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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das épocas de coleta e de fitoreguladores sobre a propagagao in vitro
da citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt). Os explantes foram coletados em cada uma das esta¢des do ano e
inoculados em meio de cultura MS acrescido de concentragdes de AIB (0,0; 0,1; 0,2 e 0,3 mg dm™) e BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0
mg dm™) combinadas e isoladas entre si. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Ao final de 30 dias foram
avaliadas as variaveis: altura, nimero de brotacdes, formagé&o de calo e oxidagdo. A maior taxa de brotag&o foi obtida a partir
dos explantes coletados no verdo (2,87 brotos por explante), sendo a concentragéo ideal 1,73 mg dm™ de BAP ao meio de
cultura, e auséncia de oxidagdo nesta condigdo. A altura dos explantes somente apresentou resultados significativos com
explantes obtidos no inverno. Para os materiais obtidos no outono, inverno e ver&o ocorreu formagéo de calo, sendo que nos
de verdo houve também um aumento no nimero de brotages por explante. A oxidacéo se deu de forma mais intensa nos
explantes coletados na primavera.

Palavras-chave: Cymbopogon winterianus Jowitt; sazonalidade; micropropagagao.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the seasonally and phytoregulators about the propagation in
vitro of Java citronella. The explants were collected in each season of the year and inoculated in MS medium in addition to
concentrations of IBA (0,0; 0,1; 0,2 e 0,3 mg dm'3) and BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg dm'3) combined and isolated among
oneself. The present study was completely randomized design. At the end of 30 days the following parameters had been
evaluated: height, number of shootings, formation of callus and oxidation. The higher multiplication was obtained in explants
were collected during the summer (2.87 shootings) being ideal concentration 1.73 mg dm™ of BAP in the medium culture and
absence of oxidation in explants collected in this season. The height only presented significant results in explants were
collected during the winter. It had formation of callus either in explants were collected during the autumn or in the winter and in
the summer. But in the explants were collected during the summer it had a concomitant increase in the number of shootings.
The oxidation was higher in the explants were collected during the spring.

Key-words: Cymbopogon winterianus Jowitt; seasons; micropropagation.
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INTRODUCAO

A citronela de Java (Cymbopogon
winterianus Jowitt) € uma graminea aromatica de
grande valor econémico devido ao seu Oleo
essencial e também a sua propriedade repelente
contra insetos. Normalmente a citronela floresce
na Regido Sul do Brasil durante os meses da
primavera e inicio do verdo, porém ndo d&
sementes viaveis (Castro & Chemale, 1995). Deste
modo a propagagdo da citronela é realizada pela
divisdo de touceiras (Blank et al., 2004), sendo que
este método apresenta a desvantagem da
contaminagdo das mudas, que se da
principalmente por fusariose.

Uma alternativa que vem se tornando
eficiente e viavel é a utilizagdo da técnica de
micropropagacgdo, podendo ser empregada ndo s6
na producao de mudas sadias, mas também para
a producdo de novos gen6tipos com resisténcia a
fusariose (Araujo et al., 2008). Além disso, esta
técnica ja tem apresentado resultados excelentes
no que se refere a propagagdo de espécies
medicinais, aromaéticas, condimentares,
ornamentais e inclusive florestais.

De modo geral, o crescimento e
desenvolvimento das plantas é fortemente
influenciado por condi¢cBes climaticas como
pluviosidade, temperatura e fotoperiodo. Ao
elaborar um protocolo de multiplicagdo e
regeneragdo de citronela in vitro, Zigiotto (2004)
percebeu que a espécie apresenta dificuldades de
propagacao em alguns periodos do ano.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito das épocas de coleta dos explantes
e de fitoreguladores (AlB-acido indolilbutirico e
BAP-benzilaminopurina), em diferentes
concentragbes sobre a micropropagacdo da
citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Cultura de Tecidos da UNIOESTE- Campus de
Marechal Candido Rondon, PR. Foram conduzidos
4 experimentos durante o ano de 2005, um em cada
estacdo do ano, sendo todos realizados geralmente
na metade de cada estagdo (maio/2005,
agosto/2005, outubro/2005, janeiro/2006). O
material vegetal utilizado foi obtido na Fazenda Sé&o
Roque, situada na zona rural do municipio de
Marechal Candido Rondon-PR.

O explante utilizado foi a gema apical com
aproximadamente 1 cm de comprimento e a
assepsia dos explantes foi realizada baseando-se
na metodologia adotada por Zigiotto (2004) para a
citronela de Java, onde, os explantes ja extraidos
foram colocados em solugdo de agua destilada com
algumas gotas de Tween 80. Em seguida procedeu-
se a imersdo dos explantes em hipoclorito de sodio
2,5% durante 10 min e neste momento os explantes
foram levados para a capela de fluxo laminar, onde
se procedeu o restante da assepsia. Os explantes
foram imersos em &lcool 70%, durante 5 min e
posteriormente em hipoclorito de sédio 2,5%,
durante 30 min e por fim houve a imers@o em alcool
70%, durante 3 min. Apds estes procedimentos
realizou-se a triplice lavagem em &gua destilada e
autoclavada. Terminado o processo de assepsia
dentro da camara de fluxo laminar, os explantes
foram mantidos imersos em &gua destilada e
autoclavada enquanto a inoculagéo foi realizada.

O meio de cultura utilizado foi o MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 g dm™
de sacarose, 7 g dm™ de agar, sendo o pH do meio
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120 °C
durante 20 min. Ao meio de cultura foram
adicionadas as diferentes concentracdo de AIB
(acido indolilbutirico) e BAP (benzilaminopurina)
combinadas ou n&o, conforme a Tabela 1.

TABELA 1 — Tratamentos utilizados para regeneracao de gemas apicais de citronela de Java (Cymbopogon
winterianus Jowitt) em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com diferentes combinagdes de AIB
(acido indolilbutirico) e BAP (benzilaminopurina).

Tratamentos Concentragdes (mg dm™®) Tratamentos Concentragdes (mg dm™®)
T1 0,0 AIB X 0,0 BAP T9 0,2 AIB X 0,0 BAP
T2 0,0 AIB X 1,0 BAP T10 0,2 AIB X 1,0 BAP
T3 0,0 AIB X 2,0 BAP T11 0,2 AIB X 2,0 BAP
T4 0,0 AIB X 3,0 BAP T12 0,2 AIB X 3,0 BAP
T5 0,1 AIB X 0,0 BAP T13 0,3 AIB X 0,0 BAP
T6 0,1 AIB X 1,0 BAP T14 0,3 AIB X 1,0 BAP
T7 0,1 AIB X 2,0 BAP T15 0,3 AIB X 2,0 BAP
T8 0,1 AIB X 3,0 BAP T16 0,3 AIB X 3,0 BAP

A inoculacao foi realizada em camara de
fluxo laminar, previamente esterilizada com élcool
70%. Os frascos utilizados neste estudo eram de

vidro, com tampa plastica. Em cada frasco foi
despejado 30 cm® de meio de cultura antes da
autoclavagem. No momento da inoculagdo, cada
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frasco recebeu um explante. Posteriormente, 0s
frascos foram levados para a sala de crescimento
com temperatura de 26 °C, onde permaneceram no
escuro total durante 15 dias, a fim de se evitar a
oxidacdo e estresse dos explantes, pois nas
plantas, estes ndo estavam expostos a luz. Apés o
periodo de 15 dias no escuro, os explantes foram
expostos a luz (fotoperiodo 16 h claro e 8 h escuro),
dando inicio a fase de multiplicagédo, que seguiu por
mais 15 dias na mesma temperatura, onde ao final
foi realizada a avaliacdo dos explantes, com 30 dias
apo6s a inoculacéo (DAI).

Foram avaliadas as variaveis: altura média
dos explantes, nimero de brotos por explante,
porcentagem de oxidag@o e presenca de calo. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial (4x4) sendo 4
concentragdes de AIB e 4 concentragcdes de BAP

com 8 repeticbes por tratamento, sendo um
explante por tratamento, totalizando 16 tratamentos.
Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Utilizou-se
também andlise de regressdo para as variaveis
avaliadas em fungdo das concentracdes de
fitoreguladores adicionadas ao meio de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Altura dos explantes

Em relagdo a variavel altura média dos
explantes, somente houve efeito significativo para
os explantes coletados no inverno em fungdo das
concentragbes de AIB adicionadas ao meio de
cultura. (Figura 1). Nas outras épocas de coleta de
explantes ndo houve efeito significativo para ambos
os fitoreguladores utilizados.
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FIGURA 1 — Altura dos explantes coletados no inverno no meio de cultura (Murashige & Skoog, 1962), em
fungdo de concentragBes crescentes de acido indolilbutirico (AIB), aos 30 DAI. ** Significativo

pelo teste F (P<0,01)

Observando-se a Figura 1, nota-se uma
resposta linear decrescente para a altura média dos
explantes em fungdo do aumento da concentragdo
de AIB no meio de cultura. Ainda na Figura 1 pode-
se perceber através da altura média alcancada pela
testemunha (3,9 cm) que nos explantes obtidos no
inverno a concentracdo enddgena do fitohormdnio
foi suficiente para auxiliar no desenvolvimento do
explante em altura, possivelmente ocasionado pela
acdo das auxinas no alongamento celular (Taiz &
Zeiger, 2004). Acrescentando-se auxina no meio de
cultura houve inibicdo do alongamento celular,
evidenciando que a concentracdo deste
fitoregulador ficou acima do ideal para o
alongamento do explante.

Os resultados alcancados neste trabalho
para a coleta de explantes referente ao o inverno
concordam com os resultados alcangados por
Zigiotto (2004), onde a concentracdo de AIB se
mostrou indiferente para a altura dos explantes de
citronela. Em seu trabalho, a autora ainda relata
gue ocorreu formagao de raizes na testemunha (MS
sem fitoreguladores), confirmando os autores Taiz &
Zeiger (2004) que relatam que as auxinas sdo 0s
Unicos fitoreguladores que aumentam a formagao

de primdrdios radiculares, no entanto, algumas
espécies formam raizes apenas com o nivel
endégeno de auxina. Augusto & Biasi (2002)
também obtiveram sucesso no enraizamento in vitro
de explantes de amoreira-preta sem a adi¢cdo de
AIB ao meio de cultura.

Ndmero de brotagdes por explante

Para esta variavel, os fitoreguladores
tiveram efeito significativo sobre a multiplicacdo dos
explantes de citronela coletados em todas as
estacdes do ano. Em explantes coletados no outono
e no inverno foi observado efeito significativo
apenas com a adicdo de BAP ao meio de cultura.
Ja em explantes coletados no verao, observaram-se
efeitos significativos isolados da adicdo de AIB e
BAP ao meio de cultura. Apenas para os explantes
coletados na primavera observou-se interacéo
significativa entre AIB e BAP em relagdo ao nimero
de brotagdes por explante.

Para explantes coletados no outono e no
inverno, houve efeito significativo da adicdo de BAP
ao meio de cultura, permitindo o estudo de
regressao conforme as Figuras 2a e 2b. Na Figura
2a fica evidente o efeito polinomial quadratico da
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adicdo de BAP ao meio de cultura sobre a indugéo
de brotagbes em explantes de citronela de Java
para o outono. Desta forma, confirma-se a
importancia da citocinina na indugdo de brotacdes
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para esta espécie. A concentracdo ideal de BAP no
meio de cultura estimada para esta variavel é de
1,99 mg dm? resultando em 1,84 brotos por
explante de citronela.
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FIGURA 2 — Numero de brotacdes por explante no meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), a) em
explantes coletados no outono e b) no inverno, em fungdo de concentragdes crescentes de
benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. ** Significativo pelo teste F (P<0,01).

Diniz et al. (2004) com Heliconia stricta
Huber, alcancaram resultados significativos com a
concentracéo de 2,0 mg dm™ de BAP. No entanto,
estes verificaram ainda que a concentracéo de 4,0
mg dm? também n&o diferiu estatisticamente das
concentragdes menores testadas. Para casos como
este, podem-se utilizar concentragdes menores, que
proporcionaram resultados numericamente
semelhantes as concentragdes elevadas,
diminuindo custos com o produto utilizado.

Através destes resultados obtidos para a
formacgao de brotos, pode-se supor que o balango
hormonal endégeno néo era favoravel, pois a
testemunha apresentou uma formacédo de brotos
minima quando comparada aos demais
tratamentos.

Na Figura 2b, sdo apresentados os
resultados referentes ao nimero de brotacdes por
explante, obtidos em explantes coletados no
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inverno e micropropagados em fungéo da presenca
de BAP no meio de cultura. Nos resultados obtidos
com explantes coletados nesta estacdo houve um
efeito polinomial quadratico para o numero de
brotacbes por explante em resposta ao BAP. A
andlise da equacdo da regressdao aponta a
concentracdo de 1,97 mg dm™ de BAP como sendo
a melhor concentracdo para a multiplicacdo dos
explantes de citronela, resultando em 1,52 brotos
por explante. Trabalhando com micropropagacéo de
capim-limdo (Cymbopogon citratus), Reis et al.
(1999) obtiveram 4,3 brotagbes por explante
utilizando a concentragéo de 1,0 mg dm™ de BAP.

As Figuras 3a e 3b referem-se ao
namero de brotagbes por explante obtidos em
funcdo da época de coleta dos explantes (verdo) e
das concentragbes de AIB e BAP presentes no
meio de cultura.
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FIGURA 3 — Numero de brotacgdes por explante no meio de cultura (Murashige & Skoog, 1962), em explantes
coletados no verdo, em funcéo de concentragdes crescentes de: a) acido indolilbutirico (AIB) e b)
benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. * Significativo pelo teste F (P<0,05); ** Significativo pelo

teste F (P<0,01).
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Verifica-se na Figura 3a uma resposta
linear decrescente do nimero de brotagdes por
explante em fungdo de concentragbes crescentes
de AIB acrescentadas ao meio de cultura, enquanto
que na Figura 3b, na mesma estagdo (verao), para
a resposta a adicdo de BAP ao meio de cultura,
houve um comportamento polinomial quadratico
para esta variavel. Neste caso o maximo de nimero
de brotagGes por explante foi atingido com a
concentracdo de 1,73 mg dm® de BAP, resultando
em 2,87 brotos por explante. Estes resultados
podem ser explicados pelo proprio efeito fisiologico
de ambas as classes de fitoreguladores utilizados
neste estudo. Segundo Kerbauy (2008), as auxinas
e as citocininas sd@o bastante utilizadas em estudos
in vitro, onde o balango favoravel as citocininas
induz a emissdo de brotagdes e, balanco favoravel
as auxinas inibe o desenvolvimento da parte aérea.
Além disso, o autor também ressalta que quando
aplicadas em concentragBes supra-6timas, as
auxinas e citocininas apresentam efeitos inibitérios
no crescimento de 6rgaos vegetais.

Dall’Oglio (2006) também trabalhando
com citronela de Java, concluiu que a adicéo do AlIB
ao meio de cultura ndo se justifica para a formacéo
de brotagbes, pois 0 mesmo ndo acrescentou
resultados significativos a variavel citada. Em
estudos de micropropagacdo com Brachiaria, o
meio de cultura foi suplementado somente com
citocinina para induzir brotacdes, e a auxina foi
adicionada posteriormente para manutencdo da
planta in vitro, garantindo o sucesso do protocolo de
micropropagacao (Cabral et al., 2003).

J& em relagédo ao BAP, pode-se observar
na Figura 3b que sua concentragdo enddgena em
explantes coletados no verdo ndo foi suficiente para
induzir a formacéo de brotag@es, ficando evidente a
necessidade de adigao deste fitoregulador.

Para os explantes coletados na primavera,
pode-se observar através da Tabela 2, que a
interacdo  AIB*BAP  mostrou-se  significativa,
demonstrando que ambos os fitoreguladores agiram
conjuntamente na indugdo de brotagdes.

TABELA 2 — NUmero de brotagdes por explante de citronela no meio de cultura (Murashige & Skoog, 1962),
coletados e propagados in vitro na primavera, em fungédo de concentracbes crescentes de
acido indolilbutirico (AIB) e benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI.

Concentracéo de BAP

Concentracéo de AIB no meio de cultura

no meio de cultura

0,0 mg dm? 0,1 mg dm? 0,2 mg dm? 0,3 mg dm?
3
0,0 mg dm 0,25aA 0,63 ab A 0,63aA 0,38aA
-3
1,0 mg dm 0,50 a A 0,50 ab A 0,50 a A 025 a A
3
2,0 mg dm 087aA 0.25b A 050aA 075aA
3
3,0 mg dm 0,63aA 125aA 0,38a A 0,25 a A
Média 0,56 0,66 0,5 0,40
CV (%) 29,48

Médias seguidas de mesma letra, minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 2, para os
explantes coletados na primavera, a melhor
combinacdo de fitoreguladores é 3,0 mg dm™ de
BAP e 0,1 mg dm™ de AIB, o que neste trabalho
produziu em média 1,25 brotos por explante.

Porcentagem de formag&o de calo

Neste estudo, houve formacao de calo
nos explantes coletados em todas as estagdes do
ano, exceto para o0s explantes coletados na
primavera, onde néao houve resultados
significativos. Pode-se sugerir que isto ocorreu
devido ao balanco enddgeno, e mesmo que tenha
sido realizada a aplicagdo exdgena de
fitoreguladores, tal balanco foi mantido (Zufellato-
Ribas & Rodrigues, 2001). O AIB somente
influenciou na formacdo de calo em explantes
coletados durante o inverno, ja o BAP influenciou na
formacdo de calo em explantes coletados nas
estacdes do outono, inverno e verao.

Na Figura 4a verifica-se que houve uma
resposta linear crescente a adicdo de AIB no meio
de cultura para a formacdo de calo. Com a

concentragdo maxima utilizada de 0,3 mg dm?
obteve-se em média, 65,63% de explantes que
formaram calo, sendo que a testemunha
apresentava 46,88% de explantes com calo. No
entanto, mesmo com a formacgé&o de calo, o AIB nao
influenciou na inducéo de brotacdo dos explantes,
discutida anteriormente. Zigiotto (2004) em seu
trabalho com citronela também alcancou resultados
semelhantes aos encontrados neste trabalho.

Em relagdo a influéncia do BAP em
explantes coletados no inverno, nota-se na Figura
4b, que houve uma resposta polinomial quadratica
para a porcentagem de formag&o de calo em funcao
da adicdo de BAP ao meio de cultura. A
concentragdo de BAP que resultou em maxima
porcentagem de calo foi de 2,0 mg dm™, resultando
em 87,5% de explantes que formaram calo. Tanto
para explantes coletados no verdo (Figura 5a)
quanto para o0s explantes coletados no outono
(Figura 5b) houve resposta a adicdo de BAP ao
meio de cultura para a formagdo de calo nos
explantes.
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FIGURA 4 — Porcentagem de formagdo de calo nos explantes em meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962), em explantes coletados no inverno, em funcdo de concentragbes crescentes de: a)
acido indolilbutirico (AIB) e b) benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. *Significativo pelo teste F
(P<0,05); ** Significativo pelo teste F (P<0,01)
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crescentes de benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. *Significativo pelo teste F (P<0,05); **
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Nas duas estagbes houve uma resposta
polinomial quadratica para esta variavel, sendo que
no verao a concentracéo ideal de BAP foi de 2,47
mg dm?, resultando na méxima porcentagem de
formacdo de calo, enquanto que no outono a
concentragdo 6tima foi de 2,16 mg dm® de BAP,
também resultando na maxima porcentagem de
formac&o de calo. Na Figura 5a, observa-se relacéo
entre a formagao do calo e o nimero de brotagoes,
pois nos explantes que apresentaram maior
porcentagem de formagcdo de calo (explantes
coletados no verdo, Figura 5a) também houve maior
formacao de brotagbes por explante (Figura 2b),
confirmando o potencial de formagdo de novas
brotac¢Bes a partir do calo.

Saha & Ghosh (2003) também
propagando citronela in vitro, porém utilizando
discos foliares obtiveram formacdo de calo
utilizando 4,0 mg dm™ de ANA, 0,25 mg dm™ BAP e
10% de agua de coco. Em seguida os calos foram
transferidos para meios de cultura suplementados
com concentracfes de 0,5 a 2,0 mg dm™ de BAP e
0,1 a 1,0 mg dm® de CIN para a inducéo de
brotacbes a partir dos calos obtidos. Os autores

ressaltam ainda em seu trabalho que este protocolo
é simples, rapido e eficaz na propagacdo desta
espécie. Porém, segundo (Grattapaglia & Machado,
1998) é importante destacar que a formagao de calo
nem sempre € desejavel visto que interfere na
fidelidade genética do material propagado.

Vale considerar também que os
explantes coletados no verdo encontravam-se em
condigbes favoraveis ao seu desenvolvimento, com
fotoperiodo, pluviosidade e temperaturas
adequadas.

Porcentagem de oxidagé&o

Para esta variavel, somente os explantes
coletados no inverno e na primavera apresentaram
oxidacdo, sendo que para os explantes coletados
na primavera ocorreu 100% de oxidagao.

Um problema freqlentemente
encontrado no cultivo in vitro é o escurecimento dos
tecidos lesados do explante causado pela oxidacédo
de compostos fendlicos, o que prejudica o
crescimento dos explantes, além de ser um fator de
reducdo da taxa de multiplicagdo (Utino et al,
2001).
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Abreu & Mazzafera (2005) trabalhando
com Hypericum brasiliense observaram que a
concentragdo de compostos fendlicos aumentou
com o déficit hidrico. Em concordancia, no
inverno/2005 a precipitacéo foi relativamente baixa,
0 que pode ter contribuido para a oxidagdo dos
explantes coletados nesta estacdo. No entanto,
existem ainda fatores interno e externos que
controlam a produgdo dos compostos fendlicos,
como horménios, luz e nutrientes.

Observando-se a Figura 6a, pode-se
perceber que houve uma resposta polinomial
quadratica com a concentragdo minima de 0,13 mg
dm?® de AIB, resultando em 81,25% de oxidag&o.
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Ao contrario do que aconteceu com o AlB, observa-
se na Figura 6b em relacdo a concentracéo de BAP,
gue a testemunha apresentou 100% de oxidagao,
engquanto os demais tratamentos apresentaram uma
reducdo na porcentagem de oxidagcdo. A
concentragdo que apresentou menor porcentagem
de oxidagdo foi a de 2,0 mg dm® de BAP, com
84,38% de oxidagdo. Resultados distintos foram
encontrados por Paiva et al. (2004), onde a
oxidacao do dos explantes de Strelitzia ndo sofreu
interferéncia com a adicdo de BAP ao meio de
cultura. Ja Cai & Butler (1990) observaram o
aumento da oxidagdo dos explantes de sorgo em
meio de cultura devido a adigdo da citocinina BAP.
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FIGURA 6 — Porcentagem de oxidag¢&o nos explantes em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), em
explantes coletados no inverno, em funcdo de concentragfes crescentes de: a) &cido
indolilbutirico (AIB) e b) benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. *Significativo pelo teste F
(P<0,05); ** Significativo pelo teste F (P<0,01)

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho pode-se concluir que para a propagagéo in
vitro da citronela, a melhor estacé@o para coleta dos
explantes é o verdo, pois, neste estudo
proporcionou maior inducdo de brotacbes em
funcdo da adicdo de BAP ao meio de cultura e
menor porcentagem de explantes oxidados. Nas

demais épocas de coleta de explantes o nimero de
brotacbes por explante foi inferior, ndo se
justificando a coleta de explantes nestas estacdes.
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