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RESUMO

Estudou-se a influéncia da consisténcia do meio de cultura so-
bre a organogénese de apices meristematicos de batata nas etapas de
isolamento e multiplicacdo in vitro, das cultivares Baronesa, Eliza e
Pérola. Para o cultivo utilizaram-se tubos de ensaio (20 x 150 mm)
contendo 5 ml de meio de cultura de isolamento (sais de MS, 30g.L-
"'sacarose, 1,0 mg.L"' BAP, 0,0lmg.L"' ANA, 0,1 mg.L"' AG,) de
consisténcia semi-solida (6g.L' de agar) ou liquida. Ao meio de cul-
tura semi-solido acrescentou-se ainda 300 mg.L"! de carvao ativado.
Como suporte dos meristemas em meio liquido, foram introduzidas
fitas de papel filtro em forma de “U” invertido. Apds 30 dias em
meio de isolamento, os meristemas diferenciados foram transferi-
dos para meio de multiplicagdo (sais de MS, 1,0 mg.L"' de tiamina,
5,0 mg.L" de 4cido pantoténico, 0,25 mg.L"' de AG, e 20 g.L"' de
sacarose) semi-solido e liquido, onde permaneceram por mais 21
dias. O desenvolvimento dos meristemas em meio de multiplicag@o
de consisténcia liquida proporcionou brotagdes com altura, pelo me-
nos, quatro vezes superior aquelas desenvolvidas em meio semi-
solido. A taxa de multiplicagdo obtida em meio liquido foi 1,6 e 3,6
vezes superior ao meio semi-solido quando os meristemas diferen-
ciaram-se em meio de isolamento liquido e semi-solido, respectiva-
mente. Houve formacgao indesejavel de calo na base dos meristemas
desenvolvidos em meio de isolamento liquido, o que proporcionou
maior nimero de brotagdes regeneradas nestes meristemas. A dife-
rencia¢do de meristemas de batata em meio de isolamento semi-
solido por 30 dias, seguida do cultivo em meio liquido sob agitacdo
por mais 21 dias, promove melhoria nas taxas de crescimento e
multiplicagdo dos meristemas.
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ABSTRACT

Organogenesis of potato meristem tips on the in vitro isolation
and multiplication media

The effect of the culture media consistency on the organogenesis
of potato meristem tips was evaluated on the in vitro isolation and
multiplication stages from cultivars Baronesa, Eliza and Perola. The
meristems were inoculated in liquid and semi-solid consistency
isolation culture media. Meristems were cultivated in test tubes (20
x 150 mm) containing 5 ml semi-solid (6g L' agar) and liquid culture
media (MS salts, 30g L' sucrose, 1.0 mg L' BA, 0.0lmg L' NAA,
0.1 mg L' GA,)). To the semi-solid media we added 300 mg L' of
activated charcoal. As support for the meristems in liquid medium
inverted “U” ribbon papers were used. After 30 days in the isolation
medium, the differentiated meristems were transferred to liquid and
semi-solid multiplication medium (MS salts, thiamine 1.0 mg L,
panthotenic acid 5.0 mg L', GA, 0.25 mg L' and sucrose 20 g L")
where they remained for a further 21 days. Meristem inoculation in
the liquid multiplication medium presented at least four times higher
shoots than those formed in semi-solid medium. The multiplication
rate obtained in liquid culture medium was 1.6 and 3.6 times higher
than in semi-solid medium when the meristems were differentiated
in liquid and semi-solid media, respectively. Undesirable callus
formation was observed on the basis of meristems developed in liquid
medium, providing larger number of regenerated shoots from these
meristems. The differentiation of potato meristems in semi-solid
culture medium for 30 days followed by the cultivation in liquid
media under agitation for 21 days, improved the growth and
multiplication rates of potato meristems.

Keywords: Solanum tuberosum, micropropagation, liquid medium.
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batata (Solanum tuberosum L.)

cupa a quarta posi¢do entre as
principais culturas produzidas mundial-
mente, superadada apenas pelo trigo,
arroz ¢ milho. No Brasil, é uma das
oleraceas de maior importancia com
area plantada em torno de 182.000 hec-
tares e produgdo de aproximadamente
2,7 milhdes de toneladas. A cultura apre-
senta maior destaque nas regides Sul
(PR, SC e RS) e Sudeste (SP e MG) em
virtude, principalmente, das condigdes
edafoclimaticas mais propicias para seu
desenvolvimento (Hirano, 1998;
Camargo Filho, 2001; Choer, 2003).
Atualmente, estima-se que a cultura gera
cerca de 250 mil empregos diretos.
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Comercialmente a propagagdo da
batata ¢ feita a partir de tubérculos-se-
mente. Se por um lado este tipo de mul-
tiplicag@o apresenta vantagens por per-
mitir a obten¢do de material idéntico
aquele que lhe deu origem, por outro
lado, a wutilizagdo de material
propagativo por repetidos ciclos pode
causar acimulo de doengas, especial-
mente as virdticas, provocando uma
degenerescéncia na cultura com prejui-
zos diretos sobre a produtividade. Por-
tanto, a utilizagdo de material de alta
qualidade genética e fitossanitaria cons-
titui-se como requisito indispensavel
para a melhora no desenvolvimento da
cadeia produtiva da batata (Assis, 1999;

Lopes ¢ Reifschneider, 1999; Pereira et
al., 2001; Fortes e Pereira, 2003).

A técnica de cultivar tecidos de plan-
tas in vitro tem servido como ferramen-
ta em diversas areas da agricultura. Par-
ticularmente para a cultura da batata,
esta técnica € utilizada na obtengdo e
multiplicagdo de clones isentos de
patdgenos, com atencdo especial as vi-
roses. A cultura de meristema ¢ a pri-
meira etapa na produ¢do de material
propagativo de alta qualidade. Os prin-
cipais inconvenientes desta fase sdo a
possibilidade de ocorrer contaminagao
e a demora na diferenciacdo do tecido
meristematico em meio de cultura (For-
tes e Pereira, 2003; Pereira ef al., 2003).
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Isto se deve ao fato de que os explantes
utilizados s@o de tamanho pequeno (0,1
mm) e, por isso, apresentam dificulda-
des de sobreviver e se desenvolver in
vitro. No processo normal de isolamen-
to, a etapa de diferenciagdo dos
meristemas varia de 45 a 60 dias, de-
pendendo da cultivar. Apos este perio-
do, o material diferenciado ¢ transferi-
do para meio de multiplicagdo onde per-
manece por, geralmente, mais 30 dias
(Conceigao et al., 1999). Portanto, a
otimizacdo desta fase representa fator
fundamental no processo de produgao
de material pré-basico (Fortes e Perei-
ra, 2003).

Embora existam trabalhos relaciona-
dos a melhoria do desenvolvimento e
crescimento de meristemas, poucos sao
os estudos que relacionam a influéncia
de aspectos fisicos do meio de cultura
sobre a diferenciagdo, crescimento e
desenvolvimento do material vegetal
(Pereira e Fortes, 2003). Neste contex-
to, o trabalho objetivou estudar a in-
fluéncia da consisténcia do meio de cul-
tura de isolamento e multiplicagdo, so-
bre o crescimento e desenvolvimento de
meristemas de batata, cultivares Baro-
nesa, Eliza e Pérola.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na
Embrapa Clima Temperado, Pelotas
(RS). Tubérculos pré-basicos de batata
das cultivares Baronesa, Eliza ¢ Pérola,
mantidos por seis meses a temperatura
de 4+1°C, foram plantados em sacos de
polietileno, contendo substrato forma-
do por terra de mato esterilizada e man-
tidos em casa-de-vegetacdo para estimu-
lar a brotacdo. Apoés, aproximadamen-
te, 20 dias do plantio dos tubérculos,
brotagdes apicais de 8 a 10 cm de com-
primento foram coletadas, desfolhadas
¢ levadas para o laboratdrio, onde fo-
ram separadas em gemas individuais e
submetidas a desinfestag@o por imersao
em alcool 70% (v/v) durante 10 segun-
dos, seguido de 15 minutos em solugdo
de hipoclorito de sodio 1% (v/v), na qual
se adicionou o surfactante Tween-20
0,1% (v/v). Em camara de fluxo laminar,
foram realizados trés enxagiies conse-
cutivos do material vegetal em agua
destilada esterilizada. Em seguida, com
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o0 auxilio de microscopio estereoscopio,
extrairam-se os meristemas sendo estes
colocados individualmente em tubos de
ensaio (20 x 150 mm) contendo 5 ml de
meio de cultura de isolamento.

Os meristemas das cultivares Baro-
nesa, Eliza e Pérola foram colocados
para diferenciacdo em meios de isola-
mento de consisténcia liquida e semi-
solida. O experimento seguiu um arranjo
fatorial 2 x 3, sendo testados dois tipos
de meio de isolamento, quanto a natu-
reza fisica (liquido e semi-s6lido) e trés
cultivares de batata (Baronesa, Eliza e
Pérola), totalizando seis tratamentos. Os
tratamentos foram dispostos em deline-
amento de blocos casualizados com sete
repeti¢des. Cada parcela foi formada por
seis tubos de ensaio, contendo um
meristema/tubo.

O meio de cultura de isolamento foi
constituido pelos sais ¢ vitaminas de MS
(Murashige e Skoog, 1962), acrescido
de sacarose (30 g L"), mio-inositol (100
mg L) e os reguladores de crescimen-
to: benzilaminopurina (BAP) (1,0 mg L),
acido naftalenoacético (ANA) (0,01 mg
L") e 4cido giberélico (AG,) (0,1 mg L")
(Resende e Paiva, 1985). Ao meio de
cultura semi-solido acrescentou-se 6 g
L' de agar, além de carvao ativado (300
mg L1). No meio de consisténcia liqui-
da os meristemas desenvolveram-se so-
bre pontes de papel-filtro (10 x 100mm)
em forma de “U” invertido, introduzidas
em cada tubo de ensaio previamente a
autoclavagem dos meios.

Nos primeiros dois dias de cultivo,
os tratamentos foram mantidos no es-
curo para minimizar possiveis proble-
mas de oxidac¢ao dos meristemas. Pos-
teriormente, foram incubados a tempe-
ratura de 25+2°C, fotoperiodo de 16
horas e radia¢do de 35 mmol m?s™!, onde
permaneceram por 30 dias. Ao final des-
te periodo, avaliou-se a influéncia da
consisténcia do meio de isolamento so-
bre a diferenciacdo (modifica¢des vi-
suais ocorridas durante o desenvolvi-
mento dos apices meristematicos no pe-
riodo de cultivo), crescimento (altura)
e formag@o de calo (presenga ou ausén-
cia) nos meristemas.

Os meristemas diferenciados foram
entdo transferidos para meio de multi-
plicag@o (sais de MS, 1,0 mg L' de
tiamina, 5,0 mg L' de acido pantoténico,

0,25 mg L' de AG, e 20 g L' de
sacarose) (Pereira e Fortes, 2003) de
consisténcia semi-solida e liquida onde
permaneceram por mais 21 dias.

Este ensaio, seguiu um esquema
fatorial 2 x 2 x 3, sendo testados dois
tipos de meio de multiplicagdo, quanto
anatureza fisica (liquido e semi-so6lido),
meristemas de duas origens (diferencia-
dos em meio de isolamento liquido ou
semi-solido) e trés cultivares de batata
(Baronesa, Eliza e Pérola), num total de
12 tratamentos. O delineamento expe-
rimental foi inteiramente ao acaso com
cinco repetigdes por tratamento. Cada
parcela foi composta por um erlenmeyer
contendo quatro meristemas.

Para os ensaios de multiplicagdo,
utilizaram-se frascos erlenmeyer de 250
ml com 40 ml de meio de cultura para
os experimentos onde os explantes se
desenvolveram em meio sélido e 15 ml
de meio quando os explantes se desen-
volveram em meio liquido sob agitacdo
(80-90 rpm), em mesa agitadora do tipo
orbital.

Para ambos experimentos (diferen-
ciagdo e multiplicagdo) o pH dos meios
de cultura foi ajustado para 5,8+0,1 an-
tes da autoclavagem, realizada por 15
minutos a 121°C e sob 1,5 atm de pres-
sdo.

As variaveis avaliadas foram: forma-
¢do de calo, altura de brotacdes (avalia-
da medindo-se a por¢do compreendida
entre a regido do colo e a inser¢do da
ultima folha) e taxa de multiplicag@o do
material vegetal (obtida através da con-
tagem do numero de gemas formadas
ao final do periodo de cultivo, excluin-
do-se a apical).

Nos experimentos de multiplicacdo,
os cultivos foram mantidos em sala de
crescimento a temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16 horas e radiagdo lu-
minosa de 35 mmol m? s, fornecida
por lampadas fluorescentes brancas frias
(Sylvania, 40w).

Os dados foram submetidos a anali-
se de varidncia fazendo-se a compara-
¢do das médias pelo Teste de Duncan
(p £ 5%). Os dados expressos em per-
centagem (x) foram transformados se-
gundo arco seno +/x/100. Os dados refe-
rentes a taxa de multiplicagdo (x) foram
transformados segundo /x +0,5. Os da-
dos sobre altura de brotagdes nao foram

Hortic. bras., v. 22, n. 2, abr.-jun. 2004



Organogénese de apices meristematicos de batata em meios de isolamento e multiplicagdo in vitro

99.6 aA

Formacgéo de calo (%)

67,3 aB

Baronesa

Pérola
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B Meio de isolamento semi-sélido ElMeio de isolamento liquido

Meédias seguidas por letras distintas, minusculas na vertical ¢ maiusculas na
horizontal, diferem entre si pelo teste Duncan a 5% de probabilidade. C.V. 27,4%

Figura 1. Formacgao de calo em meristemas de batata em fung@o da consisténcia do meio de
isolamento, apds 30 dias de cultivo. Pelotas, Embrapa Clima Temperado, 2001.

transformados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbés 30 dias de permanéncia em
meio de isolamento, ndo foi possivel
detectar diferenca na diferenciagdo e
crescimento dos meristemas, embora
todos tivessem diferenciado, indepen-
dente da cultivar e consisténcia do meio
de cultura de isolamento utilizado. En-
tretanto, o principal aspecto verificado
ao final do periodo de diferenciac@o dos
meristemas foi a forte calosidade obser-
vada quando os explantes foram culti-
vados em meio de isolamento de con-
sisténcia liquida (Figura 1). Em meio
liquido, 99,6% dos meristemas da cul-
tivar Baronesa apresentaram formagao
de calo. Esta porcentagem foi significa-
tivamente superior aquela observada
para as cultivares Pérola e Eliza, que ti-
veram, respectivamente, 67,3% e 57,6%
dos meristemas apresentando calo. Em
meio de isolamento de consisténcia
semi-solida somente cerca de 0,4% dos
meristemas apresentaram a formagao de
calo, independentemente da cultivar tes-
tada, ao final dos 30 dias em que per-
maneceram sob diferenciagio.

Na cultura de tecidos, a formagao de
calo em explantes, quando de forma ndo
proposital, ¢ indesejavel pois a regene-
ragdo de brotagdes a partir de calos pode
resultar em plantas com variagdes ge-
néticas (Skirvin et al., 1993).
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Conceitualmente, calo é um tecido
formado pela intensa e desordenada di-
visdo das células do explante, geralmen-
te em conseqiiéncia de seu cultivo em
meio com altas concentragdes de auxina
(Mantell et al., 1994). Portanto, entre as
razdes que poderiam explicar a
calogénese nos meristemas de batata,
quando cultivados em meio de isola-
mento liquido, estariam a consisténcia
e a presenga de auxina (ANA) como
constituinte do meio de cultura. Meios
liquidos proporcionam menor resistén-
cia a difusdo dos nutrientes quando com-
parados aos meios semi-solidos e, por-
tanto, melhoram o contato do explante
com os constituintes do meio. Neste
caso, supde-se que a consisténcia tenha
facilitado a a¢do da auxina sobre o ma-
terial vegetal (Pereira e Fortes, 2003).
Além disso, pela capacidade de reter
concentragdes  excessivas de
fitorreguladores e compostos toxicos
(Grattapaglia e Machado, 1998), o car-
vao ativado também poderia ser consi-
derado como um dos fatores responsa-
veis pela baixa calogénese observada
nos meristemas desenvolvidos em meio
de isolamento semi-solido. Contudo, por
nao terem sido realizados ajustes no
meio de isolamento, ndo se pode afir-
mar que a simples remocdo do ANA do
meio de diferenciagdo eliminaria os pro-
blemas de calogénese dos explantes.
Isso deve-se ao fato de que a sensibili-
dade das células de um tecido a forma-

¢do de calo pode envolver outros fato-
res, tais como a atuag@o de um regula-
dor de crescimento sobre o outro, ini-
bindo ou aumentando a resposta, além
do estadio de desenvolvimento e condi-
¢oes fisiologicas do explante (Skirvin et
al., 1993). Ressalta-se que o uso de
ANA, juntamente com os demais cons-
tituintes do meio, apresenta importante
papel na diferencia¢do por promover o
crescimento do tecido meristematico.

Embora a consisténcia do meio de
isolamento tenha influenciado a forma-
¢d0 de calo nos meristemas, fato este
indesejavel pela possibilidade de ocor-
rer variagdo genética no material em
questdo, era de se esperar posteriormen-
te, em meio de multiplicagdo, um maior
numero de brotagdes regeneradas a par-
tir dos calos formados, baseado na teo-
ria da totipoténcia celular. Entretanto,
somente a cultivar Baronesa apresentou
um numero significativamente maior de
brotagdes formadas, apds 30 dias de
cultivo em meio de multiplicagdo. Para
esta cultivar, cada meristema diferencia-
do em meio liquido formou em média
1,4 brotag¢do. Nos demais tratamentos,
nao foram observadas diferencas signi-
ficativas quanto ao numero de brotagdes
regeneradas, mesmo para os meristemas
diferenciados em meio de cultura liqui-
do (Tabela 1).

Se a diferenciagcdo em meio de cul-
tura liquido foi prejudicial ao desenvol-
vimento dos meristemas, de maneira
geral, a etapa posterior de multiplica-
¢ao dos explantes neste meio foi o tra-
tamento que proporcionou os melhores
resultados para as varidveis estudadas,
independente da consisténcia do meio
de isolamento em que os meristemas
foram diferenciados. Nas trés cultiva-
res testadas verificou-se que as
brotagdes apresentaram altura significa-
tivamente superior em meio de multi-
plicagdo de consisténcia liquida quan-
do comparadas aquelas desenvolvidas
em meio semi-solido (Figura 2). Mes-
mo apresentando brotagdes significati-
vamente menores do que as outras cul-
tivares em meio liquido, a cultivar Pé-
rola apresentou brotagdes com altura
pelo menos quatro vezes superior aque-
las desenvolvidas em meio semi-sélido.
As cultivares Baronesa e Eliza apresen-
taram respostas ainda melhores as ob-
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Tabela 1. Numero de brotagdes regeneradas e taxa de multiplicacao obtida de meristemas de batata em meio de multiplicaco, cvs. Baronesa,
Eliza e Pérola, em fungdo da consisténcia do meio de isolamento (MI), apds 21 dias de cultivo. Pelotas, Embrapa Clima Temperado, 2001.

Numero de brotacées

Taxa de multiplicagdao

Consisténcia do meio de isolamento

Baronesa Eliza Pérola Baronesa Eliza Pérola
Ml liquido 1,4aA 1,0aB 1,1aB 6,9aA 6,9aA 4,0aB
MI semi-solido 1,0bA 1,0aA 1,1aA 4,6bB 6,0aA 4,2aB
C.V. (%) 55 12,0

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na vertical e maitsculas na horizontal, diferem entre si pelo teste Duncan em 5% de

probabilidade.

servadas pela cultivar Pérola. Assim, em
meio de multiplicac@o liquido, a altura
média das brotagdes das cultivares Ba-
ronesa ¢ Eliza atingiu 6,6 ¢ 5,8 cm, sig-
nificativamente superiores as brotagdes
crescidas sob meio semi-solido que
apresentaram altura de 0,4 ¢ 0,9 cm, res-
pectivamente, apds 30 dias de cultivo
(Figura 2).

Para taxa de multiplica¢do, somente
foi observada interagdo significativa en-
tre cultivar x consisténcia do meio de
diferenciacdo e consisténcia do meio de
diferenciagdo x consisténcia do meio de
multiplicagdo. No primeiro caso, verifi-
cou-se que, independentemente da con-
sisténcia do meio de multiplicacdo utili-
zado, a taxa de multiplicagdo ndo apre-
sentou diferencas significativas entre os
meristemas diferenciados em meio de
isolamento de consisténcia liquida ou
semi-solida, com excecdo da cultivar
Baronesa, onde os meristemas diferen-
ciados em meio de isolamento liquido
proporcionaram taxa de multiplicagdo
superior aqueles meristemas diferencia-
dos em meio semi-solido (Tabela 1). Este
fato pode ser explicado pelo numero de
brotacdes crescidas destes meristemas,
visto que, na coleta dos dados, cada
meristema foi avaliado como uma uni-
dade de observacéo, nao sendo levado em
considera¢do o niimero de brotagdes di-
ferenciadas em cada explante.

Entre as cultivares, também se ob-
servou diferencas significativas para a
taxa de multiplicacdo. Meristemas das
cultivares Baronesa e Eliza diferencia-
dos em meio de isolamento liquido ndo
diferiram entre si, mas apresentaram ta-
xas de multiplicagdo significativamen-
te superiores quando comparadas a da
cultivar Pérola. Nos meristemas diferen-
ciados em meio semi-s6lido, a maior
taxa de multiplicagdo verificada entre as
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] 6,6 aA

Altura de brotagdes (cm)

Baronesa

Eliza
Cultivar
B Meio de multiplicagdo semi-sélido ElMeio de multiplicagéo liquido

Meédias seguidas por letras distintas, minusculas na vertical e maitsculas na hori-
zontal, diferem entre si pelo teste Duncan em 5% de probabilidade. C.V. 51,4%.

Pérola

Figura 2. Altura de brotagdes regeneradas a partir de meristema em meio de multiplicag@o
de consisténcia semi-solida ou liquida, apés 21 dias de cultivo. Pelotas, Embrapa Clima

Temperado, 2001.

Tabela 2. Taxa de multiplicag¢@o obtida de meristemas de batata em funcdo da consisténcia
dos meios de cultura de isolamento (MI) e multiplicacdo (MM), apds 21 dias de cultivo.

Pelotas, Embrapa Clima Temperado, 2001.

Consisténcia do meio de

Taxa de multiplicagdao

isolamento MM semi-sélido MM liquido
Ml liquido 4,6aB 7,4aA
MI semi-soélido 2,3bB 8,4aA

C.V. (%)

12,0

Meédias seguidas por letras distintas, mintsculas na vertical e maiusculas na horizontal, dife-
rem entre si pelo teste Duncan a 5% de probabilidade.

cultivares foi para a Eliza (Tabela 1).

No segundo caso, quando foi ava-
liada a taxa de multiplicagdo em fungao
da interacdo consisténcia do meio de
isolamento x consisténcia do meio de
multiplicagdo, verifica-se que qualquer
que tenha sido a consisténcia do meio
de isolamento utilizado para a diferen-
ciagdo dos meristemas, os melhores re-
sultados para taxa de multiplicagdo do
material vegetal foram observados

quando os meristemas foram cultivados
em meio de multiplicagdo de consistén-
cia liquida (Tabela 2). Assim, indepen-
dentemente do genotipo testado,
meristemas diferenciados em meio de
isolamento semi-sélido apresentaram
em meio de multiplicagdo semi-solido
e liquido taxas médias de multiplicagdo
de 2,3 e 8,4, respectivamente. Quando
os meristemas diferenciaram-se em
meio de isolamento de consisténcia li-
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quida, as taxas de multiplicagdo obser-
vadas em meio de multiplicagdo de con-
sisténcia semi-so6lida e liquida foram de
4,6 e 7,4, respectivamente. Estes resul-
tados sugerem que os meristemas po-
deriam ser inicialmente diferenciados
em meio semi-solido com posterior cul-
tivo em meio de multiplicagdo de con-
sisténcia liquida, evitando-se, assim, os
problemas de formagao de calo inicial-
mente observados.

O uso de meio liquido na cultura da
batata levou a uma diminui¢do no tem-
po de crescimento e desenvolvimento
dos meristemas quando comparado ao
processo normal, demonstrando ser uma
importante metodologia a ser emprega-
da para a multiplicagdo desta espécie in
vitro. As etapas de isolamento e multi-
plicacdo foram realizadas em 51 dias,
observando-se elevada taxa de multipli-
cacdo do material quando cultivados em
meio liquido.

A diferenciagdo de meristemas de
batata em meio de isolamento semi-so-
lido por 30 dias, seguido do cultivo em
meio liquido sob agitacdo por mais 21
dias, promove melhoria nas taxas de
crescimento ¢ multiplicagdo dos

meristemas.
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