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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos aumentaram os estudos que utilizam o extrato vegetal como fonte
indutora de germinacdo de sementes € no desenvolvimento vegetal (FERREIRA, 2004;
SOUZA et al., 2009; MAGIERO et al., 2009; GATTI et al., 2007; RICKLI et al., 2011).
Tais extratos possuem metabodlitos secundarios que influenciam o crescimento e
desenvolvimento de sistemas bioldgicos (SANTOS, 2007).

A familia Caryocaraceae ¢ constituida por vinte e cinco espécies distribuidas em
dois géneros Caryocar e Anthodiscus (CARVALHO e NAKAGAWA, 1980). Plantas desta
familia tém sido utilizadas em diversas pesquisas fitoquimicas para isolamento e
caracterizacdo de constituintes quimicos tais como: flavonoides, taninos, saponinas e
triterpenos (MARX, 1997). Alguns destes estudos avaliaram atividades bioativas in
vitro e in vivo de extratos e substancias puras isoladas a partir de plantas desta familia
(MELO e GONCALVES, 2001).

Sdo descritas nove espécies dentro do género Anthodiscus e nenhum estudo
fitoquimico relacionado a elas foram relatados (GUARIM e MORAIS, 2003; ASCARI,
2013). Por outro lado, o género Caryocar apresenta 16 espécies com diversos estudos,
fitoquimicos que destacam os efeitos dos extratos dos tecidos do pequizeiro, como folhas,
casca de troncos e o proprio fruto na germinacdo de sementes florestais e agricolas
(GERMANO, 2015; GERMANO et al. 2008; GERMANO et al., 2007).

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) ¢ uma espécie do Cerrado, cujas arvores
podem chegar a cinco metros de altura e possui ampla distribuicdo geografica e facilidade
de se adaptar (BARREIRA, et al., 2000). Enquanto, o tomateiro Micro-Tom (MT)
(Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) ¢ um modelo de estudo bem caracterizado e
possuem um banco de mutantes que pode ser utilizado para os estudos de diversos
fendmenos bioldgicos, tais como a germinagdo (MARTIN ef al., 2006 e CARVALHO et
al., 2011). Apesar disso, ainda ndo foi evidenciado o efeito do extrato de pequi na inducdo
da germinacgdo e do crescimento radicular de plantulas de MT.

A germinagdo de sementes ¢ regulada por e diversos hormdnios vegetais, os quais

incluem auxina, etileno, giberelina, acido abscisico, citocininas e brassinosterdides



(GAVASSI, et al, 2015; MIRANSARI e SMITH, 2014). Apesar disso, ainda ndo se sabe
os mecanismos envolvido na indug¢do da germinagao pelo extrato de pequi.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato foliar de Caryocar
brasiliense na germinacdo e crescimento radicular do tomateiro Micro-Tom e nos mutantes

insensiveis (Never ripe) e super-produtores (epinastic) de etileno.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Foram coletadas folhas de C. brasiliense na cidade de Unai (16° 21' 27" S 46° 54'
22" W) (Figura 1). O material vegetal foi acondicionado em sacos de papel, identificados
e encaminhado ao Laboratorio Multidisciplinar de Ciéncias Bésicas II da Universidade

Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Campus Unai).

FIGURA 1. Localizagdo no mapa do estado de Minas Geras, cidade de Unai, onde foram coletadas
as amostras de folhas do C. brasiliense. Fonte do mapa:
http://unaienses.blogspot.com/2010/08/assim-e-aqui-esta-um-blog-noticiario.html.

Sementes de tomateiro Micro-Tom (Lycopersicon lycopersicum cv. Micro-Tom)
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Lazaro Eustdquio Pereira Peres da Universidade de Sao
Paulo (ESALQ). Os gendtipos de Micro-Tom utilizados neste estudo estdo descritos na
Tabela 1. Todos os genotipos estdo como background genético do Micro-Tom, conforme

descrito em CARVALHO et al., 2011.

TABELA 1 - Gen6tipo do cultivar Micro-Tom.

Genétipo Alteracdo hormonal/func¢io génica Referéncia
Baixo nivel de Brassinolide/Alteracdo no gene
Micro-tom (MT) CYP85A1 da via de biossintese de Brassinolide. MARTIN et al., 2006

Never ripe (Nr)  Baixa sensibilidade ao etileno / Gene defectivo para WILKINSON et al., 1995
biossintese do receptor de etileno LeETR3
epinastic (epi) Producdo exagerada de etileno / Alteragdo génica FUJINO et al., 1988

desconhecida.




2.2 Preparacio de Extrato Bruto

As folhas do C. brasiliense foram coletadas e submetidas a processo de desinfec¢ao
por imersdo em solug¢do aquosa de hipoclorito (NaClO) 1%, por dois minutos, seguido de 3
enxdgue em agua destilada e secagem com papel toalha.

Para obter o extrato aquoso, 100 gramas de folhas de C. brasiliense foram cortadas
com tesoura, colocadas em béquer de vidro e cobertas com 100 mL de agua destilada.
Posteriormente, aqueceu-se por 5 minutos a 45°C usando placa aquecedora, a solugdo final
foi filtrada com funil de vidro utilizando algodao.

Foram realizadas dilui¢des da concentragdo inicial (1 g mL™) do extrato bruto sendo
elas: 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 ¢ 0.25 g mL™" (Figura 2). O extrato foi imediatamente utilizado

nos testes de germinacao.

FIGURA 2. Diluigdes do extrato aquoso de C. brasiliense: (A) 0.25 g mL™, (B) 0.20 g mL™, (C)
0.15gmL™”, (D)0.10 gmL", (E) 0.05 g mL™' ¢ (F) Agua destilada.

2.3 Teste Germinacdo

As sementes de tomate foram lavadas durante 1 minuto em hipoclorito (NaClO) 1% e
lavadas 2 vezes com agua destilada. Em seguidas, as sementes foram colocadas em placas
de Petri 90x15 mm (Prolab®) sobre papel filtro umedecidos com 5 mL de cada uma das
diferentes concentracdes de extrato ou agua destilada. Por fim, as placas contendo as
sementes foram colocadas em camara de crescimento (25°C e fotoperiodo de 16 h, 45 umol

fotons m™ - s PAR).



A germinacdo foi verificada diariamente por meio de contagens durante 5 dias para
determinar a dose ideal nas concentragdes 0.05, 0.10, 0.15, 0.20e 0.25 g mL"! e 10 dias
para o teste com os mutantes insensiveis (Never ripe) e super-produtores (epinastic) de
etileno na concentragio de 0.10 g mL™".

A semente foi considerada germinada a partir do momento em que houve a emissao
da radicula do embrido e calculadas a porcentagem didria (i) (24/24 h por 240 h) das
sementes que germinaram (G;%), além da G¢%, onde f ¢ a porcentagem final (ap6s 240 h).

O calculo pode ser expresso usando a seguinte formula:

G;% ou G¢% = (n; /N)x100

Onde n; ¢ o nimero de sementes germinadas a cada 24 h, e N ¢ o nimero de sementes
incluidas no teste, e entdo Gf% ¢ a porcentagem final (apdés 240 h) de sementes que

germinaram.

2.4 Crescimento e peso Radicular

O crescimento radicular foi obtido por meio de fotografia e medi¢des da raiz principal
usando o programa ImageJ 1.52a.

Para o peso fresco, foram pesadas 3 radiculas por repeti¢des em balanga analitica, no

total de trés repeticdes.

2.5 Anadlises Estatisticas

O experimento de germinacdo foi disposto em um delineamento inteiramente
casualizados (DIC) 6x3, sendo 6 tratamentos e 3 repeti¢des com 5 sementes cada. Para o
teste de dose ideal foi utilizado um esquema fatorial de 6x2, sendo 6 tratamentos (doses
0.05 gmL", 0.10 gmL", 0.15 gmL™", 020 g mL" ¢ 0.25 g mL™") e 2 repeti¢des com 5
sementes em cada, para o DIC tem-se o seguinte modelo:

Yi=mttite;



Em que,
Yi; = valor observado para a varidvel em estudo referente ao i-ésimo tratamento na j-ésima
repeticao;
m = média de todas as unidades experimentais para a variavel em estudo;
t; = € o efeito do particular tratamento i no valor observado; t; = m;—m;
eij = € o erro associado a observagdo. ej; = Yj; — mi.
Os resultados das analises das amostras foram submetidos ao teste de variancia
(ANOVA) e posteriormente a teste de comparagdo de multiplas médias Tukey (p<0,05)

utilizando o programa R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dose Ideal

Quando administradas as concentracdes do extrato foliar de C. Brasiliense nas
sementes de tomate Micro-Tom (MT), observou-se que a concentragio de 0.10 g mL™' foi a
que mais se destacou. Nesta concentracdo, a taxa de germinacdo do MT chegou a 50% em

48 horas de experimento, quando comparando com as demais concentracdes (Tabela 2).

TABELA 2 — Taxa de germinacdo do tomate Micro-Tom genétipo (MT), submetido a diferentes

concentracdes de extrato foliar de C. Brasiliense.
TRATAMENTOS (Concentracdes de Extrato) g mL™"

Horas H,O 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
24 00" 00*° 00°° 00" 00*° 00"
48 00" 00°° 5040 20°° 00°° 00"
72 10%° 20% 100** 70°¢ 50 40°°
96 40°° 50°8 100** 90 70°8 60°°
120 70°B 60" 100** 100** 100** 80"
144 100* 100* 100* 100** 100** 100**
168 100** 100** 100** 100** 100** 100**

Os valores representam a porcentagem de germinacdo. Porcentagem seguidas pelas mesmas letras
minusculas em linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05%).

Ainda no tempo de germinagio de 48 horas, a concentragdo de 0.15 g mL™', obteve
20% de sucesso germinativo, as demais concentracdes ndo foram possiveis observar a
radicula do embrido (Tabela 2).

Valores parecidos foram encontrado por Tur et al., (2010) trabalhando com
germinagdo de alface e tomate submetidas aos extratos de folhas frescas de Duranta repens
L., sendo maior o atraso na germinagao com o aumento da concentragdo dos extratos.

Ja a concentragdo 0.10 g mL™ nas 72 horas de experimento chegou a 100% de
germinagdo (Tabela 2). Com um tempo de germinacao de 120 horas, as concentragdes dgua
destilada e 0.05 ¢ mL™' mantiveram pareadas, mas com taxa de germinagdo que chegou a
70%, mesmo resultado foi encontrado por Gavassi, et al., (2014) trabalhando com o mesmo
gendtipo quando tratada apenas com agua destilada. No tempo de germinacdo de 144 e 168

horas, todas as concentragdes obtiveram 100% das germinagdes. (Tabela 2).
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Avaliando as concentragdes em individuais, a concentragdo 0.10 g mL™, teve uma
significancia com 72 horas de 100% de germinacdo, as demais, foi possivel observar
somente com 120 horas de experimento (Tabela 2).

Mesmo ao fim do experimento com todas as concentragdes alcancarem a 100% de
germinagdo a concentragdo 0.10 g mL-1 sobressaiu (Tabela 2), segundo Oliveira et al.,
(2012), os aleloquimicos presentes em extratos vegetais podem agir sobre a divisdo e
diferenciac¢do celular, metabolismo de fitormonios, tranducdo de sinal e expressdo génica,
podendo alterar o padrio de germinacdo e crescimento em doses especificas (FERREIRA e
BORGHETTI, 2004).

Quando avaliado o crescimento radicular dos tomates de todos os tratamentos, mais
uma vez foi comprovado a eficacia do extrato nas concentragdes de 0.10 g mL™, onde o

valor de comprimento nessa concentra¢do foi superior as demais no final de 168 horas de
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FIGURA 3. Crescimento radicular de plantulas de Micro-Tom apo6s 168 horas de exposi¢do ao
extrato. (A) Comprimento da raiz do tomate Micro-Tom em diferentes concentracdes do extrato
aquoso de C. brasiliense. (1) Agua destilada, (2) 0.05 gmL™, (3) 0.10 gmL™, (4) 0.15 g mL™", (5)
020 g mL” e (6) 025 g mL™". (B); Valores médios acompanhados do desvio padrio do
comprimento radicular do tomate Micro-Tom em diferentes concentracdes do extrato aquoso de C.
brasiliense.

Martins et al., (2014) avaliando a germinagdo e crescimento radicular de Lactuca

sativa L. e Solanum lycopersicum L. submetidas a doses de extrato de Tradescantia
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zebrina, obtiveram ao fim do experimento variagdo positiva e parecida com os dados
mostrado nesse trabalho no comprimento das radiculas do embrido do Solanum
lycopersicum L. desta forma, todos os resultados indicam que tanto a germina¢ao quanto o
crescimento radicular do Micro-Tom sdo estimulados pela presenca do extrato de C.

brasiliense de maneira dose dependente.

3.2 Teste Germinacdo com os mutantes

Foi observado, que o gendtipo MT se comportou semelhante aos testes de dose ideal
(Tabela 2), com taxa de germinagao de 50% apods as 48 horas, esse resultado foi importante,
pois confirma mais uma vez que o gendtipo M7 tem caracteristica uniforme em diferentes
experimentos (Tabela 3).

De acordo com os dados a concentragdo de extrato foliar de C. Brasiliense que alcangou
50% da germinagdo no gendtipo MT foi 0.1 g mL™. Portanto esta concentracio foi escolhida
para testar o efeito do extrato foliar de C. Brasiliense nos mutantes insensiveis (Nr) e super-

produtores de etileno (epi).

TABELA 3 — Taxa de germinagdo do tomate Micro-Tom (MT) selvagem e mutantes insensiveis
(Nr) e super-produtores de etileno (epi) submetidos a 0.1 g mL™"' de extrato foliar de C. Brasiliense ¢
agua destilada.

H MT Nr epi
oras H,0 0.1 g mL" H,O 0.1 g mL" H,0 0.1 g mL™"
2 dgm 2 dgm 2 dgm
24 OaE OaC OaD OaE OaE OaD
48 OcE 60aB OcD 20bD OCE OCD
72 20°° 100** 0% 50°C 30°P 50°C
96 40% 100** 30% 70°8 50 60°8
120 708 100** 40% 80°® 708 70"
144 100** 100** 60 90** 80°® 80"
168 100* 100** 90** 90** 90** 90**
192 100** 100** 90** 100** 90** 90**
216 100** 100** 100** 100** 90** 90**
240 100** 100** 100** 100** 90** 90**

Os valores representam a porcentagem de germinacdo. Porcentagem seguidas pelas mesmas letras
minusculas em linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05%).

O genoétipo Nr quando tratado com extrato foliar de C. brasiliense obteve 50% de

germinagdo apos 72 horas (Tabela 3). Entretanto, o mesmo genétipo tratado com agua
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destilada, s6 apresentou 50% de germinacdo apds o tempo de 120 horas (Tabela 3), esse
valor ja era esperado, pois o etileno ¢ produzido como resultado da germinacdo de sementes
e ¢ necessario para este processo (Petruzzelli et al., 2000) o gendtipo Nr como mostrado a
tabela 1 tem baixa sensibilidade ao etileno (Wilkinson et al., 1995 e Alves, et al., 2004)
justificando o resultado.

Depois das 168 horas de avaliagdo o gendtipo Nr ndo difere estatisticamente quando
comparado os tratamentos, ou seja, taxa de germinagao igual (Tabela 3).

Quando observado o genétipo epinastic (epi), nas primeiras 72 horas de
experimento, o gendtipo epi obtém 50% de taxa de germinagio no tratamento 0.1 g mL™, e
o tratamento dgua destilada no mesmo periodo de tempo chega a 30% (Tabela 3). Mesmo
com a super-producao de etileno nesse gendtipo como mostra a tabela 1, o aumento da taxa
de germinacdo quando tratado com extrato de folhas de pequi na concentragdo de 0.1 g mL"
"ainda ¢ desconhecida, devido a gama de compostos secundarios produzidos pela planta.

Embora o etileno possa afetar diferentes atividades das plantas, incluindo o
crescimento e desenvolvimento dos tecidos, e a germinagdo das sementes, no entanto, ainda
ndo se sabe como o etileno influencia a germinagdo (MATILLA, 2000; PETRUZZELLI et
al., 2000 e RINALDI, 2000).

Esses resultados mostram que o extrato foliar de C. brasiliense na concentracdao de
0.1 g mL™" potencializa a germinagdo nos mutantes insensiveis (Never ripe) e super-
produtores (epinastic) de etileno. Desta forma, o mecanismo de indugdo de germinagdo

pelo extrato ainda necessita ser melhor detalhado.

3.3 Crescimento e peso Radicular

Entre os genotipos avaliados o MT na presenca da concentragdo 0.1 g mL™ do
extrato foliar de C. Brasiliense obteve o maior crescimento, chegando a uma média de 5,35
cm apoés 240 horas de avaliagdo (Figura 4).

Os gendtipos epi e Nr, na presenca do extrato foliar de C. brasiliense na
concentragdo de 0.1 g ml"' comportaram de forma parecida ao longo de todo experimento,

com meédias que chegaram a 3,25 cm para o epi, 3,81 cm para o Nr, e com medias de 1,25
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cm dos genotipos tratados com agua destilada (Figura 4). Esse resultado, mostra que
mesmo com a baixa sensibilidade ao etileno no genotipo Nr, na presenca do extrato, induz
o crescimento da raiz (Figura 4). Entretanto, avaliando o peso dos genoétipos, foi observado
que mesmo com o crescimento mostrado na figura 4, os genotipos comportam de maneira
diferente no peso. Os gendtipos MT e epi, quando tratados com agua destilada e com a
concentragdo 0.1 g mL™" do extrato foliar de C. Brasiliense, ndo diferiram no peso (Figura
5). O desbalango hormonal influéncia no crescimento celular Chiwocha et al., (2005), com

os indices elevados de etileno no gendtipo epi justifica os valores encontrado.

6,00
5,00
E 4,00
= —&— MTH20
2
s 300 —&— MT0,1g mL-1
w 7
£ - ® = epiH20
g - & =¢epi0,1gmL-1
(&) 2,00 wees@eee NrH20
ce®- Nr0,1gmlL-1
1,00
0,00

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Tempo (Horas)
FIGURA 4 — M¢édias do Crescimento radicular (cm) de tomate Micro-Tom (MT) selvagem e

mutantes insensiveis (Never ripe) e super-produtores (epinastic) de etileno, submetido a
concentragdes 0.1 g mL™ de extrato foliar de C. Brasiliense e dgua destilada.
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FIGURA 5 — Médias do peso (gramas) radicular de tomate Micro-Tom (MT) selvagem e mutantes
insensiveis (Never ripe) e super-produtores (epinastic) de etileno, submetido a concentragdes
0.1 g mL™" de extrato foliar de C. Brasiliense e 4gua destilada.

Quando observado o gendtipo Nr tratado com concentragdo 0.1 g mL™ do extrato
foliar de C. Brasiliense, o valor do peso chegou a 0,0910 gramas bem superior aos demais
genotipos (Figura 5).

Os dados mostram mais uma vez que, o extrato foliar de C. brasiliense na
concentragio de 0.1 g mL" além de potencializar a germinagdo, influencia no peso

radicular dos gen6tipos, quando comparado com os ndo tratados.
4 CONCLUSAO
Extrato foliar de Caryocar brasiliense induz a germinagdo e o crescimento radicular

de mutantes de tomate Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom insensiveis (nr) e super-

produtores (epi) de etileno. Porém, o seu mecanismo de acdo precisa ser melhor estudado.
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