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RESUMO

O vetiver (Chrysopogon zizanioides) ¢ um capim perene com
caracteristicas fisico-quimicas e agrondmicas importantes que o torna
uma espécie destaque. De suas raizes ¢ extraido um 6leo essencial
utilizado amplamente na produgdo de perfumes e devido a sua
baixa volatilidade, como fixador de odor. Esse trabalho teve como
objetivo desenvolver um protocolo de propagagdo e de conservagao
in vitro de vetiver. Para o ensaio de multiplicagdo in vitro testaram-
-se combinagdes dos reguladores de crescimento BAP ¢ ANA. Na
aclimatizagdo foram testados substratos contendo p6 de coco e/ou
vermiculita suplementado com calcario, fertilizante NPK (3-12-6)
e concentracdes dos sais do meio MS. Nos ensaios de conservagio
in vitro foram avaliadas as temperaturas de 18 e 25°C, reguladores
osmoticos (sacarose, manitol e sorbitol), o inibidor de crescimento
ABA e diferentes concentragdes dos sais MS. Verificou-se que a
micropropagacao de vetiver UFS-VETO003 ¢ promovida em meio MS
liquido acrescido de 3,33 mg L' de BAP, sendo a etapa de enraizamen-
to das brotagdes proporcionada em meio MS basico, também liquido.
Para aclimatizagao recomenda-se o substrato PBC. A conservagdo
in vitro & possivel em meio MS semissolido com 25% dos sais MS
e temperatura de 18°C por um periodo de 270 dias.

Palavras-chave: Chrysopogon zizanioides, micropropagacao, acli-
matizacdo, substratos, cultura de tecidos.

ABSTRACT
In vitro propagation and conservation of vetiver grass

Vetiver (Chrysopogon zizanioides) is a perennial grass
which presents physicochemical and agronomic characteristics
that highlights the importance of this species. From the roots of
vetiver grass essential oil is extracted which is widely used for
perfume production, and because of its low volatility it is used as
fragrance fixer. We developed a protocol for in vitro propagation
and conservation of vetiver grass. For the in vitro multiplication
assay, combinations of the growth regulators BAP and NAA were
tested. For acclimatization, substrates containing coconut coir and/
or vermiculite, supplemented with limestone, NPK (3-12-6) fertilizer
and the salts of MS medium were tested. In the in vitro conservation
assays, we evaluated the temperatures of 18 and 25°C, osmotic
regulators (sacarose, manitol and sorbitol), the growth inhibitor
ABA, and different concentrations of MS salts. The accession UFS-
VETO003 can be micropropagated using MS liquid medium in the
presence of 3.33 mg L' of BAP. Rooting can be obtained using MS
liquid medium without growth regulators. Coconut coir dust can be
used as substrate for the acclimatization of micropropagated plants.
In vitro conservation is possible for a period of 270 days using semi-
solid medium with 25% MS salt strength and temperature of 18°C.

Keywords: Chrysopogon zizanioides, micropropagation,
acclimatization, substrates, tissue culture.
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O capim vetiver (Chrysopogon
zizanioides) ¢ uma planta pere-
ne de regides tropicais e subtropicais
pertencente a familia Poaceae. Dife-
rentemente da maioria das gramineas o
seu Oleo essencial € extraido das raizes,
sendo este uma mistura complexa de
alcodis e sesquiterpenos hidrocarbone-
tos, possuindo alta viscosidade e uma
taxa extremamente lenta de volatilidade
(Lavania, 2003; Massardo et al., 2006)
e por isso ¢ utilizado como um dos me-
lhores fixadores de odor na industria de
perfumaria (Lavania, 2003). Também ¢
utilizado como flavorizante e conservan-
te de alimentos (NRC, 1993), inseticida
e repelente de insetos (Maistrello &
Henderson, 2000), cupinicida (Zhu et

Hortic. bras., v. 30, n. 3, jul - set. 2012

al.,2001), antimicrobiano e antioxidante
(Kim et al., 2005), anti-hipertensivo
leve, diurético e contra queda de cabelos
(Alencar et al., 2005).

Além do dleo essencial, o capim ve-
tiver destaca-se por possuir perfilhacao
abundante e raizes numerosas e longas,
sendo usado na formacao de barreiras
para conten¢do do solo em areas incli-
nadas, como também na manutencdo da
umidade do mesmo e na conservagdo de
solos e de aguas contaminadas. A parte
acrea (colmos ¢ folhas) é usada para a
cobertura de construgdes rurais rasticas,
em artesanato (esteiras, biombos, divi-
sdrias, entre outros) e para cobertura
do solo (Adams et al., 2004), enquanto
as raizes sdo usadas, ao natural, como

repelentes de insetos de uso doméstico
(Castro & Ramos, 2002) e artesanato
(Adams et al., 2004).

A micropropagacdo ¢ uma das técni-
cas mais utilizadas da cultura de tecidos.
Em estudo ja realizado, foi relatado
para o vetiver, o maximo de oito novas
brotacdes/explante, quando cultivado
em meio MS liquido acrescido de 2 a 4
mg L' de 6- benzilaminopurina (BAP)
(Be et al., 2008).

A selecao do substrato ¢ de funda-
mental importancia para o sucesso da
aclimatizac@o das plantas micropropa-
gadas. Este deve ter baixa densidade,
ser rico em nutrientes, ter composi¢ao
quimica equilibrada e fisica uniforme,
aeracdo ¢ drenagem apropriadas e boa
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coesao entre as particulas e raizes (Cou-
to et al., 2003).

A conservacgdo in vitro funciona
como alternativa complementar aos
métodos convencionais para manu-
ten¢do de bancos de germoplasma. O
método de conservacdo in vitro obtido
via meio de cultura para crescimento
lento envolve a manutengdo de plantas
em laboratorio sob metabolismo reduzi-
do, mediante subculturas periddicas de
segmentos apicais e nodais (Souza et al.,
2009). A utilizagao dessa técnica permi-
te aumentar a0 maximo o intervalo entre
os subcultivos sem afetar a viabilidade
das culturas, proporcionando redugdo de
custos da mao de obra (Moosikapala &
Te-Chato, 2010). Dentre as principais
estratégias para limitar o crescimento
das plantas in vitro estdao a reducdo da
temperatura e da intensidade luminosa,
reducdo nas concentragdes de sais do
meio de cultura, omissdo de elementos
nutritivos e a adigdo de agentes osmoti-
cos, como manitol e sorbitol ¢ inibidores
de crescimento como o acido abscisico
(ABA) (Souza et al., 2009).

O objetivo desse trabalho foi desen-
volver protocolo de propagagdo e de
conservacdo in vitro de vetiver.

MATERIAL E METODOS

Multiplicacio in vitro - Foram
utilizadas, como explantes, micro-
plantas de aproximadamente 2,0 a 3,0
cm ja estabelecidas in vitro do acesso
UFS-VETO003, oriundas do banco de
germoplasma da UFS.

O meio de cultivo utilizado foi o MS
liquido acrescido de 30 g L' de sacarose.
O pH foi ajustado para 5,7+0,1. O meio
de cultura foi autoclavado (121°Ce 1,05
atm) por 15 minutos. Apos a inoculacao,
os frascos foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 12
horas de luz, 25+2°C e intensidade lumi-
nosa de 60 umol m2s™. O delineamento
experimental foi inteiramente casuali-
zado em esquema fatorial 5x4, sendo
avaliadas cinco concentragdes (0,0; 1,0;
2,0; 4,0 ¢ 6,0 mg L") de 6-benzilamino
purina (BAP) e quatro (0,0; 0,01; 0,05
e 0,1 mg L") de acido naftalenoacéti-
co (ANA). Cada ensaio foi feito com
quatro repeti¢des, sendo cada repetigdo
constituida de quatro frascos com uma

508

TC Santos et al.

brotacao/frasco, contendo 5 mL de meio
de cultura.

Aos 40 dias foram analisadas as
variaveis sobrevivéncia (%), nimero de
novas brotagdes e massa seca (mg) da
parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR).
Para a obteng@o de massa seca o mate-
rial foi mantido em estufa de secagem
com circulag@o forcada de ar a 40°C
por 3 dias.

Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia pelo teste F e,
quando significativas, as médias foram
comparadas por regressdes polinomiais
a 5% de probabilidade.

Aclimatizacio - O ensaio foi con-
duzido em estufa agricola protegida
com tela sombrite 50% e nebulizacao
intermitente. As mudas micropropaga-
das de vetiver foram lavadas em agua
corrente para eliminacdo do meio de
cultura aderido as raizes e transplantadas
em bandejas de poliestireno expandido
com 72 células contendo diferentes
substratos. Testaram-se seis misturas
de substratos, sendo p6 de coco + 12
g L' de fertilizante formulado (NPK
3-12-6 + Ca, S, Zn, B, Cu, Fe, Mn e B
a 3,0-2,5-0,1-0,025-0,01-0,075-0,05 ¢
0,0015%, respectivamente) + calcario (1
g L") [PBC]; pd de coco + vermiculita
(1:1) + fertilizante formulado (12 g L")
+ calcario (1 g L") [PBCV (1:1)]; p6 de
coco + vermiculita (2:1) + fertilizante
formulado (12 g L) + calcario (1 g L)
[PBCV (2:1)]; vermiculita acrescido de
sais do MS (100%) [VMS]; vermiculita
+ 12 g L' de fertilizante formulado
[VMB]; p6 de coco+ 1 g L' de calcario
+ sais do MS (100%) [PCMS]. O deli-
neamento foi inteiramente casualizado,
sendo quatro repeticdes com quatro
plantas cada.

Aos 30 dias, foram avaliadas as va-
ridveis sobrevivéncia (%), massa seca
(mg) da parte aérea (MSPA) e da raiz
(MSR). Para os tratamentos em que se
utilizaram sais do MS, este foi acrescido
em um volume de 15 mL por tubete, se-
manalmente. Para a obtengdo de massa
seca, o material foi mantido em estufa
de secagem com circulag@o forgada de
ar a 40°C por 3 dias.

Os dados obtidos foram submetidos
a andlises de variancia pelo teste F e,
quando significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

Conservacio in vitro

Ensaio 1 -0 ensaio foi em esquema
fatorial 3 x 2, sendo trés fontes de car-
bono e reguladores osmoticos (20 g L™
de sacarose; 10 g L' de sacarose +5 g
L' de manitol; 10 g L' de sacarose +5 g
L de sorbitol) e duas condigdes de tem-
peratura (18 ¢ 25°C). Cada tratamento
foi constituido de seis repeti¢des, sendo
cada parcela representada por quatro
tubos. Aos 90 ¢ 180 dias de cultivo,
foram avaliadas a sobrevivéncia (%) ¢ a
viabilidade dos explantes de acordo com
a seguinte escala de notas: 1= folhas to-
talmente verdes; 2= inicio de secamento;
3= entre 30% e 50% das folhas e brotos
mortos; 4= mais de 50% das folhas mor-
tas e mais de dois brotos vivos; 5= folhas
e brotos totalmente mortos (adaptado de
Lemos et al., 2002).

Ensaio 2 - O ensaio foi em esquema
fatorial 5 x 2, sendo cinco concentra¢des
de acido abscisico (0,25; 0,5; 1,0; 1,5 ¢
2,0 mg L) e duas condigdes de tempe-
ratura (18 e 25°C). Foram acrescidos ao
meio de cultura em todos os tratamentos
10 g L' de sacarose e 5 g L' de sorbitol.
Cada tratamento foi constituido por
quatro repetigdes, sendo cada repeticdo
representada por quatro tubos de ensaio.
Ao0s 90 e 180 dias de cultivo foram ava-
liadas a sobrevivéncia dos explantes (%)
e a viabilidade de acordo com a seguinte
escala de notas para coloragao de folhas:
1= folhas totalmente verde; 2= inicio
do secamento das folhas; 3= entre 30 e
50% de folhas mortas; 4= mais de 50%
de folhas mortas; 5= folhas totalmente
mortas; ¢ para tamanho das folhas: 1=do
mesmo tamanho inoculado (2-3 cm), 2=
até o dobro do tamanho inoculado e 3=
mais que o dobro do tamanho inoculado
(Adaptado de Lemos et al., 2002).

Ensaio 3 - Nesse ensaio foram
utilizados como tratamentos quatro con-
centracdes de sais do meio MS (100%,
75%, 50% e 25% dos sais). Foram
acrescidos ao meio de cultura em todos
os tratamentos 10 g L' de sacarose e
5 g L' de sorbitol. Cada tratamento
foi constituido por quatro repeticdes,
sendo cada repeti¢do representada por
cinco tubos de ensaio com uma brotacao
cada. Aos 90, 180 ¢ 270 dias de cultivo
foi avaliada a sobrevivéncia (%) ¢ via-
bilidade dos explantes de acordo com a
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escala de notas do ensaio anterior.

Os ensaios de conservagdo foram
conduzidos em delineamento inteira-
mente casualizado. O meio de cultura
base utilizado foi MS, suplementado
com 7 g L de agar ¢ 0,002 mg L' de
ANAe 0,2 mg L' de BAP com pH
ajustado para 5,7+0,1. A autoclavagem
foirealizadaa 121+£1°C em 1,05 atm por
15 minutos. As culturas foram mantidas
em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25+2°C e fotoperiodo de
12 horas de luz e intensidade luminosa
de 60 pumol m? s e/ou em BOD a 18°C.
Foram utilizados como explantes bro-
tagdes com 2-3 cm de comprimento de
plantas ja estabelecidas in vitro, sendo
inoculada uma brota¢do/tubo de ensaio,
contendo 15 mL de meio de cultura.

Para a avaliacdo, os valores obtidos
foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste F e quando significativos, as
médias foram comparados pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Multiplicacio in vitro - A anali-
se de variancia evidenciou interagao
significativa entre os reguladores de
crescimento BAP e ANA apenas para
a variavel sobrevivéncia onde foram
observados valores entre 81,3 ¢ 100% na
maioria dos tratamentos utilizados, com
excecdo dos tratamentos que continham
4 mg L' de BAP acrescido de 0,1 mg L™!
de ANA ¢ 6 mg L' de BAP na presenga
de ANA. O ponto maximo obtido foi
representado por equagdes quadraticas
onde a taxa de 100% de sobrevivéncia
foi alcancada na concentracao de 2,02
mg L' de BAP acrescido de 0,042 mg
L' de ANA (dados nio apresentados).

As diferentes concentragdes de
BAP exerceram influéncia significativa
para as variaveis nimero de brotagdes/
explante e massa seca de parte aérea e
raiz (Tabela 1).

O ponto maximo obtido para a
variavel brotacdes/explante foi repre-
sentado por uma equacdo quadratica
onde 37 brotacdes/explante foram con-
seguidas quando se adicionou ao meio
de cultivo 3,33 mg L' de BAP (Tabela
1). Valores inferiores foram obtidos por
Be et al. (2008), trabalhando com veti-
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Tabela 1. Numero de brotagdes por explante, massa seca de parte aérea e de raizes de plantas
do acesso UFS-VET003 de vetiver (Chrysopogon zizanioides) em fungdo de concentragdes
de BAP (number of shoots per explant, dry weight of shoots and roots of vetiver accession
UFS-VETO003 depending on BAP concentrations). Sao Cristovao, UFS, 2011.

BAP Brotacdes/explante Massa seca (mg)

(mg/L) (n°) Parte aérea Raiz

0,0 4,97 54,67 25,07

1,0 28,62 93,78 8,11

2,0 26,79 93,29 5,17

4,0 37,31 100,92 4,05

6,0 17,71 83,95 3,98
Equagdo 7,1+17,93X-2,69X> 60,53+25,55X-3,65X> 21,97-10,63X+1,31X?
(Y) R?>=87,46 R?>=85,52 R?=85,78

CV (%) 24,88 19,52 26,61

Tabela 2. Viabilidade de plantas do acesso UFS-VET003 de vetiver (Chrysopogon
zizanioides) em func@o da interacdo entre reguladores osmoticos e fontes de carbono e
temperaturas aos 180 dias de cultivo (viability of vetiver accession UFS-VET003 depending
on the interaction among osmotic regulators and carbon sources and temperatures at 180
days of cultivation). Sao Cristovao, UFS, 2011.

Viabilidade (notas 1 a 5)* (S%)**

Meio MS

18°C 25°C
Sacarose (20 g/L) 3,90 aA (75) 5,0 aB (0)
Sacarose (10 g/L) + Manitol (5 g/L) 4,50 abA(30) 5,0 aA (0)
Sacarose (10 g/L) + Sorbitol (5 g/L) 4,75 bA (15) 4,9 aA (5)

CV (%) 4,14

Meédias seguidas das mesmas letras mintisculas, nas colunas, maitsculas, nas linhas, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) (means followed by the same lowercase letters
in the columns and uppercase letters in the lines did not differ from each other by the Tukey
test, p<0.05). *Notas de viabilidade: 1= folhas totalmente verdes; 2= inicio do secamento e
morte das folhas; 3= entre 30 e 50% das folhas e brotos mortos; 4= mais de 50% das folhas
mortas e mais de dois brotos vivos; 5= todas as folhas e brotos mortos (viability score: 1=
leaves totally green, 2= start of drying and death of leaves, 3= between 30 and 50% of the
leaves and shoots are dead, 4= more than 50% of the leaves are dead and more than two
living shoots; 5= death of all leaves and buds). **Porcentagem de sobrevivéncia de plantas
(percentage of plant survival).

ver em meio MS liquido acrescido de
BAP (2 a4 mg L"), obtendo apenas oito
brotagdes. Apesar de se tratar da mesma
espécie, ¢ importante ressaltar que, ndo
s0 0 gendtipo, como também a interagdo
entre substancias endogenas e regula-
dores de crescimento adicionados ao
meio de cultura sdo determinantes para
os resultados obtidos em cada estudo.

O maior acimulo de massa seca de
parte aérea (105,2 mg) foi alcancado
utilizando a concentracdo de 3,5 mg
L' de BAP ao meio de cultivo (Tabela
1). Pode-se observar que, a auséncia
de BAP ¢ sua maior concentragdo (6
mg L") foram desfavoraveis para os
valores obtidos nas varidveis niimero

de brotagdes/explante ¢ massa seca de
parte aérea (Tabela 1). Esse resultado
era esperado, pois as citocininas sio
indispensaveis para a quebra da domi-
nancia apical ¢ indugdo de proliferacdo
de gemas axilares além do que, sdo
necessarias para promover o incremento
da parte aérea das brotagdes de vetiver,
porém efeitos contrarios sdo observados
quando se utiliza doses acima da consi-
derada otima.

Os maiores valores de massa seca de
raiz foram conseguidos nos tratamentos
que nao continham o BAP. Geralmente,
um balango com maiores concentragdes
de auxinas do que citocininas resulta
na formagdo de raizes. A produgdo de
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Tabela 3. Coloragdo e tamanho de folhas de plantas do acesso UFS-VET003 de vetiver
(Chrysopogon zizanioides) em fungdo de diferentes temperaturas, aos 90 e 180 dias de
cultivo (color and size of vetiver leaves, accession UFS-VET003, depending on different
temperatures at 90 and 180 days of cultivation). Sao Cristovao, UFS, 2011.

Temperatura (°C)

Coloracio (notas 1 a 5)*

Tamanho (notas 1 a 3)***

(S%)**

90 dias
18 3,07 a (78,75) 1,40 a
25 490b (8,75) 1,66 b
CV (%) 7,03 6,85

180 dias
18 4,42 a (36,25) 1,57 a
25 5,00 b (0) 1,67 a
CV (%) 4,19 7,20

Médias seguidas das mesmas letras, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05) (means followed by the same letter in the columns did not differ from each other
by the Tukey test, p<0.05). *Coloracdo de folhas: 1= folhas totalmente verde; 2= inicio do
secamento das folhas; 3= entre 30 ¢ 50% de folhas mortas; 4= mais de 50% de folhas mortas;
5= folhas totalmente mortas (color of leaves: 1= entirely green leaves, 2= start of drying of
the leaves, 3= between 30 and 50% of dead leaves, 4= more than 50% of dead leaves and
5= death of all leaves). **Porcentagem de sobrevivéncia de plantas (percentage of plant
survival). ***Tamanho das folhas: 1= do mesmo tamanho das folhas quando inoculado
(2-3 cm), 2= até o dobro do tamanho das folhas quando inoculado e 3= mais que o dobro
do tamanho das folhas quando inoculado (size of the leaves: 1= the same size of the leaves
when inoculated (2-3 cm), 2= up to twice the size of the leaves when inoculated and 3=
more than twice the size of the leaves when inoculated).

raizes ¢ facilmente obtida em algumas
espécies, reduzindo-se o nivel de cito-
cininas ou em meio MS, com ou sem
a adi¢@o extra de auxinas. Em abaca-
xizeiro observou-se enraizamento na
auséncia de reguladores de crescimento
(Macédo et al., 2003), enquanto que em
cana-de-acuicar houve boas taxas de
enraizamento acrescentando-se 5 mg
L' de ANA e 70 g L' de sacarose aos
sais do meio MS (Singh, 2003). Diante
dos resultados observados, para o enrai-
zamento, recomenda-se a transferéncia
das brotacdes de vetiver para meio MS
liquido sem reguladores de crescimento.

Aclimatizacdo - Os diferentes
substratos utilizados ndo influenciaram
significativamente na aclimatizagdo
de plantas micropropagadas de vetiver
para as variaveis analisadas. Todos os
substratos proporcionaram altas taxas de
sobrevivéncia, onde os valores atingidos
variaram de 87,5 a 100%. Os valores
para massa seca de parte aérea e das rai-
zes variaram entre 127,37 a 184,66 mg e
32,56 a 74,65 mg respectivamente. Des-
sa forma, recomenda-se o p6 de coco +
12 g L' de fertilizante formulado (NPK
3-12-6 + Ca, S, Zn, B, Cu, Fe, Mn ¢ B
a 3,0-2,5-0,1-0,025-0,01-0,075-0,05 e
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0,0015%, respectivamente) + calcario (1
g L") para a aclimatizaco das plantas,
visto que ¢ um substrato de facil acesso
e de baixo custo na regido Nordeste.

O p6 de coco ¢ considerado substrato
praticamente inerte, que nao reage com
os nutrientes da adubag@o e possui lon-
ga durabilidade, sem alteragdo de suas
caracteristicas fisicas (Santos et al.,
2004). Como ndo possui os nutrientes
essenciais para as plantas, deve ser uti-
lizado em combinagdo com fertilizantes
(Carrijo et al., 2002).

Diversas espécies de familias varia-
das apresentam bom desenvolvimento
quando aclimatizadas em pd de coco,
como anturios (Anthurium andreanum)
(Silva et al., 2007), Mentha arvensis
(Fonseca et al., 2008) e Miltonia
flavescens (Muller et al., 2007).

A crescente utilizagdo de compostos
organicos como substratos durante a
fase de aclimatizagdo reflete a necessi-
dade de praticas agricolas sustentaveis
que minimizem o impacto ambiental
(Santos et al., 2004). Dessa forma, a uti-
lizagdo de residuos da agroindustria em
praticas agricolas, como o pé de coco,
por exemplo, representa uma solugio
para problemas econdmicos, sociais e

ambientais (Silveira et al., 2002).

Conservacio in vitro

Ensaio 1 - Aos 90 dias de cultivo,
ndo houve efeito dos agticares utilizados
como reguladores osmoticos nem da
interag@o destes com as temperaturas de
cultivo para as variaveis sobrevivéncia
e viabilidade de plantas, sendo apenas
significativos entre as diferentes tempe-
raturas de cultivo. Estas também foram
significativas para a analise aos 180 dias.

A temperatura de 18°C foi a mais
efetiva na conservagao das plantas para
os dois periodos de avaliagdo. No culti-
vo a 18°C, aos 90 dias, a taxa de sobre-
vivéncia foi de 95% e a viabilidade das
plantas de 2,77, significando que entre
30 e 50% das folhas e brotos estavam
mortos. Aos 180 dias de cultivo a taxa de
sobrevivéncia caiu drasticamente para
40% e a média da viabilidade das plantas
subiu para 4,38. Notas altas indicam
perda da viabilidade dos explantes para a
conservagao sob regime de crescimento
lento (dados ndo apresentados).

A diminuigdo da temperatura ¢ uma
das primeiras estratégias a ser utilizada
quando se objetiva reduzir o crescimen-
to de plantas in vitro, visto que restringe
o metabolismo da planta por meio do
decréscimo das a¢Oes de suas enzimas
(Lemos et al., 2002). Plantas tropicais
e subtropicais normalmente suportam
reducdo de temperatura entre 15 ¢ 20°C
(Souza et al., 2009). Para cana de agticar
(Saccharum sp.), a diminui¢@o da tem-
peratura de 25 para 15°C foi de funda-
mental importancia para a conservagao
e viabilidade dos explantes (Lemos
et al., 2002). O mesmo foi observado
para mandioca (Manihot esculenta) cuja
melhor temperatura foi de 22°C (Souza
et al., 2009). A temperatura de cultivo
padrao (25°C) favorece o consumo
dos nutrientes disponiveis no meio de
cultura pela planta, esgotando-os rapi-
damente. Neste ensaio, a redugao de 25
para 18°C foi capaz de retardar o cresci-
mento das plantas de vetiver sem danos
fisiologicos por 90 dias. Num periodo
maior que este, as plantas apresentaram
expressivos sinais de senescéncia, indi-
cando deficiéncia nutricional.

Na avaliagdo aos 180 dias de cultivo,
as variaveis sobrevivéncia e viabilidade
dos explantes sofreram influéncia da
interagdo entre os agucares utilizados
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Tabela 4. Sobrevivéncia (%), coloragdo e tamanho de folhas de plantas do acesso UFS-
VETO003 de vetiver (Chrysopogon zizanioides) em fungdo de diferentes concentracdes de
sais aos 90, 180 e 270 dias de cultivo (survival (%), leaves color and size of vetiver accession
UFS-VET 003 from different salt concentrations cultivated for 90, 180 and 270 days). Sao
Cristovao, UFS, 2011.

Meio MS Sobrevivéncia Coloracao Tamanho
(% sais) (%) (notas 1 a 5)* (notas 1 a 3)**
90 dias
100 56 b 3,56 b 1,56 a
75 100 a 1,80 a 1,60 a
50 96 a 1,69 a 1,64 a
25 100 a 1,92 a 1,76 a
CV (%) 17,69 9,14
180 dias
100 16 ¢ 484Db 1,60 a
75 96 a 2,84 a 2,28 Db
50 64b 3,12a 1,92 ab
25 100 a 2,48 a 2,20b
CV (%) 23,37 5,66 6,58
270 dias
100 0b 5,0c 1,80 a
75 40 a 4,4 be 2,35 ab
50 50a 3,8 ab 2,10 ab
25 75a 3,1a 2,45b
CV (%) 35,67 5,37 5,29

Médias seguidas das mesmas letras, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05) (means followed by the same letter in the columns did not differ from each other
by the Tukey test, p<0.05). *Coloragao de folhas: 1= folhas totalmente verdes; 2= inicio do
secamento das folhas; 3= entre 30 e 50% de folhas mortas; 4= mais de 50% de folhas mortas;
5= folhas totalmente mortas (color of leaves: 1= entirely green leaves, 2= start of drying of
the leaves, 3= between 30 and 50% of dead leaves, 4= more than 50% of dead leaves and
5= dead of all leaves). **Tamanho das folhas: 1= do mesmo tamanho das folhas quando
inoculado (2-3 cm), 2= até o dobro do tamanho das folhas quando inoculado e 3= mais que
o dobro do tamanho das folhas quando inoculado (size of the leaves: 1= same size of the
leaves when inoculated (2-3 cm), 2= up to twice the size of the leaves when inoculated and

3= more than twice the size of the leaves when inoculated).

como reguladores osméticos e as tem-
peraturas de cultivo (Tabela 2).

A temperatura de 18°C foi melhor
para todos os casos, visto que poucas
plantas sobreviveram a temperatura de
25°C para esse periodo. O tratamento
que continha apenas sacarose (20 g
L") resultou em melhores taxas de
sobrevivéncia (75%) e viabilidade de
plantas (3,9) do que aquelas cultivadas
nos tratamentos que continham sacaro-
se combinada com manitol ou sorbitol
(Tabela 2). Essa média para viabilidade
indica que mais de 50% das folhas e dos
brotos ja estavam mortos no periodo de
180 dias de conservagdo. Considera-se
que o manitol e sorbitol ndo sdo metabo-
lizados por tecidos vegetais, visto que,
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grande quantidade de espécies ndo pos-
sui uma via natural para a biossintese de
alcoois agucares (Thorpe et al., 2008).
Isso pode justificar o fato dos melhores
resultados na temperatura de 18°C terem
sido observados na utilizagdo somente
de sacarose (20 g L"), neste caso, nos
tratamentos que continham manitol e
sorbitol, a fonte de carbono disponivel
resumiu-se a 10 g L' de sacarose, o
que demonstrou ndo ser suficiente para
manutengdo da sobrevivéncia e/ou via-
bilidade das plantas para esse periodo.
Em trabalho de Lemos ez al. (2002),
a cana de agticar (Saccharum sp.), apre-
sentou resultados semelhantes, sendo
que os explantes dos tratamentos com
apenas sacarose apresentaram maior

viabilidade que aqueles dos tratamentos
onde se misturou sacarose com manitol
ou sorbitol independentemente da tem-
peratura de cultivo.

Ensaio 2 - Em relagdo a utilizacao
do ABA, nao houve diferengas signifi-
cativas para as diferentes concentragdes
utilizadas nem para a interagdo destas
com as temperaturas para os periodos
analisados. Resultado diferente foi
observado para a cana-de-agucar, onde
a concentracdo de 1 mg L' de ABA
foi a melhor, quando comparada com
concentragoes inferiores e superiores a
esta, na redugdo do crescimento e ma-
nuten¢ao da viabilidade das plantas por
um periodo de 360 dias, a 15°C (Lemos
et al.,2002).

As diferentes temperaturas de cul-
tivo mostraram-se significativas para
as variaveis sobrevivéncia, colorac¢do
e tamanho de folhas na avaliacdo aos
90 dias e sobrevivéncia e coloragdo
aos 180 dias (Tabela 3). Sendo, mais
uma vez, a temperatura de 18°C a mais
favoravel para a manutencao das plantas
em ambos os casos ndo restando plantas
vivas no cultivo a 25°C aos 180 dias
(Tabela 3).

Aos 90 dias a taxa de sobrevivéncia
foi de 78,75% e a coloragdo das plantas
de 3,07, o que indica entre 30 e 50%
de folhas mortas e o tamanho de folhas
1,40, o que significa que os explantes
estavam apenas um pouco maiores que
o tamanho inicial (Tabela 3). Apesar de
o ABA ter inibido o crescimento das
microplantas de vetiver, ele nao foi efi-
ciente na manuten¢ao da viabilidade das
mesmas, visto que aos 90 dias as plantas
jé apresentavam sinais de senescéncia o
que se agravou com o passar do tempo.
Aos 180 dias a taxa de sobrevivéncia
caiu para 36,25% e a média para colo-
racdo das folhas foi de 4,42, indicando
mais de 50% de folhas mortas.

Ensaio 3 - No terceiro ensaio, as
diferentes concentragdes de sais do
meio MS foram significativas para as
variaveis sobrevivéncia e coloracio de
folhas na avaliagdo aos 90 dias e, além
dessas, acrescentando a variavel tama-
nho de folhas para o periodo de 180 e
270 dias (Tabela 4).

Aos 90 dias, os tratamentos que
continham entre 75 e 25% das concen-
tragdes de sais se comportaram de forma
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semelhante para as duas variaveis, sendo
a sobrevivéncia praticamente de 100%
e os valores para coloragdo de folhas
inferiores a 2, indicando apenas inicio
de seu secamento.

Aos 180 dias, as concentragdes de
75 e 25% ainda mantiveram taxas de
sobrevivéncia elevadas. Nesta mesma
faixa, ndo houve diferencas significati-
vas para a variavel coloragdo de folhas,
ficando as médias entre 2,84 ¢ 2,48. Os
tratamentos com 100 e 50% das concen-
tragdes de sais foram os que mantiveram
os menores tamanhos de folhas, sendo
as médias 1,60 e 1,92 respectivamente,
ou seja, tamanho menor que o dobro do
tamanho inoculado, atingindo o objetivo
da conservagdo sob crescimento lento,
isto é, manter a viabilidade com menor
crescimento da planta (Tabela 4).

Na avalia¢do aos 270 dias, a variavel
sobrevivéncia ndo demonstrou diferen-
¢as estatisticas entre os tratamentos que
continham 75, 50 e 25% de sais MS,
enquanto, para coloragdo, as menores
médias foram alcancgadas utilizando-se
50 e 25% de sais MS, sendo as médias
3,8 e 3,1 respectivamente, indicando
até, pelo menos 50% de folhas vivas. Os
menores tamanhos foram conseguidos
no meio de cultivo que continha 100,
75 e 50% das concentragdes dos sais
MS (Tabela 4).

E importante salientar que as varia-
veis ndo podem ser analisadas separa-
damente. Deve-se considerar que sao
preferiveis plantas com notas baixas
para coloragdo, ou seja, mais verdes,
mesmo que estas apresentem tamanho
um pouco maior que o desejado, visto
que a senescéncia ndo ¢ desejavel para
a conservagdo sob regime de cresci-
mento lento e as plantas precisam estar
viaveis para retomarem seu crescimento
quando for necessario. Sendo assim,
considerando as taxas de sobrevivéncia
combinadas com os valores das notas
para a colorag@o e tamanho de folhas,
aos 270 dias, o tratamento que propor-
cionou os explantes mais vidveis foi o
que continha 25% dos sais do meio MS.

Areducdo das concentragdes de sais
do meio de cultivo ¢ uma estratégia
empregada para a conservagao sob cres-
cimento lento. Plantas de vetiver varie-
dade Songkla 3 foram conservadas por
365 dias utilizando-se 25% dos sais MS
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acrescido de 3 mg L' de paclobutrazol
(PBZ), a temperatura de 27°C. Porém,
nesse estudo, nao ha relato se as plantas
conservadas mostraram-se capazes de
restabelecer o seu crescimento quando
colocadas em condigdes normais para
multiplicacdo apds o periodo de con-
servacdo (Moosikapala & Te-Chato,
2010). Esse procedimento ¢ necessario
visto que as plantas precisam estar com
vigor suficiente para restabelecer seu
crescimento e potencial de propagacao.
Apbs os 270 dias de conservagao, os
explantes oriundos do tratamento com
25% dos sais MS restabeleceram seu
crescimento quando colocados em con-
digdes normais de multiplicagdo in vitro.

Neste estudo, verificou-se que a
micropropagacdo de vetiver pode ser
promovida em meio MS acrescido de
3,33 mg L' de BAP, sendo a etapa de
enraizamento das brotagdes proporcio-
nada em meio MS basico. Para aclimati-
zagdo recomenda-se o substrato PBC. A
conservacgao in vitro é possivel em meio
MS semisso6lido com 25% dos sais MS
e temperatura de 18°C por um periodo
de 270 dias.
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