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NOTA CIENTIFICA

MICROPROPAGACAO DE GYPSOPHILA PELA CULTURA DE SEGMENTOS
NODAIS

MICROPROPAGATION OF Gypsophila paniculata THROUGH CULTURE OF
NODAL SEGMENTS

Marguerite Germaine Ghislaine QUOIRIN?
Luiz Antonio BIASI?
José Fernando RIOS?®
Francine Lorena CUQUEL*

RESUMO

Gypsophila paniculata é uma das principais flores de corte comercializadas no mercado brasileiro. Comercialmente
ela é propagada por métodos vegetativos in vitro, entretanto poucas informacgdes cientificas séo disponiveis sobre este
assunto. Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de micropropagacéo desta espécie. As plantas matrizes
de Gypsophila paniculata cv Golan foram obtidas de produtor comercial, plantadas em vasos de 20 L e mantidas em casa-
de-vegetacao, com temperatura e umidade controladas. Como explantes, foram utilizados segmentos nodais com um a dois
centimetros de comprimento. Os explantes foram submetidos a tratamento com alcool 70% durante 30 segundos, seguido por
hipoclorito de sédio 2% durante 10 min. Em seguida, foram cultivados em meio MS contendo duas concentracdes de cinetina
(CIN), com ou sem 3,0 uM de &cido naftalenoacético e com 0,3 uM de giberelina (GA,). O melhor resultado de multiplicagéo
destes segmentos nodais foi obtido no meio MS com 0,5 uM de CIN e 0,3 uM de GA,.

Palavras-chave: floricultura; planta ornamental; cultura de tecidos in vitro; mosquitinho.

ABSTRACT

Gypsophila paniculata is one of the principal cut flowers on the Brazilian market. Commercially it is propagated by
in vitro methods, however very few scientific information is available about it. The goal of this work was to establish in vitro
technology to propagate Gypsophila paniculata through nodal segments. Gypsophila plants cultivar Golan obtained from a
grower were used to start this research. They were planted in pots and maintained inside greenhouse under controlled
temperature and relative humidity. Nodal segments one to two centimeters long were removed from these plants and immersed
in alcohol 70% during 30 s, followed by sodium hypochlorite 2% during 10 min. They were then cultured in vitro on MS medium
containing two concentrations of kinetin (KIN), with or without 3 uM naphtalenacetic acid and with 0.3 uM gibberellin (GA,).
Better multiplication of the nodal segments was obtained in MS media containing 0.5 uM KIN and 0.3 uM GA,.

Key-words: floriculture; ornamental plant; in vitro tissue culture; baby breath.
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INTRODUCAO

A espécie Gypsophila paniculata L.,
conhecida popularmente como mosquitinho,
pertence a familia Caryophyllaceae Lindl., a qual
possui cerca de 80 géneros e 2000 espécies com
ampla distribuicdo em todas as regiées do globo
(GEMTCHUJNICOQV, 1976). A Gypsophila paniculata
é uma planta originaria da Europa e da Asia
Ocidental, regido onde predomina o clima
temperado. Das vérias espécies do género, somente
a Gypsophila paniculata tem sido cultivada
comercialmente como flor-de-corte (ARTEAGA e
AMEZQUITA, 1990a). S&do plantas arbustivas,
perenes, de formas arredondadas chegando a ter
um metro de altura (BARROSO, 1978). Possuem
ramos muito finos e folhas lineares. Sua floragéo
natural ocorre no final da primavera e continua até o
outono, podendo gerar dois ou trés cortes de flores
neste periodo (SHILLO e HALEVY, 1985). E uma
planta de clima temperado, de dias longos,a qual
sob condi¢Bes controladas de cultivo pode produzir
flores o ano todo. As flores brancas, pequenas e
numerosas, sdo muito apreciadas como flores-de-
corte para formar arranjos florais com outras plantas
(INFOAGRO, 2002). No Brasil, o cultivo de Gypsophila
paniculata tem aumentado significativamente,
destacando-se como sendo um dos dez produtos
mais vendidos no Veilling Holambra (SP), assim
como nos onze principais paises produtores de
flores e plantas ornamentais (CASTRO, 1998).

Muitos séo os fatores relacionados ao cultivo
e desenvolvimento desta cultura, em particular,
destaca-se a propagacgdo da espécie. Esta é restrita
porque muitas variedades sé@o unissexuais e n&o
produzem sementes (SHILLO e HALEVY, 1985).
Portanto, a propagacao vegetativa por estacas em
condi¢cbes apropriadas proporciona plantas com
crescimento e floragdo semelhantes as plantas
matrizes (ARTEAGA e AMEZQUITA, 1990b).
Entretanto, este processo pode apresentar
problemas fitossanitarios que sao introduzidos nas
areas de cultivo pelo material propagativo
contaminado. A planta pode ser contaminada pela
bactéria Erwinia herbicola pv. Gypsophilae (Ehg), a
qual causa a formacgéo de galhas (COOKSEY, 1986)
e esta doencga pode causar 30 a 60 % das perdas
de plantas de Gypsophila paniculata em campos
comerciais e pode ser o fator limitante para a
propagacao da planta (MILLER et al., 1981). A
ocorréncia desta doenca é mais freqiente durante
a propagacgdo de estacas em casa-de-vegetacao,
tendo como resultado o enfraguecimento, a queda
das folhas e finalmente morte da planta inteira
(CLARK et al., 1989).

A técnica da cultura de tecidos de
Gypsophila paniculata tem sido usada
principalmente para micropropagacao e eliminagéo
de doengas (HENRY, 1993). Alguns poucos trabalhos
relativos a micropropagacao desta espécie ja foram
publicados. Entre estes foram utilizados como
explante gemas apicais ou axilares (HAN et al.,
1991a; ZAMORANO-MENDOZA e MEJIA-MUNOZ,
1994; SONG etal., 1996; GRIBBLE, 1999; LEE e BAE,

1999b; RADY, 2006) e explantes foliares ou de
entrends (AHRONI et al., 1997; ZUKER et al., 1997;
LEE e BAE, 1999a).

O presente estudo teve como objetivo
estabelecer um protocolo de multiplica¢éo in vitro
de Gypsophila paniculata a partir de segmentos
nodais.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério
de Micropropagacdo de Plantas e na casa-de-
vegetacdo do Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana, em Curitiba,
Parana.

O meio basico de cultura utilizado na
pesquisa foi 0 MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
contendo sais minerais, vitaminas e compostos
orgéanicos. O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8 antes da adicao do agar. De acordo com o
experimento, aliquotas do meio de cultura foram
distribuidas em frascos de 30 mL e 250 mL, e tubos
de ensaio de 25 x 150 mm. Nos frascos menores e
nos tubos de ensaio foram adicionados 10 mL de
meio e colocado um explante, enquanto que nos
maiores, 25 mL e colocados de 3 a 5 explantes. Os
frascos maiores foram vedados com tampas de
polipropileno e os demais com papel-aluminio. A
esterilizacdo do meio de cultura foi realizada em
autoclave, a 120 °C, sob pressao de 1,05 kg cm?,
por 20 min. Os frascos com os explantes foram
mantidos em sala de crescimento com iluminagdo
artificial fornecida por lampadas fluorescentes do
tipo “branca fria”, de irradiancia de 40 uMol m2 s, 16
h de fotoperiodo e temperatura de 26 + 2 °C.

Mudas de Gypsophila paniculata L. cv. Golan
foram obtidas de produtor comercial, sendo o plantio
realizado em recipientes plasticos com capacidade
de 5 kg, contendo uma mistura em volumes iguais
de solo e areia. As plantas matrizes foram tutoradas
e mantidas em casa-de-vegetacdo por um periodo
de um ano.

Ramos vegetativos foram retirados das
plantas matrizes com 8 a 10 cm de comprimento,
cortados na base e acondicionados em sacos
plasticos que foram vedados e conduzidos ao
laboratério. Os ramos foram seccionados em
segmentos nodais com 2 cm de comprimento e
utilizados como explantes. Os explantes foram
isolados em camara de fluxo laminar. A assepsia
externa dos segmentos nodais foi realizada pela
imersdo em etanol 70%, por 30 segundos, seguida
de solugdo comercial de hipoclorito de s6dio 2%,
por 10 min e trés lavagens em agua estéril. Apés a
assepsia, 0s segmentos nodais com
aproximadamente 2 cm foram transferidos para o
meio MS de multiplicagdo suplementado com
reguladores vegetais, cinetina (CIN), acido
naftalenoacético (ANA) e giberelina (GA,).

Os explantes foram isolados em camara
de fluxo laminar, sendo colocados 5 explantes por
frasco. O delineamento experimental foi de blocos
ao acaso com 6 tratamentos em 4 repeticGes e um
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frasco por parcela. Os tratamentos foram:
1) Sem reguladores vegetais (testemunha)
2) 0,0 uMCIN + 3,0 uMANA + 0,3 uMGA
3) 0,5uMCIN + 0,0 uMANA + 0,3 UM GA
4) 0,5uMCIN + 3,0 UMANA + 0,3 UMGA,

5) 5,0uMCIN + 0,0 uMANA + 0,3 uUMGA,

6) 5,0uM CIN + 3,0 uMANA + 0,3 UMGA,

Ao final de trinta dias foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: calogénese,
sobrevivéncia dos explantes, numero de folhas por
brotagdo, comprimento das brota¢cdes, massa
fresca das brotagdes, hiperhidricidade, namero
médio de brotagBes por explante e sobrevivéncia
das brotagbes. O comprimento das brotagdes foi
medido a partir da base da brotacdo até a

3

o

extremidade do par de folhas mais jovens,
envolvendo o apice.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Porcentagem de calos formados e porcentagem
de sobrevivéncia

Os resultados de porcentagem de formagéo
de calos e de sobrevivéncia sdo apresentados na
Tabela 1. As andlises de varidncia para estas
variaveis nao revelaram significancia estatistica para
o efeito das diferentes concentragdes dos
reguladores vegetais testados. Os calos formados
foram friaveis, com aspecto transltcido e de tamanho
variado.

TABELA 1 - Porcentagem de explantes formando calos e porcentagem de sobrevivéncia dos explantes, nUmero
de folhas e comprimento das brotagdes oriundas dos segmentos nodais de Gypsophila paniculata
cv. Golan em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentracdes de reguladores

vegetais, apés 30 dias de cultivo.

Concentragdo de reguladores Calos Sobrevivéncia Namero de Comprimento das
vegetais (UM) (%) (%) folhas/brotagéo brotactes (cm)

CIN ANA GAs

0,0 0,0 0,0 40,0a 86,8a 6,3¢ 4,4 ab
0,0 3,0 0,3 50,0a 71,3a 49c 20b
0,5 0,0 0,3 37,0a 95,0a 136 a 55a
0,5 3,0 0,3 41,5a 91,8a 12,0 ab 52a
5,0 0,0 0,3 22,8a 95,0a 8,4 bc 52a
5,0 3,0 0,3 33,3a 91,8a 6,8 ¢ 3,1lab

C.V. (%) 32,73 17,55 29,17 32,13

Médias seguidas da mesma letra na coluna nado diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.

Observou-se que, a medida que se
aumentou a concentragdo de CIN, houve uma
tendéncia de menor formagéo de calos na base dos
explantes. O menor percentual de calos (22,75%)
foi obtido com o uso de 5,0 uM de CIN combinado
com 0,3 uM de GA, (Tabela 1). Este resultado esta
de acordo com os de AHRONI et al. (1997) os quais
afirmaram haverem reduzido a concentracéo de
auxina a fim de reduzir a formagédo de calos.

Na Tabela 1 verifica-se que a maxima taxa
de sobrevivéncia de explantes (95,00%) foi obtida
nos tratamentos sem auxina e a taxa mais baixa
(71,25%) com a adig¢éo de 3,0 uM de ANA no meio de
cultura sem CIN e com 0,3 uM de GA, embora néo
diferiram estatisticamente.

Comprimento das brota¢6es e nimero de folhas
das brotacdes

A analise de variancia revelou diferenca
significativa para o efeito dos reguladores vegetais
sobre o comprimento e nimero de folhas por
brotacao.

Os brotos formados em meio de cultura
contendo 0,5 uM de CIN e 0,3 uM de GA, na auséncia
de ANA foram os que apresentaram maior
comprimento (5,5 cm), conforme Tabela 1.
Entretanto, ndo diferiram significativamente dos
tratamentos nos quais as concentragdes dos
reguladores foram 0,5 uM de CIN, 3,0 uM de ANA e
0,3uMde GA,, 5,0uMde CIN, 0,0 uMde ANA e 0,3 uM

de GA, e 5,0 uM de CIN, 3,0 uM de ANA e 0,3 uM de
GA, e datestemunha. RADY (2006) obteve brotagGes
com tamanho variando entre 1,9 e 3,3 cm depois de
um més em meio de cultura contendo 2,7 iM de ANA
e 1,11 a 8,8 iM de benzilaminopurina.

Os resultados do numero de folhas das
brotagdes foram semelhantes aos da variavel
comprimento das brotagdes. Isto indica a direta
relacdo entre as duas variaveis. Assim sendo,
guanto maior o comprimento de uma brotagéo,
maior sera o0 numero de entrenés e,
conseqiientemente, o maior nimero de folhas.
Conforme a Tabela 1, o tratamento que apresentou
melhor efeito sobre o nimero de folhas foi o meio
suplementado com 0,5 uM de CIN e 0,3 uM de GA,,
onde se obteve 13,55 folhas por brotagdo, embora
ndo haja ocorrido diferenca significativa com o
tratamento de 0,5 uM de CIN, 3,0 uM de ANAe 0,3 uM
de GA,.

Massa fresca e porcentagem de hiperhidricidade

Pela andlise de variancia, constatou-se
significAncia estatistica dos tratamentos para a
variavel massa fresca e ndo houve diferenca para a
variavel hiperhidricidade. De acordo com os dados
apresentados na Tabela 2, observa-se que os
resultados dos tratamentos com 0,5 uMde CIN e 0,3
uMde GA, e o tratamento com 0,5 uMde CIN, 3,0 uM
de ANA e 0,3 uMde GA, néo diferiram estatisticamente
para a variavel massa fresca das brotagfes e foram
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superiores aos resultados dos demais tratamentos.
Os melhores resultados obtidos nesses dois
tratamentos podem haver sido decorrentes do
melhor desenvolvimento das brotacdes.

A suplementag&o dos meios de cultura com
cinetina em uma concentragdo elevada influenciou
negativamente os valores da variavel massa fresca,
uma vez que 0 excesso de citocinina promove uma
série de eventos nos explantes como a regeneragao
de brotacdes anormais e hiperhidricas (HAN et al.,
1992). Segundo PAEK et al. (1991), a
hiperhidricidade de brotacdes de Gypsophila
paniculata cultivadas in vitro pode ser influenciada
por muitos fatores, entre os quais a adi¢do de niveis
elevados de citocininas no meio de cultura. A
hiperhidricidade também pode ser conseqiiéncia da
exposicdo a baixas irradiancias luminosas e/ou
altas temperaturas (PAEK et al., 1991). Outros
autores mostraram que a hiperhidricidade é ligada

a concentracdo de agar nos meios de cultura e a
razao nitrato:amonio do meio (HAN et al., 1991 a e
b). Para GRIBBLE (1999), o controle da umidade
relativa do ar no frasco é importante na obtencéo de
plantas de Gypsophila normais, sem sintomas de
hiperhidricidade. Neste experimento os fatores luz
e temperatura podem haver influenciado a
hiperhidricidade das brota¢des, uma vez que houve
periodos de alta temperatura e outros de baixa
luminosidade em virtude de problemas nos
equipamentos que mantém as condigcdes
ambientais da sala de crescimento. A associagéo
destes fatores levou aos resultados obtidos na
Tabela 2 para a variavel hiperhidricidade. Embora a
analise estatistica ndo revele diferenga entre os
tratamentos, verifica-se que a concentracdo de 5,0
uM de CIN na auséncia de ANA proporcionou a mais
alta taxa de hiperhidricidade (49,5%).

TABELA 2 - Massa fresca das brotagdes, porcentagem de brotacdes hiperidricas, nimero de brotagfes e
sobrevivéncia das brotacdes oriundas dos segmentos nodais de Gypsophila paniculata cv. Golan
em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentragdes de reguladores vegetais,

apo6s 30 dias de cultivo.

Concentracdo de reguladores Massa fresca Hiperhidricidade =~ Numero médio de Sobrevivéncia das

vegetais (UM) (mg) (%) brotacbes/ explante brotacdes (%)
CIN ANA GA;
0,0 0,0 0,0 259,0bc 41,3a 2,8a 91,8a
0,0 3,0 0,3 2109c 33,0a 2,6a 91,8a
0,5 0,0 0,3 328,8a 33,0a 4,7a 91,8a
0,5 3,0 0,3 297,5ab 24,8a 3,9a 100,0a
5,0 0,0 0,3 1994 ¢ 49,5a 4,1a 75,0a
5,0 3,0 0,3 2038 c¢ 24.8a 2,8a 66,8a
C.V. (%) 14,59 54,26 40,92 23,47

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.

Numero e sobrevivéncia das brotagfes

As andlises de variancia para o nimero e a
sobrevivéncia das brotag6es néo indicaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos (Tabela
2). No presente experimento, as concentragbes de
citocinina e auxina utilizadas ndo proporcionaram
taxa de multiplicagdo satisfatoria, tendo-se obtido
um valor méaximo de 4,7 brotagBes por explante,
enquanto que ZAMORANO-MENDOZA e MEJIA-
MURNOZ (1994) obtiveram oito brotos por explante,
cultivando apices caulinares de Gypsophila
paniculata em meio de cultura contendo 2,85 uM de
AlA e 13,3 uM de BAP sem GA,. RADY (2006) obteve
4,2 brotos por segmento apical na presenca de 2,7
uM de ANA e 2,2 uM de BAP.

Os melhores resultados obtidos neste
experimento (4,7 brotos por explante) séo
semelhantes aos encontrados por KUSEY et al.
(1980), de 4,9 brotos por explante, utilizando como
explantes apices caulinares de Gypsophila
paniculata. Apesar de o ANA ser bastante utilizado
na multiplicacdo de explantes, o uso de AlA tem
mostrado ser mais eficiente para esta espécie
conforme atestam HAN et al. (1991a;1991b;1992;
1995; 1996a; 1996b) e SONG et al. (1996). Portanto,
nas condi¢cBes estabelecidas, sdo necessarios

novos testes empregando esta auxina e maiores
concentragdes de citocinina, a fim de aumentar o
numero de brotacdes.

Embora ndo haja ocorrido diferenca
significativa entre os tratamentos, observa-se que a
aplicagdo de 0,5uM de CIN com 3,0 uM de ANA e 0,3
uM de GA, ao meio de cultura proporciona 100% de
sobrevivéncia das brotacdes.

CONCLUSOES

A andlise e interpretacdo dos resultados
obtidos nas condig6es em que o experimento foi
conduzido permitem concluir que:

A Gypsophila paniculata € uma planta
ornamental de facil multiplicacao in vitro e apresenta
alta porcentagem de sobrevivéncia. A adi¢do da
auxina ANA ao meio de cultura aumenta a formacao
de calos e diminui a hiperhidricidade.

Os melhores resultados de
micropropagacédo foram obtidos em meio MS
contendo 0,5 uM de CIN e 0,3 uM de GA, com 95%
de sobrevivéncia dos segmentos nodais, 13,55
folhas por explante, brotagdes de 5,50 cm de
comprimento, massa fresca com 328,82 mg e 4,65
brotagBes por explante.
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