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Pertencente a familia Amaryllidaceae, a Amarilis, Ricardo Antonio Ayub3
como é popularmente chamada, apresenta valor diferenciado no mercado de flores. Seus bulbos sdo produzidos
principalmente para exportacdo, girando capital para o Brasil. No entanto, o transporte destas estruturas
requer mais cuidado e espaco, além da maior dificuldade de manter a alta qualidade sanitéria por meio da
macropropagacao. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a germinagao in vitro de sementes de
Amarilis, com e sem tegumento, nos meios de cultura Murashigue e Skoog e Wood Plant Medium. Para tanto,
as sementes foram analisadas quanto a germinacao, e por meio dos testes de comprimento da maior raiz e
da folha, a massa fresca e o nimero de folhas. O experimento foi avaliado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, sendo dois fatores avaliados, a condi¢do da semente (com e sem tegumento)
e os meios de cultivo (MS/2 e WPM), com cinco repeti¢des cada. Por meio dos resultados obtidos verificou-se
que, o meio de cultivo com formulagdo Wood Plant Medium proporcionou a melhor germinacao. Ja para o
desenvolvimento das plantas os melhores resultados foram obtidos em meio Murashigue e Skoog.

Resumo

Palavras chave: Amarilis, meios de cultura, planta ornamental.

In vitro germination of Hippeastrum hybridum
Abstract

Belonging to the family Amaryllidaceae, the Amaryllis, as it is popularly called, presents different
value in the flower market. Its bulbs are mainly produced for export, turning capital to Brazil. However,
transportation of these structures requires more care and space, besides the greater difficulty of maintaining
high sanitary quality through macropropagation. In this way, the objective of this work was to evaluate the in
vitro germination of Amarilis seeds, with and without integument, in the Murashigue and Skoog and Wood
Plant Medium media. For this, the seeds were analyzed for germination, and through the tests of length of
the largest root and leaf, fresh mass and number of leaves. The experiment was evaluated in a completely
randomized design, in a factorial scheme, with two factors being evaluated, the condition of the seed (with
and without tegument) and the culture media (MS / 2 and WPM), with five replicates each. By means of the
obtained results it was verified that, the culture medium with Wood Plant Medium formulation provided
the best germination. For the development of the plants, the best results were obtained in Murashigue and
Skoog medium.

Keywords: Amaryllis, culture medium, ornamental plant.

Germinacion in vitro de semillas de Hippeastrum hybridum

Resumen

Perteneciente a la familia Amaryllidaceae, Amarilis, como se le llama popularmente, presenta un
valor diferente en el mercado de las flores. Sus bombillas se producen principalmente para la exportacion,
convirtiendo capital en Brasil. Sin embargo, el transporte de estas estructuras requiere més cuidado y espacio,
ademads de la mayor dificultad de mantener una alta calidad sanitaria a través de la macropropagacion.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la germinacion in vitro de semillas de Amaryllis, con y
sin tegumento, en los medios de cultivo Murashigue y Skoog y Wood Plant Medium. Para eso, las semillas
fueron analizadas para la germinacion, y a través de las pruebas de longitud de la raiz y la hoja mas grandes,
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la masa fresca y el numero de hojas. El experimento se evalu6 en un disefio completamente al azar, en un
esquema factorial, con dos factores evaluados, la condicién de la semilla (con y sin tegumento) y los medios
de cultivo (MS / 2 y WPM), con cinco repeticiones cada uno. A través de los resultados obtenidos se verificé
que el medio de cultivo con formulacién Wood Plant Medium proporcioné la mejor germinaciéon. En cuanto
al desarrollo de plantas, los mejores resultados se obtuvieron en Murashigue y Skoog.

Palabras clave: Amarilis, medios de cultivo, plantas ornamentales.

Introducao

A Amarilis (Hippeastrum hybridum) pertence a
familia Amaryllidaceae que compreende cerca de 80
espécies de flores, cujas formas exéticas e variedades
de tamanhos e cores impressionam (ILCZUK et
al., 2005). As flores desta espécie apresentam valor
ornamental, como flor de corte, para cultivo em vasos,
podendo ser utilizada também para jardinagem e
paisagismo (LORENZI e SOUZA, 1999) ou para fins
medicinais e aromatizantes (MEEROW et al., 2000).

Espécies do género Hippeastrum propagam-
se principalmente de forma assexuada, por
meio de bulbo (AMARAL, 2007). O bulbo da
Amarilis é um importante produto do ramo da
floricultura no comércio mundial, girando capital
de exportacdo e importacao principalmente para o
Brasil (TOMBOLATO et al., 2006). Em 2017, o setor
de floricultura movimentou R$ 6,9 bilhdes, com um
crescimento de pouco mais de 6% em relagdo ao ano
anterior, sustentando um desempenho econdémico
favoravel (JUNQUEIRA e PEETZ 2018). Do ponto
de vista do mercado internacional, a floricultura
empresarial brasileira vem se especializando na
multiplicacdo de material de propagacao, que sao
exportados em quantidades significativas. Nesse
contexto, destaca-se a Amarilis, em que grande
parte de sua produgdo é destinada a exportagdo e
ao consumo doméstico (TOMBOLATO et al., 2013;
JUNQUEIRA e PEETZ, 2018).

A propagacdo assexuada ou vegetativa
adotada normalmente para a Amarilis é vantajosa,
considerando a fidelidade genética dos novos
individuos. Porém apresenta como limita¢des o
tempo necessério para o processo de propagagdo e a
qualidade fitossanitaria das plantas; principalmente
em relagdo a incidéncia de virus, que é um dos
principais problemas para o desenvolvimento desse
setor no Brasil (AMARAL, 2005; AMARAL, 2007).

A micropropagacao de Hippeastrum puniceum
para definir, a regeneracao dos bulbos in vitro com o uso
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de citocinina (AMARAL, 2007) e a propagacao in vitro dos
bulbos de Hippeastrum hybridum (SULTANA et al.; 2010;
AMARAL, 2005; ILCZUK et al., 2005), foram relatados.

Embora existam virus que sejam transmitidos
por sementes a probabilidade de transmissdo
é relativamente baixa, j& que isso depende da
capacidade do patégeno invadir o embrido e, entre
outros fatores, da disponibilidade do hospedeiro no
momento da infeccdo (SALAS et al., 2010). Nesse
sentido, a germinagdo de sementes tem sido utilizada
como uma alternativa para redugdo da contaminagao
por virus. Especialmente, por ser adotado condi¢des
assépticas, utilizando meios nutritivos, que fornecem
as substancias necessarias para que este processo
ocorra (SOUZA e JUNGHANS, 2006); de forma a
permitir um crescimento e desenvolvimento das
plantulas de forma répida e sadia.

Levando em conta, a crescente expansao
do mercado de plantas ornamentais no Brasil e
a necessidade de se produzir mais e com maior
qualidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
germinacdo in vitro de sementes de Amarilis, com e
sem tegumento, nos meios de cultura Murashigue e
Skoog e Wood Plant Medium.

Materiais e métodos

As sementes de Amarilis para o estudo
foram obtidas de produtor de mudas da regido dos
Campos Gerais, Parana. Para realizacdo do teste de
germinacao in vitro, as sementes foram esterilizacao
por meio da imersdo em &lcool 70% durante 20
segundos; seguido de imersdo, sob agitacdo, em
hipoclorito 2% e mais duas gotas de Tween 20 por
10 minutos; seguidos de trés lavagens em agua
autoclavada com 0,033g L de cisteina.

Apbs a assepsia das sementes, foram
instalados os tratamentos estabelecidos na pesquisa,
asaber: sementes de Amarilis sem tegumento e com
tegumento, cultivadas em dois meios de cultura,
meio MS (MURASHIGUE e SKOOG, 1962) e meio
WPM - Wood Plant Medium (LLOYD e MCCOWN,
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1981), com cinco repeticdes cada. Em cada placa de
Petri semeou-se cinco sementes, sendo que cada
repeti¢do foi composta por cinco placas de Petri.

Para o preparo dos meios de cultura, adotaram-
se os seguintes procedimento: MS (MURASHIGUE
e SKOOG, 1962) com 50% da concentragdo de sais
minerais e vitaminas (MS/2), suplementado com 30
g L1 de sacarose, 6 g L1 de dgare(Qlg L de mio
inositol e pH ajustado para 5,8 e WPM - Wood Plant
Medium (LLOYD e MCCOWN, 1981) acrescido de
30g L1de sacarose, 6 g L1de agare(Q,lg L1 de mio
inositol e pH ajustado para 5,2.

As sementes, nas placas de Petri, foram
incubadas em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas, temperatura de 25 °C e umidade controlada.
Foi avaliada a porcentagem de germinagédo aos 30 e
60 dias ap6s a semeadura, por meio da contagem
de plantulas normais em cada tratamento; sendo os
resultados expressos por meio da média de plantulas
normais encontradas em cada repeti¢do. As plantas
obtidas aos 60 dias ap6s a semeadura, foram avaliados
quanto aos seguintes critérios: comprimento da maior
raiz (cm), de acordo com adaptacao da metodologia
descrita por Nakagawa (1999), comprimento da maior
folha (cm), massa fresca das plantulas (g), de acordo
com metodologia de Nakagawa (1999) e ntimero de
folhas por planta, sendo os resultados expressos por
meio da média de folhas obtidas entre as plantas
avaliadas de cada repeticdo.

O delineamento experimental usado foi
inteiramente aleatorizado, em esquema fatorial 2x2
(duas condigdes de sementes - presenca e auséncia
de tegumento e dois meios de cultura - MS/2 e
WPM), com cinco repetigdes. Os dados obtidos
foram avaliados através de analise de variancia, e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (ESTAT, 1992).

Resultados e discussdo

Aos 30 dias, as avaliagées realizadas,
demonstraram que nao houve interagdo entre os meios
de cultura utilizados para a germinagao de sementes de
Amarilis (Tabela 1). J& para as sementes sem tegumento,
verificou-se uma maior porcentagem de germinagao,
de 90% (Tabela 1); em comparacdo as sementes com
tegumento, em que a germinagao foi de 28%.

Para que a germinagdo ocorra de forma
adequada, é fundamental que a semente ndo esteja
dormente e que os principais fatores envolvidos no
processo de germinacdo, como disponibilidade de
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agua, temperatura e oxigénio, estejam em condicoes
favoraveis a espécie (MARCOS-FILHO, 2015; TAIZ
e ZEIGER, 2013; KERBAUY, 2008). Um dos fatores
que pode interferir na germinacao das sementes, pode
ser seu revestimento. O tegumento por exemplo,
pode contem agentes inibidores da germinagao
ou atuarem como barreira fisica que dificulta a
embebicao de dgua pelas sementes ou bloquear as
trocas gasosas (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000;
MARCOS-FILHO, 2015). Nesse caso, por mais que a
semente seja vidvel, ocorre redugdo na porcentagem
de germinacgdo das mesmas.

Tabela 1. Porcentagem de germinagdo in vitro das
sementes de Amarilis com e sem o tegumento, aos 30
dias para os meios de cultura WPM e MS/2.

Tratamento Médias Tratamento Meédias
WPM 65% A Semtegumento  90% A
MS/2 53% A Com tegumento  28% B

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si segundo o
teste de Tukey, P <0,05.

Como a germinacao das sementes de Amarilis
ocorreu aos 30 dias apés a semeadura (Tabela
1), verifica-se que é possivel conduzir o teste de
germinagdo até este periodo, especialmente para
sementes sem tegumento. O término desta avaliacao,
estd de acordo com o recomendado por Brasil (2009),
que indica a contagem final de plantulas no teste
de germinacao para a espécie botanica Hippeastrum
hybrids aos 28 dias apds a semeadura.

Aos 60 dias ap6s a semeadura fez-se uma nova
avaliacao da germinacao das sementes de Amarilis
(Tabela 2), no qual verificou-se que houve interacao
significativa entre os meios de cultura e as condi¢des
de semente. Pelos resultados obtidos (Tabela 2),
as sementes sem tegumento, independentemente
do meio de cultivo, foi a melhor condicao para
alcancar as melhores porcentagens de germinacao.
Assim, foi possivel distinguir a eficiéncia dos
meios de cultivo para o crescimento das plantas,
de forma que a formulacao WPM, proporcionou
100% da germinacado destas sementes, se diferindo
estatisticamente das sementes germinadas em meio
MS/2, que germinaram 80% (Tabela 2). Apesar do
meio MS/ 2 ter proporcionado a melhor porcentagem
de germinacao para sementes com tegumento (60%),
seus resultados estdo abaixo dos obtidos no meio de
cultura WPM, quando se trabalha com sementes sem
o tegumento (Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de germinagdo in vitro das
sementes de Amarilis com e sem o tegumento, aos 60
dias para os meios de cultura WPM e MS/2.

Condigao das sementes\

Meio de Cultura MS/2 WM
Sem tegumento 80% Ab 100% Aa
Com tegumento 60% Ba 35% Bb

Meédias seguidas de mesma letra nao diferem entre si segundo o
teste de Tukey, P <0,05.

Diversos fatores podem influenciar a germinagao
de sementes. Em mangabeira, por exemplo, houve
melhor germinagao com a remogdo do tegumento,
usando o meio nutritivo MS/2, em rela¢do ao uso de
dgua de coco e dgua destilada (PINHEIRO et al., 2001).
Em trabalho que avaliou a germinacao in vitro de

sementes de caléndula, os melhores resultados foram
obtidos com o meio MS/2 (COSTA e AYUB, 2001).

Na Tabela 3, estdao apresentados os resultados
da massa fresca, do niimero de folhas e o comprimento
da maior folha das plantas de Amarilis aos 60
dias ap6s a semeadura. Pelos resultados obtidos,
verifica-se que, independentemente da presenca ou
auséncia do tegumento, o meio de cultura MS/2,
comparando-se ao meio de cultura WPM (Tabela 3),
proporcionou as melhores condi¢gdes nutricionais
para o desenvolvimento das plantas. Tais resultados
sao indicativos que o meio de cultura MS/2 supre
melhor a demanda metabélica das plantas jovens
de Amarilis (até os 60 dias), fornecendo condicdes
basicas para o desenvolvimento vegetal.

Tabela 3. Dados médios de massa fresca (g), namero de folhas e comprimento da maior folha de plantas de
Amarilis, oriundas de sementes cultivadas in vitro, com e sem o tegumento, aos 60 dias de cultivo nos meios

de cultura WPM e MS/ 2.
Meio de cultura Massa fresca (g) Numero de folhas Comprimento da maior
folha (cm)
MS/2 0,6745 A 1,7183 A 6,0576 A
WPM 0,3086 B 0,8500 B 2,5646 B
Condigao das sementes Massa fresca Numero de folhas Comprimfzrll;(; da maior
Sem tegumento 0,4479 A 1,2350 A 45319 A
Com tegumento 0,5352 A 1,3333 A 4,0904 A

Meédias seguidas de mesma letra nao diferem entre si segundo o teste de Tukey, P <0,05.

Aos 60 dias de cultivo de Amarilis (Tabela
3), nao ha diferencas significativas de ganho de
massa fresca, nimero de folhas ou comprimento da
maior folha para plantas oriundas de sementes com
a presenca ou auséncia de tegumento. No entanto,
vale ressaltar que a auséncia de tegumento (Tabelas
1 e 2) proporcionam as melhores porcentagens
de germinacdo das sementes, o que é um fator
interessante ao produtor de mudas desta espécie. Pois
ao produzir mudas por meio de semente, altas taxas
de produgao sdo alcangadas no meio de cultura WPM.

Quando se trabalha com obtencao de
plantas por micropropagacdo, faz parte da rotina a
substitui¢do dos meios de cultivo a medida que as
plantulas vao crescendo até formarem as plantas.
Durante este processo de substituicao dos meios, é
interessante a germinagao ocorrer num meio WPM,
por proporcionar a melhor germinagao (Tabelas 2 e
3), e ap0s este periodo, haver a substituicao do meio
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de cultivo para aquele que proporcione as condi¢des
nutricionais mais adequadas as necessidades da
planta, o qual seria o meio MS/2 (Tabela 3).

Em estudos com a germinacao in vitro de
sementes de orquidea epifita testando-se diferentes
meios de cultura, Silva et al. (2017), verificaram que
aos 60 dias de cultivo, o meio Knudson C modificado,
em comparagdo aos meios MS e MS ¥, proporcionou
condi¢des que favoreceu o aumento do ndmero de
folhas e brotagdes bem como o tamanho da parte aérea.

Aos 60 dias ap6s a semeadura, fez-se a
avaliacdo do comprimento da maior raiz (Tabela
4), no qual verificou-se interagdo entre os fatores.
Observa-se, que para as sementes sem tegumento,
os dois meios de cultivo, MS/2 e WPM, podem
ser utilizados para a germinacao in vitro, pois nao
diferiram entre si. Para as sementes com tegumento,
o meio de cultivo MS/2 proporcionou o maior
comprimento de raiz (Tabela 4).
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Tabela 4. Dados médios do comprimento da maior
raiz (cm) de plantas de Amarilis, oriundas de
sementes cultivadas in vitro, com e sem o tegumento,
aos 60 dias de cultivo nos meios de cultura WPM e
MS/2.

Condicao das sementes\

Meio de Cultura MS/2 WM
Sem tegumento 5,5388 Ba 3,3100 Aa
Com tegumento 10,6825 Aa 2,4918 Ab

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si segundo o
teste de Tukey, P <0,05.

Quando se compara a presenca ou auséncia
do tegumento em sementes de Amarilis, verifica-se
que as sementes sem tegumento cultivadas em meio
de cultivo MS/2, foram as que formaram a maior
raiz (Tabela 4). Provavelmente este meio de cultura
pode permitir uma condicdo nutricional e hormonal
que favoreca o crescimento mais rapido da raiz. O
fato da raiz crescer mais, pode estar relacionado
também, a maior dificuldade de absorcdo de agua
pelas sementes com tegumento (Tabela 4), o que gera
um maior estimulo ao crescimento radicular quando
se compara as sementes sem o tegumento.

Entretanto, numa analise geral do beneficio
dos meios de cultivo ao crescimento da raiz (Tabela
4) e da parte aérea da planta (Tabela 3), o meio de
cultivo MS/2 proporcionou os melhores resultados
de crescimento da planta de Amarilis. Ja Werner et
al. (2017), verificaram que o meio WPM permitiu um
melhor crescimento da parte aérea de crambe, e os
comprimentos das raizes foram significativamente
maiores nos meios MS.

Referéncias

Nota-se que para o desenvolvimento das
plantulas, o meio WPM obteve, em sua maioria,
resultados inferiores ao MS/2, muito provavelmente
devido ao baixo pH empregado neste meio. Trabalhos
que visam a propagacao in vitro de Amarilis utilizam
meios de cultura com pH entre 5,7 e 59 (ILCZUK et
al.,, 2005; SULTANA et al., 2010).

Existem trabalhos na literatura que
estudaram o cultivam o bulbo de Amarilis por
meio da micropropagacdo (SULTANA et al., 2010;
TOMBOLATO et al., 2001). Entretanto, o cultivo in
vitro de Amarilis por meio de sementes pode ser
um diferencial, pela variabilidade genética que a
semente ocasiona, e também por ser uma ferramenta
que pode auxiliar na multiplicagdo massal desta
espécie por pesquisadores e produtores. O cultivo
in vitro das sementes também possui um diferencial
que é areducao do desenvolvimento e disseminagao
de alguns fungos que causam a deterioracao das
sementes durante o periodo que estas permanecem
na camara de germinacao (FERREIRA, 1989; NERY
etal., 2008), especialmente em espécies que requerem
um periodo maior de germinagdo das sementes. A
reducdo da disseminacdo de patdégenos no meio de
cultivo ocorre especialmente pela adocao no meio de
cultivo de produtos que inibem o desenvolvimento
destes microrganismos patogénicos.

Conclusoes

Para a germinacdo in vitro de sementes de
Amarilis, é recomendada a utilizacdo de sementes sem
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