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Cultivo in vitro de Anacardium othonianum Rizz oriundos de
diferentes municipios e concentrag¢oes de MS

O cajuzinho-arbdreo-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz) é uma frutifera origindria do Cerrado brasileiro. Observa-se um aumento expressivo na demanda
por mudas de espécies nativas do cerrado por agricultores, empresas alimenticias e farmacéuticas. Entretanto, ha pouca informag&o sobre técnicas de propagagdes
de cajuzinho, entre elas, a produgéo in vitro torna-se uma técnica bastante promissora, todavia, hd uma grande limitagdo de informag&es de produgdo in vitro a
partir de sementes, justificando a busca de estratégias para a sua propagagdo. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o cultivo in vitro de A. othonianum
provenientes de distintos municipios e concentrages de sais do meio Murashige & Skoog (MS). Para avaliar o cultivo foram semeadas sementes de cajuzinho-
arbdreo-do-cerrado provenientes de trés municipios do estado de Goias: Silvania, Viandpolis e Orizona, em quatro concentragdes de meio MS: 100, 75, 50 e 25 %,
utilizando o delineamento inteiramente casualizado, conduzido em arranjo fatorial 3 x 4 em vinte repeti¢des. Foram realizadas avaligGes diarias observando a
ocorréncia de oxidagdo, contaminagdo, sobrevivéncia e germinagdo. Os dados foram submetidos a andlise estatistica a partir de intervalos de 95% de confianga do
software R versdo 3.5.2. Concluiu-se que os meios MS 50 e 25 % foram mais eficientes na sobrevivéncia e germinagdo de A. othonianum.

Palavras-chave: Caju-arbéreo-do-cerrado; Culturas de tecidos; Meio de cultura.

In vitro crop of Anacardium othonianum Rizz from different
municipalities and MS concentrations

The cajuzinho-arbdreo-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz) is a fruit originating from the Brazilian Cerrado. There is a significant increase in the demand for
seedlings of native cerrado species by farmers, food companies and pharmaceutical companies. However, there is little information about techniques of cashew
propagation, among them, in vitro production becomes a very promising technique, however, there is a great limitation of in vitro production from seeds, justifying
the search for strategies for its spread. Thus, the objective of this research was to evaluate the in vitro cultivation of A. othonianum from different municipalities
and salt concentrations of Murashige & Skoog (MS). In order to evaluate the cultivation, seeds of Cerrado cashew tree were sown from three municipalities of the
state of Goias: Silvania, Viandpolis and Orizona, in four concentrations of MS medium: 100, 75, 50 and 25%, using a completely randomized design. randomized,
conducted in a 3 x 4 factorial arrangement in twenty repetitions. Daily evaluations were performed observing the occurrence of oxidation, contamination, survival
and germination. Data were subjected to statistical analysis from 95% confidence intervals of software R version 3.5.2. It was concluded that MS 50 and 25% media
were more efficient in A. othonianum survival and germination.
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Topic: Conservagdo da Biodiversidade Received: 02/10/2019
Approved: 26/11/2019

Reviewed anonymously in the process of blind peer.

Ana Flavia de Jesus Pinto Gabriel Quirino Benicio Muza do Carmo Vieira

Instituto Federal Goiano, Brasil
http://lattes.cnpqg.br/6338082904943098
http://orcid.org/0000-0001-9539-0344
anaflaviah15@gmail.com

Wellington José Pereira

Instituto Federal Goiano, Brasil
http://lattes.cnpq.br/3768969688629850
http://orcid.org/0000-0002-5897-636X
wellingtonjpereira74@gmail.com

Cinthia Luzia Teixeira Silva

Universidade Estadual de Goias, Brasil
http://lattes.cnpqg.br/9036428344570368
http://orcid.org/0000-0003-0740-1301
cinthiateixeirasilva@gmail.com

&

DOI: 10.6008/CBPC2179-6858.2019.006.0009

compania beasiera

[sd=] ©2019

Instituto Federal Goiano, Brasil
http://lattes.cnpg.br/3210270630745671

http://orcid.org/0000-0002-5146-1937
gabrielbenice@hotmail.com

Carla Geovanna Caixeta Issa
Instituto Federal Goiano, Brasil
http://lattes.cnpq.br/9048424130070161

http://orcid.org/0000-0001-7431-2160
carlaisssa@gmail.com

Milton Luiz da Paz Lima

Instituto Federal Goiano, Brasil
http://lattes.cnpg.br/5855441591915163
http://orcid.org/0000-0003-3537-550X
milton.lima@ifgoiano.edu.br

Referencing this:

Instituto Federal Goiano, Brasil
http://lattes.cnpg.br/3892400622755069
http://orcid.org/0000-0003-1730-9541
mcvmuza@gmail.com

Ana Paula Silva Siqueira

Instituto Federal Goiano, Brasil
http://lattes.cnpq.br/9196173964141153
http://orcid.org/0000-0003-3292-5836
ana.siqueira@ifgoiano.edu.br

PINTO, A. F. J.; PEREIRA, W. J.; SILVA, C. L. T.; BENICIO, G. Q.; ISSA, C.
G. C.; LIMA, M. L. P.; VIEIRA, M. C.; SIQUEIRA, A. P. S.. Cultivo in vitro

de Anacardium othonianum Rizz oriundos de diferentes municipios e
concentragBes de MS. Revista Ibero Americana de Ciéncias

Ambientais, v.10, n.6, p.92-100, 2019. DOI:
http://doi.org/10.6008/CBPC2179-6858.2019.006.0009

| d® “Companhia Brasileira de Produg3o Cientifica. All rights reserved.

oo provucaccentica
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INTRODUGAO

O cajuzinho-arbdreo-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz), é uma espécie originaria do Cerrado
brasileiro da familia Anacardiaceae, que possui diversas denominag&es: cajueiro-do-cerrado, caju-arbéreo-
do-cerrado, cajui ou cajuzinho. E bem conhecida no Cerrado do Planalto Central Brasileiro, habitando as areas
de cerraddo e campo sujo (MENDONCA et al., 1998; SILVA et al., 2017).

Definida com porte arbdreo, altura entre 3 m e 6 m, folhas coridaceas que medem 12-17 cm x 8-11
cm, apresentam base subcordata, e frutos de 15-20 mm x 12-15 mm, suas flores sdo hermafroditas e
unissexuais, sendo assim, as masculinas aparecem no inicio da floracdo, e as hermafroditas no fim (RIZZINI,
1969; AGOSTINI-COSTA et al., 2010). O pseudofruto do cajuzinho-arbéreo-do-cerrado é largamente utilizado
na culinaria, mesmo que apresentando elevada acidez, sendo aproveitado para consumo ‘in natura’, ou para
preparo de licores, doces, sucos, e infusdes em aguardente (CORREA et al., 2008; SILVA, 2019).

Atualmente tem-se um aumento no interesse e demanda por mudas de espécies nativas do cerrado
por agricultores e empresas alimenticias, farmacéuticas (SOUZA et al., 2007, DORNELLES et al., 2014). E neste
sentido conhecer as técnicas sobre a propagacao de uma espécie nativa é indispensavel para a definicdo da
tecnologia de exploragao racional (CAETANO et al., 2012).

Plantas do género Anacardium comumente se propagam sexuadamente. Contudo, a assincronia no
amadurecimento do fruto, germina¢do anormal em condi¢des naturais e em viveiros sdo atributos negativos
para a obtencdo de mudas uniformes. O aproveitamento dessa planta em programas de implantacdo de
pomares comerciais requer a produgdo continua e em larga escala de mudas uniformes. Assim, a técnica
de micropropagacdo é uma alternativa vidvel para contornar as dificuldades de multiplicagdio da espécie
pelos métodos convencionais (PINHAL et al., 2011; ASSIS et al., 2012; SOUSA et al., 2017).

A micropropagacdo tem colaborado significativamente para a propagacao e preservacdo de espécies
de vdrias espécies de plantas. Apesar das vérias etapas envolvidas no processo, o protocolo de
micropropagac¢do, uma vez estipulado para uma determinada espécie, pode ser aprimorado para obter
mudas de alta qualidade a baixo custo de producdo. Estudos de micropropagacdo de espécies ndo muito
conhecidas devem determinar o meio de cultura a ser utilizado, pois os meios de cultura, além de oferecerem
elementos essenciais para o crescimento, também controlam o padrdo de desenvolvimento in vitro
(GRATTAPAGLIA et al., 1998).

Diversos protocolos de meios basicos tém sido utilizados para o cultivo in vitro. Ndo existe uma
formula padrdao, mas o meio MS Murashige et al. (1962) tem sido usado com sucesso, com vdrias
modifica¢des e dilui¢Ges, para varias espécies (ASSIS et al., 2012). Diante do exposto, objetivou-se com este
estudo avaliar o cultivo in vitro de Anacardium othonianum Rizz provenientes de distintos municipios e

concentra¢des de meio MS.

METODOLOGIA

Os frutos de cajuzinho-arbdreo-do-cerrado foram coletados nos municipios de Silvania-GO (Latitude
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16° 33’ 20.4"S; Longitude 48° 31’ 19.1” W), Viandpolis-GO (Latitude 162 47’ 37.4“S; Longitude 482 16’ 59.6”
W) e Orizona-GO (Latitude 16248’ 43.0“ S; Longitude 48217’ 36.1” W) em plantas matrizes de ocorréncia em
areas de formacado natural de Cerrado, isoladas em areas de pastagens.

O material foi colhido manualmente e transportados para o Laboratdrio de Biotecnologia do Instituto
Federal Goiano - Campus Urutai/GO (LABIOTEC) em bandejas de ovos para melhor acondicionamento. Nas
dependéncias do LABIOTEC, foi realizada a separagao dos frutos e pseudofrutos, e também uma limpeza
superficial destes. Em seguida, os frutos foram colocados para secar em temperatura ambiente.

Apds a secagem, os frutos foram acondicionados em saquinhos plasticos e armazenados em
temperatura ambiente. Foram selecionados os frutos (semente) para inoculagdo, para isso foram colocados
em recipiente com agua, os frutos que ficaram ao fundo foram utilizados na semeadura e os que flutuaram
foram descartados, para que estes frutos ndo prejudicassem a emergéncia dos demais devido a possiveis
defeitos de qualidade (NOGUEIRA et al., 2007).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4,
com vinte repeticées, onde sementes oriundas de trés cidades (Silvania (SIL), Viandpolis (VPS) e Orizona
(ORZ)) foram colocadas para germinagdo em quatro concentracdes de meio de cultura Murashige et al.
(1962) (MS) a 100, 75, 50 e 25%.

A desinfestacdo das sementes foi realizada em camara de fluxo laminar com alcool 70,0% por 5
minutos, em seguida foram colocadas em hipoclorito de sédio 2,5% p/p por 30 minutos e em agua oxigenada
por 15 min, todos em constante agitacdo. Apds a desinfestacdo, as sementes passaram por lavagem em agua
destilada por 4 vezes. Em uma camara de fluxo laminar, as sementes foram inoculadas em frascos de vidro
com 15 mL do meio de cultura MS, que é um meio universalmente usado especialmente para cultura de
meristemas, morfogénese e regeneragao de plantas, e caracteriza-se por uma elevada concentragdo em sais
minerais (QUISEN et al., 2008). Apds a inoculagdo, os frascos foram vedados com filme de PVC e colocados
em prateleiras, em uma sala sob condi¢des controladas de 2.000 lux de luminosidade e fotoperiodo de 16
horas.

Foram determinadas diariamente as seguintes varidveis: oxidagdo, contaminacao (fungo, bactéria),
sobrevivéncia e germinacgdo. Para determinac¢do do termino da avali¢do foi estabelecido uma constante de
equilibrio em todos as repeti¢cdes. Os dados de propor¢cdao de oxidagdao, contaminagdo, sobrevivéncia e
germinacgao foram submetidos a analise de deviance a partir de um modelo linear generalizado binomial. Os
locais de coleta e meio de cultura foram comparados a partir de intervalos de 95% de confianca. Apés
observar a presenca de contaminagdes in vitro, 120 sementes foram mantidas por 14 dias acondicionadas
em 10 caixas Gerbox sobre papel mata-borrdo, em condi¢des de umidade ideais para o desenvolvimento de
microrganismos, que por sua vez foram identificados, e os dados de contagem de cada espécie de fungo
foram submetidos a andlise de deviance a partir de um modelo linear generalizado binomial, e a proporc¢ao
de presencga das espécies flungicas foi comparada por meio de intervalos de 95% de confianga. As analises

foram realizadas usando a fun¢do glm do software R versdo 3.5.2 (R CORE TEAM, 2019).
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RESULTADOS

Durante o experimento se observou que a propor¢cdo de oxidagdo ndo apresentou diferencga

estatistica nos tratamentos (Tabela 1), ocorrendo oxidagdo em 100% dos explantes. No entanto, a liberagao

de fendis ndo impediu a germinagdo das sementes nos tratamentos (Figura 3), mesmo com baixa

regularidade.

Tabela 1: Valor p da analise de deviance para trés locais de coleta, quatro concentragdo de meio de cultura em 21 dias
avaliagdo (DAS).

DAS Oxidagao Contaminagao Sobrevivéncia Germinagao
1 1,000 1,000 1,000 1,000
2 1,000 0,000 1,000 1,000
3 1,000 0,058 1,000 0,778
4 1,000 1,000 1,000 0,006
5 1,000 1,000 1,000 0,000
6 1,000 1,000 1,000 0,000
7 1,000 1,000 1,000 0,005
8 1,000 1,000 0,001 0,009
9 1,000 1,000 0,004 0,014
10 1,000 1,000 0,002 0,014
11 1,000 1,000 0,008 0,014
12 1,000 1,000 0,004 0,014
13 1,000 1,000 0,003 0,014
14 1,000 1,000 0,002 0,014
15 1,000 1,000 0,002 0,014
16 1,000 1,000 0,002 0,014
17 1,000 1,000 0,001 0,014
18 1,000 1,000 0,001 0,014
19 1,000 1,000 0,001 0,014
20 1,000 1,000 0,000 0,014
21 1,000 1,000 0,000 0,014

Verificou-se diferenca estatistica na propor¢do de contaminacdo fungica, se iniciando no segundo dia

apods a semeadura (DAS) (Tabela 1 e Figura 1:A) onde a concentragao de MS 25% VPS apresentou uma menor

contaminacgao (30%), ja o tratamento MS 50% SIL apresentou 90% de contaminacdo. Este valor sofreu pouca

variacdo, mas mantendo diferenca estatisticas entre os tratamentos no terceiro dia de avaliacdo (Tabela 1 e

Figura 1:B). No quarto dia de avaliacdo ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, todos os

tratamentos apresentaram contaminac¢do de 100% (Tabela 1 e Figura 1:C).
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Figura 1: Intervalos de 95% de confianca para os valores encontrados em unidades de Contaminag¢do Fungica em
diferentes tempos (A) 2 DAS, (B) 3 DAS, (C) 4-21 DAS, caju arbdreo do cerrado in vitro. Laboratério de Biotecnologia
do Instituto Federal Goiano Campus Urutai- GO. Urutai-GO, 2019.
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A classificagdo taxondmica possibilitou a identificacdo das seguintes espécies presentes, Penicillium
sp. (65,8%), Aspergillus niger (65,0%), Sclerotium rolfsii (23,2%), Fusarium sp. (15,0%), Trichothecium sp.
(1,7%), Trichoderma sp. (1,7%), Rhizopus sp. (0,8%), Lasiodiplodia sp. (0,8%) e Cladosporium sp (0,8%).
Dentre as espécies encontradas, ndo houve diferencas estatisticas entre Penicillium sp. e Aspergillus niger,
entre Sclerotium rolfsii e Fusarium sp., e entre Trichothecium sp., Trichoderma sp., Rhizopus sp., Lasiodiplodia

sp. e Cladosporium sp, estes ultimos pouco expressivos (Figura 2).
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Figura 2: Intervalos de 95% de confianca de Proporc¢do de Presenca de 9 espécies de fungo encontradas em sementes
de Anacardium othonianum Rizz.

Na proporcdo de sobrevivéncia é possivel observar que ndo houve diferenca estatistica nos
tratamentos, mantendo-se constante até ao sétimo dia de avaliagdo (DAS), com 100% de sobrevivéncia
(Tabela 1 e Figura 3:A) mesmo com a contaminacdo de alguns meios de cultura. Ja no oitavo dia de avaliacdo
(DAS) é possivel verificar que ha diferencga estatistica entre os tratamentos com a proporg¢do de p-valor 0,001
(Tabela 1). Sendo a maior sobrevivéncia no tratamento MS 25 % ORZ (60 %) e a menor no meio MS 75% ORZ
(10%) (Figura 3:B).

Ao décimo quarto dia de avaliacdo foi possivel notar diferenga estatistica entre os tratamentos com
p-valor de 0,002 (Tabela 1). O meio MS 100% ORZ ja ndo se encontrou com taxa de sobrevivéncia, enquanto
no meio MS 75% ORZ notou-se uma baixa porcentagem de sobrevivéncia (7%), mas o tratamento MS 25 %
ORZ encontrou-se com taxa maior que aos demais (55%) (Figura 3:C).

Para a ultima época de avalicdo, vigésimo primeiro dia (DAS) ndo houve diferenca estatistica entre
os tratamentos (Tabela 1 e Figura 3:D). Entretanto, é possivel constatar que houve uma diminuicdo
expressiva na sobrevivéncia onde os meios MS 75% e 100%, independente do municipio, apresentaram
sobrevivéncia abaixo de 20%. Enquanto para os meio MS 25 % e 50% notou-se uma taxa superior a 25% de
sobrevivéncia.

Para a germinacgdo nota-se que ela comeca ao terceiro dia de avaliagdo (DAS), porém os tratamentos
comegam a se diferenciar no quarto dia de avaliagdo, com o p-valor de 0,006 (Tabela 1 e Figura 4:A) e com a
maior porcentagem de germinag¢do no tratamento MS 25% ORZ (30%). No sétimo dia de avaliacdo (DAS) a
diferencga estatistica entre os tratamentos continuou, com p-valor de 0,005 (Tabela 1 e Figura 4:B). Os dois

tratamentos que obtiveram maior porcentagem de germinagdo (50%) foram nas concentra¢ées de MS 25%
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SIL e MS 25% ORZ, ao mesmo tempo que a menor porcentagem de germinagdo (10%) foi no MS 75% VPS.
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Figura 3: Intervalos de 95% de confianca para os valores encontrados em Sobrevivéncia em diferentes tempos (A) 1-7
DAS, (B) 8 DAS, (C) 14 DAS, (D) 21 DAS de caju arbéreo do cerrado in vitro. Laboratdrio de Biotecnologia do Instituto
Federal Goiano Campus Urutai/GO. Urutai/GO, 2019.

Ja o nono dia de avaliacdo ao vigésimo primeiro foi verificado que houve diferenca estatistica entre
os tratamentos com o p-valor de 0,014 (Tabela 1 e Figura 4:C). Sendo possivel notar que os tratamentos que
mantiveram proporg¢des maiores foram de 25% e 50% indiferente do municipio, onde a menor porcentagem

destes foi de 45% a 50 % de germinacgdo das sementes.
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Figura 4. Intervalos de 95% de confianga para os valores encontrados em Germinagdo em diferentes tempos (A) 4
DAS, (B) 7 DAS, (C) 9-21 DAS de caju arbéreo do cerrado in vitro. Laboratério de Biotecnologia do Instituto Federal
Goiano Campus Urutai/GO. Urutai/GO, 2019.

DISCUSSAO

Sobre o processo de oxidacdo, Andrade et al. (2000), Sato et al. (2001) e Sousa et al. (2017) afirmam
que o processo de oxidacdo se da pela resposta da liberagdo de compostos fendlicos pelo tecido. Estes
compostos sdo oxidados pelas enzimas polifenoloxidases, provocando o a producdo de substancias toxicas
qgue inibem o desenvolvimento dos explantes. Bezerra et al. (2014) justificam devidos os compostos

apresentados na oxidagdo estes podem afetar na baixa frequéncia de brotagcGes dos explantes. Rezende et
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al. (2015) reafirmaram que o cultivo in vitro é uma técnica que proporciona em curto prazo a obtenc¢do de
clones, mas para isso deve-se ter umas culturas assépticas e livres de oxidagdo fendlica.

A presenca de fungos também foi observada por Vargas et al. (2016), entre eles: Alternaria sp.,
Cladosporium sp., Penicillium sp., Trichoderma sp. e Cryptococcus sp. em cultivo de porta enxerto de
pessegueiro. Monfort et al. (2015) destaca que a contaminac¢do do explante in vitro é grande empecilho no
estabelecimento de uma cultura primaria, a tornando dificil para a multiplicacdo. J4 Moraes et al. (2010)
ressaltam que ao longo do cultivo in vitro é regular ocorrer perdas devido a contaminac¢do de microrganismos
gue estdo presentes na superficie do explante ou sdo endofiticos, principalmente fungos.

Sabe-se que a frequéncia de contaminacdo é maior no momento que se realiza a micropropagacao
de espécies lenhosas ou assepsia de dificil éxito e por fim explantes localizados em regides da planta matriz
proximas do solo (SUZIN, 2004; MORAES et al., 2010), que é um fator confirmado em sementes de caju, que
sdo originarias de plantas matrizes lenhosas e suas sementes foram coletadas no solo, mesmo que assepsia
foi efetuada, esta ndo foi obtida com sucesso na inviabilizacdo dos fungos endofiticos presentes nas
sementes. Que com o passar dos dias esta contaminacdo foi de nivel crescente, e suas estruturas comegam
a danificar a estrutura do meio de cultura, que é um fator de limitante para a germina¢ao das sementes e
seu desenvolvimento.

Assis et al. (2011) avaliando rendimento de explantes e estabelecimento in vitro de segmentos nodais
de Anacardium othonianum Rizz., oriundos de sementes armazenadas por diferentes periodos, destacam
que a pulverizagdo de fungicidas em plantas fornecedoras de explantes favorece a mitigacdo da
contaminagao e auxilia no protocolo de assepsia.

No quesito sobrevivéncia dos explantes, Espinel et al. (2017) em estudos de estabelecimento e
multiplicacdo in vitro de Amaranthus cruentus L., cv. BRS Alegria verificaram a maior porcentagem de
sobrevivéncia para o meio de cultivo MS 50%. Um dos fatores a ser listados na taxa de sobrevivéncia é a
contaminacdo fungica, associada a oxidacdo fendlica que inviabilizou a sobrevivéncia dos explantes, alguns
até germinaram, mas devido a contaminacdo e oxidacdo estes explantes foram impedidos de completar a
fase de desenvolvimento na germinacdo. Vargas et al. (2016) demostraram que a aumento dos
microrganismos e da degradacdo de agentes bactericidas e fungicidas tem interferéncia na diminuicdo da
taxa de sobrevivéncia dos explantes.

Os resultados de germinagao deste estudo corroboram com os obtidos por Assis et al. (2012), que
avaliando o cultivo in vitro de Anacardium othonianum Rizz sob o efeito da concentrac¢do de sais e do volume
do meio de cultura, perceberam que os meios que apresentaram maior valor nos comprimentos de plantula
e maior numero de folhas, foram os meios de 25 e 50% e o menos eficaz foi de 100%. A germinagdo é um
resultado de todos os conjuntos analisados desde oxida¢do, contaminagdo e sobrevivéncia. Para que esta
tenha um éxito no final da avaliacdo deve-se ter o melhor controle dos fatores anteriores. Nela também pode
ser visualizado que, os municipios ndo foram um fator de diferencia¢do e sim as concentragdes de sais de 25
e 50%.

Araruna et al. (2017) em estudos de concentracbes de sais no meio de cultura para o
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desenvolvimento de Dipteryx alata in vitro constatou que o meio MS 25% é superior ao WPM em qualquer
concentracdo de sais. A diminuicdo de sais € comumente benéfica para o crescimento de cultura de espécies
lenhosas, sendo confirmado por alguns autores que estudaram o crescimento in vitro de Anacardium
occidentale (THIMMAPPAIAH et al., 2002; LEDO et al., 2007; RADMANN et al., 2009a; 2009b; ASSIS et al.,
2012). Existe, portanto, a possibilidade de reduzir a concentragdo de sais do meio MS, para diversas espécies,

obtendo melhor desenvolvimento das plantas e redugao nos custos de producao (George et al., 1984).

CONCLUSOES

Os meios nas concentragées MS 50 e 25 % foram mais eficazes para em sobrevivéncia e germinagdo
in vitro de Anacardium othonianum, sendo sugerido para utilizacao visando a melhor economia. Em relagao

sementes oriundas de diferentes municipios, estas ndo influenciam nos processos do cultivo in vitro.
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