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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com objetivo de avaliar o efeito
de densidades de fluxo luminoso na multiplicacdo de Gypsophila
paniculata L. e sua influéncia no enraizamento e aclimatizagéo.
Utilizou-se o meio MS, com 30 g.L™ de sacarose, 100 mg.L™ de mio-
inositol e 10 g.L' de &4gar. Como explantes foram utilizados
microestacas com duas gemas axilares, as quais foram colocadas em
diferentes luminosidades (15,705; 41,88 e 83,76 W.m?), fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 23 + 2°C. Avaliaram-se nesta fase, o
nimero e comprimento dos brotos, numero de entrends/broto,
coloragéo e presencga de vitrificagdo. Ndo houve diferenga significativa
entre as densidades de fluxo luminoso para ndmero de brotos e
numero de entrends. Entretanto, plantas cultivadas sob menor
densidade de fluxo luminoso (15,705 W.m?) apresentaram maior
comprimento. N&o foi observado a ocorréncia de vitrificagdo nos
brotos, independente da densidade de fluxo luminoso utilizado. Brotos
cultivados em menor luminosidade apresentaram coloracdo verde-
brilhante, enquanto que aqueles desenvolvidos sob 41,88 e 83,76
W.m? eram verde-opaco. Para a fase de enraizamento, brotos com no
minimo 2,0 cm foram imersos por trés minutos em solugdo de 100,0
mg.L? de AIB e depois transferidos para substrato constituido por
casca de arroz queimado, para sua aclimatizacdo. Trinta dias apds a
transferéncia, foram avaliados a percentagem de plantas enraizadas,
peso de matéria fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular.
Brotos, independente da densidade de fluxo luminoso na fase de
multiplicacdo, apresentaram 100% de enraizamento, sendo que 0s
oriundos de 83,76 e 41,88 W.m? apresentaram maior peso de matéria
fresca e seca.

Palavras-chave: Multiplicacdo, enraizamento, aclimatizacdo, in
vitro, luz.

ABSTRACT

INFLUENCE OF THE LUMINOUS FLOW DENSITY ON THE
QUALITY OF MICROPROPAGATED Gypsophila paniculata L.
PLANTS. This work was performed aiming to evaluate the effect of
luminous flux density on the multiplication of Gypsophila paniculata
L. and its influence on rooting and acclimatization. The MS nutrient
medium added to sucrose (30 g.L™), myo-inositol (100 mg.L™) and
agar (10 g.L) was used. The explants employed were 2-bud
microcultings which where subjected to different radiations (15,705;
41,88 and 83,76 W.m*), 16-hour photoperiod and a temperature of 23
+ 2°C. At this phase the shoot number and shoot length, number of
internodes/shoot, colour and incidence of vitrification were evaluated.
No significant differences were observed among the flux densities for
shoot number and number of entrenodes. However, plantlets cultivated
under low flux density (15,705 W.m) presented higher shoot length.
The incidence of vitrification in the shoot leaves were not observed
independently of the luminous flux density used. Shoots being
cultivated under low luminous flux density showed a brilliant-green
coloration, while those developed under 41,88 and 83,76 W.m* were
opaque-green. For the rooting phase and acclimatization, shoots with
at least 2,0 cm were dipped in 100,0 mg.L™ IBA solution for three
minutes and later transferred to burned rice husk substrate. The
rooting percentage was evaluated 30 days after transferring by
measuring the weight of fresh and dry matter of the aerial part and

roots. The shoots, Independently of the Iluminous flux density,
presented 100% rooting. Shoots under 83,76 and 41,88 W.m?
presented a higher weight of fresh and dry matter.

Key words: Multiplication, rooting, acclimatization, in vitro, light.
INTRODUCAO

Gypsophila paniculata é uma espécie ornamental,
arbustiva e subtropical, da familia das Caryophyllaceas, com
aproximadamente 1 metro de altura (BARROSO, 1978).
Embora seja perene é, normalmente, produzida como planta
anual (SHILLO, 1985). No Brasil é chamada comercialmente
de "mosquitinho" ou "branquinha”, sendo uma importante flor
de corte, muito utilizada em arranjos florais, acompanhando
outras flores de alto valor comercial, como a rosa (ANON,
1978).

A Gypsophila pode ser propagada vegetativamente ou
através de sementes. O método usual de propagagdo no
Brasil, € a vegetativa através de estaquia apical. A propagacao
por sementes torna-se onerosa pois as mesmas sdo todas
importadas. No entanto, esta forma de propagacdo apresenta
algumas dificuldades, pois requer uma boa infraestrutura como
casa de vegetacdo, assepsia no manejo do material
vegetativo, além de ser um processo demorado. Estes fatores
fazem da propagacéo in vitro uma alternativa vantajosa em
relacdo a propagacdo tradicional. A micropropagacdo
proporciona uma rapida multiplicacdo de plantas sadias em
maior quantidade, a partir de pouco material vegetativo,
independente da época do ano. Além disso, necessita um
espaco fisico pequeno, permitindo também a obtencédo de
plantas livres de bactérias, fungos e virus, que podem afetar o
desenvolvimento das plantas (KUSEY et al, 1980;
GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A maior parte dos trabalhos com propagacdo de
Gypsophila paniculata L. publicados, tem utilizado o agar
como agente geleificante do meio de cultura e reguladores de
crescimento durante a fase de multiplicacéo in vitro (CASTRO
et al., 1996; GRIBBLE et al,. 1996). Dentre estes encontram-
se 0 BAP (Benzilaminopurina) e TDZ (Thidiazuron),
pertencentes ao grupo das citocininas, e o ANA (Acido
naftalenoacético), uma auxina, em concentragfes que variam
1,0a6,0 mg.L" e 0,0 a 1,0 mg.L™ respectivamente (AHRONI,
et. al.,1997 e ZUKER, et. al., 1997).

O uso de citocininas em altas concentracdes nos meios
de multiplicagdo, no entanto pode induzir a vitrificacdo ou
hiperhidricidade em inimeras espécies, incluindo as plantas
ornamentais (BACHETTINI, 2000), como a Gypsophila . No
entanto, esta alteragéo fisioldgica pode ocorrer em funcao de
outros fatores, como alta concentracdo de nutrientes minerais,
baixa concentracao de agar e alta umidade relativa no interior
dos frascos (DAGUIN & LETOUZE, 1986; GRIBBLE et al.,
1996). Segundo HAN et al., (1996), a hiperhidricidade pode
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também, ser intensificada em funcdo do tipo de material
utilizado no fechamento dos frascos de cultura e que brotos
vitrificados liberam mais CO, e menos etileno em relagdo aos
ndo vitrificados. Este fendbmeno pode afetar a sobrevivéncia e
adaptacdo das plantas cultivadas in vitro ap6s sua
transferéncia para o solo, aumentando sua suscetibilidade a
contaminacao por fungos e a produtos quimicos (REUTHER,
1990; GRIBBLE et al., 1996).

Além dos reguladores de crescimento, a luz também
pode influenciar a taxa de multiplicacdo e o crescimento in
vitro. Os componentes, comprimento de onda e densidade de
fluxo luminoso podem ter efeitos positivos e/ou negativos no
cultivo in vitro (SEABROOK, 1987; KODYM & ZAPATA-
ARIAS, 1999; KOZAI et al., 1991). No caso especifico da
Gypsophila ndo existe nenhum relato do efeito da luz sobre a
taxa de multiplicacdo e posterior aclimatizagdo das plantas ou
brotos cultivados in vitro. Em conseqiiéncia disso, o presente
trabalho teve como objetivo verificar a influéncia da densidade
de fluxo Iluminoso sobre a taxa de multiplicacdo de
microestacas, crescimento dos brotos e percentagem de
sobrevivéncia das plantas apés aclimatizacdo das mesmas
sob condi¢Bes controladas.

MATERIAL E METODOS

Multiplica¢éo

Para a fase de multiplicacdo in vitro utilizaram-se
explantes constituidos por microestacas contendo duas gemas
axilares, retiradas de brotos de Gypsophila paniculata L.
‘Bristol fairy’,  propagados in vitro. Os explantes foram
inoculados em melo MS (MURASHIGE & SKO0O0G,1962),
contendo 30g. L" de sacarose, 100mg. L* de mio-inositol e
10g. L™ de agar, sem reguladores de crescimento. O pH foi
ajustado para 5,8, antes da colocacdo do agar e da
esterilizacdo do meio, realizada por autoclavagem por 20
minutos a 120°C e 1,5 atm. Apods a autoclavagem, o meio foi
distribuido em frascos com capacidade de 250 mL (30 mL por
frasco), os quais foram fechados com filme de polipropileno.
Foram utilizados 8 explantes por frasco e 5 frascos por
tratamento, totalizando 120 explantes em 15 frascos. Os
frascos foram transferidos para camara de crescimento, com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 23 + 2 °C e sob
diferentes denS|dades de fluxo luminoso (15,705; 41,88 e
83,76 W.m™), fornecidos por lampadas fluorescentes “branca-

fria”. A cada 30 dias fez-se repicagem para 0 mesmo meio de
cultura fresco, sob as mesmas condicdes de cultivo, para
obtencdo de uma melhor uniformidade do material. Apos a
terceira repicagem avaliou-se o nimero e comprimento de
brotos e numero de entrenés por broto. Também foram
observados a coloragdo e ocorréncia de vitrificacéo.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado com 5 repeticbes, sendo cada repeticdo
constituida de 8 explantes. A comparagao entre as médias dos
tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey (0=0,05).

Enraizamento e aclimatizacéo

Brotos com no minimo 2,0 cm de comprimento, foram
utilizados para a fase de enraizamento ex vitro e consequente
aclimatizagdo dos mesmos. Utilizaram-se 25 brotos de cada
densidade de fluxo luminoso, os quais, apés lavagem para
retirada do meio de cultura aderido, foram tratados pela
imersdo de suas bases numa solucéo de 100,0 mg.L™ de AIB
(&cido indolilbutirico), por 3 minutos. Posteriormente, foram
plantados em substrato esterilizado, composto de casca de
arroz queimada, g transferidos para camara de crescimento
sob 104,70 W.m? de densidade de fluxo luminoso e alta
umidade relativa (90%), com cobertura plastica. Apés 30 dias
foram avaliados a taxa de enraizamento, peso de matéria
fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular. Para
obtencéo do peso de matéria seca, os tecidos foram mantidos
em estufa por 24 horas a uma temperatura de 70°C.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado com 5 repeticdes, sendo cada repeticdo
constituida por 5 plantas. A comparagéo entre as médias dos
tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey (0=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Multiplicacéo

De acordo com a andlise de variancia, houve diferenca
significativa apenas para a variavel comprimento de brotos.
Observou-se que a menor densidade de fluxo luminoso
empregada (15,705 W.m'z) proporcionou maior comprimento
dos brotos (4,66cm), quando comparada com as demais
densidades analisadas (Tabela 1), sendo 50% superior aos
brotos cultivados sob 41,88 e 83,76 W.m™ (2,71 e 2,64 cm,
respectivamente).

TABELA 1 - Média das variaveis analisadas na fase de multiplicacéo de Gypsophila paniculata L. nos diferentes tratamentos.

Densidade Fluxo luminoso

Variaveis

w.m?) N° brotos Comprimento brotos (cm) N° entrends
15,705 1,57 a* 4,66 a 6,93 a
41,88 1,55a 2,71 b 6,10 a
83,76 1,37 a 264 b 595 a

*Médias seguidas de mesma letra minascula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey o= 0,05

Como néo ocorreram diferengas significativas no numero
de entrends, nas diferentes densidades de fluxo luminoso
(Tabela 1), 0 maior comprimento dos brotos cultivados sob
15,705 W.m? resultou do aumento de tamanho de seus
entrends.

Observacgbes visuais permitiram verificar que brotos
cultivados sob densidade mais baixa de fluxo luminoso
apresentavam caules mals finos e flexiveis, enquanto que os
cultivados sob 83.76 W.m™ mostravam-se mais rigidos e com
maior didametro de caule. Verificou-se também, que os brotos

desenvolwdos sob densidade de fluxo luminoso mais baixo
(15.705 W.m’ ) apresentavam cor verde brllhante enguanto
que os desenvolvidos em 41.88 e 83.76 W. m? tinham cor
verde mais escuro e opaco.

Até meados da década de oitenta, considerava-se que
explantes e brotos cultivados in vitro tinham baixa capacidade
fotossintética para fornecer um balango positivo de carbono,
portanto, necessitavam de carbohidratos como fonte de
energia (GEORGE & SHERRINGTON, 1984). Pesquisas
recentes, entretanto, tém revelado que explantes/brotos
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verdes in vitro, em geral, tem alta capacidade para realizar
fotossintese, e que baixas taxas fotossintética liquida e de
crescimento sdo devidas, principalmente as pequenas
concentracdes de CO: no interior dos frascos de cultura,
durante o fotoperiodo (KOZAI et al., 1991; KOZAI et al.,
1888a;1988b). Portanto, em alguns casos é possivel crescer
plantas in vitro mais rapidamente sob condi¢des
fotoautotroficas do que sob condi¢des hetero ou mixotroficas,
desde que o ambiente fisico no interior dos frascos seja
controlado adequadamente para a promocao do processo
fotossintético (KOZAI, 1988). Culturas hetero ou mixotréficas
sdo desenvolvidas na presenca de agucares e densidade de
fluxo luminoso variando entre 10,47 a 41,88 W.m™ e acima de
157,00 W.m?, respectivamente (KOZAI et al., 1991). No
presente trabalho, os brotos foram submetidos a densidade de
fluxo luminoso entre 15,705 e 83,76 W.m™, muito similares as
utilizadas em culturas heterotroéficas, alem do meio de cultura
ter sido suplementado com 30 g. L™ de sacarose. Assim, o
maior crescimento dos brotos sob 15,70 W.m™ pode ser o
resultado do processo de estiolamento induzido pela
luminosidade deficiente, ocasionando maior crescimento dos
entrends e caules mais finos. Além disso, as folhas destes
brotos apresentavam coloracgao verde brilhante, fazendo supor
que o aparato fotossintético ndo tenha se desenvolvido
adequadamente. PETERS & MAGALHAES JR., (1991)
trabalhando com pereira, verificaram que intensidades
luminosas mais elevadas determinavam, ao contrario do que
foi obtido nesta pesquisa, um maior nimero e comprimento de
gemas/brotos. Segundo os autores, essa maior taxa de
multiplicagdo poderia ser explicada por uma interacéo entre o
regime de luz e a auxina enddégena. Dentro deste contexto,
maior intensidade de luz poderia estar reduzindo a
concentracdo do AIA enddégeno das gemas, através da
fotoxidagdo, provocando um deslocamento do balango
hormonal em dire¢cdo as citocininas, o qual por sua vez,
elevaria a taxa de multiplicagdo. Mas, esta diferenga pode
também ocorrer em fungdo do gendtipo, pois segundo
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998) a necessidade de
maior ou menor intensidade luminosa pode variar de acordo
com a espécie em estudo.

Nao foi observado a ocorréncia de brotos vitrificados nos
trés tratamentos estudados, embora esta espécie apresente
altas taxas de vitrificacao (até 80% das plantas) sob condi¢ées
comerciais ou experimentais (GRIBBLE et al., 1996). Este
resultado pode ser justificado pela auséncia de reguladores de
crescimento na fase de multiplicacéo e também por uma malor
concentracé@o de 4gar utilizada no meio de cultura (10,0 g.L’ )
quantidade acima da normalmente empregada para o cultivo
in vitro desta espécie (7,0g.L" ) (GRIBBLE, 1999; GRIBBLE et
al., 1996; TURNER & SHINGA, 1990). LEITE et al. (1993)
também verificaram que concentragbes de 10 e 12 g. L™ de
agar no meio de multiplicacédo, reduziam a taxa de vitrificagcao
de brotos de pereira.

Através de observagbes visuais, KOZAI et al., (1991)
verificaram que brotos de morangueiro cultivados sob
condicdes autotréficas ndo apresentavam vitrificagdo e eram
mais vigorosos que aqueles desenvolvidos sob condi¢des
mixotroficas.

Outro fator que pode ter evitado a vitrificagao, foi 0 uso
do filme de polipropileno transparente para vedar os frascos,
pois este tipo de material, além de proporcionar maior
penetracdo de luz em comparagdo com outros tipos de
tampas, possibilita perdas de &gua mais rapidas para o
ambiente, aumentando a taxa de transpira¢do dos brotos ou
plantas in vitro (KOZAI et al., 1991). GRIBBLE (1999) verificou
que plantas de Gypsophila panicula L. cultivadas in vitro sob
alta disponibilidade hidrica e baixa umidade relativa no interior
dos frascos, desenvolviam-se normalmente e tinham
supostamente maiores taxas de transpiracdo que plantas
cultivadas sob alta umidade relativa. Este autor sugere que a
caréncia de transpiracdo talvez seja mais importante na
inducdo da vitrificagdo que a alta disponibilidade hidrica no
meio de cultura (DEBERGH, 1983).

Enraizamento e aclimatizacéo

Todos os brotos transferidos para substrato ex vitro,
independente da densidade de fluxo luminoso a que foram
submetidos durante a fase de multiplicacdo, enraizaram
(100%). Observou-se no entanto, de acordo com a analise de
variancia, que ocorreram diferencas significativas entre os
tratamentos quanto a matéria fresca e seca, tanto para a
parte aérea como para o sistema radicular das plantas apds
30 dias de transferéncia das condi¢des in vitro para ex vitro
(Tabelas 2 e 3). A alta taxa de enraizamento das plantas
estudadas, pode ser justificada pelo fato de que espécies
herbaceas apresentam uma grande capacidade de
enraizamento de estacas, quando uma planta passa de um
estado de alta disponibilidade nutricional (in vitro) para uma
condicdo autotréfica (ex vitro) (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Outro fator que pode estar associado a
resposta de 100% de enraizamento, é a qualidade dos brotos,
gue ndo apresentavam sinais de vitrificacé@o, pois existe uma
relagdo inversa entre o grau desta desordem fisiologica e a
sobrevivéncia das plantas ex vitro (GRIBBLE, 1999)

Plantas oriundas de 41,88 e 83,76 W.m™ apresentaram
maior peso de matéria fresca e seca que as provenientes de
15,705 W.m™, evidenciando que as plantas formadas de
brotos multlpllcados sob regimes de luz com maior densidade
de fluxo Iumlnoso eram mais vigorosas que as cultivadas sob
15,705 W.m (Flgura 1). Segundo KOZAI et al., (1991) brotos
ou plantas de morangueiro cultivadas sob condi¢des
fotoautréficas, ou seja, sob altas densidade de fluxo luminoso,
além de serem mais vigorosas, seriam mais facilmente
aclimatizadas, visto que estariam sujeitas a menores
alterag6es no ambiente fisico, fisiolégico e nutricional, quando
da transferéncia da condicdo in vitro para ex vitro. Esta
premissa também foi confirmada por SEON et al., (1999),
trabalhando com Rehmannia glutinosa.

TABELA 2 - Peso de matéria fresca e peso de matéria seca da parte aérea de plantas de Gypsophila paniculata L. apés

enraizamento ex vitro e aclimatizacéo.

Densidade Fluxo luminoso (W.m?)

15,705
41,88
83,76

Variaveis
Peso fresco (g) Peso seco (g)
0,35 b* 0,19 b
0,94 a 0,36 a
091la 0,35a

*Médias seguidas de mesma letra miniscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a= 0,05
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TABELA 3- Peso de matéria fresca e peso de matéria seca do sistema radicular de plantas de Gypsophila paniculata apés o

enraizamento ex vitro e aclimatizacao.

Densidade Fluxo luminoso ( w.m? )

15,705
41,88
83,76

Variaveis
Peso fresco (g) Peso seco (g)
0,04 b 0,018 b
0,06 ab 0,031 ab
0,07 a 0,0,46 a

*Médias seguidas de mesma letra minlUscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a= 0,05

Figura 1 - Plantas de Gypsophila paniculata L., oriundas de brotos cultivados sob trés densidades de fluxo luminoso (A= 10,705; B=
41,88; C= 83,6 W.m™) apds enraizamento e aclimatizagao.

A formacéo de raizes adventiceas é uma etapa chave na
micropropagacao. Um eficiente sistema de enraizamento deve
apresentar alta percentagem de brotos enraizados e sistema
radicular de alta qualidade. O desenvolvimento de um bom
sistema radicular esta relacionado a formacéo de um nimero
e comprimento de raizes adequados e a auséncia da
formacéo de calo, além de determinar boa performance apos o
plantio para o solo (DE KLERK et al., 1997, MOHAMMED &
VIDAVER, 1990). Dos dois processos de enraizamento (in
vitro e ex vitro), normalmente empregados em microestacas
(DE KLERK et al., 1997), o enraizamento ex vitro melhora a
gualidade do sistema radicular, além de otimizar o processo
de micropropagacdo. Em termos de qualidade, a regeneracéo
de raizes diretamente no substrato tende a produzir um
sistema radicular mais completo e funcional, com maior
namero de raizes secundarias e sem a formacéo de calo o
que dificultaria a conexdo do sistema vascular entre caule e
raiz. Além disso, evita-se a manipulagdo de plantas com raiz
nua ou a poda de raizes, praticas que muitas vezes resultam
em ma qualidade do transplante e até na morte das plantas
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Do ponto de vista
econdmico, a eliminagdo desta fase in vitro, determina uma
reducdo consideravel nos custos de mao-de-obra e infra-
estrutura, pois ao eliminar uma repicagem, economiza-se 0
espaco fisico na sala de crescimento, energia elétrica e 0 uso
de meios de cultura. Neste trabalho, a imersdo da base das
microestacas numa solugdo de 100 mg.L’l de AIB e o plantio
das mesmas em substrato constituido por casca de arroz
gueimado, além de induzir 100% de enraizamento,
proporcionou a formag&do de um sistema radicular adequado,
sem inducdo de calos e com presenga de raizes secundarias
(Figura 1). Estes resultados, aliados a inexisténcia de
vitrificacdo durante a fase de multiplicagdo, demonstram a

eficiéncia do protocolo empregado nesta pesquisa, podendo o
mesmo ser empregado no processo de micropropagacéo
comercial desta espécie.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

- Densidades de fluxo luminoso mais elevadas produzem
brotos menores, com caules mais rigidos e com maior
diametro;

- A auséncia de reguladores de crescimento e a adi¢do
de 10 g.L™" de agar no meio de multiplicacio possibilita a
producéo de brotos de alta qualidade, sem o desenvolvimento
de distarbios fisioldgicos, como a vitrificagdo dos mesmos;

- O tratamento da base dos brotos com solucdo de AIB
(100,0 mg.L’l), aliado a qualidade dos mesmos, induz alta taxa
de enraizamento ex vitro e aclimatizacéo;

- A densidade de fluxo luminoso, durante a fase de
multiplicacdo, ndo afeta a taxa de enraizamento dos brotos.
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