sousa,” estudando P. hispidinervum e P. aduncum, observou que quanto maior a
concentfracdo da citocinina utilizada para induzir a multiplicacdo in vitro, menor a altura
dos brotos obtidos. O BAP parece ser a citocinina mais adequada e utilizada para a
multiplicacdo in vitro,'? porém em espécies de piperdceas, o acréscimo dessa citocinina
no meio de cultura, além de muitas vezes aumentar o nUmero de multiplas brotacoes,

proporciona o aparecimento de calos.®

Silva, Balzon e Scherwinski-Pereira®® observaram menores valores para altura dos
brotos nos tratamentos que continham BAP, tanto para P. hispidinervum quanto para P.
aduncum; a formacdo de um nUmero maior de brotacdes com maior comprimento da

parte aérea ocorreu em meio de cultura isento da adicdo dessa citocinina.

3.3 ENRAIZAMENTO IN VITRO

Observou-se que a suplementacdo do meio de cultura com auxinas AIB e AIA e
na auséncia delas promoveu 100% de enraizamento em todos os tfratamentos. J& com
a utilizacdo da ANA ocorreu 100% de oxidacdo em todos os fratamentos; ndo foram

observados calos em nenhum dos tfratamentos.

Observando as auxinas AlA e AlB, verifica-se que para todas as varidveis estudadas
ndo ocorreram diferencas estatisticas nos meios com sua presenca ou auséncia com
relacdo ao controle (Figura 2). Esse fato pode indicar que esses reguladores ndo estdo
exercendo efeitos narizogénese da espécie em estudo; provavelmente os niveis de auxinas

enddgenos estdo sendo suficientes para promover o enraizamento.

Comrelacdo ao ANA, é possivel que o balanco hormonal dos explantes esteja sendo
afetado pela quantidade e fipo de auxing, e, por esse fato, ndo ocorreu o enraizamento.
Existem espécies que enraizam com facilidade e ndo necessitam da presenca desses

reguladores, o que pode ser explicado pelo elevado nivel enddgeno desses reguladores
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de crescimento.” O efeito fisioldgico depende da concenfracdo de cada regulador no
meio, sendo que cada parte da planta tem uma resposta diferente das alteracdes das

concenfracdes de auxinas e citocininas.®

Silva Balzon e Scherwinski-Pereira,® estudando a propagacdo in vitro de P.
aduncum e P. hispidinervum, verificaram que na fase de multiplicacdo os microbrotos ja
apresentavam 100% de formacdo radicular, indicando que essas espécies apresentam
potencial morfogénico para o desenvolvimento de raizes, sem a necessidade de estimulos

externos, ou seja, de reguladores de crescimento.
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Figura 2 — Influéncia de diferentes concentracdes de AIA (UML), AIB (UML) e ANA (uUML') no enraizamento in
vitro de microbrotos de P. aduncum. A) Comprimento da Parte Aérea (CPA), B) NUmero de Folhas
(NF), C) em porcentagem de enraizamento (%E) e D) Comprimento da Raiz Principal (CRP)
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No presente estudo verifica-se que a espécie P. aduncum ndo necessita de
suplementacdo do meio de cultura com a utilizagcdo de reguladores de crescimento,
para estimular tanfo a multiplicacdo quanto o enraizamento, fato observado entre
os tfratamentos que utilizaram as citocininas e as auxinas, quando comparados com o

tfratamento que ndo as utilizou.

4 CONCLUSAO

O meio de cultura contendo sais do MS € ideal para o cultivo in vitro de sementes de
P. aduncum; ndo é recomendado o uso de citocininas por promoverem o aparecimento

de calos na base dos explantes.
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