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RESUMO: Este trabalho foi realizado com o objetivo de otimizar o protocolo para enraizamento in 
vitro de Anemopaegma arvense, planta medicinal do Cerrado em risco de extinção e conhecida 
popularmente como catuaba, a qual é amplamente utilizada na medicina popular. Brotações 
cultivadas in vitro foram inoculadas em meio de cultura MS/2 liquido e MS sólido suplementado 
com diferentes concentrações de auxinas, poliaminas ou dithiothreitol (DTT). As avaliações 
foram realizadas quanto à porcentagem de enraizamento, número e comprimento das raízes. 
A presença de NAA (Ácido naftaleno acético) no meio de cultura foi essencial para promover a 
indução de raízes adventícias nas brotações. A maior porcentagem de enraizamento, 50%, foi 
obtida no tratamento 2 mg L-1 de NAA com  tempo de permanência de 15 dias nesta auxina. No 
experimento com poliaminas o melhor tratamento foi MS/2 + 5 mg L-1 de putrescina, com 27% 
de brotações enraizadas. Na presença de DTT (Dithiothreitol), 23% das brotações enraizaram 
em 0,10 mg L-1 de DTT. A presença da auxina NAA e a alternância no tempo de permanência 
foi a melhor condição para promover o enraizamento in vitro da de A. arvense.
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ABSTRACT: Study on the in vitro rooting of Anemopaegma arvense (Vell.) Stell. ex de 
Souza, a medicinal plant of the Brazilian Cerrado. This work was carried out in order to 
optimize an efficient protocol for the in vitro rooting of Anemopaegma arvense, a medicinal plant 
of the Brazilian Cerrado in danger of extinction, popularly known as Catuaba in Portuguese 
and widely used in folk medicine. Shoots cultivated in vitro were inoculated in liquid MS/2 and 
solid MS culture medium supplemented with different concentrations of auxins, polyamines or 
dithiothreitol (DTT). Evaluations were performed for the rooting percentage and for the number 
and length of roots. The presence of NAA (naphthaleneacetic acid) in the culture medium was 
essential to promote the induction of adventitious roots. Higher rooting percentage (50%) was 
obtained in the treatment with 2 mg L-1 NAA and duration of stay of 15 days in this auxin. In the 
experiment with polyamines, the best treatment was MS/2 + 5 mg L-1 putrescine with 27% of 
shoots rooted. In the presence of DTT (dithiothreitol), 23% of shoots rooted at 0.10 mg L-1 DTT. 
The presence of the auxin NAA and the alternation in length of stay was the best condition to 
promote in vitro rooting of A. arvense.

Key words: auxins, polyamines, phenolic compounds.
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INTRODUÇÃO
Anemopaegma arvense (Vell.) Stell. ex de 

Souza (Bignoniaceae), conhecida popularmente 
como catuaba, é uma planta medicinal endêmica 
do Cerrado, potencialmente útil para a indústria 
farmacêutica. Os metabólitos secundários de 
interesse desta espécie estão localizados em suas 
raízes, cuja ação é estimulante e tonificante do 
sistema nervoso central em humanos (Hoehne, 

1978). 
Atualmente a A. arvense encontra-se na lista 

de flora ameaçada de extinção do Brasil, na categoria 
vulnerável (BDT, 2002), porque toda a coleta das 
plantas no hábitat natural é realizada de maneira 
extrativista predatória não só pela população, mas 
também por laboratórios farmacêuticos, sem 
preocupação quanto à conservação. Não existem 
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até o momento programas voltados à produção de 
mudas em escala comercial para esta espécie, o 
que poderá amenizar o risco de erosão genética, 
bem como servir de subsídio para o fornecimento de 
matéria prima para a produção de medicamentos. 
Pesquisas que viabilizem a produção de plantas 
medicinais em larga escala são certamente os 
principais recursos que poderão reduzir o impacto 
da devastação da flora do Cerrado. 

Embora as sementes da espécie apresente 
tolerância a determinados tipos de estresse abiótico 
(Pereira et al., 2007) o que facilita a propagação 
por via sexuada, somente a técnica da cultura 
de tecidos é capaz de viabilizar a produção de 
milhares de mudas, em curto período e espaço físico 
reduzido, capaz de suprir a demanda de indústrias 
farmacêuticas. Além disso, o desenvolvimento de 
metodologia de produção in vitro de A. Arvense, 
com ênfase na obtenção de raízes adventícias em 
brotações desta espécie é fundamental para se 
determinar protocolo para produção de raízes in 
vitro, visando obtenção de metabolitos secundários. 
De acordo com Pereira et al 2007  a produtividade 
de raízes desta espécie  cultivadas em condição ex 
vitro é muito baixa. 

O protocolo para a propagação in vitro 
da catuaba, foi estabelecido por Pereira et al. 
(2003). Contudo, a metodologia empregada foi 
ineficiente quanto ao enraizamento. Considerando 
a necessidade da realização de ajustes neste já 
estabelecido a fim de viabilizar a produção de mudas 
de catuaba em escala comercial, objetivou-se com 
este trabalho otimizar o protocolo mais eficiente para 
o enraizamento in vitro de A. arvense. 

MATERIAL E MÉTODO
Os experimentos foram conduzidos no 

Laboratório de Biotecnologia e Plantas Medicinais 
da Universidade de Ribeirão Preto (UNAERP). 
Como fonte de explantes, foram utilizadas brotações 
com 3-4 cm, multiplicadas in vitro segundo protocolo 
estabelecido por Pereira et al. (2003). Uma exsicata 
está depositada no Herbário de Plantas Medicinais 
da Universidade de Ribeirão Preto (voucher HPMU-
791, coletada no município de Altinópolis SP em 
04/11/2003). 

Para a instalação dos experimentos, 
foram utilizadas cubetas de vidro (25x85mm) 
contendo os meios de cultura MS sólido + 30 g 
L-1 de sacarose (Murashige e Skoog, 1962) ou 
MS líquido com metade da concentração para 
macro e micronutrientes suplementada com 15 
g L-1 de sacarose. As brotações foram colocadas 
nas cubetas, que foram tampadas com tampa 
plástica e vedadas com parafilme e mantidas em 
sala de crescimento sob condições controladas 

de temperatura 26±1ºC, fotoperíodo de 16 horas e 
intensidade luminosa de 25 µmol m-2 s-1, fornecida 
por lâmpadas do tipo fluorescente branca, até o 
momento da avaliação. O pH dos meios foi ajustado 
para 5,7±0,1 antes da autoclavagem e, para os 
tratamentos em meio líquido, foram utilizados papéis 
de filtro como suporte sólido.  

Todos os experimentos foram instalados em 
delineamento experimental inteiramente casualizado 
(DIC) e todos os tratamentos constituíram-se de seis 
repetições e cinco cubetas/parcela.  As avaliações 
foram realizadas aos 30 dias (experimento 1) e 60 
dias (experimento 2 e 3), quanto à porcentagem 
de enraizamento, número e comprimento de raiz. 
Para a análise estatística dos resultados utilizou-se 
o software SISVAR® (Ferreira 2011) e os dados de 
todos os experimentos foram transformados pela 
equação               .

Efeito do tempo de permanência dos 
explantes em presença de NAA e IBA

Foram instalados dois experimentos 
diferentes utilizando o NAA e o IBA. As brotações 
foram inoculadas em meio de cultura MS/2 
líquido, suplementado com ácido naftaleno acético 
(NAA) ou ácido indol butírico (IBA), em diferentes 
concentrações, onde permaneceram por períodos de 
10, 15 e 30 dias. Posteriormente, as brotações foram 
transferidas para o mesmo meio (MS/2 liquido), 
porém sem a adição do regulador. Os explantes que 
foram cultivados em meio de cultura MS/2 líquido 
sem auxina não foram transferidos e este tratamento 
sem regulador vegetal foi considerado o controle.

Os tratamentos foram: 1) MS/2 - controle; 
2) MS/2 + 1 mg L-1 de NAA ou IBA, tempo de 
permanência 10 dias; 2) MS/2 + 1 mg L-1 de NAA 
ou IBA, tempo de permanência 15 dias; 4) MS/2 + 
1 mg L-1 de NAA ou IBA, tempo de permanência 30 
dias; 5) MS/2 + 2 mg L-1 de NAA ou IBA, tempo de 
permanência 10 dias; 6) MS/2 + 2 mg L-1 de NAA 
ou IBA, tempo de permanência 15 dias; 7) MS/2 + 
2 mg L-1 de NAA ou IBA, tempo de permanência 30 
dias; 8) MS/2 + 4 mg L-1 de NAA ou IBA, tempo de 
permanência 10 dias; 9) MS/2 + 2 mg L-1 de NAA 
ou IBA, tempo de permanência 15 dias; 10) MS/2 
+ 4 mg L-1 de NAA ou IBA, tempo de permanência 
30 dias. 

Efeito de diferentes concentrações e tipos 
de poliaminas

As brotações foram inoculadas em 
meio MS/2 líquido, suplementado diferentes 
concentrações de poliaminas e o tratamento sem 
adição do regulador vegetal, foi considerado o 
controle.

Os tratamentos foram: 1) controle - 
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MS/2; 2) 1 mg L-1 de espermina; 3) 5 mg L-1 de 
espermina; 4) 10 mg L-1 de espermina; 5) 1 mg 
L-1 de espermidina; 6) 5 mg L-1 de espermidina; 
7) 10 mg L-1 de espermidina; 8) 1 mg L-1 de 
putrescina; 9) 5 mg L-1 de putrescina; 10) 10 mg L-1 

de putrescina; 11) 1 mg L-1 de 1,3-diaminopropano; 
12) 5 mg L-1 de 1,3-diaminopropano; 13) 10 mg L-1 

de 1,3-diaminopropano.

Efeito do Dithiothreitol (DTT)
A base das brotações selecionadas para 

este experimento foram mantidas durante 1 hora em 
solução de 8 mg L-1 de ágar + 0,20 mg L-1 de NAA e, 
posteriormente, transferidas para o meio MS + 2 g 
L-1 de Fitagel®, suplementado com 0; 0,10 e 0,25 mg 
L-1 de dithiothreitol (DTT). O tratamento sem adição 
do regulador vegetal foi considerado o controle.

Os tratamentos foram: 1) controle – MS; 2) 
0,10 mg L-1 de DTT; 3) 0,25 mg L-1 de DTT.

RESULTADO E DISCUSSÃO 

Efeito do tempo de permanência das 
brotações em presença de NAA e IBA

A presença de NAA foi essencial para 
promover a indução de raízes adventícias nas 
brotações de catuaba in vitro. Nenhuma brotação 
enraizou no tratamento controle e a alternância da 
concentração da auxina e tempo de permanência, 
aumentou consideravelmente a porcentagem 
de enraizamento, o número e o comprimento 
das raízes. A suplementação do meio com 2 
mg L-1 de NAA e o tempo de permanência de 15 
dias, foi a melhor condição em que obteve-se 
48,33% de enraizamento. Quando as brotações 
permaneceram durante 30 dias em 1 mg L-1 de NAA, 
23,3% apresentaram raiz. Nos demais tratamentos, 

a porcentagem de enraizamento foi menor que 
20% (Figura 1). 

Para as brotações cultivadas na presença 
de IBA, os resultados foram diferentes e observou-
se que esta auxina foi menos efetiva e menos 
tóxica em relação ao NAA. Maior porcentagem de 
enraizamento (27%) foi obtida quando as brotações 
permaneceram durante todo o tempo na presença 
da maior concentração testada, ou seja, 30 dias 
em 4 mg L-1 de IBA. Nos outros tratamentos, a 
porcentagem de enraizamento foi menor que 25% 
(Figura 1). 

A necessidade de suplementação do 
meio de cultura com auxinas durante a etapa de 
enraizamento in vitro, tem sido relatada por vários 
autores, principalmente para plantas lenhosas. Os 
resultados obtidos neste experimento corroboram 
com a literatura e com as respostas obtidas para 
várias espécies (Bosa et al., 2003; Nodoye et al., 
2003; Souza et al., 2004; Sharma et al., 2005; Naija 
et al., 2008;  Ramanayake et al., 2008; Phelan et 
al., 2009; Soares et al., 2011; Junior & Scherwinski-
Pereira, 2012; Kataria et al., 2013).

C o n t u d o ,  o  e f e i t o  d a  a u x i n a  é 
significativamente variável entre as espécies, haja 
vista os inúmeros fatores que estão envolvidos 
no processo de enraizamento, especialmente 
o genótipo (Davis et al., 1988; Assis & Teixeira, 
1998; Souza & Pereira, 2007, Soares 2010). 
Algumas auxinas como o NAA, podem, realmente, 
apresentar um efeito tóxico mais significativo quando 
comparado ao IBA (Grattapaglia & Machado, 1998; 
Souza et al., 2004). Nesse caso, é recomendável 
que as brotações destinadas ao enraizamento in 
vitro, permaneçam apenas por alguns dias em meio 
contendo esta auxina. 

Naija et al. (2008), obtiveram 97% de brotos 
enraizados de maçã quando estes permaneceram 

FIGURA 1. Porcentagem de enraizamento de plântulas de Anemopaegma arvense em função de diferentes 
concentrações de NAA (A) e IBA (B) em diferentes tempos de permanência, aos 30 dias.
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somente cinco dias na presença de 1 mg L-1 de 
IBA, o que também pode indicar um efeito tóxico 
desta auxina para esta espécie. Estes autores 
observaram em seus estudos anatômicos, que a 
divisão celular na zona cambial ocorreu em três dias 
na presença de auxina exógena e a individualização 
dos meristemóides radiculares em cinco dias. 

O número e o comprimento das raízes 
para as brotações cultivadas na presença de NAA 
seguiram o mesmo comportamento da variável 
porcentagem de enraizamento. Quando estes 
explantes permaneceram em 2 mg L-1 de NAA 
durante 20 dias, obteve-se o maior número de 
raízes (1,3 raízes) com o maior comprimento (1,3 
cm) (Figura 2). 

Os resultados obtidos estão de acordo com 
a literatura sobre o tempo de permanência de 2, 
3 ou 4 semanas na presença de auxina exógena, 
como as condições mais adequadas para induzir o 
enraizamento in vitro em brotações (Grattapaglia e 
Machado, 1998; Souza e Pereira, 2007). 

As brotações cultivadas na presença de 
IBA emitiram o maior número de raiz no tratamento 
4 mg L-1 e tempo de permanência de 30 dias (1,21 
raízes). Nos tratamentos 1 ou 4 mg L-1 de IBA e 10 
dias de permanência e 1 mg L-1 de IBA e 15 dias 
de permanência, as brotações apresentaram 1,02 
raízes. Quando permaneceram durante 15 dias 
em 4 mg L-1 de IBA e 30 dias em 1 mg L-1 de IBA, o 
resultado foi de 1,08 raízes (Figura 3).

Para a característica comprimento de 
raiz, os resultados foram semelhantes e maior 
comprimento (1,21cm), foi obtido quando as 
brotações permaneceram durante 30 dias na 
presença de 4 mg L-1 de IBA, seguido de 1,15 

cm, quando cultivadas nas mesmas condições na 
presença de 1 mg L-1 de IBA. As raízes apresentaram 
1,0 cm quando permaneceram durante 10 ou 15 
dias na presença de 1 ou 4 mg L-1 de IBA (Figura 3).

Estes resultados obtidos com a catuaba 
são interessantes, porque para esta espécie, 
a presença constante de uma fonte externa de 
auxina, não afetou o crescimento das raízes. A 
baixa porcentagem de enraizamento não foi devido 
à permanência constante na presença de IBA, mas 
sim ao efeito menos efetivo desta auxina para esta 
espécie.

As respostas obtidas para a catuaba, 
corroboram com os resultados reportados por 
Souza et al., (2004). Os autores obtiveram melhores 
respostas para a espécie medicinal do Cerrado, 
Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae), quando 
as brotações foram cultivadas por um período de 
duas semanas na presença de NAA e concluíram 
que esta auxina pode ser utilizada em protocolos de 
micropropagação para plantas medicinais lenhosas 
(Souza et al., 2007).

Não foi observada a formação de calos na 
base nas brotações de A. arvense, para nenhum 
dos tratamentos.

	
Efeito de diferentes concentrações e tipos de 
poliaminas

O efeito das poliaminas no enraizamento 
in vitro da catuaba foi consideravelmente diferente 
quando comparado às auxinas, pois as brotações 
enraizaram em todos os tratamentos. Contudo, 
a maior porcentagem de enraizamento obtida 
foi menor que 50%. O meio MS/2 + 5 mg L-1 de 
putrescina foi o melhor tratamento com 27% 

FIGURA 2. Número e comprimento de raiz de plântulas de Anemopaegma arvense em função do tempo de 
permanência (dias) em diferentes concentrações de NAA (mg L-1), aos 30 dias.
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de enraizamento. Nos outros tratamentos, a 
porcentagem de enraizamento foi menor que 20% 
(Figura 4). Para o número e comprimento de raiz, 
não houve diferença estatística significativa entre 
tipos e concentrações das poliaminas testadas, 

assim como na interação poliaminas x concentração 
(Tabela 1).

Vários autores sugerem que há uma 
correlação entre o conteúdo endógeno de 
poliaminas e o desenvolvimento de raízes. Além 

da associação com atividades meristemáticas, a 
ação das poliaminas também pode estar relacionada 
à interação com fito-hormônios e interações 
bioquímicas inespecíficas em níveis moleculares 
com outras substâncias envolvidas no processo de 
indução de raízes (Sankhla e Upadhyaya, 1988; 
Couée et al., 2004). Estudos realizados por esses 
mesmos autores mostram que existe uma relação 
entre crescimento de raízes e conteúdo endógeno 
de espermina, espermidina, putrescina e 1,3 
diaminopropano. 

Estudos realizados com Berberis buxifolia 

Lam (Berberidaceae) envolvendo a atividade da 
peroxidase e variações  nos níveis endógenos das 
poliaminas putrescina, espermidina e espermina, 
mostraram mudanças significativas deste compostos 
no período de enraizamento, constatando que houve 
baixa concentração de poliaminas e alta atividade 
de peroxidade, durante os primeiros quatro dias do 
processo  de indução de raízes (Arena et al., 2003). 

Outro fator relevante no enraizamento é 
que o balanço total de diferentes poliaminas pode 
ser mais importante do que o uso isolado de cada 
poliamina (Couée et al., 2004; Tang et al., 2004) 

FIGURA 3. Número e comprimento de raiz de plântulas de Anemopaegma arvense em função do tempo de 
permanência (dias) em diferentes concentrações de IBA (mg L-1), aos 30 dias. 

FIGURA 4. Porcentagem de enraizamento de brotações de Anemopaegma arvense em função de diferentes 
concentrações e tipos de poliaminas em meio MS/2, aos 60 dias.
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z Médias seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade.

TABELA 1. Valores médios das variáveis de 
resposta para número (NR) e comprimento de raiz 
(CR - cm) de brotações de Anemopaegma arvense 
em função de diferentes concentrações e tipos de 
poliaminas, em meio MS/2, aos 60 dias.

Tratamento NR CR
Controle 1,06a z 1,08 a

1,3 diaminopropano 1,10 a 1,16 a

Espermina 1,07 a 1,11 a

Espermidina 1,08 a 1,10 a

Putrescina 1,11 a 1,09 a

CV(%) 10,49 13,59

Neste experimento com A. arvense, embora 
tenha sido utilizado vários tipos de poliaminas estas 
foram adicionadas ao meio de cultura isoladamente 
e em concentrações relativamente altas, o que pode 
ter influenciado negativamente na indução de raízes, 
tendo em vista que embora o enraizamento tenha 
ocorrido este foi consideravelmente baixo.  

A importância das poliaminas nos diferentes 
aspectos do desenvolvimento de raiz, incluindo 
o crescimento de raízes primárias, laterais e 
adventícias já esta bem consolidada. Entretanto 
a concentração ideal para indução de raízes é 
discrepante entre espécies variando de 0,5 mg L-1 
a 50 mg L-1 (Lee 1997; Hummel et al., 2002; Couée 
et al., 2004; Yang et al., 2010). Isto representa 
um desafio para o estabelecimento de dosagens 
adequadas para o enraizamento in vitro. Outro fator 
importante a ser considerado além da concentração, 
é que para espécies recalcitrantes a associação de 
poliaminas e auxinas pode ser necessário (Tonon 
et al , 2001).

Efeito do Efeito do Dithiothreitol (DTT)
Assim como as outras substâncias, o DTT 

promoveu o enraizamento in vitro da catuaba. Aos 60 
dias, a maior porcentagem de enraizamento (37%) 
foi obtida em 0,10 mg L-1 de DTT. Na concentração 
de 0,25 mg L-1, o valor foi 17% e no tratamento 
controle, 6,7% (Figura 5). Mas também não houve 
diferença estatística entre as concentrações de DTT 
testadas para o número e o comprimento de raiz de 
A. arvense e o valor médio foi uma raiz com 1,0 cm, 
aproximadamente.

A ação dos compostos fenólicos na indução 
de raízes adventícias está relacionada a sua ação 
como co-fatores de enraizamento. Esses co-fatores 
agem como indutor das auxinas estimulando 
sua síntese e aumentando sua liberação, mas 
podem atuar também, como protetores de auxinas 
endógenas, servindo de substrato alternativo 
para a IAA-oxidase (Aloufa, 2003; Grattapaglia & 
Machado, 1998; Assis & Teixeira, 1998, McCown, 
1988). Quando agem como protetores de auxinas, 
os polímeros de ortho-dihydroxyphenois, específicos 
(co-fatores de enraizamento), são produzidos 
nas folhas e brotos e translocados à região 
de enraizamento, onde, junto com auxinas e 
polifenoloxidases, dão origem a um complexo 
estimulador de enraizamento que conduz à iniciação 
e crescimento do primórdio radicial (Aloufa, 2003).

O composto dithiothreitol (DTT) tem se 
mostrado efetivo para algumas espécies que 
apresentam dificuldade de enraizamento (Auderset 
et al., 1997; Vasar & Svensson, 2005; Biondo et 
al., 2004). Essas substâncias geralmente são 
empregadas quando o interesse é a eliminação 
de espécies reativas de oxigênio e a neutralização 
de oxidantes extracelulares (Murina et al., 2005). 
Quando Vasar e Svensson (2005), testaram o 

FIGURA 5. Porcentagem de enraizamento de plântulas de Anemopaegma arvense em função de diferentes 
concentrações de dithiothreitol (DTT) aos 60 dias.
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efeito de DTT juntamente com outros antioxidantes 
na formação de raiz e morfologia de plantas 
micropropagadas de Prunus avium L. (Rosaceae), 
cultivar Stella e Va, observaram o DTT e os outros 
antioxidantes, mostraram influência positiva na 
morfologia das raízes somente para a cultivar Stella. 
Contudo, quando Biondo et al., (2004), estudaram o 
efeito do DTT no enraizamento in vitro de Mandevilla 
illustris (Vell.) Woodson (Apocynaceae), observaram 
que diferentemente dos resultados obtidos neste 
estudo com a catuaba, o DTT, não foi eficiente para 
promover o enraizamento.

De acordo com os resultados obtidos neste 
trabalho, pode-se concluir que a espécie A. arvense 
comporta-se de maneira diferente quanto à indução 
de raízes adventícias in vitro, quando submetidas à 
ação de substâncias empregadas para tal finalidade 
em estudos de cultura de tecidos. 

Nos experimentos em que se utilizou 
poliaminas, pode ser que a alta taxa da peroxidase 
tenha afetado os níveis endógenos nas brotações 
e, a suplementação com poliaminas exógenas não 
tenha sido suficiente para induzir o enraizamento, 
uma vez que estas foram testadas separadamente. 
Contudo, para que se obtenha o maior número de 
brotações enraizadas, maior número e comprimento 
de raiz, as brotações de A. arvense, devem 
permanecer durante 20 dias, na concentração de 
2 mg L-1 de NAA.

As plantas produzidas in vitro foram 
aclimatizadas com taxa de sobrevivência aproximada 
de 60%.  
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