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RESUMO 

Nessa dissertação foram pesquisados distintos meios de cultura e temperaturas de 
incubação para crescimento mínimo de germoplasma de Hippeastrum, visando sua 
conservação in vitro. Utilizaram-se as cultivares Apple Blossom, Red Lion e Orange 
Souvereign, devidamente indexadas através da associação da termoterapia com a 
cultura de ápices caulinares. Os bulbos matrizes, após serem submetidos à 
temperatura constante de 37oC por 40 dias, foram dissecados para extração dos 
ápices caulinares contendo 2 primórdios foliares, na dimensão aproximada de 5 
mm. Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, composto 
de 10 repetições por cultivar e 01 explante por parcela. Os dados dos explantes 
regenerados foram submetidos à análise de variância através do teste F e, as 
médias do número de bulbilhos desenvolvidos, comparadas pelos testes “t” e de 
Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. Os explantes indexados foram submetidos 
a tratamentos de conservação contendo diferentes variáveis fisiológicas: solução 
salina do meio MS (100% e 50%);  sacarose a 10, 20 e 40 gramas.litro-1 e 
temperatura de incubação de 18°C e 25°C. Totalizaram-se 14 tratamentos de 
conservação por cultivar, com 10 repetições por tratamento e 01 planta por parcela. 
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com os 
tratamentos dispostos em esquema fatorial 2 x 3 x 2. Para análise estatística do 
ensaio de conservação, realizou-se a análise geral da variância de todos os 
tratamentos para as 3 cultivares, sendo as médias dos tratamentos comparadas 
pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. Por meio de análise fatorial, 
determinou-se a influência dos tratamentos na média da massa fresca das plantas 
in vitro. Avaliou-se, ainda, a capacidade de regeneração e a aclimatização ex vitro 
do germoplasma conservado, para a produção  de mudas em larga escala. A 
eficiência da indexação foi de 55% para ‘Apple Blossom’, 65% para ‘Red Lion’ e 
70% para ‘Orange Souvereign’. O tratamento composto de sacarose a 10 
gramas.litro-1, incubação a 18oC e meio MS incompleto (50%), foi o mais efetivo na 
conservação in vitro das cultivares de amarílis. Os tratamentos de conservação in 
vitro não influenciaram a micropropagação e a aclimatização ex vitro das plantas.  
 
 
Palavras-chave: conservação de germoplasma, cultura de meristemas, Hippeastrum, 
indexação, micropropagação, temperatura, sacarose. 
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ABSTRACT 

The aim of this research was the in vitro conservaton of  Hippeastrum germplasm into 
different growing media and incubation temperatures for a minimum growth.  Apple 
Blossom, Red Lion and Orange Sovereign cultivars were used, properly indexed through the 
association of thermotherapy with shoot apex culture.  The mother bulbs, after being 
subjected to a constant temperature of 37° C for 40 days, were desiccated for the extraction of 
the shoot apex containing two primordial foliages, in the approximate dimension of 5 mm.  
An entirely casual experimental setting, consisting of ten repetitions per cultivar and one 
explant per sample, was adopted.  The regenerated explants data were subjected to the 
variance analysis through the “F” test and the developed little bulbs average numbers were 
compared using the “t” and Tukey tests, at a 5% probability level.  The amaryllis indexed 
explants were subjected to conservation treatments containing different physiological 
variables: nutrients solution of MS ambient (100% and 50%); sucrose at 10, 20 and 40 g/l 
(grams per liter -1) and incubation temperature of 18° C and 25° C.  Fourteen conservation 
treatments per cultivar were established, with ten repetitions per treatment and one plant per 
sample.  The adopted experimental setting was an entirely casual one, with the treatments 
placed in a factorial scheme of 2 x 3 x 2.  For statistical analysis of the conservation 
experiment, the general variance analysis of all treatments for the three cultivars were used, 
and the treatments averages were compared using the Tukey test at 1% of probability.  
Through the factorial analysis, the treatments influence in the in vitro plants fresh mass was 
determined.  The regeneration capacity and the ex vitro acclimatization of the conserved 
germplasm were evaluated, with a view to a large bulblet production.  Efficiency index was 
55% for ‘Apple Blossom’, 65% for ‘Red Lion’ and 70% for ‘Orange Sovereign’.  A treatment 
consisting of sucrose at 10 g/l, incubation at 18° C and 50% MS salts was the most effective 
for the in vitro conservation of amaryllis cultivars.  There was no influence the in vitro 
conservation treatments on the micropropagation and the ex vitro acclimatization of the 
plantlets. 
 
 
 
 
Key-words: germoplasm conservation, meristem culture, Hippeastrum, indexation, 
micropropagation, temperature, sucrose. 
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1 INTRODUÇÃO 

A utilização de germoplasma de amarílis data do período de colonização do 
Continente Americano. Os exploradores europeus, quando chegaram ao novo 
mundo, surpreenderam-se com a beleza e o vigor das flores de Hippeastrum Herb., 
as quais foram enviadas para a Europa. Do velho mundo, a partir do século XVIII, o 
amarílis foi exportado para a América do Norte, Ásia e Oceania, tornando-se uma 
cultura de abrangência mundial. 
Provavelmente, o centro de origem do gênero foi a América do Sul ou América 
Central. Na América do Sul a maior variabilidade encontra-se na região andina do 
Peru e da Bolívia. No Brasil, a maioria das espécies de Hippeastrum Herb. ocorre, 
em estado nativo, nos estados da Bahia e de São Paulo, sendo em grande parte 
endêmicas da Bacia Amazônica, ecossistema considerado como centro de 
dispersão do gênero.  
A conservação dos recursos genéticos vegetais, frente ao atual cenário de 
destruição ambiental, é hoje uma demanda de interesse global. Desta forma, é 
imperativo priorizar estratégias políticas para preservar os recursos genéticos, bem 
como pesquisar novas técnicas de conservação, especialmente para as espécies 
nativas.  
A evasão de matrizes vegetais da flora silvestre brasileira é um grave problema, que 
afeta a segurança do patrimônio genético do país. Para atenuar esse problema é 
necessário pesquisar protocolos de propagação e conservação das espécies 
nativas, a fim de que a exploração excessiva do germoplasma nacional não 
conduza a um cenário de erosão genética irreversível. 
Uma estratégia que vem obtendo êxito na conservação dos recursos genéticos é o 
estabelecimento de bancos ativos de germoplasma. No Brasil há vários bancos de 
germoplasma, instalados em Instituições de Pesquisa e Jardins Botânicos, que 
requerem um sofisticado manejo das plantas, conhecimento agroecológico e aporte 
permanente de recursos financeiros. Objetivando otimizar a conservação de 
germoplasma, com menor custo operacional, várias pesquisas vêm sendo 
realizadas utilizando-se a cultura in vitro.   
Em plantas ornamentais bulbosas, há carência de germoplasma nativo para suprir 
programas de melhoramento genético. O amarílis não foge a essa regra, sendo 
necessário coletar e conservar suas espécies, variedades botânicas e cultivares, a 
fim de que tais recursos genéticos possam ser disponibilizados às pesquisas que 
visam selecionar novas cultivares.   
Outro fator que vem preocupando os profissionais da floricultura se refere a 
indesejável falta de qualidade fitossanitária dos bulbos importados, os quais 
propagam patógenos importantes, destacando-se os provocadas por vírus. A 
ocorrência de viroses pode causar a perda parcial ou mesmo total da produção e 
infectar o material da flora nacional. A manutenção de matrizes livres de vírus, para 
a multiplicação das cultivares, reduz o nível de contaminação a campo e, 
conseqüentemente, promove elevação da produtividade. O desenvolvimento de 
pesquisas para seleção e produção de germoplasma brasileiro, isento de patógenos 
e com características agronômicas desejáveis, constitui uma estratégia relevante e 
oportuna para atenuar os gargalos da cultura de amarílis. 
Objetivando contribuir para a solução desses problemas, foi pesquisado nesse 
trabalho o estabelecimento in vitro de três cultivares híbridas de amarílis. Ênfase 
especial foi dada ao desenvolvimento de um meio de crescimento mínimo para a 



 

conservação in vitro desse germoplasma e à limpeza fitossanitária dos explantes, 
por meio da cultura de ápices caulinares associada a termoterapia.  
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 2.1 Caracterização da Cultura 

O amarílis (Hippeastrum Herb.), descrito por Linnaeus (1753),  pertence à família 
Amaryllidaceae. O nome do gênero é proveniente da língua grega (Hippos = cavalo 
+ Astron = estrela), devido ao aspecto peculiar de suas flores. Segundo Dutilh 
(1987) são plantas nativas das Américas do Sul e Central, sendo distribuídas do 
México à Argentina. O gênero apresenta cerca de 55 a 75 espécies, dentre as quais 
40 são nativas do Brasil.  
De acordo com descrição de Tombolato (2004), o gênero Hippeastrum Herb. é 
constituído de plantas geófitas e herbáceas com bulbos perenes, possui folhas 
dísticas laminares, com duas brácteas espatais livres e escapos ocos. As 
inflorescências são em umbela, constituídas de uma a oito flores trímeras 
individuais e ligeiramente zigomorfas. Possuem perigônio formado por seis tépalas 
livres ou conadas na base, sendo uma delas especializada, constituindo um labelo. 
Cada estame livre, de um total de seis, apresenta uma antera dorsifixa e versátil 
que se abre longitudinalmente, com deiscência rimosa que expõe grãos de pólen 
verde-amarelados. Emerge entre os estames um estigma trífido, ligado ao ovário 
pelo estilete. O ovário é ínfero, contendo três células ou lóculos, formadas pela 
união dos três carpelos que constituem o gineceu. O fruto de amarílis é uma 
loculicida com sementes secas e chatas.   
Dutilh (1996) caracteriza o amarílis como sendo uma planta tipicamente alógama 
que, em condições naturais, é polinizada por beija-flores, borboletas e 
mamangavas. Os bulbos constituem o principal órgão de multiplicação comercial da 
cultura, representando também a forma mais freqüente do produto final. A 
multiplicação vegetativa apresenta como vantagem a fixação de genótipos de 
interesse, todavia, requer um controle sanitário rigoroso. Blumenschein e Leão 
(1970) relatam que o número básico de cromossomos em amarílis é de  x=11. Os 
híbridos comerciais da cultura são usualmente tetraplóides (4n=44). 
Desde o século XVIII há registros de cruzamentos interespecíficos de amarílis. Tais 
cruzamentos originaram cultivares comerciais híbridas designadas genericamente 
como Hippeastrum Herb.. Hardman (1998), citando Baker (1888), esclarece que a 
primeira cultivar comercial de amarílis (Hippeastrum Herb. x johnsonii) resultou de 
um cruzamento realizado em 1799, na Holanda, entre as espécies brasileiras 
Hippeastrum reginae e Hippeastrum vittatum. O Instituto Agronômico (IAC) vem, há 
mais de 20 anos, produzindo híbridos obtidos por meio de cruzamentos 
interespecíficos com germoplasma nativo. 
Para Coertze e Louw (1990), os principais objetivos do melhoramento genético 
nessa cultura, englobam a seleção das seguintes características: tolerância ao frio, 
obtenção de flores perfumadas, maior número de flores por inflorescência, 
coloração da flor, resistência a patógenos e forma de ramagens foliares. 
Segundo Tombolato (2004), estima-se que atualmente os programas de 
melhoramento genético com Hippeastrum Herb., em escala mundial, estão 
produzindo mais de 3000 híbridos ainda em fase de seleção e há cerca de 300 



 

híbridos em fase de produção comercial.  
Junqueira e Peetz (2004) destacam que no ano de 2002 o Brasil exportou 1,5 
milhão de bulbos de amarílis. Em 2003, essa cifra foi duplicada para 3 milhões, em 
um mercado global de aproximadamente 35 milhões de bulbos. Espera-se para o 
ano de 2004 a exportação de 3,5 milhões de bulbos. Tal cultura vem assim 
ganhando importância econômica e social, sendo responsável pela geração de 
muitos empregos, além de representar uma significativa fonte de renda aos 
produtores.  
No ano de 2003 o agronegócio foi responsável por 34% do Produto Interno Bruto 
Brasileiro, gerando divisas de R$ 450,78 bilhões, com crescimento de 6,94% em 
relação a 2002. Nesse contexto, a floricultura brasileira vem rapidamente ganhando 
espaço no cenário internacional, tornando-se um dos itens da pauta de exportações 
agrícolas que mais cresce quantitativamente. 
Segundo Junqueira e Peets (2004), espera-se que o setor da floricultura fature no 
ano de 2004 a cifra mínima de US$ 25 milhões, o que representará um incremento 
de 30% ao obtido em 2003. Os mesmos autores estimam que esta atividade seja 
responsável, somente nas regiões produtoras, pela geração de cerca de 150.000 
empregos diretos no país.  
As exportações de bulbos, tubérculos e rizomas ocupam atualmente a terceira 
posição no ranking do comércio exterior da floricultura brasileira. Dentre as flores 
bulbosas que vêm alcançando crescente êxito nas exportações destaca-se o 
amarílis.  
No Estado de São Paulo, o cultivo de Hippeastrum Herb. concentra-se 
principalmente no município de Holambra. Em recente publicação, Nogueira (2003) 
avalia que o Estado de São Paulo contribuiu com aproximadamente 70% da 
produção nacional de flores e com praticamente a totalidade das exportações de 
bulbos de amarílis. 
A produção paulista de flores é desenvolvida em cerca de 1.500 propriedades, com 
área média cultivada de três hectares, empregando aproximadamente quatro 
pessoas por hectare, com marcante característica de produção familiar. Destina-se 
principalmente ao mercado interno, sendo que apenas 5% da produção nacional de 
flores direciona-se à exportação. 
Segundo informação verbal concedida pela empresa Brasbonitas (2002), localizada 
no município de Holambra e maior produtora nacional de bulbos de amarílis, a 
principal parcela da produção no ano de 2002, cerca de 90%, foi exportada para a 
Europa. Mesmo assim, as matrizes originais utilizadas como material genético 
propagativo continuam sendo importadas.   
O recente êxito nas exportações obtido pela floricultura brasileira resulta,  entre 
outros fatores, de crescentes investimentos em inovações tecnológicas, as quais 
vêm adequando a produção nacional às rígidas exigências do mercado 
internacional. Para o país permanecer competitivo e com inserção contínua e 
ascendente neste mercado, é necessário incrementar a qualidade e a eficiência das 
cadeias produtivas.   
No caso do amarílis, há alguns gargalos que vêm comprometendo a produtividade 
da cultura, como o elevado valor do germoplasma importado, que representa 
parcela considerável do custo da produção. Anualmente, o país disponibiliza 
recursos de mais de US$ 4,5 milhões na aquisição de bulbos, tubérculos e rizomas, 
oriundos principalmente da Holanda (JUNQUEIRA e PEETZ, 2003).  
Somente no primeiro semestre de 2004 as importações nacionais de bulbos, 
tubérculos e rizomas consumiram mais de US$ 900 mil, equivalendo a 31,26% do 



 

total de produtos adquiridos pelo setor de floricultura (JUNQUEIRA e PEETZ, 2004). 
Esse quadro caracteriza elevada dependência brasileira ao material genético 
importado. 
O problema mais sensível à produção de amarílis no Brasil refere-se à presença de 
patógenos, principalmente vírus, contidos nos bulbos.  A ocorrência dessas viroses, 
algumas delas exóticas ao país, pode inviabilizar a produção, sendo que os bulbos 
afetados são eliminados e suas flores rejeitadas pelos consumidores. 
De acordo com informação verbal concedida pela empresa Brasbonitas (2002), o 
controle fitossanitário dos lotes de bulbos de amarílis que ingressam no Brasil, em 
sua maior quantidade pelo porto de Santos em São Paulo, é precário. Esse porto 
ainda não está adequadamente aparelhado em recursos humanos e equipamentos 
para realizar todos os testes necessários à identificação de patógenos, nos 
inúmeros lotes importados. Como o amarílis somente manifesta os sintomas de 
contaminação viral após a brotação, pode nesse período infectar insetos vetores e 
plantas hospedeiras, o que favorece a disseminação dos vírus.   
Uma alternativa para atenuar esses problemas é a de desenvolver cultivares 
nacionais, em programas de melhoramento, focados em qualidades ornamentais e 
resistência fitossanitária. De acordo com Veiga et al. (2003), esses programas 
podem contribuir para aumentar a competitividade dos produtores brasileiros, 
gerando divisas, independência tecnológica e preservação da flora nacional. 
Objetivando otimizar e aumentar a eficiência dos programas de conservação, 
segundo Barbosa et al. (1998), é oportuno também realizar um mapeamento 
completo dos locais de produção de cada cultura, identificando quais são as 
cultivares mais usuais em cada região. 
Tais estratégias tecnológicas poderão também contribuir para que se atinjam as 
metas do recente convênio firmado entre o Instituto Brasileiro de Floricultura 
(IBRAFLOR) e a Agência de Promoção de Exportações (APEX), objetivando 
fomentar as exportações brasileiras de flores e plantas ornamentais. Esse fomento 
pretende elevar as exportações para um patamar de US$ 80 milhões até o final do 
ano de 2005 (NOGUEIRA, 2003). A fim de cumprir essas metas é necessário 
habilitar os produtores nacionais a utilizarem novas tecnologias, oferecendo-lhes 
suporte técnico e científico, que são essenciais à inserção comercial competitiva da 
floricultura nacional no mercado internacional de flores. 

3 2.2 Principais Vírus que Afetam a Cultura 

Os vírus são endoparasitas celulares obrigatórios que, em seu ciclo vital, replicam-
se às custas da energia e moléculas orgânicas das células hospedeiras. Smith 
(1957) relata que a transmissão da infecção viral é realizada por partículas 
chamadas de vírions.  Os vírions são constituídos por um envoltório protéico, o 
capsídeo, que engloba internamente uma ou mais moléculas de ácidos nucléicos. 
Kurtak (1981) esclarece que o ácido nucléico dos vírus, composto geralmente por 
DNA ou RNA, contém as informações genéticas responsáveis pela replicação e 
potencial infeccioso de cada espécie. 
Os vírus não apresentam mecanismos próprios para penetrar nas células 
hospedeiras. Semal e Lepoivre (1993) informam que essa penetração ocorre por 
meio de lesões nos tecidos vegetais, ou quando são inoculados por vetores 
biológicos, como os insetos e nematóides. Após os vírions atingirem as células 



 

hospedeiras, disseminam-se entre elas através dos plasmodesmos. Via de regra, 
quando alcançam os tecidos vasculares, desencadeiam uma infecção generalizada 
e sistêmica. 
Segundo Inouye e Osaki (1980), o mais antigo registro de sintoma viral em uma 
planta ornamental data do ano 752 da era moderna. Desde então a literatura 
destaca que as cultivares atingidas, principalmente ao serem multiplicadas 
vegetativamente, vão de modo gradativo perdendo vigor e produtividade. Tais 
sintomas tornam-se mais graves a cada geração em que esses patógenos são 
propagados. 
Bos (1983) avalia que as doenças virais nos vegetais são persistentes e incuráveis. 
Como as plantas não possuem sistema imunológico desenvolvido, as infecções 
virais tendem a permanecer nas culturas, com predominância nas que se propagam 
vegetativamente. Para o mesmo autor, o controle químico das viroses não é eficaz, 
já que, a maior parte das drogas disponíveis são fitotóxicas. Dessa forma, 
atualmente o combate contra as infecções virais restringe-se em grande parte a 
medidas profiláticas. 
Os danos provocados pelas viroses em plantas ornamentais bulbosas, para 
Loebenstein et al. (1995), embora nem sempre expressem sintomas evidentes, 
prejudicam acentuadamente a qualidade da produção, fator responsável por 
elevada depreciação das flores. 
No Brasil há três tipos de vírus que afetam significativamente a cultura de amarílis. 
O mais freqüente, que pode infectar de 90% a 100% das plantas no campo, é o 
vírus do mosaico do Hippeastrum (Hippeastrum mosaic potyvirus - HiMV), 
pertencente a família Potyviridae.  Segundo Shukla et al. (1994), essa família é 
composta por muitos gêneros, sendo o gênero Potyvirus o mais freqüente em 
espécies ornamentais. Hollings e Brunt (1981), descrevendo a morfologia do HiMV, 
destacam que esses vírus são formados por partículas filamentosas flexuosas com 
comprimento modal desobstruído de 782 nanômetros (nm) por 12 nm de largura. 
Ainda de acordo com os mesmos autores, o genoma do grupo é constituído por 
uma molécula de RNA de cadeia simples e polaridade positiva de 8,5 kb, sendo o 
capsídeo formado por uma proteína de massa molecular 38 x 103 Da. Os vírions 
contêm 4,5% de ácido nucléico e 95,5% de proteína. 
Segundo informação verbal de Alexandre (2003), os vírions do HiMV são 
encontrados em todas as partes da planta hospedeira, provocando sintomas foliares 
do tipo mosaico. Tais sintomas se caracterizam por típicas alterações cromáticas 
nas folhas, provocadas pela destruição de pigmentos fotossintéticos e alterações na 
estrutura dos cloroplastos, que apresentam os granum reduzidos. Essas alterações 
geralmente são restritas a grupos de células foliares, delimitando zonas 
diversamente coloridas que têm o aspecto de um mosaico. As hastes florais 
também podem apresentar esse tipo de sintoma. 
A transmissão dessa virose ocorre de forma não persistente por inoculação 
mecânica de afídeos, pertencentes às espécies Myzus persicae e Aphis gossypii. 
Todavia, a transmissão não é efetuada pelo contato entre plantas, pela semente ou 
pelo pólen. No campo, o controle da doença é quase impossível, especialmente 
devido à presença de plantas hospedeiras. As medidas profiláticas, mais 
comumente adotadas, consistem na eliminação total das plantas com sintomas e no 
combate contínuo aos insetos vetores. 
Outro vírus importante para a cultura de amarílis no Brasil é o Carlavirus Nerine 
latente (Nerine latent carlavirus - NeLV), pertencente ao gênero Carlavirus. 
Segundo Brunt et al. (1996), os NeLV são vírus com morfologia alongado-flexuosa, 



 

apresentando comprimento modal desobstruído de 665 nm por 13 nm de largura. 
Seu genoma é constituído por uma molécula de RNA de cadeia simples e 
polaridade positiva de 2,6 x 106 pb, sendo o capsídeo formado por uma proteína de 
peso molecular 33 x 103 Da. Os vírions contêm 5% de ácido nucléico e 95% de 
proteína. 
De acordo com  Koenig (1982), o NeLV não induz sintomas visíveis nas plantas 
infectadas e, em Hippeastrum Herb., ocorre usualmente associado ao HiMV. Sua 
transmissão ocorre através de inoculação mecânica, e de forma não persistente por 
afídeos, da espécie Myzus persicae, não sendo propagado por contato físico e pelo 
pólen. Os vírions são encontrados na totalidade da planta hospedeira, localizando-
se no citoplasma das células afetadas. Freqüentemente é necessário utilizar 
microscopia eletrônica para detectar a presença de vírions. Segundo Nome (1993), 
pode-se contrastar negativamente a preparação viral ou associá-la a uma técnica 
serológica – “Immunosorbent Electron Microscopy” (ISEM). Por meio da ISEM, a 
amostra é tratada com anti-soro, sendo posteriormente visualizada ao microscópio 
eletrônico, aumentando a eficiência da observação. 
O terceiro tipo de vírus que danifica seriamente a cultura de Hippeastrum Herb. no 
Brasil é o vira cabeça do tomateiro ("Tomato spotted wilt virus" - TSWV), 
pertencente ao gênero Tospovirus e a família Bunyaviridae. De acordo com Adam e 
Kegler (1994), o TSWV apresenta vírions isométricos e arredondados com 85 nm 
de diâmetro. Seu genoma é multipartido em 3 cadeias simples e lineares de RNA, 
com tamanho total de 17,2 kb, contendo 16,2% de guanina; 31,6% de adenina; 
19,3% de citosina e 32,9% de uracila. O capsídeo é formado por várias proteínas 
com massas moleculares distintas, sendo que os vírions possuem 5% de ácido 
nucléico, 70% de proteína, 20% de lipídios e 5% de carboidratos. 
Segundo Cho et al. (1986), o TSWV em amarílis é de ocorrência esporádica e induz 
nas folhas lesões cloróticas com manchas amarelas irregulares e algumas 
necróticas. Embora não muito freqüentes, tais vírus provocam perdas significativas 
ao cultivo de Hippeastrum Herb.. O TSWV é transmitido através de inoculação 
mecânica e de forma persistente (provavelmente se multiplicando nos vetores) por 
várias espécies de insetos, tais como: Thrips tabaci, Thrips setosus, Thrips parmi, 
Frankliniella schultzei, Frankliniella occidentalis, Frankliniella fusca e Scirtothrips 
dorsalis; não sendo propagado pelo contato entre plantas, por semente e pelo 
pólen. Os vírions são encontrados em toda a extensão da planta hospedeira, 
localizando-se no citoplasma das células parasitadas. 
Segundo informação verbal de Alexandre (2003), a metodologia mais adequada 
para a diagnose dos vírus que afetam a cultura de amarílis é a microscopia 
eletrônica, já que, atualmente não há anti-soros comerciais específicos e plantas 
hospedeiras experimentais adequadas (DERKS), apud Loebenstein et al. (1995), 
para os vírus HiMV e NeLV. 
Outra metodologia que poderia ser empregada é a molecular, porém as condições 
de trabalho para amplificação do genoma desses vírus ainda não estão 
devidamente padronizadas.  
Kitajima (2001) recomenda o uso da microscopia eletrônica quando outras técnicas 
de diagnose (biológica, imunológica e molecular) geram resultados duvidosos, ou 
não foram devidamente estabelecidas para a cultura. Esta técnica também se 
justifica para um número restrito de amostras, por meio de triagem inicial que sirva 
como parâmetro para trabalhos posteriores. 

2.3 Organogênese e Micropagação in vitro 



 

De acordo com a teoria da totipotencialidade, estabelecida por Schleiden (1838) e 
Schwann (1839), apud Gautheret (1983), a célula vegetal apresenta a capacidade 
potencial de, em condições controladas, regenerar um organismo completo.  
Para Williams e Maheswaran (1986), provavelmente, quando o explante é composto 
de células embriogênicas ou meristemáticas ocorre, respectivamente, 
embriogênese direta e organogênese direta. Entretanto, em explantes oriundos de 
órgãos diferenciados, que formam calos prévios por desdiferenciação celular, a 
regeneração ocorre através de embriogênese ou organogênese indiretas. 
White (1934) foi o primeiro a aplicar com sucesso a totipotencialidade vegetal, 
obtendo o crescimento isolado in vitro de ápices radiculares de tomate em meio 
líquido. Porém, o controle da regeneração artificial de explantes somente tornou-se 
factível após uma compreensão mais abrangente da ação dos hormônios vegetais.  
As primeiras evidências de que a dosagem e o balanço dos fitormônios permitem o 
estabelecimento e a indução da organogênese in vitro, foram demonstradas por 
Skoog e Miller, em 1957. Manipulando concentrações distintas de auxinas e 
citocininas, eles promoveram o desenvolvimento de caules e raízes em calos de 
tabaco (Nicotiana tabacum L.). Meios de cultura com maior concentração de auxina 
propiciaram a formação de raízes, ao passo que os meios com maior dosagem de 
citocinina, induziram a produção de gemas caulinares. Concentrações similares de 
auxina e citocinina não causaram diferenciação dos calos, mas sim o seu 
crescimento.  
De acordo com Fosket (1994), a maior parte da organogênese ocorre através de 
atividades dos tecidos meristemáticos, os quais induzem a formação de órgãos 
(raízes, ramos e folhas) ao longo do ciclo de regeneração in vitro. Segundo Davies 
(1995), durante a organogênese, as auxinas e citocininas são hormônios 
relacionados à atividade dos meristemas caulinar e radicular. As auxinas, como o 
ácido 3-indolacético (AIA) exógeno, utilizado no meio de regeneração dos ápices 
caulinares de amarílis, normalmente inibem o desenvolvimento de gemas caulinares 
e estimulam a produção de raízes, sendo produzidas praticamente de forma 
exclusiva em órgãos do caule. As citocininas, como a benzilaminopurina (BAP), 
também utilizada no meio de regeneração dessa pesquisa, induzem o brotamento 
de gemas caulinares e inibem a formação de raízes, embora a síntese desses 
hormônios endógenos seja realizada predominantemente nas raízes (KERBAUY, 
1984). 
Carry et al. (2001) conceituam a competência de um tecido, como o potencial para 
formar um novo órgão em resposta a um estímulo hormonal específico. Com base 
nesse ponto de vista, a falta de competência organogenética em um certo tecido 
poderia ser explicada pela ausência de receptores ao hormônio envolvido na 
indução da organogênese (INOUYE et al. 2000).  
Na regeneração in vitro por organogênese, outros tipos de hormônios vegetais, 
como o ácido abscísico, o etileno e as giberelinas podem ser utilizados. O efeito 
desses hormônios é indireto, já que provocam modificações no balanço de auxinas 
e citocininas endógenos ao explante. Segundo Peres (2002), a resposta fisiológica 
provocada pela dosagem de auxinas e citocininas inseridas ao meio de cultura 
resultam do efeito desses hormônios na alteração das concentrações endógenas de 
auxinas e citocininas, contidas nos próprios tecidos vegetais. A ação indireta dos 
fitorreguladores também já foi observada em citocininas sintéticas como a 
benzilaminopurina (BAP) e a cinetina, além de auxinas sintéticas, como o ácido 2,4 
diclorofenoxiacético (2,4 D) e o ácido naftaleno acético (ANA). 
Apesar dos hormônios vegetais terem um papel predominante na organogênese in 



 

vitro, segundo Lercari et al. (1999), o processo também é significativamente 
influenciado por fatores ambientais, como a temperatura e a luminosidade. Na maior 
parte das culturas, a temperatura ideal de regeneração dos explantes oscila entre 
20 e 25o C. Vários indícios sugerem que a luminosidade afeta a morfogênese, 
sendo provavelmente mediada por fotorreceptores, como o fitocromo. Em muitas 
espécies de plantas ornamentais, tem sido recomendado o estabelecimento da 
organogênese em ausência de luz, visando minimizar a oxidação dos explantes. 
Essa estratégia é adotada para impedir a ação da enzima fenilalaninamonioliase, 
que participa de reações de síntese de compostos fenólicos, responsáveis pela 
oxidação. Tal enzima é dependente da luz para realizar sua ação catalítica.  
A fonte de explante é outro fator que afeta a organogênese in vitro. Os tecidos 
meristemáticos, por apresentarem maior competência organogenética, obtêm, 
usualmente, elevado potencial de regeneração, preferencialmente os localizados 
nas gemas caulinares apicais e axilares (PERES, 2002). As raízes também são 
abundantes em tecidos meristemáticos, porém, sua aplicação prática apresenta 
limitações, como dificuldades para esterilizar os explantes e, em algumas espécies, 
restrições na regeneração de gemas caulinares.  
Segundo trabalho de Van (1973), os tecidos vegetais apresentam distintos 
potenciais de competência organogenética. Quanto maior a determinação de um 
explante para a formação de um órgão específico, menor é sua competência para 
originar outro órgão diverso, por via alternativa do desenvolvimento. Dessa forma, 
explantes com elevado potencial para regenerar um órgão específico, como os 
meristemas radiculares em plantas ornamentais, têm menor competência para 
originar outros órgãos distintos. Vários estudos, como os realizados por Koornneef 
et al. (1993) e Smith et al. (1995), indicam que a competência e a determinação dos 
explantes resultam da ação diferencial de genes que regulam as diversas etapas do 
desenvolvimento. 
De acordo com Kerbauy, citado por Torres et al. (1999), podem ser obtidas 
respostas diferentes na indução da organogênese in vitro do mesmo tecido, ao se 
modificar a dosagem das fontes de açúcares e de vitaminas do meio de cultura. Tal 
amplitude na resposta organogenética também ocorre em função da alteração da 
composição mineral do meio de cultivo.  
A cultura de ápices caulinares, também designada de forma incorreta como cultura 
de meristemas, já que não é excisado nesse processo exclusivamente o meristema, 
tem sido utilizada com freqüência para estabelecer a organogênese in vitro em 
várias culturas. Essa técnica permite a produção de explantes livres de patógenos, 
a fim de obter material com alta qualidade fitossanitária (MOREL e MARTIN, 1952).  
Smith e Murashige (1970) foram pioneiros na regeneração de plantas de várias 
espécies, por meio da cultura de ápices caulinares. Segundo Cutter (1971), o 
meristema apical do caule (explante mais freqüentemente utilizado nessa técnica) é 
o tecido que se encontra na região distal em relação ao mais novo primórdio foliar, 
assemelhando-se a uma cúpula proeminente ou uma plataforma achatada. Esse 
tecido possui grande competência organogenética, já que, é composto de forma 
perene por células embrionárias indiferenciadas (FAHN, 1967). A cultura de ápices 
caulinares consiste na extração, em condições assépticas, do meristema apical, 
contendo usualmente um ou dois primórdios foliares, que ainda não estabeleceu 
conexão vascular com o restante da planta. Para que essa técnica seja efetiva, 
deve ser excisado juntamente com o meristema apical, um ou dois primórdios 
foliares, de acordo com a espécie em questão (TORRES et al., 1998). 
Várias hipóteses foram elaboradas para explicar os mecanismos pelos quais a 



 

cultura de ápices caulinares pode tornar as plantas isentas de vírus. Apesar disso, 
nenhuma delas é conclusiva e, de acordo com Stone, apud Hugles et al. (1978), 
vários fatores podem estar associados na determinação desse fenômeno. Para 
Antoniw et al. (1981), os hormônios exógenos ao explante estariam relacionados 
com mecanismos de resistência celular. Mellor e Stace-Smith, citados por Reinert e 
Bajaj (1977), argumentam que os vírus são eliminados como conseqüência da 
injúria provocada nos tecidos meristemáticos, através da alteração metabólica 
resultante da excisão.  De acordo com Quak (1961), os fitorreguladores exógenos 
ao explante, durante a organogênese, poderiam impedir a proliferação dos vírus, 
que assim, seriam descartados durante o processo.  
Segundo Kartha, apud Vasil (1984), a eficácia na eliminação de vírus, por meio da 
cultura de ápices caulinares, depende de vários fatores, como o tipo de vírus, a 
relação vírus-hospedeiro e, principalmente, o tamanho do ápice utilizado. Quanto 
menor o explante, maior a chance de se obter regenerantes isentos de 
contaminações, porém, a regeneração é mais prolongada e ocorre redução da 
viabilidade dos explantes (MURASHIGE, 1977; WALKEY, 1985). Ressalte-se que a 
cultura de ápices caulinares não garante a exclusão completa dos vírus (SHEFFIEL, 
1942; MORI, 1977). Assim, a referência à planta livre de vírus deve ser empregada 
para explantes cujos vírus foram especificamente testados. 
Para obter maior qualidade fitossanitária em plantas ornamentais têm sido 
associadas técnicas acessórias à cultura de ápices caulinares, como a 
termoterapia, que pode aumentar a eficiência da eliminação de vírus. A 
termoterapia consiste na exposição de parte do vegetal, ou da planta inteira, a 
elevadas temperaturas por um intervalo de tempo definido. Há atualmente um 
consenso de que a termoterapia não inativa os vírus, e sim impede que eles atinjam 
as brotações do material que foram desenvolvidas durante o tratamento (CONCI e 
NOME, 1991).   
De acordo com Bapat e Narayanaswany (1976), a aplicação das técnicas de cultura 
de ápices caulinares em amarílis possivelmente iniciou-se em 1972 com Bell, que 
utilizou com êxito a solução de Hoagland modificada, por meio da inclusão de 
FeEDTA e maiores níveis de cálcio, para o cultivo de embriões imaturos de híbridos 
obtidos pelo cruzamento de plantas do clone ‘Sperba’ com Hippeastrum evansiae.  
Castro e Matthes (1987), visando solucionar os problemas de propagação clonal em 
amarílis, desenvolveram um protocolo utilizando como fonte de explantes, 
segmentos da escama e da placa basal de raízes, inoculados em meio de 
Murashige e Skoog (1962), suplementado com diferentes concentrações de ácido 
naftaleno acético (ANA) e benzilaminopurina (BAP).  
A fim de desenvolver um protocolo visando à produção massal in vitro de 
Hippeastrum Herb., os meios mais favoráveis para a micropropagação são aqueles 
que induzem baixa formação de raízes e elevada bulbificação (TOMBOLATO et al., 
1998). Yanagawa e Sakanishi (1977) desenvolveram uma técnica de propagação in 
vitro de Amaryllis belladona denominada “escamas gêmeas”, que se baseia na 
obtenção do explante por meio do corte do bulbo, com a aplicação de ANA e 6-BA 
ao meio de regeneração. 

2.4 Conservação in vitro de Germoplasma  

Segundo Towill, citado por Trigiano e Gray (2000), germoplasma é um termo que se 



 

refere ao conjunto de materiais hereditários de uma espécie cultivada, ou seja, a 
totalidade de genótipos disponíveis para o melhoramento genético de uma certa 
cultivar. Assim, o germoplasma abrange normalmente elevada diversidade genética, 
que deve ser preservada, entre outras razões, para garantir seu emprego em 
programas de melhoramento das culturas vegetais.  
A conservação de germoplasma, de acordo com Mendes e Goes (1996), pode 
consistir na manutenção de coleções nos seus próprios locais de ocorrência, nesse 
caso chamada de conservação in situ. 
Também é possível preservar os recursos genéticos (na forma de embriões, 
sementes, explantes e indivíduos) por meio da conservação ex situ, isto é, em 
locais e condições distintas aos de ocorrência natural. A conservação ex situ, 
dependendo da espécie em questão, pode preservar o germoplasma em casas de 
vegetação, câmaras de baixa temperatura ou secas e cultivo a campo. Tais 
coleções também podem ser introduzidas por meio da cultura de tecidos 
(conservação in vitro), a partir de diferentes explantes ou serem criopreservadas. As 
coleções conservadas in vitro são estabelecidas usualmente a partir da germinação 
de sementes ou por cultura de gemas e ápices caulinares, sendo mantidas em 
condições assépticas. 
Os bancos ativos de germoplasma, para Vencovski (1986), objetivam garantir a 
diversidade genética das cultivares, efetuando a sua caracterização por diferentes 
metodologias e favorecendo o intercâmbio e disponibilização de genótipos entre 
diversas instituições.  
A conservação in vitro por cultura de tecidos, apesar de manter o germoplasma 
conservado por médios períodos, é uma metodologia que vem sendo aperfeiçoada 
na manutenção dos bancos ativos de germoplasma. Nas chamadas coleções de 
base, os genótipos são conservados por longos períodos, e, nesse processo o 
material não é utilizado em pesquisas, cessão e intercâmbio.  
A criopreservação é a maneira mais freqüente para manter coleções a longo prazo. 
Por meio dessa técnica, o germoplasma é conservado por muitos anos sob 
temperatura ultrareduzida, geralmente a -196°C. Nessa temperatura, a mobilidade 
molecular é reduzida ao limite e não há fase líquida nos protoplastos celulares. Os 
sistemas de conservação in vitro não eliminam a necessidade da manutenção de 
clones in vivo, tais coleções são complementares nos bancos de germoplasma. 
Para Roca et al., apud Roca e Mroginsk (1991), em particular nas espécies 
propagadas vegetativamente, como é o caso do amarílis,  a manutenção de 
coleções de germoplasma in vitro é um método alternativo promissor à conservação 
de recursos genéticos. Dorion et al. (1991) argumentam que a preservação in vitro 
possui diversas vantagens em relação à conservação no campo, tais como: menor 
risco de perda do germoplasma, maior qualidade fitossanitária, redução no custo de 
manutenção, rápida multiplicação e armazenamento, menor necessidade de 
espaço, disponibilidade imediata para propagação e facilidade de intercâmbio.  
Withers e Williams, citados por Torres et al. (1998), informam que a utilização da 
conservação in vitro é indicada tanto por razões econômicas como práticas, sendo 
um componente importante também na preservação de espécies ameaçadas de 
extinção. Engelman, apud Drew (1998), enfatiza que essa técnica é de elevado 
interesse para a conservação de germoplasma de espécies com sementes 
recalcitrantes, cultivares que se propagam vegetativamente, material geneticamente 
modificado e genótipos elite. 
Salomão et al. (1997) destacam que um dos problemas da cultura in vitro é a baixa 
taxa de micropropagação em algumas espécies, além dos altos custos com mão de 



 

obra, já que é necessário realizar repicagens periódicas e constantes do material. 
Os níveis de micropropagação podem ser incrementados por uma seleção 
adequada da origem de explantes com maior capacidade organogenética, pela 
posição de implantação do explante no meio de cultura e pela manipulação da 
composição do meio de cultura.  
A fim de diminuir o custo de manutenção das coleções in vitro, possibilitando 
economia de pessoal e reagentes, é possível a adoção de diversas técnicas, 
objetivando reduzir a velocidade de crescimento do germoplasma micropropagado. 
Todavia, saliente-se que essas técnicas, ao estender o intervalo entre os 
subcultivos, não devem comprometer a qualidade e viabilidade dos explantes.  
Dentre as técnicas utilizadas para minimizar o crescimento in vitro, segundo Harding 
et al. (1997), destaca-se a aplicação de redutores de crescimento ao meio de 
cultura. Charrier et al., apud Ng et al. (1991), enfatizam que a aplicação de 
retardantes osmóticos e hormonais ao meio de cultura e a diminuição da 
temperatura de incubação das plantas, também contribuem para estabelecer o 
crescimento lento. Outro procedimento indicado para o mesmo objetivo é o de 
diminuir a concentração dos componentes salinos e orgânicos do meio de cultura 
(FAO, 1996).  
A redução da temperatura nas salas de crescimento onde são incubados os clones 
micropropagados, aliada a diminuição na concentração dos macronutrinuentes e 
micronutrientes e da dosagem de sacarose do meio de cultura, têm sido estratégias 
que, ao serem aplicadas conjuntamente, vêm obtendo sucesso no estabelecimento 
de condições favoráveis a conservação in vitro em várias culturas. São exemplos à 
uva, morango e batata (DODDS e ROBERTS, 1993); o kiwi (MONETTE, 1986); o 
brócolis (KUBOTA et al., 1996); a beterraba, batata-doce, mandioca e várias 
forrageiras (SOUZA; apud ARAÚJO e OSUNA, 1988); a maçã, pêra, ameixa e 
cereja (WILKINS et al., 1988); e o abacaxi (ZEE e MUNEKATA, 1992). 
A eficácia destas técnicas varia de acordo com as características fisiológicas da 
espécie a ser conservada. Geralmente os explantes mais indicados para a 
conservação in vitro são os de origem meristemática, já que, suas células são mais 
resistentes às baixas temperaturas e esses tecidos também apresentam maior 
estabilidade genética e qualidade fitossanitária. Withers e Williams, citados por 
Torres et al. (1998), esclarecem que essas técnicas não são seguras para a 
conservação de células e calos, por possibilitarem elevada incidência de variação 
somaclonal e não serem estáveis para a conservação a longo prazo. 
A adição de hormônios vegetais e de reguladores osmóticos ao meio de cultura, 
como estratégias para a conservação in vitro, apresentam algumas restrições 
práticas. Apesar de várias culturas necessitarem obrigatoriamente da presença de 
fitormônios para a regeneração de ápices caulinares e a micropropagação, Vieira e 
Dornelas (1996) não recomendam a utilização dessas substâncias, sempre que 
possível, na conservação in vitro. Tais substâncias são muito dispendiosas e, por 
razões econômicas, podem inviabilizar o programa de conservação. Além disso, de 
maneira freqüente os fitormônios são agentes responsáveis por provocar variação 
somaclonal, fenômeno que compromete a fidelidade genética do germoplasma.  
Charrier et al. (1991) destacam que os reguladores osmóticos, como o manitol, 
quando inseridos ao meio de cultura, reduzem o potencial hídrico do sistema, 
provocando um estresse osmótico que inibe a absorção de água por parte do 
explante. A condição in vitro, via de regra, já é uma situação estressante para a 
plântula. O uso de reguladores osmóticos tem provocado, em várias culturas, 
drástica redução na viabilidade dos explantes, além de estarem relacionados com  



 

incidência de instabilidade genética no material micropropagado. 

2.5 Aclimatização ex vitro 

A micropropagação permite a obtenção de mudas de amarílis em larga escala, com 
elevada qualidade fitossanitária. Neste processo, a aclimatização é uma fase 
crucial, pois propicia a viabilização efetiva das mudas que serão utilizadas nos elos 
subsequentes da cadeia produtiva da cultura (HOFFMANN, 2002).  
A transferência de plantas, das condições assépticas e heterotróficas, típicas da 
cultura de tecidos, para o crescimento em ambiente externo deve ser realizada 
cuidadosamente e de forma gradativa, a fim de evitar a morte de um número 
significativo de mudas. 
Ressalte-se que nesse trabalho não foi possível avaliar com precisão distintos 
métodos de aclimatização ex vitro e a combinação ideal entre substratos, devido a 
restrições de tempo. Objetivou-se identificar uma resposta geral e preliminar da 
aclimatização ex vitro das mudas de amarílis que foram conservadas in vitro.  
Dentre os substratos utilizados para aclimatização ex vitro, o húmus de minhoca e a 
casca de arroz  têm sido utilizados, entre outras razões, por sua eficácia e 
sustentabilidade ambiental. O húmus de minhoca é, em média, 70% mais rico em 
nutrientes que os húmus convencionais, sendo rico em microrganismos, com pH 
neutro, elevada retenção de água e mineralização lenta (AQUINO et al., 1992; 
KIEHL, 1985; LONGO, 1987;). A casca de arroz apresenta boa drenagem e 
ausência de plantas daninhas, nematóides e patógenos (COSTA, 2003). 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS 

3. 1 Cultivares e Instituições de Pesquisa   

Utilizaram-se nos ensaios as cultivares Apple Blossom, Orange Souvereign e Red 
Lion de Hippeastrum Herb.. As flores de ‘Apple Blossom’ são mescladas de rosa e 
branco, em ‘Orange Souvereign’ são vermelhas alaranjadas e, em ‘Red Lion’, o tom 
predominante é o vermelho vivo (Figura 1). Segundo informações da empresa 
Brasbonitas, essas três cultivares foram as mais exportadas  em 2002, 
principalmente para a Holanda e países escandinavos.  
 

‘Apple Blossom’ ‘Orange Souvereign’ ‘Red Lion’ 



 

Figura 1 – Cultivares de Hippeastrum Herb.  na casa de vegetação do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento 
do Jardim Botânico, do Instituto Agronômico (IAC), 2003. 

 
Os bulbos matrizes foram importados da Holanda pelo produtor agrícola Petrus 
Schoenmaker, da empresa Brasbonitas (Holambra – SP), sendo cultivados e 
manipulados por aproximadamente dois anos, antes de serem disponibilizados para 
a pesquisa. Por meio de escamação dos bulbos (extração de escamas duplas), 
seguida de aclimatização, foi realizado o plantio do material no campo. Após 
colheita por arranquio, transferiram-se os bulbos para barracão da empresa onde 
foram lavados, classificados, tratados com fungicidas (Benomyl e Captafol) e secos 
em temperatura de 23o a 25o C sob ventilação. Após a secagem, foram 
armazenados em câmaras frias (5o a 13o C), com 80% de umidade relativa.  
A retirada dos bulbos da câmara fria e sua transferência para o laboratório de 
cultura de tecidos do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Jardim Botânico do 
Instituto Agronômico (IAC), realizou-se no dia 11 de março de 2003. Foram 
amostrados 100 bulbos de cada cultivar investigada neste trabalho. 
Os experimentos e os testes de sanidade foram conduzidos, respectivamente, no 
Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Jardim Botânico do Instituto Agronômico 
(IAC) e no Instituto Biológico de São Paulo. 

3.2 Avaliação Fitossanitária Prévia 

Objetivando-se realizar uma avaliação fitossanitária preliminar, selecionaram-se 
plantas segundo o seu vigor, homogeneidade e estado de conservação, das quais 
extraíram-se brotos, contendo folhas primárias, com 20 acessos de cada cultivar. As 
amostras foram enviadas ao Instituto Biológico para diagnose de vírus.  
A metodologia usada na realização da diagnose das amostras de amarílis foi a da 
microscopia eletrônica de transmissão (MET), em que a imagem é gerada por um 
feixe de elétrons que  atravessa o tecido, permitindo uma resolução da ordem de 1 
a 2 ângstrons. Esse aumento propicia a visualização direta de partículas virais em 
preparações negativamente contrastadas (leaf-dip), além da observação, em cortes 
ultrafinos de detalhes ultraestruturais de alterações celulares provocadas pela 
atividade dos vírus nos tecidos vegetais (KITAJIMA e NOME, 1999). 
Para a aplicação da técnica “leaf-dip”, gotas de extrato bruto, resultantes da 
trituração de fragmentos de folhas de amarílis, com tampão fosfato, foram 
transferidas para tela de cobre coberta com uma película de Formvar, previamente 
reforçada com carbono. A suspensão (“leaf dip”) permaneceu por 5 minutos 
flutuando na película. Após esse período, as telas foram lavadas com água 
destilada e negativamente contrastadas com acetato de uranila a 2% (MILNE) apud 
Maramorosch, e Koprowski (1984). 
Para estudos in situ, pequenos fragmentos de tecido foliar foram fixados por uma 
noite a 4o C em glutaraldeído (2%), em 0,1 M de tampão fosfato com pH ajustado 
para 7,0. O material foi pós-fixado em 1% de tetróxido de ósmio sob pH 7,0, sendo 
corado novamente por uma noite, em 1% de acetato de uranila. A desidratação 
realizou-se por meio de diluições gradativas de acetona (30, 50, 70 e 90%, por um 
período de 10 minutos cada), complementada com três lavagens por 10 minutos em 
acetona pura. A solução foi então embebida em resina plástica de baixa viscosidade 
do tipo Spurr. Tal preparação foi seccionada em cortes ultrafinos com navalha de 
diamante (LKB III – Ultratome). Antes do exame do material ao microscópio 



 

eletrônico (208 EM Philips), as secções foram contrastadas com acetato de uranila 
(2%) por 10 minutos. 

3.3 Assepsia e Introdução de Explantes 

A fim de proceder à limpeza fitossanitária do material e realizar a introdução in vitro 
dos explantes, foram selecionados 20 bulbos de cada cultivar de Hippeastrum 
Herb., os mesmos testados em diagnose prévia para detecção de partículas virais.  
As técnicas de assepsia consistiram na aplicação da termoterapia associada à 
cultura de ápices caulinares. No tratamento termoterápico, os bulbos foram 
expostos à temperatura constante de 37o C em câmara termostática por 40 dias 
(CONCI e NOME, 1991).  De acordo com Mori (1977), a termoterapia provoca 
inativação dos vírus ao desnaturar seus ácidos nucléicos ou pela degradação de 
enzimas importantes ao ciclo de replicação viral, como a DNA polimerase.  
Transcorrido o período de tratamento termoterápico, procedeu-se à cultura de 
ápices caulinares nos bulbos de amarílis. Antes da dissecação dos bulbos e excisão 
dos ápices caulinares, o material foi submetido a tratamento de desinfecção.  
Para a desinfecção, os bulbos foram lavados com o auxílio de escova de cerdas 
finas em água corrente e com detergente, por 2 a 3 minutos, eliminando-se toda a 
terra, as partes escuras, algumas escamas externas e todas as raízes. Em seguida, 
lavados em álcool 70% durante 1 minuto, com posterior banho de solução de 
hipoclorito de cálcio a 3% adicionado a cinco gotas de Tween 20 durante 10 
minutos, sob agitação; sendo posteriormente escorridos e secos. No processo de 
excisão para obtenção dos explantes em capela de fluxo laminar, realizaram-se 
secções de ápices caulinares de aproximadamente 5 mm de comprimento, 
contendo 2 primórdios foliares (TOMBOLATO et al., 1998). 
Visando otimizar o processo de organogênese nos ápices caulinares, inocularam-se 
os explantes em tubos de ensaio contendo meio de Murashige e Skoog (1962), 
suplementado com mio-inositol 100 ml.litro-1; 2,0 mg.litro-1 de glicina; 30 
gramas.litro-1 de sacarose; 2,5 mg.litro-1 de ácido 3-indolacético (AIA) e 10 mg.litro-1 
de 6-benzilaminopurina (6-BA). O pH do meio foi ajustado para 6,0, em meio sólido 
com 6,2 gramas.litro-1 de ágar que é, segundo protocolo de Tombolato et al. (1998), 
o meio ideal para induzir a regeneração in vitro de bulbilhos. Os tubos de ensaio 
permaneceram no escuro por 2 semanas, sendo posteriormente incubados em sala 
de crescimento com fotoperíodo de 16 horas sob luz branca fria (2.500 lux) e 
temperatura média de 25o + / - 2o C (Fiura 2). 

 

Figura 2 – Regeneração de ápices caulinares de amarílis. Fotos tiradas no NPDJB do Instituto Agronômico 
(IAC), 2003. 

 



 

Após 60 dias de incubação, foram extraídas em capela de fluxo laminar, amostras 
foliares de aproximadamente 1 cm2  de cada planta regenerada, que voltaram a ser 
incubadas. Tais amostras foram enviadas ao Instituto Biológico para a realização de 
nova diagnose por meio de microscopia eletrônica de transmissão (MET).   
Os ápices caulinares permaneceram um período total de 120 dias em processo de 
regeneração in vitro. Após esse período descartaram-se 10 plantas de cada cultivar, 
por falta de viabilidade, contaminação do meio de cultura e as  contaminadas por 
vírus. A fim de uniformizar as parcelas experimentais, escolheram-se 10 plantas 
viáveis de cada cultivar que, após diagnose, foram consideradas isentas de vírus. 
Avaliou-se nessas plantas o número de folhas, o comprimento médio das folhas (em 
milímetros), o número de raízes, o comprimento médio das raízes (em milímetros) e 
o número de bulbilhos produzidos. 
Para apreciação estatística dos dados provenientes da regeneração de explantes, 
realizou-se a análise geral da variância, sendo as médias do número de bulbilhos 
produzidos, em cada cultivar, examinadas pelos testes “t” e de Tukey a 5% de 
probabilidade. Tal análise foi executada no software SAS Institute, por meio do 
aplicativo General Linear Models Procedure (GLM), através do comando ANOVA. 
3.4 Micropropagação Clonal 

Objetivando-se multiplicar o material para os ensaios posteriores, cada bulbilho 
oriundo das plantas regeneradas foi seccionado in vitro em 3 partes iguais, as quais 
foram transferidas para frascos de 250 ml, contendo 25 ml do mesmo meio de 
cultura e valor de pH utilizados na regeneração dos explantes.  
Os frascos foram incubados em sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas 
sob luz branca fria (2.500 lux) e temperatura média de 25o + / - 2o C. Realizaram-se 
três ciclos consecutivos de repicagem, cada qual com período de incubação de 20 
dias, adotando-se metodologia idêntica ao ciclo de micropropagação inicial (Figura 
3). 

Figura 3 – Micropropagação clonal de amarílis – à esquerda, detalhe 
de um bulbilho e à direita, frascos incubados em sala de crescimento. 

Fotos tiradas no NJDJB do Instituto Agronômico (IAC), 2003. 
 
 

Finalizada a multiplicação do material amostral, foram selecionados 140 clones de 
cada cultivar utilizados posteriormente nos ensaios de conservação. 

3.5 Ensaio de Conservação in vitro 

A fim de estabelecer as condições mais favoráveis à conservação in vitro, realizou-



 

se um ensaio em que cada cultivar foi testada em tratamentos, contendo variáveis 
fisiológicas pré-estabelecidas para conservação combinadas em esquema fatorial. 
Utilizaram-se três tipos de variáveis fisiológicas: a concentração dos nutrientes do 
meio de Murashige e Skoog, a concentração de sacarose do meio de cultura e a 
temperatura de incubação. 
Para averiguar o efeito da concentração do meio de Murashige e Skoog na 
conservação in vitro, elaboraram-se dois tipos de meio de cultura, um deles 
contendo a concentração total dos macronutrientes e micronutrientes (MS 100%); e 
outro, contendo a metade da concentração de macronutrientes e micronutrientes 
(MS 50%). 
Foram definidas três dosagens de sacarose para os meios de cultura do ensaio: 10, 
20 e 40 gramas.litro-1. Tais tratamentos foram incubados em salas de crescimento 
com dois valores distintos de temperatura, em uma sala a 18 + / - 2°C, e em outra a 
25 + / - 2°C.  
Adotaram-se 2 tratamentos controles para cada cultivar, sendo que um deles 
manteve as condições ideais de micropropação da cultura (30 gramas.litro-1 de 
sacarose, 25°C e MS 100%), e outro nas mesmas condições, alterando-se apenas 
a temperatura de incubação que foi realizada a 18 °C. 
Desta forma, cada cultivar de amarílis foi testada em 14 tratamentos distintos de 
conservação in vitro (Tabela 1 – Anexo 1), sendo realizadas 10 repetições por 
tratamento. 
Para manutenção das condições experimentais, as mais homogêneas possíveis, foi 
observada com rigor a mesma quantidade de meio de cultura nos frascos e a 
padronização do tamanho dos bulbilhos, utilizados com explantes dos 14 
tratamentos.  
Excetuando-se as variações na concentração do meio MS e nas dosagens de 
sacarose, o meio de cultura utilizado nos tratamentos foi o mesmo adotado 
anteriormente por ocasião da regeneração de ápices caulinares. Todavia, para a 
execução do ensaio, não foram acrescentados os hormônios ácido 3-indolacético e 
6-benzilaminopurina ao meio de cultura. O pH foi ajustado para 6,0, solidificando-se 
com a inserção de 6,2 gramas.litro-1 de ágar. Os frascos de cultivo foram incubados 
em salas de crescimento com fotoperíodo de 16 horas sob luz branca fria (2.500 
lux) e temperatura média de 25o + / - 2o C em uma delas, e de 18 o + / - 2o C na 
outra. 
Após 90 dias, quantificaram-se a viabilidade e o índice de conservação do material, 
sendo cada parcela representada por um frasco contendo uma plântula de amarílis.  
O critério adotado nessa avaliação, realizada visualmente, baseou-se em escala de 
notas (Tabela 2-Anexo 1) de 1 a 10, sendo que cada número da escala equivaleu a 
aproximadamente 10 milímetros de comprimento das plantas in vitro. 
Avaliou-se o número de folhas, o comprimento médio das folhas (em milímetros), o 
número de raízes, o comprimento médio das raízes (em milímetros), o número de 
bulbilhos e a massa fresca (em gramas) das plantas in vitro. 

3.6 Análise Estatística 

O desenvolvimento do ensaio de conservação in vitro ocorreu em laboratório de 
cultura de tecidos, onde todos os tratamentos foram rigorosamente controlados, 
objetivando criar condições experimentais as mais homogêneas possíveis. Assim, 



 

não houve necessidade de realizar o controle estatístico local e as unidades 
experimentais (parcelas) foram distribuídas em sala de crescimento mediante 
completa aleatorização (STEEL e TORRIE, 1960). De acordo com essas 
características, o delineamento experimental adotado foi o inteiramente 
casualizado, com 10 repetições por tratamento, sendo cada parcela experimental 
representada por um frasco contendo uma planta in vitro de amarílis.  
Inicialmente realizou-se uma regressão linear por meio do aplicativo General Linear 
Models Procedure (GLM) do software SAS Institute, através do comando LSMeans, 
visando identificar possíveis correlações entre as variáveis “nota” e “massa fresca”. 
Como houve elevada correlação entre os valores das notas e da massa fresca, a 
partir de então convencionou-se a massa fresca como a variável dependente das 
análises posteriores (variável quantitativa), enquanto que, as notas forneceram 
valores qualitativos. 
Realizou-se a análise geral da variância dos dados gerados em todos os 
tratamentos por meio do aplicativo GLM do software SAS Institute, através do 
comando LSMeans. As médias dos tratamentos foram comparadas pelos testes de 
“t” e de Tukey a 1% de probabilidade.  
Procedeu-se a seguir um exame estatístico, por meio de análise fatorial, visando 
mensurar o efeito das variáveis fisiológicas na composição das médias da massa 
fresca dos tratamentos de conservação in vitro. Nessa análise foram descartados os 
dados dos tratamentos testemunhas 13 e 14 das três cultivares. Considerou-se 
também a ocorrência de apenas sete repetições por tratamento, já que as parcelas 
perdidas foram excluídas a fim de homogeneizar os dados. Essa análise foi 
realizada através do software SAS Institute. 
Em seguida, realizou-se uma comparação entre as médias e o desvio padrão, 
objetivando identificar o efeito dos tratamentos na conservação in vitro das três 
cultivares de amarílis. Tal comparação, realizou-se por meio do software SAS 
Institute, abrangendo os dados oriundos dos 14 tratamentos, com sete repetições 
por tratamento. 
Posteriomente, identificaram-se os intervalos de confiança entre os desvios padrão 
de todos os tratamentos, nas três cultivares, visando estimar os limites mínimos e 
máximos da população, com 95% de probabilidade. 

3.7 Micropropagação do Germoplasma Conservado  

A fim de avaliar o potencial de micropropagação em escala do germoplasma 

conservado, bulbilhos originados do conjunto de plantas das 3 cultivares e dos 14 tratamentos 

de conservação in vitro, foram inoculados em meio de cultura contendo as condições ideais 

para micropropagação da cultura.  

Inocularam-se os explantes em frascos de 250 ml, contendo 25 ml do meio de 

Murashige e Skoog (MS), suplementado com mio-inositol 100 ml.litro-1; 2,0 mg.litro-1 de 



 

glicina e 30 gramas.litro-1 de sacarose. Não foram adicionados fitormônios ao meio de 

micropropagação. O meio foi ajustado para pH 6,0 em meio sólido contendo 6,2 gramas.litro-1 

de ágar.  

Os frascos de cultura foram incubados em sala de crescimento com fotoperíodo de 16 

horas sob luz branca fria (2.500 lux) e temperatura média de 25o + / - 2o C. Cada tratamento de 

conservação in vitro forneceu bulbilhos utilizados em 10 repetições inseridas em ensaio para 

avaliar o potencial de micropropagação do germoplasma conservado. 

Avaliaram-se, após 30 dias, as plantas micropropagadas, de acordo com os 
seguintes critérios: número de folhas, comprimento médio das folhas (em 
milímetros), número de raízes, comprimento médio das raízes (em milímetros), 
número de bulbilhos e massa fresca (em gramas). Para análise dos dados, 
obtiveram-se as médias dos critérios avaliados em cada tratamento de 
conservação, submetidos a micropropagação.  

3.8 Aclimatização ex vitro 

Em casa de vegetação do NPDJB (IAC), foram registradas ao longo do processo a 
temperatura e umidade relativa médias de 31,5o C e 58,5%, respectivamente, 
obtidos por meio de um termohigrógrafo, com sombreamento de 80% e irrigação 
por nebulização de 30 minutos, três vezes ao dia. 
As mudas provenientes do material in vitro (5 mudas de cada tratamento de 
conservação das três cultivares de amarílis), após lavagem das raízes em água 
corrente para retirar todo o meio de cultura aderido, foram transferidas 
individualmente para vasos plásticos de 1.800 cm3.  
Cada vaso apresentou a combinação de adubos e substratos orgânicos, na 
proporção de 3:1, de casca de arroz carbonizada (CAC) + húmus de minhoca (HM) , 
de acordo com protocolo de Santos et al. (2004). 
Após 60 dias, o comportamento das mudas originadas de germoplasma dos 
diversos tratamentos de conservação in vitro, foi comparado ao das mudas oriundas 
dos tratamentos controles. Objetivou-se com essa avaliação testar, 
preliminarmente, a influência da conservação in vitro na aclimatização das mudas 
de amarílis. 



 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Diagnose Fitossanitária dos Bulbos Matrizes 

As folhas primárias dos 20 acessos de cada cultivar de amarílis, submetidas à 
diagnose prévia, apresentaram resultado positivo para a presença de partículas 
virais. De acordo com laudo fitossanitário, fornecido pelo Instituto Biológico, 
verificou-se que três amostras não ofereceram condições para análise. 
Foram visualizados nos acessos de amarílis, coletados no campo, partículas virais 
alongada-flexuosas, típicas de Carlavirus (provavelmente Nerine latent carlavirus - 
NeLV) e ou espécies de Potyviridae (provavelmente Hippeastrum mosaic potyvirus - 
HiMV). Assim, a totalidade dos 20 acessos das três cultivares testadas, 
apresentaram-se contaminadas por vírus. 
Tais resultados justificaram plenamente a iniciativa de se realizar a conservação in 
vitro de germoplasma de amarílis a partir de acessos indexados, visto que grande 
parte da lavoura nacional encontra-se atualmente infectada por vírus.  
A diagnose comprova observação de Quak, apud Reinert e Bajaj (1977), de que as 
espécies propagadas vegetativamente, quando se encontram no campo, são 
infectadas por uma ou mais espécies de vírus, principalmente os latentes, que são 
de difícil identificação por não apresentarem sintomas visíveis, como é o caso do 
Nerine latent carlavirus.  
O laudo também está de acordo com afirmação de Stone, apud Hugles et al. (1978), 
segundo a qual, o índice de contaminação viral pode atingir virtualmente a 
totalidade das plantas cultivadas a campo.  

4.2 Indexação 

A metodologia de indexação adotada, que associou a termoterapia (37ºC por 40 
dias) com a cultura de ápices caulinares (5 mm de comprimento contendo 2 
primórdios foliares), apresentou eficácia relativa. Após 60 dias de cultivo in vitro, 
verificaram-se nas cultivares Apple Blossom, Red Lion e Orange Souvereign, 
respectivamente, 55%, 65% e 70% de plantas livres de vírus (Tabela 3-Anexo 1). 
Segundo resultado da diagnose (Figura 4), na cultivar Apple Blossom, foram 
detectadas 9 amostras (45%) contaminadas por vírus, ao passo que, 11 amostras 
apresentaram-se sadias (55%). Sete amostras (35%) de ‘Red Lion’ permaneceram 
contaminadas, e, as 13 restantes sadias (65%). Em ‘Orange Souvereign’, 
encontraram-se 6 amostras contaminadas (30%) e 14 sadias (70%). 
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Figura 4 – Porcentagem de plantas sadias nas cultivares de amarílis 
Apesar do reduzido número de amostras, esses resultados demonstraram a 
utilidade da associação da termoterapia à cultura de ápices caulinares para a 
cultura de amarílis. Ressalte-se, porém, que o material micropropagado deve ser 
novamente indexado antes da aclimatização em casa de vegetação. Nessa 
oportunidade também convém observar a presença de sintomas de contaminação 
viral, como o do tipo mosaico.  Derks (1992), recomenda, para assegurar a 
sanidade da cultura, a realização de outra diagnose antes da realização de um 
segundo plantio, principalmente nos bulbos utilizados na propagação vegetativa por 
descamação.   
Essas precauções se justificam porque os bulbos de Hippeastrum acumulam 
grande quantidade de partículas virais, todavia, os testes fitossanitários são 
realizados a partir das folhas, já que os bulbos não são adequados para a diagnose. 
Brölman-Hupkes (1975), observa que muitas vezes a planta de amarílis apresenta 
baixa concentração de vírus, o que pode levar à incorreta confirmação em um 
exame “falso negativo”. 
Durante o processo de organogênese in vitro em plantas ornamentais bulbosas, 
segundo Balasingam et al. (1988), o fato de amostras analisadas por microscopia 
eletrônica apresentarem resultado negativo para vírus, não é muito significativo. 
Nessa fase, o material está em intenso processo de divisão celular, o que pode 
mascarar a presença de traços de partículas virais que não são detectáveis ao 
microscópio eletrônico. Por isso, indica-se a realização de outra diagnose, a partir 
de extratos brutos de folhas adultas de amarílis. 

4.3 Regeneração de Ápices Caulinares 

A manutenção dos explantes no escuro, por 2 semanas, minimizou a ocorrência de 
oxidação das amostras. Após transferência dos explantes para ambiente iluminado, 
a oxidação foi detectada em apenas 3 parcelas experimentais (5% do total). O 
protocolo de regeneração adotado, com a concentração de 2,5 mg.litro-1 de ácido 3-
indolacético e 10 mg.litro-1 de 6-benzilaminopurina, do meio de regeneração dos 
ápices caulinares, demonstrou-se adequado para a organogênese in vitro de 
amarílis e determinou elevado potencial de viabilidade dos explantes. 
Decorridos 120 dias após o estabelecimento dos explantes, selecionaram-se 10 
plantas por cultivar, objetivando-se a manutenção da viabilidade, vigor e sanidade 



 

do material. Essas amostras foram avaliadas segundo os critérios especificados nas 
Tabelas de 4 a 6 (Anexo 1). 

O meio de regeneração de ápices caulinares (MS + 100 ml.L-1 de mio-inositol + 2,0 

mg.L-1 de glicina; 30 g/L-1 de sacarose + 2,5 m/L-1 de AIA + 10 m/L-1 de 6-

benzilaminopurina), comprovou a eficiência do protocolo proposto por Tombolato et al. 

(1998), visto que, na cultivar Apple Blossom, a produção de bulbilhos in vitro foi otimizada, 

com média de 3,1 bulbilhos por explante regenerado. 

Os outros critérios de regeneração apresentaram, em média, os seguintes valores: 7,8 

folhas com 31,50 mm de comprimento e 8,1 raízes com 16,90 mm de comprimento. O 

número de raízes e folhas produzidas na regeneração, quando confrontado ao obtido na 

micropropagação de “Apple Blossom’, atesta a eficiência da metodologia adotada. Uma 

planta in vitro não apresentou viabilidade e foi descartada, além de  outras nove que, por meio 

de detecção por microscopia eletrônica, permaneceram infectadas por vírus.  

O meio de regeneração em ‘Red Lion’ produziu, em média, 2,0 bulbilhos por 

explante regenerado. Esse resultado foi duas vezes superior ao obtido nos tratamentos 

controles do ensaio de conservação in vitro da cv. Red Lion (anexo 3). Constata-se assim, que 

os procedimentos adotados, otimizaram a produção de bulbilhos nesta cultivar. 

Os outros critérios avaliados na regeneração dos explantes em ‘Red Lion’, 

produziram, em média, os seguintes resultados: 4,6 folhas com 27,20 mm de comprimento e 

3,6 raízes com 14,60 mm de comprimento. Três plantas in vitro não apresentaram viabilidade 

e foram descartadas, além de outras seis que mantiveram-se contaminadas por vírus. Decidiu-

se excluir mais 1 planta, devido a falta de vigor. Esses resultados comprovaram relativa 

eficiência da metodologia adotada na regeneração in vitro de ‘Red Lion’. 

O meio de regeneração na cultivar Orange Souvereign produziu uma média de 2,0 



 

bulbilhos por explante. Comparando-se esses resultados aos obtidos nos tratamentos controles 

do ensaio de conservação de ‘Orange Souvereign’ (anexo 4), que produziram a média de 1 

bulbilho por explante,  comprova-se que as condições experimentais da regeneração de ápices 

caulinares, incrementaram a produção de bulbilhos nesta cultivar. 

Em média, os outros critérios avaliados produziram os seguintes resultados: 4,8 

folhas com 28,40 mm de comprimento e 2,2 raízes com 14,80 mm de comprimento. Duas 

plantas in vitro de ‘Orange Souvereign’ não se apresentaram viáveis sendo descartadas, junto 

a outras 5 que permaneceram infectadas por vírus. Decidiu-se excluir mais 3 plantas devido 

ao baixo vigor apresentado. Esses resultados comprovaram relativa eficiência da metodologia 

adotada na regeneração in vitro de ‘Orange Souvereign’. 

Comparando-se o comportamento das três cultivares na regeneração de ápices 

caulinares, destaca-se uma tendência que permeou toda a pesquisa. A cultivar Apple Blossom, 

de forma restrita às condições metodológicas adotadas, apresentou maior desenvolvimento 

das plantas in vitro, do que as cvs. Red Lion e Orange Souvereign. Em todos os critérios de 

regeneração investigados, ‘Apple Blossom’ obteve resultados aproximadamente duas vezes 

superior aos registrados em ‘Red Lion’ e ‘Orange Souvereign’.     

Outro aspecto a destacar foi a ocorrência de clones na mesma cultivar com expressões 

morfogenéticas distintas. A diferença na expressão clonal  pode ser explicada, segundo  Pierik 

et al. (1982), em razão do tamanho do ápice caulinar de origem, da idade do bulbo matriz e de 

pequenas alterações provocadas nas condições de cultivo in vitro, como variações locais de 

luminosidade e de temperatura. 

4.4 Análise da Variância da Regeneração de Bulbilhos por Cultivar 

A análise da variância (Tabela 7-Anexo 1) indicou um valor de F altamente 
significativo (α = 0,0045 = 0,45%). Assim, há 95,5% de probabilidade de que as 
diferenças observadas na produção de bulbilhos das cultivares de amarílis testadas 



 

não sejam casuais. 
Os testes “t” e de Tukey posicionaram a cultivar Apple Blossom (grupo A) em um 
grupo distinto das cultivares Red Lion e Orange Souvereign  (grupo B). Esse 
resultado comprova quantitativamente a maior produtividade de ‘Apple Blossom’ 
(Figura 5) para produção de bulbilhos na regeneração in vitro em relação à ‘Red 
Lion’ e ‘Orange Souvereign’. Todavia, entre ‘Red Lion’ e ‘Orange Souvereign’, a 
produção de bulbilhos foi estatisticamente idêntica, demonstrando que elas 
comportaram-se de forma homogênea e não diferiram entre si.  
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Figura 5 – Contrastes das médias da produção de bulbilhos por cultivar nos testes 
“t” e de Tukey 
 
 

Tais resultados coincidem com os obtidos por Okubo et al. (1990), que também 

observaram respostas distintas na regeneração in vitro entre cultivares de Hippeastrum Herb., 

de acordo com o tipo e a concentração dos fitorreguladores adicionados ao meio de 

regeneração. Smith et al. (1999), sugerem que deve ser desenvolvido um meio de regeneração 

específico para cada cultivar de amarílis, visto que,  as respostas a um protocolo único variam 

significativamente entre as variedades de Hippeastrum Herb.. Blakesley e Constantine (1992), 

acrescentam que há uma carência de protocolos de regeneração, disponíveis na literatura, 

alternativos para as cultivares comerciais de amarílis. 

Desta forma, o meio de cultura utilizado na regeneração in vitro pode ter sido mais 
adequado para a cultivar Apple Blossom. Isto permite supor que outros protocolos 
específicos para ‘Red Lion’ e ‘Orange Souvereign’ devam ser pesquisados. 

O protocolo inicialmente utilizado é passível de otimização, porém, 



 

comparativamente ao processo usual de multiplicação na cultura, os resultados indicam que a 

micropropagação clonal de amarílis oferece vantagens significativas no que concerne à 

rapidez de obtenção de mudas e a qualidade fitossanitária das mesmas. 

4.5 Resultados Qualitativos do Ensaio de Conservação in vitro  

Dados qualitativos são elementos que caracterizam um certo processo e o distingue 
de outros, servindo como atributo intrínseco que pode indicar tendências, porém 
não são adequados para análises estatisticamente precisas (BUENO, 1996). Desta 
forma, após o término dos três ciclos de micropropagação, testou-se a influência 
dos meios de cultura e diferentes tipos de temperatura de incubação, nos explantes 
das três cultivares de amarílis, por meio de ensaio de conservação in vitro. Nessa 
avaliação, a variável qualitativa investigada foi o critério “nota”. 
As Tabelas contendo os resultados completos dos tratamentos de conservação in 
vitro das cvs. Apple Blossom, Red Lion e Orange Souvereign encontram-se, 
respectivamente, nos anexos 2, 3 e 4.  

4.5.1 Cultivar Apple Blossom 

Em ordem crescente, os tratamentos de conservação in vitro da cultivar Apple 

Blossom (Tabela 8-Anexo 1) apresentaram as seguintes notas; T3 (5,22), T4 (6,30), T11 

(6,75), T12 (7,37), T7 (7,55), T1 (7,88), T8 (8,11), T5 (8,22), T9 (8,62), T2 (8,88), T10 

(9,28), T6 (9,66), T13 (10,00) e T 14 (10,00). Observa-se que os outros critérios de 

conservação (NF, CMF,  NR, CMR, NB e MF), variaram de forma equivalente à escala de 

notas em cada tratamento. Isto é, tratamentos com notas maiores, apresentaram valores mais 

elevados nos demais critérios de avaliação e vice-versa. 

Percebe-se a tendência de notas menores nos tratamentos com 50% do meio MS, 
isto é válido para os cinco tratamentos com as menores notas do ensaio 
(tratamentos 3, 4, 11, 12 e 7). Excluindo-se os tratamentos testemunhas (13 e 14), 
observou-se tendência de notas maiores nos tratamentos contendo 100% do meio 
MS, isto ocorreu nos cinco tratamentos com as maiores notas do ensaio 
(tratamentos 9, 5, 2, 6 e 10). Dessa forma, qualitativamente, a concentração do 
meio MS influenciou a conservação in vitro da cultivar Apple Blossom. 
Nos 2 tratamentos com as menores notas (tratamentos 3 e 4),  a concentração de 
sacarose do meio foi de 10 gramas.litro-1, indicando maior tendência de 



 

conservação nessa condição fisiológica. 
Excluindo-se os tratamentos controles, os três tratamentos que atingiram as notas 
maiores (tratamentos 2, 6 e 10),  apresentaram temperatura de 25o C, evidenciando 
menor tendência de conservação nesse valor de temperatura para a cultivar Apple 
Blossom. 
Os tratamentos testemunhas produziram as maiores notas, demonstrando que 
essas condições fisiológicas são as ideais para a micropropagação da cultivar Apple 
Blossom.   

4.5.2 Cultivar Red Lion 

Em ordem crescente (Tabela 9-Anexo 1), encontram-se os tratamentos de 
conservação in vitro da cultivar Red Lion, os quais apresentaram as seguintes 
notas; T3 (4,55), T4 (4,66), T11 (4,88), T1 (5,00), T12 (5,50), T7 (6,30), T9 (6,87), 
T8 (7,11), T5 (7,33), T2 (7,60), T6 (9,12), T10 (9,57), T13 (10,00) e T 14 (10,00). 
Os outros critérios de conservação (NF, CMF,  NR, CMR, NB e MF), variaram de 
forma análoga à escala de notas em cada tratamento. Isto é, tratamentos com notas 
maiores, apresentaram valores mais elevados nos outros critérios de avaliação e 
vice-versa. 
Há tendência de notas menores nos tratamentos com 50% do meio MS, como 
observado nos três tratamentos com as menores notas do ensaio (tratamentos 3, 4 
e 11). Excluindo-se os tratamentos testemunhas (13 e 14), observou-se tendência 
de notas maiores nos tratamentos contendo 100% do meio MS, isto ocorreu nos 
três tratamentos com as maiores notas do ensaio (tratamentos 2, 6 e 10). Dessa 
forma, qualitativamente, a concentração do meio MS influenciou a conservação in 
vitro na cultivar Red Lion. 
Nos dois tratamentos com as menores notas (tratamentos 3 e 4),  a concentração 
de sacarose do meio foi de 10 gramas.litro-1, indicando maior tendência de 
conservação nessa condição fisiológica.  
Excluindo-se os tratamentos controles, os três tratamentos que atingiram as 
maiores notas (tratamentos 2, 6 e 10),  apresentaram temperatura de 25o C, 
evidenciando menor tendência de conservação nesse valor de temperatura para a 
cultivar Red Lion. 

4.5.3 Cultivar Orange Souvereign 

Em ordem crescente (Tabela 10-Anexo 1), os tratamentos de conservação in vitro 
da cultivar Orange Souvereign apresentaram as seguintes notas; T3 (4,37), T4 
(4,77), T11 (5,50), T12 (6,00), T1 (6,00), T7 (6,66), T8 (6,87), T2 (7,11), T9 (7,12), 
T5 (7,55), T6 (8,50), T10 (9,00), T13 (10,00) e T 14 (10,00). 
Os outros critérios de conservação (NF, CMF,  NR, CMR, NB e MF), variaram de 
forma correspondente à escala de notas de cada tratamento. 
Observaram-se menores valores de notas nos tratamentos com 50% do meio MS, 
como nos quatro tratamentos com as menores notas do ensaio (tratamentos 3, 4, 
11 e 12). Identificou-se tendência de notas maiores nos tratamentos contendo 100% 
do meio MS, como observado nos tratamentos 9, 5, 6 e 10. Assim, qualitativamente, 



 

a concentração do meio MS influenciou a conservação in vitro na cultivar Orange 
Souvereign. 
Nos 2 tratamentos que obtiveram as menores notas (tratamentos 3 e 4),  a 
concentração de sacarose do meio foi de 10 gramas.litro-1, indicando tendência de 
maior conservação nessa condição fisiológica.  
Os dois tratamentos com as maiores notas (tratamentos 6 e 10),  apresentaram 
temperatura de 25o C, evidenciando menor tendência de conservação nesse valor 
de temperatura para a cultivar Orange Souvereign. 

4.5.4 Comparação Entre Cultivares 

A Tabela 11 (Anexo 1) contém uma comparação geral das notas do ensaio de 
conservação in vitro. Os dados demonstram a tendência de maior potencial de 
conservação em meio MS 50% e concentração de sacarose de 10 gramas.litro-1, 
nas três cultivares. A temperatura de 250 C distingue menor potencial de 
conservação nas três cultivares. 
O gráfico abaixo (Figura 6) demonstra que as cultivares apresentaram um 
comportamento semelhante, com relação as médias das notas obtidas nos 
tratamentos de conservação in vitro.  

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14

Apple Blossom Red Lion Orange Souvereign

 
Figura 6 – Médias das notas de conservação das três cvs. de amarílis por 
tratamento. T=Tratamento; Notas (0 a 10) 
 
A cultivar Apple Blossom apresentou as médias mais elevadas, exceto no 
tratamento 10, onde é excedida por ‘Red Lion’. Este resultado confirma a mesma 
observação assinalada na regeneração de ápices caulinares, de que ‘Apple 
Blossom’ apresenta, nas condições in vitro, desenvolvimento mais pronunciado  do 
que ‘Red Lion’ e ‘Orange Souvereign’. 

4.6  Resultados Quantitativos do Ensaio de Conservação in vitro  



 

Os dados quantitativos são expressos por números que apresentam elevada 
precisão, permitindo  avaliações estatísticas pontuais, a fim de comparar as 
influências e interações das variáveis  envolvidas nos experimentos científicos 
(BUENO, 1996).  
Após o término dos três ciclos de micropropagação, testou-se em ensaio de 
conservação in vitro, a influência de diferentes meios de cultura e valores de 
temperatura de incubação, nos explantes das três cultivares de amarílis. Nessa 
avaliação, a variável quantitativa investigada foi o critério “massa fresca” que é 
representativa do potencial de produtividade das plantas in vitro. 

4.6.1 Regressão Entre as Variáveis “Nota” e “Massa Fresca” 

No experimento de conservação in vitro o critério de avaliação “nota” é uma variável 
qualitativa. Dados qualitativos, apesar de poderem ser utilizados para contrastar 
resultados, não são adequados para quantificar a significância estatística de 
caracteres que representam a produção, como a variável quantitativa “massa 
fresca”.  
Por meio de regressão, realizou-se uma análise estatística preliminar entre as 
variáveis “nota” e “massa fresca”, objetivando avaliar se há relação funcional entre 
elas (Tabela 12-Anexo 1). A análise foi executada no aplicativo General Linear 
Models Procedure (GLM) do software SAS Institute, através do comando LSMeans. 
Utilizou-se esse comando em razão das perdas das parcelas por contaminação 
(totalizando 60 parcelas perdidas), sendo que o programa analisou apenas 360 
observações, ao invés das 420 possíveis. 
A regressão entre “massa fresca” e “nota” foi altamente significativa (p < 0,0001), 
demonstrando elevada correlação entre as duas variáveis. Como conseqüência, o 
valor da “massa fresca” representa na prática os resultados obtidos na variável 
“nota”. Assim, por tratar-se de uma variável quantitativa, adotou-se a “massa fresca” 
como a variável dependente considerada nas outras análises. 

4.6.2 Análise da Variância do Ensaio de Conservação in vitro 

Uma vez definida a variável dependente, procedeu-se a análise geral da variância 
de todos os tratamentos de conservação in vitro para as três cultivares (Tabela 13-
Anexo 1), por meio dos mesmos comandos e aplicativos utilizados na regressão 
anterior. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% 
de probabilidade.  
A análise da variância indicou um valor de F altamente significativo (α < 0,0001 = 
0,01%). Com esse resultado observou-se que as diferenças entre tratamentos e 
cultivares, para composição das médias da massa fresca, não são casuais, 
ocorrendo efeito significativo dessas variáveis entre si. Esse efeito também foi 
confirmado pelos coeficientes de variação isolados das cultivares e dos tratamentos 
(α < 0,0001 = 0,01%).  
Os resultados do teste de Tukey indicaram diferença altamente significativa (α < 
0,0001 = 0,01%) nas médias da massa fresca da cultivar Apple Blossom em relação 
às cultivares Red Lion e Orange Souvereign. Entre ‘Red Lion’ e ‘Orange 



 

Souvereign’,  o valor de “p” para as médias da massa fresca foi de 0.0546 (α = 
0,0546 = 5,46%). Apesar de próximo da significância de 5%, nesse caso, não é 
possível rejeitar a hipótese de igualdade entre essas 2 cultivares, que não diferiram 
entre si e se comportaram de forma homogênea. 
Assim, para as condições adotadas no ensaio, ‘Apple Blossom’ (média geral da 
massa fresca de 6,64 gramas), apresenta menor potencial de conservação in vitro 
do que ‘Red Lion’ (média geral da massa fresca de 5,87 gramas) e ‘Orange 
Souvereign’ (média geral da massa fresca de 5,72 gramas).  

4.6.3 Análises Fatoriais em Esquema Ortogonal das Variáveis Fisiológicas do Ensaio de 

Conservação in vitro 

A fim de avaliar as interações e os efeitos das variáveis fisiológicas (sacarose, 

temperatura e meio MS) no experimento de conservação, decidiu-se realizar uma análise 

fatorial. Por meio da análise buscou-se verificar se as variáveis influenciaram 

significativamente ou não a composição da massa fresca das plantas in vitro. 

O ensaio de conservação apresentou 2 valores de temperatura (18 o C e 25o C – 

representados por “1” e “2”) e 2 tipos de meio MS (50% e 100% – também representados por 

“1” e ‘2”). Entretanto, haviam 3 dosagens distintas de sacarose (10, 20 e 40 gramas.litro-1), 

excetuando-se a dos tratamentos controles (13 e 14) que não foram avaliados. Tais dosagens 

de sacarose foram representadas, respectivamente, pelos números “1”, “2” e “4”.   

A fim de realizar a análise fatorial em esquema ortogonal, devido a diferença 

numérica entre os parâmetros das variáveis fisiológicas (2 x 3 x 2), decidiu-se dividir  a 

análise em 2 partes. Na primeira parte foram avaliados os tratamentos de 1 a 8, que continham 

2 concentrações distintas (10 e 20 gramas.litro-1) de sacarose (Tabela 14-Anexo 1). Na 

segunda parte avaliaram-se os tratamentos de 5 a 12, com concentrações de sacarose de 20 e 

40 gramas. litro-1  (Tabela 18-Anexo 1).  

A análises fatoriais foram realizadas no aplicativo General Linear Models Procedure 
(GLM) do software SAS Institute, através do comando LSMeans, que permitiu a 
análise conjunta das parcelas perdidas por contaminação. 



 

Por meio da comparação do múltiplo ajuste dos dados desbalanceados, devido a 

inclusão das parcelas perdidas por contaminação, realizada pelo teste de Tukey – Kramer, 

observou-se nos tratamentos de 1 a 8 efeito significativo da cv. Apple Blossom (p < 0,0001), 

na composição da massa fresca em relação às cultivares Red Lion e Orange Souvereign. ‘Red 

Lion’ e ‘Orange Souvereign’, não diferiram significativamente (α = 0,1321 = 13,21%) na 

composição das médias da massa fresca das plantas in vitro. 

As variáveis fisiológicas influenciaram significativamente a composição das médias 

da massa fresca nos tratamentos de 1 a 8. Esse efeito foi constatado na temperatura de 18 0C 

(α < 0,0001 = 0,01%), em relação à de 250C, no meio MS 50% (α < 0,0001 = 0,01%) 

comparado ao meio MS 100%, e na dosagem de 10 gramas.litro-1 de sacarose (α < 0,0001 = 

0,01%) em relação à de 20 gramas.litro-1. 

Nos tratamentos de 5 a 12, por meio do teste de Tukey – Kramer, observou-se que a 

cv. Apple Blossom diferiu significativamente de ‘Red Lion’ e ‘Orange Souvereign’ na 

composição das médias da massa fresca das plantas in vitro. As cultivares Red Lion e Orange 

Souvereign, não apresentaram diferença significativa entre si (α = 0,3638 = 36,38%) na 

produtividade das plantas in vitro. 

Para composição das médias da massa fresca, ocorreu efeito significativo da 

temperatura de 18 0C (α < 0,0001 = 0,01%) em relação à temperatura de 250C. Esse mesmo 

efeito foi constatado no meio MS 50% em relação ao meio MS 100%.  As dosagens de 

sacarose de 20 g/l e de 40 g/l apresentaram efeito semelhante na composição das médias da 

massa fresca e não diferiram entre si (α = 0,1784 = 17,84%). 

4.6.4 Análise Fatorial da Interação Entre as Variáveis Fisiológicas nos Tratamentos de 



 

Conservação in vitro  

Após a realização das análises fatoriais anteriores, que foram divididas em 2 partes e 

abrangeram as parcelas perdidas por contaminação, decidiu-se ampliar a investigação dos 

dados por meio de nova análise fatorial, destinada a interpretar  os efeitos e as interações entre 

as variáveis fisiológicas nos tratamentos de 1 a 12 (Tabela 16-Anexo 1).  Os dados dos 

tratamentos testemunhas (13 e 14) não foram apreciados nessa análise. A fim de uniformizar o 

número de parcelas, utilizaram-se apenas 7 repetições por tratamento, descartando-se as 

parcelas perdidas. A análise foi processada pelo software SAS Institute através do comando 

ANOVA por meio do aplicativo GLM. 

Houve efeito altamente significativo (F < 0,0001) das variáveis “cultivares”, 
“sacarose”, “temperatura” e “meio MS” sobre a composição das médias da massa 
fresca; demonstrando que tais variáveis influenciaram a conservação in vitro de 
amarílis. 
A interação entre “cultivares” e “sacarose” (F=2,11%) foi significativa a 5% de 
probabilidade.   
As variáveis, “sacarose” e “temperatura” (F < 0,0001), “sacarose” e “meio” (F < 
0,0001), “temperatura” e “meio” (F < 0,0001) e “cultivares” e “temperatura” 
(F=0,19%), interagiram entre si de forma altamente significativa.  
As variáveis “cultivares” e “meio” responderam de forma homogênea e não diferiram 
entre si na composição das médias da massa fresca nos tratamentos de 1 a 12. 
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4 Figura 7  – Teste “t” dos efeitos das cultivares e variáveis fisiológicas na composição das médias da massa 

fresca 
 
O teste “t” caracterizou cada cultivar em um grupo distinto (grupos A, B e C), 
demonstrando efeito significativo das cultivares entre si (Figura 7). Ao se excluírem 
as parcelas perdidas, apesar do número de repetições da análise ter sido diminuído 
de 10 para 7, permitiu-se maior homogeneidade dos dados (Tabela 16-Anexo 1). 
Com isso, verificou-se influência significativa de cada cultivar na composição das 
médias da massa fresca das plantas in vitro (6,05 g em ‘Apple Blossom’; 5,18 g em 
‘Red Lion’ e 4,98 g em ‘Orange Souvereign’) 
Como cada cultivar exerceu efeito próprio na produção (massa fresca) das plantas 
in vitro, os genótipos testados responderam  de maneira distinta à conservação in 
vitro. ‘Orange Souvereign’ apresentou o melhor potencial de conservação, “Red 
Lion’ proporcionou resultado intermediário e ‘Apple Blossom’ foi a cultivar que 
demonstrou menor capacidade para conservação, para períodos mais prolongados. 
Portanto, deve-se incluir no planejamento do trabalho com banco de germoplasma 
de Hippeastrum Herb., as condições de conservação in vitro mais adequadas para 
cada acesso, de acordo com o período de tempo que se espera conservar o 
material e os objetivos da pesquisa. 
As dosagens de sacarose de 20 e 40 gramas.litro-1 (Tabela 16-Anexo 1), ambas 
pertencentes ao grupo A no teste “t”, se comportaram de forma semelhante e 
diferiram significativamente da dosagem de 10 gramas.litro-1 (grupo B). Os valores 
de temperatura de 18 o C e 25o C e do meio MS completo e incompleto foram 
também classificados em grupos distintos do teste “t”, indicando efeito diferencial 
dessas duas variáveis na composição das médias da variável dependente dos 
tratamentos de 1 a 12.  
A padronização dos dados também possibilitou a indicação das condições 
fisiológicas mais propícias a conservação in vitro para as três cultivares de amarílis 
testadas: concentração de 10 gramas.litro-1 de sacarose, temperatura de incubação 
de 18 o C e 50% da concentração de macronutrientes e micronutrientes do meio de 
Murashige e Skoog.  



 

4.6.5 Análise Fatorial Geral do Efeito Entre Tratamentos de Conservação in vitro nas 

Cultivares 

Visando obter uma compreensão geral do experimento de conservação in vitro 

realizou-se,  por meio dessa análise fatorial, avaliação da interação entre as 3 cultivares e os 

14 tratamentos de conservação, comparando-se as médias e desvios padrão da variável massa 

fresca (Tabela 17-Anexo 1).   

Para uniformizar os dados, foram computadas apenas 7 repetições por tratamento, 

incluindo-se os tratamentos testemunhas. A análise foi realizada pelo software SAS através do 

comando ANOVA do aplicativo GLM. 

A interação entre cultivares e tratamentos demonstrou-se altamente significativa (F 
< 0,0001).  Por meio do teste “t” constatou-se uma diferença significativa das 3 
cultivares entre si, sendo cada qual inserida em um grupo “t” específico (Figura 8).  
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Figura 8 – Influência das cultivares na composição das médias da massa fresca 

 
 

 

O teste “t” da (Tabela 17-Anexo 1) ordenou os tratamentos (Figura 9) em 10 grupos 

distintos: grupo A (tratamentos 13 e 14), grupo B (tratamento 10), grupo C (tratamento 6), 

grupo D (tratamentos 2 e 5), grupo E (tratamento 9), grupo F (tratamento 8), grupo G 



 

(tratamentos 7, 1 e 12), grupo H (tratamento 11), grupo I (tratamento 4) e grupo J (tratamento 

3).  
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Figura 9 – Grupos do teste “t” dos tratamentos de conservação in vitro  

 
 
 
 

O valor da massa fresca é uma variável que expressa o desenvolvimento e a 
conservação das plantas in vitro, já que, plântulas mais desenvolvidas apresentam 
valores de massa fresca superiores ao das menos desenvolvidas. A partir desse 
parâmetro, pode-se associar menores valores de massa fresca a um maior patamar 
de conservação da cultura in vitro, ao passo que, maiores valores de massa fresca 
indicam menor conservação do material micropropagado. Desta forma, verificou-se 
que os tratamentos determinaram o potencial de conservação in vitro das mudas de 
amarílis (Figura 10). 
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Figura 10 – Influência dos tratamentos na conservação in vitro. Legenda: A = 1 obs, B = 2 obs etc. 

 

Considerando-se todos os tratamentos de conservação, incluindo-se os testemunhas 

(13 e 14), observa-se (Figuras 10 e 11) que o tratamento 3 (10 gramas.litro-1 de sacarose, 18 

oC e 50% de meio MS) permitiu a maior conservação in vitro das mudas micropropagadas de 

amarílis. Assim, como cada cultivar foi classificada em um grupo distinto do teste “t” (Tabela 

17-Anexo 1) e os dados do gráfico contemplam a média da massa fresca para as 3 cultivares, 

constata-se que esse tratamento foi o mais efetivo à conservação in vitro nas 3 cultivares 

investigadas nesse trabalho. 

O gráfico da Figura 10 demonstra que os tratamentos controles do experimento (13 e 

14), foram aqueles que apresentaram a menor dispersão dos dados e propiciaram o menor 

patamar de conservação in vitro. Os tratamentos intermediários entre o grupo controle e o 

grupo 3, caracterizaram-se por elevada dispersão dos dados. Os tratamentos 5 e 2 (grupo D do 

teste “t”) exerceram a mesma influência na conservação in vitro de amarílis, fato esse também 

observado entre os tratamentos 1, 7 e 12 (grupo G do teste “t”),  
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Figura 11 – Heterogeneidade das plantas in vitro nos tratamentos de conservação. A) da esquerda para a direita, 

plantas dos tratamentos 14, 6 e 3 da cv. Apple Blossom. B)  da esquerda para a direita, plantas dos tratamentos 3, 6 e 
14 da cv Red Lion. C)  da esquerda para a direita, dos tratamentos 3, 6 e 14 da cv. Orange Souvereign. D) planta do 

tratamento 14 da cv. Apple Blossom. E) planta do tratamento 7 da cv. Apple Blossom. F) plata do tratamento 3 da cv. 
Apple Blossom. NPDJB do Instituto Agronômico, (IAC), 2004. 

4.7 Intervalos de Confiança dos Tratamentos de Conservação in vitro  

Os dados da Tabela 17 (Anexo 1) permitem estimar os intervalos de confiança entre 

os desvios padrão das médias da massa fresca de todos os tratamentos por cultivar de amarílis.  

Teoricamente os intervalos de confiança informam que em 95% das amostras 

aleatórias de amarílis, a média populacional real ficará  contida entre os 

limites inferiores e superiores calculados pelos intervalos de confiança. 

Assim, apenas 5% das médias obtidas nas amostras aleatórias ficarão 

fora dos limites da média populacional real (CONAGIN et al., 1999). 

4.7.1 Cultivar Apple Blossom 

Os intervalos de confiança (Tabela 18-Anexo 1) foram obtidos através do produto 

entre o desvio padrão de cada tratamento de conservação in vitro da cultivar Apple Blossom e 



 

o número 0,7447. Uma vez determinado o intervalo de confiança em cada tratamento, obteve-

se o limite inferior  por meio de subtração entre o desvio padrão e o intervalo de confiança. Os 

valores do limite superior resultaram da soma entre  o desvio padrão e o intervalo de 

confiança de cada tratamento (Figura 12). 
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Figura 12 – Intervalos de confiança dos tratamentos de conservação da cultivar Apple Blossom 

4.7.2 Cultivar Red Lion 

A Tabela 19 (Anexo-1) e a Figura 13 a seguir contêm os intervalos de confiança de 
cada tratamento de conservação in vitro da cultivar Red Lion. 
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Figura 13 – Intervalos de confiança dos tratamentos de conservação da cultivar Red 
Lion 

4.7.3 Cultivar Orange Souvereign 

A Tabela 20 (Anexo 1) e a Figura 14 a seguir contêm os intervalos de confiança de 
cada tratamento de conservação in vitro da cultivar Orange Souvereign. 
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Figura 14 – Intervalos de confiança dos tratamentos de conservação da cultivar Orange Souvereign 
 
 



 

4.8 Índice de Contaminação nos Tratamentos de Conservação in vitro 

O índice de contaminação das parcelas do ensaio de conservação in vitro está 
representado na Tabela 21 (Anexo 1). 
Ocorreu contaminação por bactéria em 50 parcelas experimentais (11,90% do total 
de parcelas do experimento). Por fungo, foram contaminadas 10 parcelas (2,38% do 
total de parcelas do experimento). O índice geral de contaminação do ensaio foi de 
14,28%, sendo que os tratamentos 9, 10, 11 e 12 (com 40 g/l de sacarose), foram 
os que proporcionaram o maior índice de contaminação nas 3 cultivares. Por outro 
lado, os tratamentos 1, 2, 3 e 4 (com 10 g/l de sacarose), foram os que 
apresentaram o menor índice de contaminação nas 3 cultivares. 
Assim, a dosagem de sacarose foi determinante no índice de contaminação do 
ensaio. Nas dosagens mais elevadas ocorreu maior contaminação, enquanto que, 
nos tratamentos com menores dosagens de sacarose, ocorreu menor índice de 
contaminação.   

4.9 Micropropagação do Germoplasma Conservado na Cultivar Apple Blossom 

Passados 30 dias após o início do processo de micropropagação do germoplasma 

conservado no experimento de conservação in vitro, obtiveram-se as seguintes médias para a 

cultivar Apple Blossom (Tabela 22-Anexo 1).  

As médias da massa fresca do germoplasma micropropagado da cultivar Apple 

Blossom estão representadas na Figura 15. A média geral da massa fresca do ensaio foi de 

8,20 gramas.  

O tratamento 8, com média de massa fresca de 8,05 gramas, apresentou o desvio 

inferior mais elevado em relação a média geral do ensaio (desvio de 0,18  gramas), enquanto 

que,  o tratamento 4, com média de massa fresca de 8,32 gramas, proporcionou o desvio 

superior mais elevado em relação a média geral do ensaio (desvio de 0,12 gramas). Ressalte-

se que o tratamento 4 foi o segundo que ofereceu o maior potencial de conservação in vitro na 

cultivar Apple Blossom. 
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Figura 15 – Médias da massa fresca do germoplasma micropropagado originado  
dos tratamentos de conservação na cultivar Apple Blossom 
 
 
Como citado anteriormente, o valor da massa fresca expressa com fidelidade a 
produção da cultura in vitro de amarílis. Na cv. Apple Blossom, as médias da massa 
fresca do germoplasma micropropagado variaram do valor mínimo de 8,05 gramas 
no material proveniente do tratamento 8, para  o valor máximo de 8,32 gramas no 
material originário do tratamento 4, totalizando a amplitude de variação de 0,27 
gramas.  
Essa pequena variação demonstrou que não houve efeito significativo dos 
tratamentos de conservação na posterior micropropagação dos explantes em ‘Apple 
Blossom’. 

4.9.1 Cultivar Red Lion 

Os resultados das médias do processo de micropropagação do germoplasma 

conservado no experimento de conservação in vitro, da cultivar Red Lion encontram-se na 

Tabela 23 (Anexo 1). A média geral da massa fresca do ensaio foi de 6,61 gramas.  

O tratamento 12, com média de massa fresca de 6,41 gramas, apresentou o desvio 
inferior mais elevado em relação a média geral do ensaio (desvio de 0,20 gramas), 
enquanto que,  o tratamento 5, com média de massa fresca de 6,77 gramas, 
proporcionou o desvio superior mais elevado em relação a média geral do ensaio 
(desvio de 0,16 gramas). 
As médias da massa fresca do germoplasma micropropagado da cultivar Red Lion 
estão representadas na Figura 16. 
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Figura 16 – Médias da massa fresca do germoplasma micropropagado 
originado  dos tratamentos de conservação na cultivar Red Lion 
 
As médias da massa fresca variaram do valor mínimo de 6,41 gramas no material 
proveniente do tratamento 12, para  o valor máximo de 6,77 gramas no material 
originário do tratamento 5, perfazendo a amplitude de variação de 0,36 gramas. 
Essa  variação demonstrou que não houve efeito significativo dos tratamentos de 
conservação in vitro na micropropagação da cultivar Red Lion. 
Observe-se que o tratamento 3, com média de massa fresca de 6,75 gramas, foi o 
segundo a apresentar a maior média de micropropagação, apesar de ter sido o 
tratamento que ofereceu o maior potencial de conservação in vitro na cultivar Red 
Lion.  

4.9.2 Cultivar Orange Souvereign 

Os resultados das médias do processo de micropropagação do germoplasma 

conservado no experimento de conservação in vitro, da cultivar Orange Souvereign, 

encontram-se na Tabela 24 (Anexo 1).  

O tratamento 1, com média de massa fresca de 5,97 gramas, apresentou o desvio 
inferior mais elevado em relação a média geral do ensaio (desvio de 0,19 gramas), 
enquanto que,  o tratamento 7, com média de massa fresca de 6,25 gramas, 
proporcionou o desvio superior mais elevado em relação a média geral do ensaio 
(desvio de 0,09 gramas). 
Na cv. Orange Souvereign, as médias da massa fresca variaram do valor mínimo de 
5,97 gramas no material proveniente do tratamento 1, para  o valor máximo de 6,25 
gramas no material originário do tratamento 7, determinando  amplitude de variação 



 

de 0,28 gramas. 
Essa variação demonstrou que não houve efeito significativo dos tratamentos de 
conservação na posterior micropropagação do germoplasma de ‘Orange 
Souvereign’. 

As médias da massa fresca do germoplasma micropropagado da cultivar Orange 

Souvereign estão representadas na Figura 17. A média geral da massa fresca do ensaio foi de 

6,16 gramas.  
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Figura 17 – Médias da massa fresca do germoplasma micropropagado originado  
dos tratamentos de conservação na cultivar Orange Souvereign 
 

4.10 Aclimatização ex vitro 

Transcorridos 60 dias após as mudas de amarílis terem sido transferidas para casa 
de vegetação para aclimatização ex vitro, verificou-se que nenhuma das plantas 
aclimatizadas morreu durante o processo.  
Observa-se  (Figura 18) que o germoplasma de plantas originadas de diferentes 
tratamentos de conservação in vitro, após aclimatização ex vitro, apresentaram 
crescimento homogêneo nas 3 cultivares de amarílis. Tal crescimento foi 
semelhante ao das plantas originadas do tratamento controle (Figura 18 – E), 



 
que cresceram nas condições ideais de propagação in vitro. 

4.1.2  

4.1.3  
4.1.4 A 

4.1.5  

4.1.6  
4.1.7 B 

4.1.8  

4.1.9 
4.1.10 C 

4.1.11  

4.1.12 
4.1.13 D 

4.1.14  

4.1.15 
4.1.16 E 

4.1.17  

4.1.18  
4.1.19 F 

4.1.20 Figura 18 – Aclimatização ex vitro. A) aclimatização da cv. Apple Blossom com mudas originadas de distintos tratamentos de 
conservação. B) o mesmo processo em ‘Red Lion’  e Orange Souvereign (C). D) Nebulização da estufa. E) aclimatização em ‘Apple Blossom’ 

de mudas originadas do tratamento controle de conservação. F) Plantas aclimatizadas das 3 cultivares. Fotos tiradas no NPDJB do Instituto 
Agronômico, (IAC), 2004. 

 
Esses dados preliminares sugerem que não houve efeito significativo dos tratamentos de conservação in vitro no processo de 
aclimatização ex vitro. Todavia, não foram estimados parâmetros quantitativos das plantas como massa fresca, número total de raízes 
emitidas, número de brotações, altura da parte aérea e número de folhas.  
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

5 5.1 Conclusões 

5.1.1 A associação das técnicas de termoterapia (37ºC por 40 dias) com a cultura 
de ápices caulinares (excisão de 5 mm de comprimento com 2 primórdios foliares), 
confere eficiência relativa na limpeza de vírus em amarílis. 
5.1.2 A concentração de fitormônios utilizada no meio de regeneração dos ápices 
caulinares (2,5 mg.litro-1 de ácido 3-indolacético e 10 mg.litro-1 de 6-
benzilaminopurina), demonstra-se adequada para a organogênese in vitro de 
amarílis e determina elevado potencial de viabilidade nas plantas regeneradas.  
5.1.3 Para as condições adotadas na pesquisa, a cultivar Apple Blossom é a que 
apresenta maior desenvolvimento das plantas in vitro e menor potencial de 
conservação. 
5.1.4 Na micropropagação de amarílis, o meio de cultura composto da solução 
salina de Murashige e Skoog, suplementado com 100 ml.litro-1 de mio-inositol, 2,0 
mg.litro-1 de glicina e 30 gramas.litro-1 de sacarose, sem adição de reguladores de 
crescimento é o tratamento que proporciona melhor desenvolvimento dos explantes 
para as cvs. investigadas.  
5.1.5 O meio de cultura contendo a metade da concentração dos macronutrientes e 
micronutrientes do meio de Murashige e Skoog, acrescido de 10 gramas.litro-1 de 
sacarose,  não compromete a viabilidade dos explantes conservados in vitro. 
Associando-se esse meio de cultura à temperatura de incubação de 18 oC, propicia-
se a redução no desenvolvimento vegetativo dos explantes que mantêm-se viáveis 
por 90 dias, sem necessitarem de novos subcultivos. 
5.1.6 A metodologia adotada para a conservação in vitro permite a plena utilização 
das progênies conservadas como matrizes viáveis para a micropropagação em 
larga escala da cultura. Essas matrizes não comprometem o subseqüente 
desenvolvimento dos explantes in vitro e  a posterior aclimatização ex vitro das 
mudas. 

6 5.2 Perspectivas 

5.2.1 A fim de aprimorar a indexação de amarílis, sugere-se a realização de 
pesquisas que combinem, na técnica da termoterapia, diferentes valores de 
temperatura, com secções de ápices caulinares de menor dimensão, visando obter 
a combinação ideal dessas técnicas para limpeza de vírus na cultura, sem 
prejudicar, no entanto, a viabilidade dos explantes.  
5.2.2 Sugere-se ainda, objetivando aperfeiçoar a qualidade fitossanitária da cultura, 
aprimorar os métodos de diagnose, por meio do desenvolvimento de sorologia e 
técnicas moleculares específicas para identificação dos vírus HiMV e NeLV. 
5.2.3 Objetivando estender o período de conservação do germoplasma de amarílis, 
sugere-se a realização de ensaios que acrescentem às condições fisiológicas do 
tratamento de conservação in vitro no 3  (10g.L1 de sacarose, 50% MS e 18ºC), 
substâncias retardantes de crescimento, como o paclobutrazol, o uniconazol e o 
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cycocel (SIQUEIRA et al. 1998). Possivelmente, a inserção dessas substâncias 
retardantes prolongará significativamente  o período de conservação do material, 
diminuindo-se a necessidade de subcultivos. Acrescente-se, no entanto, a 
necessidade de avaliar a resposta da viabilidade dos explantes a esses 
tratamentos. 
5.2.4 Para aperfeiçoar a aclimatização ex vitro em amarílis, sugere-se submeter o 
material a diversos tipos de substratos, como pó de coco seco e verde, vermiculita e 
palha de carnaúba, além de testar distintas combinações de dosagens entre 
substratos.  
5.2.5 Indica-se em trabalhos posteriores, testar as condições ideais de nebulização, 
temperatura, sombreamento e umidade relativa em casa de vegetação, visando 
também a otimização do processo de aclimatização ex vitro da cultura. 
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ANEXOS 

7 Anexo 1 – Tabelas de 1 a 24 

Tabela 1 – Tratamentos do ensaio de conservação in vitro de amarílis, (IAC), 2004. 

NT SAC T oC MS 
T 1 10 g/l 18  oC 100% 
T 2 10 g/l 25 oC 100%  
T 3 10 g/l 18  oC 50% 
T 4 10 g/l 25 oC 50% 
T 5 20 g/l 18  oC 100% 
T 6 20 g/l 25 oC 100%  
T 7 20 g/l 18  oC 50% 
T 8 20 g/l 25 oC 50% 
T 9 40 g/l 18  oC 100%  
T 10 40 g/l 25 oC 100%  
T 11 40 g/l 18  oC 50% 
T 12 40 g/l 25 oC 50% 
T 13 30 g/l 18  oC 100%  
T 14 30 g/l 25 oC 100%  

*NT = número do tratamento; SAC = concentração de sacarose; T oC = temperatura e MS = meio de Murashige e 
Skoog. T13 e T14 são tratamentos testemunhas do ensaio de conservação 

 

 
Tabela 2 – Escala de notas para a conservação in vitro, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

Notas ATP (mm) 
1 10 
2 20 
3 30 
4 40 
5 50 
6 60 
7 70 
8 80 
9 90 
10 100 

* ATP (mm) = altura total das plantas in vitro em milímetros (soma do comprimento da maior folha ao comprimento da 
maior raiz) 
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Tabela 3 – Resultado da diagnose nos explantes regenerados de amarílis, Instituto Agronômico 
(IAC), 2004. 

Cultivar NTA NA(+)PV NA (-) PV % AC % AS 
‘Apple Blossom’ 20 9 11 45 55 
‘Red Lion’ 20 7 13 35 65 
‘Orange Souvereign’ 20 6 14 30 70 

* NTA = número total de amostras; NA (+) PV = número de amostras que apresentaram 
resultado positivo para presença de partículas virais; NA (-) PV = número de amostras 
que apresentaram resultado negativo para presença de partículas virais; % AC = 
porcentagem de amostras contaminadas por vírus; % AS = porcentagem de amostras 
sadias 
 
 

Tabela 4 – Avaliação da regeneração em ‘Apple Blossom’, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

Amostra NF CMF (mm) NR CMR (mm) NB 
1 5 24 6 14 2 
2 8 33 7 18  3 
3 6 30 10 20 3 
4 10 30 6 18 4 
5 10 35 8 14 4 
6 9 30 9 17 2 
7 6 35 7 20 3 
8 7 37 11 14 3 
9 6 32 7 14 3 
10 11 29 10 23 4 

* NF = número de folhas; CMF (mm) = comprimento médio das folhas em milímetros; NR = número de raízes; CMR 
(mm) = comprimento médio das raízes em milímetros; NB = número de bulbilhos 
 

Tabela 5 – Avaliação da regeneração em ‘Red Lion’, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

Amostra NF CMF (mm) NR CMR (mm) NB 
1 3 26 4 18  2 
2 4 29 3 12 2 
3 3 30 4 13 2 
4 6 27 3 12 3 
5 5 28 3 18  2 
6 4 31 2 17 1 
7 5 25 4 14 2 
8 5 24 3 13 2 
9 5 25 4 16 2 
10 6 27 6 19 2 

* NF = número de folhas; CMF (mm) = comprimento médio das folhas em milímetros; NR = número de raízes; CMR 
(mm) = comprimento médio das raízes em milímetros; NB = número de bulbilhos 
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Tabela 6 – Avaliação da regeneração em ‘Orange Souvereign’, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

Amostra NF CMF (mm) NR CMR (mm) NB 
1 6 28 3 18  3 
2 4 26 3 16 1 
3 3 29 1 12 1 
4 4 27 2 18  2 
5 5 33 1 14 1 
6 4 26 3 13 1 
7 7 28 2 18  3 
8 5 29 3 13 3 
9 6 31 2 12 3 
10 4 27 2 13 2 

* NF = número de folhas; CMF (mm) = comprimento médio das folhas em milímetros; NR = número de raízes; CMR 
(mm) = comprimento médio das raízes em milímetros; NB = número de bulbilhos 
 
 
 
 

 

 

Tabela 7 – Análise da variância  da produção de bulbilhos  por cultivar, Instituto Agronômico (IAC), 
2004.                                                          

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F Pr > F 
Modelo 2 0.86524667 0.43262333 6.64 0.0045 
Erro 27 1.75934000 0.06516074   
Total 29 2.62458667    
  Grupo 

Tukey 
Cultivar   

  A 1 – ‘AB’   
  B 2 – ‘RL’   
  B 3 – ‘O S’   
  Grupo t Cultivar   
  A 1 – ‘A B’   
  B 2 – ‘RL’   
  B 3 – ‘O S’   

8 *Médias com a mesma letra não são significativamente diferentes 
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Tabela 8 – Quadro comparativo das médias dos tratamentos na cv. Apple Blossom, Instituto 
Agronômico (IAC), 2004.                                                            

TRATAMENTOS AVALIAÇÃO DAS PLANTAS IN VITRO 
NT SAC T oC MS NF CMF NR CMR NB MF 

 
NOTAS 

1 10 g/l 18  oC 100% 2,22 48,11 2,55 30,00 1,00 5,63 7,88 
2 10 g/l 25 oC 100% 2,00 54,44 2,66 33,44 1,00 6,32 8,88 
3 10 g/l 18  oC 50% 2,22 32,55 1,77 20,55 1,00 3,96 5,22 
4 10 g/l 25 oC 50% 2,00 39,10 1,70 23,70 1,00 4,57 6,30 
5 20 g/l 18  oC 100% 1,22 49,00 2,44 32,11 1,00 6,18 8,22 
6 20 g/l 25 oC 100% 2,00 55,66 2,22 41,11 1,00 9,23 9,66 
7 20 g/l 18  oC 50% 2,00 46,00 2,44 28,44 1,00 5,39 7,55 
8 20 g/l 25 oC 50%  1,22 49,44 2,00 31,22 1,00 5,67 8,11 
9 40 g/l 18  oC 100% 2,00 50,37 2,50 36,37 1,00 6,24 8,62 
10 40 g/l 25 oC 100% 1,42 56,28 2,00 36,57 1,00 8,87 9,28 
11 40 g/l 18  oC 50%  2,50 41,87 2,00 27,00 1,00 5,04 6,75 
12 40 g/l 25 oC 50%  2,25 44,87 2,25 28,75 1,00 5,40 7,37 
13 30 g/l 18  oC 100% 2,22 57,22 2,44 43,33 1,00 10,06 10,00 
14 30 g/l 25 oC 100% 2,37 56,87 2,75 44,12 1,00 10,23 10,00 

* NT = no do tratamento; SAC = concentração de sacarose; NF = no de folhas; CMF = comprimento médio das folhas 
(mm); NR = no de raízes; CMR = comprimento médio das raízes (mm); NB = no de bulbilhos e MF = massa fresca (g)   
 

Tabela 9 – Quadro comparativo das médias dos tratamentos na cv. Red Lion, Instituto Agronômico 
(IAC), 2004.                                                          

TRATAMENTOS AVALIAÇÃO DAS PLANTAS IN VITRO 
NT SAC T oC MS NF CMF NR CMR NB MF 

 
NOTAS

1 10 g/l 18  oC 100% 1,77 32,55 1,77 22,11 1,00 4,04 5,00 
2 10 g/l 25 oC 100% 1,70 47,30 2,20 28,30 1,00 5,41 7,60 
3 10 g/l 18  oC 50% 2,00 27,88 2,33 16,88 1,00 3,47 4,55 
4 10 g/l 25 oC 50% 2,00 28,11 2,11 17,33 1,00 3,60 4,66 
5 20 g/l 18  oC 100%  2,00 45,00 2,44 28,22 1,00 5,35 7,33 
6 20 g/l 25 oC 100%  2,00 52,37 2,00 39,50 1,00 8,84 9,12 
7 20 g/l 18  oC 50% 1,90 38,70 1,80 24,30 1,00 4,34 6,30 
8 20 g/l 25 oC 50%   1,77 44,55 1,88 26,77 1,00 4,97 7,11 
9 40 g/l 18  oC 100%  1,25 41,62 2,62 25,87 1,00 4,86 6,87 
10 40 g/l 25 oC 100%  1,71 54,71 2,42 41,42 1,14 9,24 9,57 
11 40 g/l 18  oC 50%   1,77 29,77 1,88 19,22 1,00 3,77 4,88 
12 40 g/l 25 oC 50%   1,75 33,50 1,75 23,62 1,00 4,18 5,50 
13 30 g/l 18  oC 100%  1,37 56,37 2,00 44,75 1,00 10,13 10,00 
14 30 g/l 25 oC 100%  1,66 60,66 2,22 43,55 1,00 10,18 10,00 

* NT = no do tratamento; SAC = concentração de sacarose; NF = no de folhas; CMF = comprimento médio das folhas 
(mm); NR = no de raízes; CMR = comprimento médio das raízes (mm); NB = no de bulbilhos e MF = massa fresca (g)   
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Tabela 10 – Quadro comparativo das médias dos tratamentos na cv. Orange Souvereign, Instituto 
Agronômico (IAC), 2004.                                                          

TRATAMENTOS AVALIAÇÃO DAS PLANTAS IN VITRO 
NT SAC T oC MS NF CMF NR CMR NB MF 

 
NOTAS

T 1 10 g/l 18  oC 100% 1,88 35,11 1,77 21,11 1,00 4,44 6,00 
T 2 10 g/l 25 oC 100% 2,00 42,88 1,44 25,11 1,00 5,14 7,11 
T 3 10 g/l 18  oC 50%  2,37 25,87 2,00 18,25 1,00 3,14 4,37 
T 4 10 g/l 25 oC 50%   1,77 29,11 1,88 17,88 1,00 3,60 4,77 
T 5 20 g/l 18  oC 100% 2,22 44,11 2,11 26,77 1,00 5,30 7,55 
T 6 20 g/l 25 oC 100%  2,62 53,00 1,87 31,37 1,00 6,34 8,50 
T 7 20 g/l 18  oC 50%   2,77 38,88 2,22 23,66 1,00 4,59 6,66 
T 8 20 g/l 25 oC 50%   2,75 40,87 1,87 24,37 1,00 5,04 6,87 
T 9 40 g/l 18  oC 100%  1,50 43,12 1,87 25,75 1,00 5,00 7,12 
T10 40 g/l 25 oC 100%  2,57 51,00 2,42 40,00 1,00 8,98 9,00 
T11 40 g/l 18  oC 50%   2,37 32,12 2,00 20,25 1,00 3,96 5,50 
T12 40 g/l 25 oC 50%   1,50 35,12 1,75 22,37 1,00 4,21 6,00 
T13 30 g/l 18  oC 100%  1,88 56,77 2,11 43,66 1,00 10,17 10,00 
T14 30 g/l 25 oC 100%  1,75 59,37 1,87 45,75 1,00 10,32 10,00 
* NT = no do tratamento; SAC = concentração de sacarose; NF = no de folhas; CMF = comprimento médio das folhas 
(mm); NR = no de raízes; CMR = comprimento médio das raízes (mm); NB = no de bulbilhos e MF = massa fresca (g)   

Tabela 11 –  Comparação geral das notas dos tratamentos por cultivar, Instituto Agronômico (IAC), 
2004. 
 

     NOTAS  
TRATAMENTOS SAC ToC MS AB RL OS 

T 1 10 g/l 18 oC 50% 7,88 5,00 6,00 
T 2 10 g/l 25 oC 100% 8,88 7,60 7,11 
T 3 10 g/l 18 oC 50% 5,22 4,55 4,37 
T 4 10 g/l 25 oC 50%  6,30 4,66 4,77 
T 5 20 g/l 18 oC 100% 8,22 7,33 7,55 
T 6 20 g/l 25 oC 100% 9,66 9,12 8,50 
T 7 20 g/l 18 oC 50%  7,55 6,30 6,66 
T 8 20 g/l 25 oC 50% 8,11 7,11 6,87 
T 9 40 g/l 18 oC 100% 8,62 6,87 7,12 
T 10 40 g/l 25 oC 100% 9,28 9,57 9,00 
T 11 40 g/l 18 oC 50%  6,75 4,88 5,50 
T 12 40 g/l 25 oC 50%  7,37 5,50 6,00 
T 13 30 g/l 18 oC 100% 10,00 10,00 10,00 
T 14 30 g/l 25 oC 100% 10,00 10,00 10,00 

* SAC = concentração de sacarose; AB = cultivar Apple Blossom; RL = cultivar Red Lion; OS = cultivar Orange 
Souvereign  
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Tabela 12 – Regressão entre as variáveis “nota” e “massa fresca”, Instituto Agronômico (IAC), 
2004.                                                                         

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F Pr > F 
Modelo 1 1401.316

76 
1401.31676 1078.47 < 0.0001 

Erro 358 465.1682
6 

1.29935   

Total 359 1866.485
02 

   

Variável G.L. Estima
do 

Erro Valor de t Pr > t 

Interceçã
o 

1 - 
1.4924
0 

0.23645 - 6.31 <.0001 

Nota 1 1.0168
2 

0.03096 32.84 <.0001 

* Pr > t  com valor <.0001 é altamente significativo 
 
 

Tabela 13 – Análise da variância dos tratamentos de conservação in vitro, Instituto Agronômico 
(IAC), 2004.                                                                         

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F Pr > F 
Modelo 18 1783.234500 118.882300 491.23 < 0.0001 
Erro 344 83.250520 0.242007   
Total 359 1866.485020    

Médias por quadrados mínimos para efeito de cultivar 
 i/j 1 2 3  
 1  <.0001 <.0001  
 2 <.0001  0.0546  
 3 <.0001 0.0546   

9 *Médias <.0001 são altamente significativas 
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Tabela 14 – Análise fatorial da sacarose, temperatura e meio MS na composição da 
massa fresca dos tratamentos de 1 a 8, Instituto Agronômico (IAC), 2004.  
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F P>F 
Modelo 5 317,9425975 63.5885195 163.3

1 
< 0.0001 

Erro 187 72.8113030 0.3893653   
Total 192 390,7539005    
F.V. G.L. Tipo 3 SS Q.M. F Pr > F 
Cultivar 2 47.0261148 23.5130574 60.39 <.0001 
Sacarose 1 99.9477544 99.9477544 256.6

9 
<.0001 

Temperatur
a 

1 51.5732032 51.5732032 132.4
5 

<.0001 

Meio MS 1 129.896018 
3 

129.896018 3 333.6
1 

<.0001 

Médias por quadrados mínimos para efeito de cultivar 
 i/j 1 2 3  
 1  <.0001 <.0001  
 2 <.0001  0.1321  
 3 <.0001 0.1321   
  Sacarose Média MF Pr > t  
  1 4.45025912 <.0001  
  2 5.89350475   
  Temperatu

ra 
Média MF Pr > t  

  1 4.65334575 <.0001  
  2 5.69041812   
  Meio MS Média MF Pr > t  
  1 4.35092487 <.0001  
  2 5.99283900   
* Médias <.0001 são altamente significativas, médias <.0005 são significativas 
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Tabela 15  – Análise fatorial da sacarose, temperatura e meio MS na composição da 
massa fresca dos tratamentos de 5 a 12, Instituto Agronômico (IAC), 2004.                                          
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F Pr > F 
Modelo 5 405.7317338 81.1463468 97.19 < 0.0001 
Erro 180 18 0.291718 

6 
0.8349540   

Total 185 556.0234495    
F.V. G.L. Tipo 2 SS Q.M. F Pr > F 
Cultivar 2 35.9083271 17.9541635 21.50 <.0001 
Sacarose 1 1.5238171 1.5238171 1.83 0.1784 
Temperatur
a 

1 127.6510982 127.6510982 18 2.88 <.0001 

Meio MS 1 231.7088205 231.7088205 277.51 <.0001 
Médias por quadrados mínimos p/ efeito de cultivar – Var dep (MF) – Tukey-
Kramer 
 i/j 1 2 3  
 1  <.0001 <.0001  
 2 <.0001  0.3638  
 3 <.0001 0.3638   
  Sacarose Média MF Pr > t  
  2 5.93501651 0.1784  
  4 5.75385019   
  Temperatu

ra 
Média MF Pr > t  

  1 5.01353998 <.0001  
  2 6.67532672   
  Meio MS Média MF Pr > t  
  1 4.72643599 <.0001  
  2 6.96243071   
10 * Médias <.0001 são altamente significativas, médias <.0005 são significativas 
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Tabela 16 – Análise fatorial da interação entre as variáveis fisiológicas na composição 
das médias da massa fresca dos tratamentos de 1 a 12, Instituto Agronômico (IAC), 
2004.                                                                         
F.V. G.L. Anova SS Q.M. F Pr > F 
Cultivar 2 53.8868579 26.9434290 84.85 <.0001 
Sacarose 2 107.0282389 53.5141194 168.53 <.0001 
Temperatura 1 120.9590004 120.9590004 380.93 <.0001 
Meio MS 1 269.789118 3 269.789118 3 849.64 <.0001 
Cult*Sac 4 3.7411111 0.9352778 2.95 0.0211 
Cult*Temp 2 4.0761675 2.0380837 6.42 0.0019 
Cult*Meio 2 0.0000000 0.0000000 0.00 1.0000 
Sac*Temp 2 18.6984913 9.3492456 29.44 <.0001 
Sac*Meio 2 18 .5302494 7.7651247 24.45 <.0001 
Temp*Meio 1 60.0066699 60.0066699 188.98 <.0001 
 Grupo t Média N Cultivar  
 A 6.0518 5 84 1  
 B 5.18476 84 2  
 C 4.98667 84 3  
 Grupo t Média N Sacarose  
 A 5.91643 84 2  
 A 5.81881 84 4  
 B 4.48774 84 1  
 Grupo t Média N Temperatura  
 A 6.10048 126 2  
 B 4.71484 126 1  
 Grupo t Média N Meio MS  
 A 6.43417 127 2  
 B 4.36472 125 1  
* Médias <.0001 são altamente significativas, médias <.0005 são significativas, médias 
com a mesma letra não diferem entre si 
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Tabela 17 – Comparação das médias e desvios padrão entre cultivares e os 14 
tratamentos de conservação in vitro, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
F.V. G.L. Anova SS Q.M. F Pr > F 
Cultivar 2 45.562646 22.781323 222.66 <.0001 
Tratamento 13 1453.885659 111.837358 1093.10 <.0001 
Cult*Trat 26 43.855812 1.686762 16.49 <.0001 
 Grupo t Média N Cultivar  
 A 6.64592 98 1  
 B 5.89827 98 2  
 C 5.74469 98 3  
 Grupo t Média N Tratamento  
 A 10.29571 21 14  
 A     
 A 10.16048 21 13  
 B 9.03238 21 10  
 C 8.18 762 21 6  
 D 5.72286 21 2  
 D     
 D 5.58857 21 5  
 E 5.38143 21 9  
 F 5.18 476 21 8  
 G 4.76476 21 7  
 G     
 G 4.76429 21 1  
 G     
 G 4.60619 21 12  
 H 4.25524 21 11  
 I 3.92905 21 4  
 J 3.53476 21 3  
* Tratamentos com letras diferentes diferem estatisticamente entre si 
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Tabela 18 – Intervalos de confiança dos tratamentos de conservação in vitro da cultivar Apple 
Blossom, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

 
Cultivar 

 
Tratamento 

Desvio 
Padrão 

Limite de 
Confiança 

Limite 
Inferior 

Limite 
Superior 

1 1 0,3133 0,2333 0,0800 0,5466 
1 2 0,3297 0,2455 0,0842 0,5752 
1 3 0,4167 0,3103 0,1064 0,7270 
1 4 0,2162 0,1610 0,0552 0,3772 
1 5 0,2248 0,1674 0,0574 0,3922 
1 6 0,1918 0,1428 0,0490 0,3346 
1 7 0,2109 0,18 71 0,0538 0,3680 
1 8 0,1872 0,1394 0,0478 0,3266 
1 9 0,1498 0,1116 0,0382 0,2614 
1 10 0,2448 0,1823 0,0625 0,4271 
1 11 0,3475 0,2588 0,0887 0,6063 
1 12 0,3001 0,2235 0,0766 0,5236 
1 13 0,3231 0,2406 0,0825 0,5637 
1 14 0,3346 0,2492 0,0854 0,5838 

 
 
 
Tabela 19 – Intervalos de confiança dos tratamentos de conservação in vitro da cultivar Red Lion, 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

 
Cultivar 

 
Tratamento 

Desvio 
Padrão 

Limite de 
Confiança 

Limite 
Inferior 

Limite 
Superior 

2 1 0,3395 0,2528 0,0867 0,5923 
2 2 0,2923 0,2177 0,0746 0,5100 
2 3 0,3762 0,2802 0,0960 0,6564 
2 4 0,2213 0,1648 0,0565 0,3861 
2 5 0,1758 0,1309 0,0449 0,3067 
2 6 0,3409 0,2539 0,0870 0,5948 
2 7 0,3245 0,2417 0,0828 0,5662 
2 8 0,4226 0,3147 0,1079 0,7373 
2 9 0,4437 0,3304 0,1133 0,7741 
2 10 0,4328 0,3223 0,1105 0,7551 
2 11 0,2723 0,2028 0,0695 0,4751 
2 12 0,4212 0,3137 0,1075 0,7349 
2 13 0,5042 0,3755 0,1287 0,8797 
2 14 0,4117 0,3106 0,1011 0,7223 
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Tabela 20 – Intervalos de confiança dos tratamentos de conservação in vitro da cultivar  
Orange Souvereign, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

 
Cultivar 

 
Tratamento 

Desvio 
Padrão 

Limite de 
Confiança 

Limite 
Inferior 

Limite 
Superior 

3 1 0,2269 0,1690 0,0579 0,3959 
3 2 0,4169 0,3105 0,1064 0,7274 
3 3 0,3027 0,2254 0,0773 0,5281 
3 4 0,2255 0,1679 0,0576 0,3934 
3 5 0,2733 0,2035 0,0698 0,4768 
3 6 0,2956 0,2201 0,0755 0,518 7 
3 7 0,3167 0,2358 0,0809 0,5525 
3 8 0,2435 0,1813 0,0622 0,4248 
3 9 0,1787 0,1331 0,0456 0,3118 
3 10 0,3507 0,2612 0,0895 0,6119 
3 11 0,2340 0,1743 0,0597 0,4083 
3 12 0,2779 0,2081 0,0698 0,4860 
3 13 0,3685 0,2744 0,0941 0,6429 
3 14 0,4403 0,3279 0,1124 0,7682 

 
 
 
Tabela 21 – Índice de contaminação das parcelas experimentais, Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

CULTIVAR NO RCB NO RCF NO TRC % CRT 
‘Apple Blossom’ 17 2 19 13,57% 

‘Red Lion’ 14 4 18 12,85% 
‘Orange Souvereign’ 19 4 23 16,42% 

* NORCB = número de repetições contaminadas por bactéria; NORCF = número de repetições contaminadas por fungo; 
NOTRC = número total de repetições contaminadas e % CRT = porcentagem de repetições contaminadas em relação ao 
número total de repetições por cultivar 
 
 
Tabela 22 – Micropropagação de germoplasma conservado na cultivar Apple Blossom, Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 

NTCOG NF CMF NR CMR NB MF 
1 1,8 44,25 2,4 33,12 1 8,24 
2 1,9 46,37 2,2 35,45 1 8,28 
3 2,1 41,86 2,1 32,27 0,9 8,18 
4 2,0 42,37 1,8 32,63 1 8,32 
5 1,7 47,28 2,4 31,42 1 8,30 
6 1,8 44,76 2,0 35,32 1 8,21 
7 2,1 43,42 1,9 33,57 0,8 8,19 
8 2,2 42,68 2,0 34,28 1 8,05 
9 2,3 45,50 1,9 32,17 1 8,17 
10 2,0 42,23 2,1 34,39 0,9 8,29 
11 2,1 43,95 2,3 33,37 1 8,10 
12 1,9 44,69 2,2 32,36 0,8 8,13 

* NGOTC = número do tratamento de conservação originário do germoplasma micropropagado; NF = número de 
folhas; CMF = comprimento médio das folhas em milímetros; NR = número de raízes; CMR = comprimento médio das 
raízes em milímetros; NB = número de bulbilhos e MF = massa fresca em gramas 
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Tabela 23 – Micropropagação de germoplasma conservado na cultivar Red Lion, Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
NTCOG NF CMF NR CMR NB MF 
1 1,33 47,32 1,78 34,84 0,9 6,60 
2 1,27 45,48 2,00 35,05 1 6,72 
3 1,40 43,77 1,84 33,92 1 6,75 
4 1,30 44,62 1,92 34,68 1 6,62 
5 1,35 44,79 1,87 33,98 1 6,77 
6 1,41 43,45 1,89 34,56 1 6,70 
7 1,39 46,13 1,98 35,00 0,70 6,43 
8 1,32 45,53 1,86 33,89 1 6,65 
9 1,38 44,56 1,80 34,95 1 6,75 
10 1,29 46,82 1,70 35,05 0,8 6,47 
11 1,34 45,74 1,85 34,73 1 6,50 
12 1,37 43,82 1,98 33,48 0,9 6,41 
* NGOTC = número do tratamento de conservação originário do germoplasma micropropagado; NF = número de 
folhas; CMF = comprimento médio das folhas em milímetros; NR = número de raízes; CMR = comprimento médio das 
raízes em milímetros; NB = número de bulbilhos e MF = massa fresca em gramas 

 

 
 
 
 
 
10.1.1 Tabela 24 – Micropropagação de germoplasma conservado na cv. Orange Souvereign, 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 

NTCOG NF CMF NR CMR NB MF 
1 1,40 46,10 1,87 36,60 1 5,97 
2 1,42 46,32 1,92 36,25 1 6,20 
3 1,25 45,60 1,68 35,50 1 6,24 
4 1,38 46,54 1,75 36,05 1 6,06 
5 1,41 45,90 1,85 36,50 1 6,21 
6 1,39 46,21 1,80 36,45 1 6,18 
7 1,37 46,44 1,82 36,72 1 6,25 
8 1,40 46,00 1,84 36,45 1 6,22 
9 1,30 45,85 1,77 35,90 0,9 6,00 
10 1,43 46,54 1,81 36,00 1 6,18 
11 1,41 46,38 1,83 36,35 1 6,22 
12 1,38 46,18 1,90 36,42 0,8 6,20 

* NGOTC = número do tratamento de conservação originário do germoplasma micropropagado; NF = número de 
folhas; CMF = comprimento médio das folhas em milímetros; NR = número de raízes; CMR = comprimento médio das 
raízes em milímetros; NB = número de bulbilhos e MF = massa fresca em gramas 
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Anexo 2 – Resultados do Ensaio de Conservação in vitro por Tratamento da Cultivar Apple 

Blossom 

Tabela 25 – Tratamento 1 na cv. Apple Blossom (10g/l sacarose; T = 18 o C; MS1),  Instituto 
Agronômico (IAC), 2004.                                                          

REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 
1 2 49 3 31 1 5,80 7 
2 2 45 2 27 1 5,90 6 
4 3 50 4 32 1 6,12 10 
5 2 48 2 31 1 5,42 8 
6 2 48 2 30 1 6,05 9 
7 2 47 2 28 1 5,29 7 
8 3 49 4 30 1 5,62 8 
9 2 48 2 30 1 5,36 7 
10 2 49 2 31 1 5,14 9 

* REP = no da repetição; NF = no de folhas; CMF = comprimento médio das folhas (mm); NR = no de raízes; CMR = 
comprimento médio das raízes (mm); NB = no de bulbilhos e MF = massa fresca (g)   
** Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 3 
 
Tabela 26 – Tratamento 2 na cv. Apple Blossom (10g/l sacarose; T = 25o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 55 3 34 1 6,38 9 
2 2 54 3 34 1 6,12 10 
3 1 53 2 32 1 6,05 8 
4 2 54 2 35 1 6,32 9 
5 2 55 4 34 1 6,46 9 
6 3 58 4 36 1 6,94 10 
8 2 57 3 35 1 6,80 10 
9 2 53 2 31 1 6,02 8 
10 2 51 1 30 1 5,86 7 

* Ocorreu contaminação por fungo na repetição 7 
 
 
Tabela 27 – Tratamento 3 na cv. Apple Blossom (10g/l sacarose; T = 18 o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

2 1 29 1 18 1 3,67 5 
3 2 33 2 20 1 4,20 7 
4 2 33 2 20 1 4,21 5 
5 3 34 2 21 1 4,04 5 
6 3 37 2 23 1 4,45 6 
7 2 30 1 20 1 3,78 4 
8 1 28 2 20 1 3,21 4 
9 3 34 2 21 1 3,86 5 
10 3 35 2 22 1 4,30 6 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 1 
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Tabela 28 – Tratamento 4 na cv. Apple Blossom (10g/l sacarose; T = 25o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 42 2 23 1 4,84 7 
2 3 39 2 25 1 4,59 6 
3 1 38 1 22 1 4,30 5 
4 1 38 1 22 1 4,65 7 
5 2 38 2 23 1 4,39 6 
6 2 43 2 27 1 4,88 8 
7 2 38 1 22 1 4,51 5 
8 2 36 2 22 1 4,21 5 
9 2 39 2 25 1 4,69 6 
10 2 40 2 26 1 4,72 8 

* Não ocorreu contaminação em nenhuma repetição 
 
 
 
Tabela 29 – Tratamento 5 na cv. Apple Blossom (20g/l sacarose; T = 18 o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 48 2 32 1 6,03 8 
2 2 51 3 34 1 6,32 9 
3 1 49 2 32 1 6,36 8 
4 2 50 3 33 1 6,11 9 
5 1 48 2 31 1 5,95 8 
6 1 49 3 33 1 5,82 8 
7 1 48 2 31 1 5,79 7 
8 1 49 3 32 1 6,72 8 
10 1 49 2 31 1 6,57 9 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 9 
 
 
 
Tabela 30 – Tratamento 6 na cv. Apple Blossom (20g/l sacarose; T = 25o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 56 2 42 1 9,33 9 
2 3 57 4 43 1 9,22 10 
3 3 55 1 41 1 9,27 10 
4 1 55 2 41 1 9,14 10 
5 1 54 2 40 1 9,18  9 
7 2 56 2 41 1 9,42 10 
8 2 56 2 40 1 8,82 10 
9 3 57 3 42 1 9,51 9 
10 1 55 2 40 1 9,23 10 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 6 
 
 
 
 
 



 82
Tabela 31 – Tratamento 7 na cv. Apple Blossom (20g/l sacarose; T =18 o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 44 2 28 1 5,36 7 
2 3 45 3 28 1 5,43 8 
3 3 47 4 30 1 5,55 7 
5 2 49 3 30 1 5,62 9 
6 2 44 2 27 1 5,06 7 
7 2 48 2 30 1 5,53 8 
8 1 45 2 28 1 5,18  7 
9 2 45 3 28 1 5,47 8 
10 1 47 1 27 1 5,34 7 

* Ocorreu contaminação por fungo na repetição 4 
 
 
 
Tabela 32 – Tratamento 8 na cv. Apple Blossom (20g/l sacarose; T =25o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 50 2 32 1 5,75 8 
2 2 50 3 32 1 5,63 9 
3 1 49 1 29 1 5,53 7 
4 1 49 2 31 1 5,69 9 
6 1 49 2 31 1 5,53 8 
7 2 52 3 35 1 6,08 10 
8 1 49 2 31 1 5,73 8 
9 1 48 1 29 1 5,49 6 
10 1 49 2 31 1 5,67 8 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 5 
 
 
 
Tabela 33 – Tratamento 9 na cv. Apple Blossom (40g/l sacarose; T =18 o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

2 2 50 3 36 1 6,37 9 
3 3 52 3 36 1 6,31 9 
4 2 50 2 35 1 6,07 8 
5 2 51 3 37 1 6,25 10 
6 1 49 3 39 1 6,32 8 
7 2 52 2 39 1 6,48 10 
8 2 50 2 36 1 6,02 8 
9 2 49 2 33 1 6,18  7 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 1 e 10 
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Tabela 34 – Tratamento 10 na cv. Apple Blossom (40g/l sacarose; T =25o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 60 3 38 1 9,04 9 
2 1 59 2 36 1 8,89 9 
4 1 55 2 36 1 8,63 10 
5 1 44 1 37 1 8,92 9 
7 2 65 3 38 1 9,22 10 
8 2 58 2 37 1 8,93 10 
10 1 53 1 34 1 8,49 8 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 3, 6 e 9 
 
 
 
 
Tabela 35 – Tratamento 11 na cv. Apple Blossom (40g/l sacarose; T =18 o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 40 2 27 1 5,18  6 
2 2 41 1 26 1 4,95 7 
3 2 44 2 27 1 5,23 8 
4 3 45 3 30 1 5,45 8 
5 3 41 2 26 1 5,06 6 
6 2 40 1 24 1 4,34 5 
7 2 43 2 28 1 5,14 7 
9 3 41 3 28 1 5,06 7 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 8 e 10 
 

 
 
 
Tabela 36 – Tratamento 12 na cv. Apple Blossom (40g/l sacarose; T =25o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 47 3 31 1 5,90 9 
4 2 44 2 28 1 5,37 7 
5 2 43 2 27 1 4,98 6 
6 2 48 2 30 1 5,47 7 
7 2 43 2 28 1 5,21 7 
8 2 44 2 30 1 5,55 8 
9 2 45 2 28 1 5,17 7 
10 3 45 3 28 1 5,55 8 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 2 e 3 
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Tabela 37 – Tratamento 13 na cv. Apple Blossom (30g/l sacarose; T =18 o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 60 3 44 1 10,06 10 
2 3 59 3 44 1 10,39 10 
3 2 52 2 42 1 9,57 10 
4 2 63 2 44 1 10,43 10 
5 2 60 3 43 1 10,42 10 
6 2 58 2 44 1 9,92 10 
7 2 52 2 43 1 9,97 10 
9 1 61 2 44 1 10,31 10 
10 3 50 3 42 1 9,47 10 

* Ocorreu contaminação por fungo na repetição 8 
 

 
Tabela 38 – Tratamento 14 na cv. Apple Blossom (30g/l sacarose; T =25o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 59 4 45 1 10,59 10 
2 2 52 2 43 1 9,77 10 
3 3 63 4 45 1 10,63 10 
4 2 60 3 43 1 10,62 10 
6 2 58 3 45 1 10,12 10 
8 2 52 2 44 1 10,07 10 
9 3 61 3 45 1 10,41 10 
10 2 50 1 43 1 9,67 10 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 5 e 7 
 
 

Anexo 3 – Resultados do Ensaio de Conservação in vitro por Tratamento da Cultivar Red 

Lion 

Tabela 39 – Tratamento 1 na cv. Red Lion (10g/l sacarose; T =18 o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 31 2 22 1 4,18  5 
2 2 38 2 25 1 4,58 5 
3 2 31 2 23 1 4,06 4 
5 2 34 2 23 1 4,32 6 
6 1 33 1 22 1 3,71 4 
7 1 29 2 19 1 3,63 4 
8 2 33 1 20 1 3,86 6 
9 2 33 2 23 1 4,02 5 
10 2 31 2 22 1 4,11 6 

* REP = no da repetição; NF = no de folhas; CMF = comprimento médio das folhas (mm); NR = no de raízes; CMR = 
comprimento médio das raízes (mm); NB = no de bulbilhos e MF = massa fresca (g)   
** Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 4 
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Tabela 40 – Tratamento 2 na cv. Red Lion (10g/l sacarose; T =25o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 48 2 28 1 5,43 7 
2 2 47 3 28 1 5,56 8 
3 2 47 2 27 1 5,40 8 
4 2 48 2 27 1 5,24 7 
5 1 48 2 28 1 5,40 8 
6 2 52 3 31 1 5,89 9 
7 1 41 2 22 1 4,93 6 
8 2 47 2 28 1 5,49 8 
9 2 47 2 27 1 5,33 7 
10 1 48 2 27 1 5,46 8 

* Não ocorreu contaminação em nenhuma repetição 
 
 
Tabela 41 – Tratamento 3 na cv. Red Lion (10g/l sacarose; T =18 o C; MS1/2), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 27 2 16 1 2,87 5 
3 2 29 3 19 1 3,66 5 
4 3 30 3 20 1 4,01 6 
5 2 29 2 17 1 3,72 4 
6 3 27 2 17 1 3,77 5 
7 2 27 3 17 1 3,50 4 
8 2 27 2 16 1 3,26 3 
9 1 26 2 14 1 3,05 4 
10 2 29 2 16 1 3,47 5 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 2 
 
Tabela 42 – Tratamento 4 na cv. Red Lion (10g/l sacarose; T =25o C; MS1/2), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 28 2 18 1 3,63 6 
2 2 28 2 17 1 3,54 5 
3 1 25 1 13 1 3,33 3 
4 2 29 2 17 1 3,50 5 
6 2 28 2 17 1 3,72 4 
7 3 32 3 22 1 4,04 6 
8 3 28 2 18 1 3,57 4 
9 1 29 3 18 1 3,70 4 
10 2 26 2 16 1 3,44 5 

* Ocorreu contaminação por fungo na repetição 5 
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Tabela 43 – Tratamento 5 na cv. Red Lion (20g/l sacarose; T =18 o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 46 3 28 1 5,33 7 
2 1 46 2 28 1 5,31 8 
4 2 45 2 29 1 5,33 7 
5 2 45 3 29 1 5,25 8 
6 2 43 2 29 1 5,43 7 
7 3 49 3 32 1 5,77 9 
8 3 45 3 28 1 5,31 7 
9 1 41 2 23 1 4,93 6 
10 1 45 2 28 1 5,56 7 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 3 
 
 
 
 
Tabela 44 – Tratamento 6 na cv. Red Lion (20g/l sacarose; T =25o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 4 54 3 40 1 9,16 10 
2 2 48 2 38 1 8,34 9 
3 2 58 2 40 1 9,20 9 
5 1 56 1 39 1 9,19 9 
7 1 54 2 40 1 8,69 9 
8 3 48 2 40 1 8,74 9 
9 1 55 2 40 1 9,18 8 
10 2 46 2 39 1 8,24 10 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 4 e 6 
 
 
 
 
 
 
Tabela 45 – Tratamento 7 na cv. Red Lion (20g/l sacarose; T =18 o C; MS1/2), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 37 1 22 1 3,87 5 
2 2 38 2 23 1 4,23 5 
3 2 38 2 25 1 4,38 7 
4 1 40 1 23 1 4,45 6 
5 2 37 2 24 1 4,17 6 
6 3 42 2 29 1 4,93 8 
7 2 40 2 24 1 4,24 6 
8 1 40 2 24 1 4,51 7 
9 3 37 3 25 1 4,30 6 
10 2 38 1 24 1 4,39 7 

* Não ocorreu contaminação em nenhuma repetição 
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Tabela 46 – Tratamento 8 na cv. Red Lion (20g/l sacarose; T =25o C; MS1/2), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

2 2 45 2 27 1 4,94 8 
3 1 41 1 23 1 4,05 7 
4 1 44 1 29 1 4,70 6 
5 2 45 2 26 1 5,10 9 
6 3 44 3 27 1 5,33 6 
7 2 44 2 26 1 5,19 7 
8 1 44 1 26 1 4,90 7 
9 1 45 2 27 1 5,03 5 
10 3 49 3 30 1 5,57 9 

* Ocorreu contaminação por fungo na repetição 1 
 
 
 
Tabela 47 – Tratamento 9 na cv. Red Lion (4g/l sacarose; T =18C; MS1)Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 38 2 22 1 4,07 6 
2 2 41 4 26 1 5,10 7 
3 1 39 3 28 1 4,80 6 
6 1 42 3 26 1 5,01 7 
7 1 42 1 26 1 4,77 7 
8 2 49 4 29 1 5,53 8 
9 1 41 2 25 1 4,73 7 
10 1 41 2 25 1 4,87 7 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 4 e 5 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 48 – Tratamento 10 na cv. Red Lion (40g/l sacarose; T =25o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 55 2 40 2 8,84 10 
2 2 51 3 42 1 9,70 9 
3 3 59 4 41 1 9,69 10 
4 2 57 3 42 1 9,19 9 
5 1 55 2 42 1 9,24 10 
6 1 50 2 42 1 9,48 10 
9 1 56 1 41 1 8,54 9 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 7 e 8 e por fungo na repetição 10 
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Tabela 49 – Tratamento 11 na cv. Red Lion (40g/l sacarose; T =18 o C; MS1/2), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 27 1 18 1 3,34 4 
2 2 30 2 20 1 3,69 5 
3 2 31 2 21 1 3,82 6 
4 2 29 2 18 1 3,85 5 
5 1 29 2 18 1 3,64 5 
6 2 32 2 21 1 4,24 6 
7 2 30 2 19 1 3,67 4 
9 2 30 2 19 1 3,93 5 
10 2 30 2 19 1 3,75 4 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 8  
 
 
 
 
Tabela 50 – Tratamento 12 na cv. Red Lion (40g/l sacarose; T =25o C; MS1/2), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

2 2 32 2 25 1 4,52 6 
3 2 34 2 24 1 3,96 5 
5 1 31 1 21 1 3,66 4 
6 2 35 2 24 1 4,60 7 
7 2 34 2 23 1 4,34 5 
8 1 32 1 23 1 3,79 4 
9 2 36 2 25 1 4,72 8 
10 2 34 2 24 1 3,87 5 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 1 e por fungo na repetição 4  
 
 
 
 
 
 
Tabela 51 – Tratamento 13 na cv. Red Lion (30g/l sacarose; T =18 o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 58 1 44 1 9,74 10 
4 1 49 1 42 1 10,82 10 
5 2 58 3 46 1 10,64 10 
6 1 59 2 42 1 9,97 10 
7 1 56 2 45 1 10,14 10 
8 2 54 3 44 1 10,03 10 
9 1 59 2 45 1 9,35 10 
10 2 58 2 42 1 10,36 10 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 3 e 4   
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Tabela 52 – Tratamento 14 na cv. Red Lion (30g/l sacarose; T =25o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 64 2 44 1 9,98 10 
2 2 62 2 43 1 9,76 10 
3 1 53 2 45 1 10,77 10 
4 1 63 2 47 1 10,87 10 
5 2 62 3 42 1 10,06 10 
6 1 61 2 48 1 10,32 10 
7 2 56 3 42 1 10,06 10 
8 2 63 2 41 1 9,47 10 
10 2 62 2 40 1 10,39 10 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 9    
 

Anexo 4 – Resultados do Ensaio de Conservação in vitro por Tratamento da Cultivar Orange 

Souvereign 

Tabela 53 – Tratamento 1 na cv. Orange Souvereign (10g/l sac; T =18 o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 36 3 21 1 4,36 6 
2 2 36 2 21 1 4,30 6 
3 1 34 1 19 1 4,51 5 
4 2 36 2 21 1 4,39 6 
5 1 34 1 22 1 4,56 7 
6 3 37 2 25 1 4,98 8 
7 1 34 2 21 1 4,44 5 
8 3 36 2 22 1 4,47 6 
9 1 33 1 18 1 3,96 5 

* REP = no da repetição; NF = no de folhas; CMF = comprimento médio das folhas (mm); NR = no de raízes; CMR = 
comprimento médio das raízes (mm); NB = no de bulbilhos e MF = massa fresca (g)   
** Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 10    
 
 
Tabela 54 – Tratamento 2 na cv. Orange Souvereign (10g/l sac; T =25o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 42 2 25 1 5,42 7 
2 2 43 1 25 1 5,31 7 
3 3 43 1 25 1 5,73 8 
4 1 42 2 27 1 4,97 6 
5 2 43 2 25 1 5,22 8 
6 1 39 1 22 1 4,70 5 
7 1 46 2 28 1 5,91 9 
9 3 45 1 24 1 3,81 6 
10 3 43 1 25 1 5,27 8 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 8 
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Tabela 55 – Tratamento 3 na cv. Orange Souvereign (10g/l sac; T =18 o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

3 3 26 2 19 1 3,18 5 
4 3 27 3 17 1 3,03 4 
5 2 24 2 17 1 3,11 4 
6 2 26 1 17 1 3,25 3 
7 3 27 2 19 1 3,09 5 
8 3 29 3 20 1 3,62 6 
9 1 22 1 20 1 2,60 3 
10 2 26 2 17 1 3,26 5 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 1 e por fungo na repetição 2 
 
 
 
Tabela 56 – Tratamento 4 na cv. Orange Souvereign (10g/l sac; T =25o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 26 1 16 1 3,18  4 
2 2 29 2 18 1 3,55 4 
4 2 30 2 19 1 3,63 5 
5 1 27 2 16 1 3,50 5 
6 2 30 2 18 1 3,70 5 
7 2 30 2 19 1 3,60 5 
8 1 29 2 18 1 3,89 4 
9 2 29 1 16 1 3,41 5 
10 3 32 3 21 1 4,05 6 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 3 
 
 
 
 
 
Tabela 57 – Tratamento 5 na cv. Orange Souvereign (20g/l sac; T =18 o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 45 3 27 1 5,21 8 
2 2 44 2 27 1 5,43 7 
3 2 44 2 26 1 5,30 9 
4 2 45 2 27 1 5,22 7 
5 2 42 2 29 1 5,54 7 
6 3 48 3 29 1 5,70 9 
8 2 41 1 24 1 4,85 6 
9 2 44 2 26 1 5,31 8 
10 2 44 2 26 1 5,21 7 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 7 
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Tabela 58 – Tratamento 6 na cv. Orange Souvereign (20g/l sac; T =25o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 53 2 33 1 6,48 8 
3 3 54 1 30 1 6,23 8 
4 2 53 2 30 1 6,42 10 
5 3 54 2 32 1 6,27 9 
6 3 53 2 32 1 6,32 8 
7 2 50 1 29 1 5,88 7 
9 3 54 3 35 1 6,86 10 
10 2 53 2 30 1 6,27 8 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 2 e 8 
 
 
 
 
 
Tabela 59 – Tratamento 7 na cv. Orange Souvereign (20g/l sac; T =18 o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 38 1 23 1 4,34 6 
2 3 39 2 23 1 4,62 8 
3 3 41 2 24 1 4,68 6 
5 4 42 3 27 1 5,12 8 
6 2 36 2 21 1 4,10 5 
7 2 39 2 24 1 4,55 6 
8 4 41 3 24 1 4,68 8 
9 3 38 2 23 1 4,40 7 
10 2 36 3 24 1 4,83 6 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 4  
 
 
 
 
Tabela 60 – Tratamento 8 na cv. Orange Souvereign (20g/l sac; T =25o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

2 3 39 1 23 1 4,67 6 
4 3 41 2 24 1 4,98 8 
5 4 42 2 24 1 4,88 7 
6 3 42 3 27 1 5,30 8 
7 2 41 2 26 1 4,91 7 
8 2 39 1 23 1 4,53 5 
9 3 42 2 24 1 4,83 7 
10 2 41 2 24 1 5,04 7 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 1 e por fungo na repetição 3  
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Tabela 61 – Tratamento 9 na cv. Orange Souvereign (40g/l sac; T =18 o C; MS1), Instituto 
Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

2 1 44 2 24 1 5,06 7 
3 3 47 3 29 1 5,27 8 
4 1 42 1 26 1 4,98 7 
6 1 44 2 26 1 5,10 7 
7 2 42 2 27 1 5,06 7 
8 1 41 1 23 1 4,68 6 
9 1 41 2 24 1 4,97 7 
10 2 44 2 27 1 4,94 8 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 1 e 5  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 62 – Tratamento 10 na cv. Orange Souvereign (40g/l sac; T =25o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 53 2 40 1 8,65 9 
2 3 44 3 38 1 9,33 9 
3 3 52 3 42 1 9,42 10 
4 3 54 3 38 1 8,82 9 
6 2 51 2 41 1 9,07 8 
7 3 49 3 40 1 9,12 10 
8 2 54 2 41 1 8,47 8 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 9 e 10 e por fungo na repetição 5  
 
 
 
 
 
Tabela 63 – Tratamento 11 na cv. Orange Souvereign (40g/l sac; T =18 o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 2 33 2 20 1 3,93 5 
4 2 33 2 21 1 3,98 5 
5 2 32 2 20 1 3,81 6 
6 2 30 2 20 1 4,07 5 
7 3 35 3 23 1 4,34 7 
8 2 29 1 17 1 3,59 4 
9 4 33 3 23 1 4,07 7 
10 2 32 1 18 1 3,96 5 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 2 e 3 
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Tabela 64 – Tratamento 12 na cv. Orange Souvereign (40g/l sac; T =25o C; MS1/2), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 32 1 21 1 3,87 6 
3 1 33 1 21 1 3,96 5 
5 3 38 3 24 1 4,68 7 
6 2 36 2 23 1 4,28 6 
7 1 35 1 21 1 4,07 5 
8 1 35 2 23 1 4,22 6 
9 2 36 2 23 1 4,41 7 
10 1 36 2 23 1 4,25 6 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 2 e por fungo na repetição 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 65 – Tratamento 13 na cv. Orange Souvereign (30g/l sac; T =18 o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 3 52 3 43 1 10,61 10 
2 1 59 2 44 1 9,95 10 
3 2 50 2 42 1 10,63 10 
5 2 59 3 46 1 10,72 10 
6 2 60 2 42 1 9,82 10 
7 1 57 1 45 1 10,07 10 
8 1 55 1 44 1 10,12 10 
9 3 60 3 45 1 9,47 10 
10 2 59 2 42 1 10,22 10 

* Ocorreu contaminação por bactéria na repetição 4  
 
 
 
 
Tabela 66 – Tratamento 14 na cv. Orange Souvereign (30g/l sac; T =25o C; MS1), 
Instituto Agronômico (IAC), 2004. 
REP NF CMF NR CMR NB MF NOTA 

1 1 61 1 46 1 10,18  10 
2 1 52 1 44 1 10,83 10 
4 2 61 2 48 1 10,92 10 
5 2 62 3 44 1 10,02 10 
6 2 59 2 47 1 10,27 10 
8 2 57 1 46 1 10,32 10 
9 1 62 2 47 1 9,67 10 
10 3 61 3 44 1 10,42 10 

* Ocorreu contaminação por bactéria nas repetições 3 e 7  
 


