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RESUMO

Ravenala (Ravenala madagascariensis) também conhecida como arvore-do-viajante, & uma
espécie tropical utilizada como planta ornamental, para cultivo em jardins. A propagagéo é
realizada por divisdo de touceiras ou por sementes, mas essas apresentam dorméncia e lento
desenvolvimento. Dessa forma, objetivou-se a superacdo da dorméncia de sementes de
ravenala utilizando &cido giberélico (GA3) e assim definir um protocolo de germinacdo in
vitro e otimizar o processo de germinagéo ex vitro. As sementes foram submetidas a um teste
de assepsia, sendo imersas por 15, 30 e 45 minutos em hipoclorito de sédio (NaOCL) a 2,5%.
Para a superacdo de dorméncia foi analisado a aplicagdo de GA3; ao meio de cultivo e no
processo de embebicdo das sementes. As sementes foram escarificadas em acido sulfarico por
10 minutos e entdo inoculadas em meio MS suplementado por 0, 10, 20, 40 ou 80 uM de
GAZ3. Para o processo de embebicao, apos a escarificacdo em acido sulfurico por 10 minutos,
as sementes foram embebidas em solugdo com diferentes concentragfes de GA3 (0, 250, 500,
750 e 1000 mg L™) por 24 e 48 horas e inoculadas em meio MS para o cultivo in vitro ou
foram colocadas em tubetes contendo substrato comercial Tropstrato® e Vermiculita para o
cultivo ex vitro. Também foram determinadas as atividades da a-amilase, peroxido de
hidrogénio (H,0,) e peroxidagdo lipidica nas sementes embebidas. O resultado do teste de
assepsia demonstrou que o tempo de 15 minutos de imersdo é recomendado para a
desinfestacdo de sementes dessa espécie. A adicdo de 20 UM de GA; ao meio de cultivo
promoveu maior porcentagem de germinacao (95%) em relacdo as demais concentracGes. Nos
demais pardmetros de crescimento a concentracdo de 20 M também apresentou resultados
significativos. A embebicdo das sementes por 24 ou 48 horas promoveu uma germinacao in
vitro média de 80%. No entanto, ndo houve diferenca significativa na porcentagem de
germinacdo entre sementes embebidas em solucdo com ou sem GAj;. Na germinacdo extra
vitro, a embebicdo das sementes em solugdo com 250 mg L-' e 1000 mg L-' de GA;
promoveram a maior porcentagem de germinacdo (25%) em 24 e 48h respectivamente.
Portanto, de acordo com nossos resultados, o uso de meio de cultura suplementado com 20
UM de GA;3; e embebicdo das sementes por 24 a 48 horas independente do uso de GA; é
recomendado para quebrar a dorméncia das sementes de Ravenala e otimizar a germinagéo in
vitro.

Palavras-chave: Arvore-do-viajante. Germinacdo. GAg.



ABSTRACT

Ravenala (Ravenala madagascariensis), also known as the traveler’s tree, is a tropical plant
species commonly used for garden ornamentation. Since the seeds of this tree present
dormancy and slow development, the tree is more vegetatively propagated by division and
replanting of clumps. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of gibberellic
acid (GA3) on breaking the dormancy of ravenala seeds in order to develop an efficient in
vitro germination protocol and to optimize the ex vitro germination process. The seeds were
initially immersed for 15, 30 and 45 minutes in 2.5% sodium hypochlorite (NaOCL). The
effect of GA3; on breaking seed dormancy was analyzed both by applying acid to the culture
medium and by applying it during the process of seed imbibition. Ravenala seeds were
scarified in sulfuric acid for 10 minutes and then they were inoculated in MS medium
supplemented with 0, 10, 20, 40 or 80 uM of GAs;. For the imbibition process, after
scarification in sulfuric acid for 10 minutes, the seeds were imbibed in solution with different
GA; concentrations (0, 250, 500, 750, and 1000 mg L™). After 24 and 48 hours the seeds were
inoculated in MS medium for in vitro germination or they were placed in tubes containing
commercial substrate Tropstrato® and Vermiculite for ex vitro germination. Hydrogen
peroxide (H,O,), lipid peroxidation, as well as a-amylase activities of embedded seeds were
also determined. Our result showed that seeds were successfully disinfested after 15 minutes
immersed in NaOCL. The culture medium supplemented with 20 uM of GA; promoted the
higher percentage germination (95%) compared with the other tested concentrations. The
GAZ3 also provided significant results for other plant growth parameters. Seed imbibition for
24 or 48 hours promoted an in vitro germination average of 80%. However, there was no
significant difference on germination percentage between seeds embedded in solution with or
without GAs. In extra vitro germination the seed imbibition in solution with 250 mg L™ and
1000 mg L™ of GA; promoted the higher germination percentage (25%) in 24 and 48h
respectively. Therefore, according to our results the use of culture medium supplemented with
20 pM of GA; and seed imbibition for 24 to 48 hours regardless the use of GAgs is
recommended to break the dormancy of ravenala seeds and to optimize the in vitro
germination.

Keywords: Traveler's tree. Germination. GA3.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A ravenala ou arvore-do-viajante (Ravenala madagascariensis Sonnerat), familia
Strelitziaceae, € uma espécie tropical origindria de Madagascar, utilizada como planta
ornamental em jardins, podendo suas flores também ser utilizadas em arranjos florais
(RAMIARANTSOA, et al., 2014; SUROOWAN; MAHOMOODALLY, 2020).

A propagagéo de ravenala pode ser realizada por divisdo e replantio de touceiras ou
por sementes. As mudas propagadas por divisdo de touceiras iniciam seu florescimento apds
trés anos, além de resultar em reduzido nimero de mudas (HELAL; EISA, 2008; PAIVA;
ALMEIDA, 2012). A propagacdo via sementes é possivel, porém estas plantas apresentam
dorméncia quimica em consequéncia da presenca de inibidor da germinacdo, além de
dorméncia fisica por consequéncia da impermeabilidade do tegumento e rigidez do
endosperma (MCLENDON, 2005; EDWARD et al., 2006; PAIVA; ALMEIDA, 2012). Em
consequéncia, a germinacéo € tardia, demandando mais de seis meses para iniciar (HELAL;
EISA, 2008).

Os mecanismos que determinam a dorméncia dificilmente poderao ser identificados de
forma isolada, pois podem estar altamente relacionados, dessa forma, utilizar os métodos de
quebra de dorméncia de forma integrada pode ser efetivo (MARCOS FILHO, 2015). Para a
superacdo da dorméncia existem alguns metodos como choque térmico, escarificacdo e
giberelina exdgena (HELAL; EISA, 2008; TORRES et al., 2013).

A escarificagdo por meio de &cido sulfirico consiste em manter as sementes em
contato com essa solu¢do durante 5 a 10 minutos. Esse método possibilita alteracGes
mecanicas ou amolecimento do tegumento de sementes para torna-las permeaveis a agua e aos
gases (MARCOS FILHO, 2015; ABD AZIZ et al., 2018).

Outro método utilizado para quebra de dorméncia de sementes é o uso de giberelina, a
qual esta envolvida na regulacdo do processo germinativo (TAIZ et al., 2017). As giberelinas
estdo envolvidas na ativacdo do crescimento embrionario, enfraquecendo o revestimento de
sementes e as camadas de endosperma que circundam o embrido e que restringem seu
crescimento, alem da mobilizag&o de reservas de energia (TUAN et al., 2019).

O Aacido giberélico (GA3) é uma das giberelinas, entre as diversas existentes, que
apresenta a maior utilizacdo, sendo amplamente empregado na cultura de tecidos de plantas
(LAVAGNINI et al., 2014; SINGH et al., 2016). A propagacdo via cultura de tecidos de
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plantas aliada a estas técnicas de quebra de dorméncia, pode ser uma alternativa viavel para a
germinacao de ravenala. Visto que, a cultura de tecidos permite a propagacdo de espécies com
dificuldade de germinacéo, sendo possivel obter elevado nimero de plantas em curto periodo
de tempo e espaco reduzido, em excelentes condi¢des fitossanitarias (ULISSES et al., 2010;
PINHAL et al., 2011).

Contudo, sdo poucos os estudos relatados sobre a propagacdo de ravenala, alem de
escassos 0s protocolos viaveis para producdo comercial visto que a espécie apresenta
dificuldades de germinacdo. Trabalhos com escarificagdo utilizando &cido sulfurico, agua
morna e embebicdo com giberelina foram realizados na busca da quebra de dorméncia e
aumentar a germinacao da espécie, mas ainda sdo necessarios mais estudos, para observar a
interacdo entre diversos fatores, e melhorar a porcentagem de germinacdo dessa espécie
(TORRES et al., 2013; HELAL,; EISA, 2008). Entretanto, nao se tem relatos de estudos com
propagacdo in vitro de ravenala até o momento.

Dessa forma, sendo essa espécie uma planta com crescente apelo econémico, métodos
eficientes para a superacdo da dorméncia das sementes poderdo contribuir para o
estabelecimento de protocolos eficientes de germinacgdo in vitro e otimizacdo da germinacéo

ex vitro, permitindo assim a producdo em larga escala de mudas de ravenala.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Ravenala

Strelitziaceae € uma familia de monocotiledoneas pertencente a ordem Zingiberales,
que possui trés géneros Strelitzia, Ravenala e Phenakospermum, todos ocorrem em regides
tropicais ou subtropicais (CRON et al., 2012; TORRES et al., 2013).

Dentre as espécies desta familia destaca-se a Ravenala madagascariensis, unica do seu
género, originaria de Madagascar e utilizada mundialmente como planta ornamental para
jardins (LORENZI, 2003; HELAL; EISA, 2008; SUROOWAN; MAHOMOODALLY,
2020). Conhecida popularmente como ravenala ou &rvore-do-viajante, essa espécie pode
atingir de 9 a 18 m de altura, e apresenta algumas caracteristicas morfolégicas marcantes
como o tronco similar ao das palmeiras e folhagem em forma de leque muito distinta, que
podem chegar at¢é 3 m de comprimento (HELAL; EISA, 2008; SUROOWAN;
MAHOMOODALLY, 2020). Apresenta sementes envoltas por um arilo fibroso de coloracéo

azul, rigidas e capazes de resistir por muitos anos no solo até que surja condi¢des favoraveis
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para a germinacdo, e suas flores apresentam coloragdo branca-creme (FEELEY-HARNIK,
2001; SUROOWAN; MAHOMOODALLY, 2020) (Figura 1).

Figura 1 — Ravenala localizada no campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e seu
fruto com sementes.

Legenda: (A) Ravenala plantada no Campus da UFLA. (B) Fruto de ravenala aberto com suas
sementes. (C) Sementes de ravenala com e sem arilo. Barra 1 cm.
Fonte: Do autor (2020).

Além disso, a espécie figura entre diversas outras como parte da medicina popular em
diversos paises (SUROOWAN; MAHOMOODALLY, 2020). Estudos comprovam o
potencial medicinal de suas sementes e partes do fruto que possuem atividade antibacteriana,
sendo utilizadas como anti-séptica. Podem ainda constituir fontes de agentes antibacterianos
naturais e antioxidantes para o tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(DUVALE, et al., 2020). Estudos recentes relatam ainda que o extrato etanolico das folhas de
ravenala podem apresentar atividade citotoxica promissora em linhagens celulares contra o
cancer pancreéatico, (SETHURAMAN, et al., 2020).

2.2 Propagacao de Ravenala
2.2.1 Propagacao Vegetativa
A ravenala pode ser propagada de forma assexual e sexual. A propagacao assexuada

pode ser realizada por divisdo de touceiras ou através da cultura de tecidos. As mudas

propagadas por divisdo e replantio de touceiras iniciam seu florescimento em 3 anos, mas
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produzem reduzido nimero de mudas (MCLENDON, 2005; EDWARD et al., 2006). N&o ha
relatos de estudos da propagacdo dessa espécie por meio de cultura de tecidos, entretanto,
tém-se estudos com a estrelicia espécie pertencente a mesma familia, para a qual a propagacéo
assexuada in vitro é caracterizada pela elevada taxa de oxidacdo (PAIVA et al., 2004;
PAIVA; ALMEIDA, 2012; NORTH et al., 2012).

2.2.2 Propagacdo Seminal

J& a propagacdo sexuada por meio de sementes € limitada pela ocorréncia de
dorméncia (MCLENDON, 2005; EDWARD et al., 2006) 0 que ocasiona germinacédo tardia
(HELAL,; EISA, 2008). A germinacdo pode comecar apds 7 dias e continuar por 6 meses ou
mais, influenciando também diretamente no desenvolvimento da espécie, obtendo nesse
processo um numero pequeno de plantas reproduzidas a partir da planta mae (HELAL; EISA,
2008; THOMPSON; MORGAN, 2008)

2.2.3 Limitagdes: Dorméncia

Dorméncia € caracterizada pela incapacidade de germinacdo de sementes mesmo
quando expostas a condi¢cdes ambientais favoraveis (OLIVEIRA, 2012). Dentre os tipos de
dorméncia, destaca-se a dorméncia fisica ou tegumentar, normalmente atribuida a presenca de
uma camada de células esclerenquimatosas com paredes secundarias grossas lignificadas,
sendo caracterizada pela impermeabilidade do tegumento a absorcdo de agua e gases
(BASKIN; BASKIN, 2014). A dorméncia quimica definida como substancias produzidas
tanto dentro como fora da semente que, translocadas para o embrido, inibem a germinagéo. E
em muitos casos, sementes que apresentam inibidores quimicos também apresentam
dorméncia fisioldgica que esta relacionada ao embrido, envolvendo na sua superacao, entre
outros processos, mudancgas na producdo e/ou na sensibilidade do tecido a substancias de
crescimento como os fitohormonios (CARDOSO, 2009). As sementes que apresentam
dorméncia necessitam de tratamentos adicionais ou sinais para a germinagdo ocorrer, 0
tratamento dependera do tipo de dorméncia que a semente possui (TAIZ et al., 2017). A
dorméncia e a germinacdo das sementes em muitas plantas parecem ser controladas pelo
equilibrio dos fitohormdnios giberelina (GA) e acido abscisico (ABA) (LLANES et al., 2016;
SHU et al., 2016).
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Em ravenala as sementes apresentam dorméncia quimica causada pela presenga de um
inibidor da germinacdo e dorméncia fisica por consequéncia da impermeabilidade do
tegumento e rigidez do endosperma que causa ao embrido uma limitacdo mecanica,
influenciando a germinagdo e o desenvolvimento dessas plantas (EDWARD et al., 2006;
HELAL; EISA, 2008; PAIVA; ALMEIDA, 2012). Por esse motivo, h4 a necessidade de se
realizar estudos buscando tratamentos eficientes para a quebra da dorméncia, com intuito de
otimizar a producdo comercial de mudas por sementes.

O peroxido de hidrogénio (H,0,) é considerado centro de sinalizacdo da superacgdo da
dorméncia e germinacdo (WOJTYLA et al., 2016). A peroxidacdo lipidica (LIP), é uma das
principais formas de deterioragcdo das sementes, seu aumento provoca danos na membrana e
gera subprodutos toxicos (SCHWEMBER; BRADFORD, 2010; SAISANTHOSH et al.,
2018). Dessa forma a determinacdo do perdxido de hidrogénio e da peroxidacdo lipidica
poderdo também contribuir para entender melhor a quebra de dorméncia.

Estudos utilizando escarificacdo com acido sulfdrico, embebicdo em agua e o uso de
reguladores de crescimento ja foram realizados buscando otimizar a germinacdo de espécies
dessa familia, porém novos trabalhos sdo necessarios para avaliar a interacdo entre diversos
fatores, buscando melhores métodos para a quebra de dorméncia e melhorar a porcentagem de
germinacdo (HELAL; EISA, 2008; TORRES et al., 2013; KUMAR et al., 2018).

2.2.4 Quebra de dorméncia
2.2.4.1 Fisica

Diversos métodos podem ser utilizados para a quebra de dorméncia fisica, como
imersdo em agua quente, escarificacdo mecanica com lixas e quimica com é&cidos, com o
objetivo de romper as camadas de células impermeaveis do tegumento e assim permitir a
entrada de agua e/ou oxigénio (BEWLEY et al., 2013). Métodos para superar a dorméncia
fisica buscando otimizar a germinacdo ndo devem causar prejuizos ao desempenho das
sementes e desenvolvimento das plantulas. A imersdo em agua quente pode ser eficiente,
aumentando a porcentagem de germinacdo, com baixo custo e processo simples
(CARVALHO et al., 2019). A escarificacdo quimica, geralmente com &cido sulfirico, pode
ser um método adequado e eficaz, pois é possivel escarificar um grande nimero de sementes
ao mesmo tempo (ABD AZIZ et al., 2018). A escarificacdo em acido sulfarico ja demonstrou

ser eficiente para a quebra da dorméncia fisica dessa espécie (TORRES et al., 2013).
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2.2.4.2 Quimica

A aplicacdo exogena de giberelina pode aliviar varios tipos de dorméncia em
sementes, incluindo a dorméncia fisioldgica (TAIZ et al., 2017). A giberelina (GA) é um
fitohorménio essencial que controla muitos aspectos do desenvolvimento das plantas,
promovendo a germinacdo de sementes em muitas espécies, estdo envolvidas na ativacdo do
crescimento embrionario, enfraquecendo o revestimento de sementes e as camadas de
endosperma que circundam o embrido e restringem seu crescimento, além de mobilizar
reservas de energia (TAIZ et al., 2017; REGO et al., 2018). Além disso, as giberelinas
também estdo envolvidas com a sintese de proteinas e RNA durante a germinagdo, com 0
aumento da atividade de enzimas que sdo responsaveis por hidrolisar substancias do tecido de
reserva da semente, que apo6s assimilacdo formardo aminodcidos, aglcares e demais
substancias destinadas ao eixo embrionario, estimulando o seu crescimento e alongamento, e
por fim, a protrusédo da radicula (REGO et al., 2018).

Uma dessas enzimas importantes do metabolismo, ¢ a a-amilase, envolvida na
hidrolise do amido em glicose. O desenvolvimento da atividade da amilase constitui um
importante evento, no qual pode ser detectado durante o inicio da germinacdo de sementes
(TUAN et al., 2019). Essa enzima é amplamente distribuida nas plantas, estando presente em
pequenas quantidades em sementes dormentes. Entretanto durante o processo de germinacéo,
a expressdo da a-amilase é aumentada (LIU et al. 2018). No processo de germinagdo de
sementes, 0s GAs bioativos sdo sintetizados no embrido e transportados para a camada de
aleurona para induzir a expressao do gene da a-amilase e a sintese da a-amilase. Em seguida,
a a-amilase é secretada no endosperma para hidrolisar o amido armazenado (LIU et al. 2018).

O GA e o0 ABA foram reconhecidos como os principais hormoénios com efeito
antagbnico na regulacdo da germinagdo das sementes (LLANES et al., 2016; SHU et al.,
2016). Em muitas plantas, logo apds a semente embeber agua durante a germinacdo, as
giberelinas ou substancias semelhantes ao GA aumentam (HELAL; EISA, 2008). O &cido
giberélico (GA3z) é uma das giberelinas, entre as diversas existentes, que apresenta a maior
utilizac&o nesse ambito (LAVAGNINI et al., 2014).

O GA; pode ser empregado, em diversas concentragdes na busca de melhorar a
porcentagem de germinacdo e promover a quebra de dorméncia de sementes, sendo
amplamente utilizado na cultura de tecidos de plantas (SINGH et al., 2016; TUAN et al.,

2019). Sua aplicacdo tem sido amplamente estudada, e seus efeitos benéficos ja foram
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relatados para ravenala, como também para estrelicia pertencente a mesma familia (HELAL;
EISA, 2008; KUMAR et al., 2018).

2.3 Germinacgéao de sementes de ravenala

A germinacdo de sementes se refere ao processo fisioldgico que culmina com a
emergéncia do embrido (MARCOS FILHO, 2015). A propagacdo por sementes torna-se uma
alternativa importante, pois o0 uso de sementes é relevante para conservacdo e melhoramento
de plantas (VELLVE, 2010). Além disso, 0 uso de sementes confere maior seguranga contra
contaminac0es virdticas e microbioldgicas inerentes ao material vegetal (SMITH, 2013).

Desse modo, uma alternativa que se apresenta € a propagacao ex vitro e in vitro por
sementes, posto que o método é passivel de ser explorado em escala comercial (STASOLLA,;
THORPE, 2011). A propagacdo de ravenala é realizada por divisdo de touceiras no qual
resulta um pequeno nimero de mudas e por sementes (MCLENDON, 2005; EDWARD et al.,
2006). A propagacéo de ravenala utilizando sementes € lenta e insatisfatoria quando se busca
uma producdo comercial, devido as sementes apresentarem dorméncia resultando em baixa
porcentagem de germinacdo (EDWARD et al., 2006; HELAL; EISA, 2008).

Entretanto, estudos com a propagacdo de ravenala sdo escassos, sendo necessarios
mais trabalhos com o intuito de melhorar a porcentagem de germinacdo dessa espécie. Um
dos métodos utilizados para quebrar a dorméncia das sementes de ravenala é a escarificacdo
das sementes com &cido sulfarico. Ao utilizar o acido sulfurico por 9 minutos a porcentagem
de germinacgéo aumentou (aproximadamente 54%) resultando em uma germinacéo alta (90%)
e relativamente rapida (15 dias), ja as sementes ndo escarificadas, houve apenas 36% de
germinacao ap6s 39 dias (TORRES et al., 2013). Isso indica que a dorméncia pode estar
ligada a impermeabilidade do tegumento a &gua e a gases e também a rigidez do endosperma.

Ao utilizar a interacdo de escarificacdo com GA;z; como alternativa para quebra da
dorméncia, houve aumento aproximadamente 75% de germinacdo de sementes de ravenala
submetidas em imersao em agua por 24 horas e, posteriormente, imersao em solugdo em GA;
na concentracdo de 300 mg L™, quando comparados ao controle 50% de germinag&o, porém
néo foi testado outras concentraces de GA; (HELAL; EISA, 2008). Entretanto ainda ndo se
tem relatos de estudos com propagacdo in vitro dessa espécie.

Dessa forma, fica evidente a importancia de se avaliar o potencial de reguladores de

crescimento, como o GA3 para quebra da dorméncia de sementes de espécies com interesse



17

ornamental, sobretudo aquelas que apresentam dificuldade de propagacdo como é o caso da

ravenala, e dessa forma otimizar sua germinacao.
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CAPITULO 2: ACIDO GIBERELICO NA GERMINACAO in vitro E ex vitro DE
RAVENALA

RESUMO

A propagacdo de ravenala (Ravenala madagascariensis) é realizada por meio de divisao e
replantio de touceiras ou por sementes que apresentam baixa porcentagem de germinacéo,
devido a dorméncia. Dessa forma, objetivou-se quebrar a dorméncia de sementes de ravenala
com aplicagdo de GAg3, e dessa forma estabelecer protocolos de germinacdo tanto in vitro
qguanto ex vitro. Inicialmente foi realizado um teste de assepsia, onde as sementes foram
imersas em alcool 70% por 30 segundos, e apos submetidas a imersao por 15, 30 e 45 minutos
em hipoclorito de sédio (NaOCL) a 2,5%. ApoOs 60 dias foi avaliada a porcentagem de
contaminacdo das sementes. Para a germinacao in vitro foi analisado a aplicacédo de GA; ao
meio de cultivo e no processo de embebicdo das sementes. Para aplicacdo ao meio de cultivo,
as sementes inicialmente foram escarificadas em acido sulfdrico por 10 minutos, logo apds
desinfestadas e inoculadas em meio MS suplementado com 0, 10, 20, 40 ou 80 uM de GAs.
Para o processo de embebicdo, apds a escarificacdo em &cido sulfurico por 10 minutos as
sementes foram desinfestadas e embebidas em diferentes concentracdes de GA; (0, 250, 500,
750 e 1000 mg L™) por 24 e 48 horas e inoculadas em meio MS. Aos 30, 60 e 90 dias da
inoculacdo foi avaliada a porcentagem de germinacdo. Andlises de crescimento foram
realizadas aos 90 dias de cultivo, quanto ao comprimento da parte aérea e da raiz principal
(cm), o numero de folhas e peso fresco da plantula (g). No processo de germinacdo ex vitro
apos a escarificacdo em &cido sulfdrico por 10 minutos as sementes foram embebidas em
diferentes concentracdes de GA; (0, 250, 500, 750 e 1000 mg L™) por 24 horas e 48 horas e
posteriormente foram colocadas em tubetes contendo substrato comercial Tropstrato® e
vermiculita na proporcéo 1/1. A porcentagem de germinacdo foi avaliada ap6s 30, 60 e 90
dias. E aos 90 dias de cultivo avaliou-se 0 comprimento da parte aérea e raiz (cm), nUmero de
folhas e peso fresco (g). Também foram realizadas analises bioquimicas, sendo determinadas
a atividade da a-amilase, do perdxido de hidrogénio (H,O,) e a peroxidacéo lipidica. No teste
de assepsia ndo foram observadas diferencas significativas entre os diferentes tempos de
imersdo em NaOCI, demonstrando que a imersdo por 15 minutos é suficiente para a
desinfestacdo dessas sementes. A adicdo de 20 uM de GA3; ao meio de cultivo promoveu
maior porcentagem de germinacdo (95%). O comprimento da parte aérea e raiz, niUmero de
folhas e o0 peso fresco foi maior nas concentracbes 0, 10, 20 e 40 pM. No processo de
germinacao in vitro, a embebicdo em GA3 por 24h e 48h promoveram em média 80% de
germinagdo. Maior comprimento da raiz, nimero de folhas e o peso fresco foram observados
no tratamento sem embebicdo em GAgz, j& 0 comprimento da parte aérea foi maior nas
concentracdes de 250, 750 e 1000 mg L™. No processo de germinacio ex vitro os resultados
demonstraram que em 24h de embebicdo a concentragdo de 250 mg L™ de GAs promoveu
maior porcentagem de germinacdo (25%), ja em 48h, a maior porcentagem de germinacéo
(25%) foi observada em 1000 mg L™ de GAs. De acordo com os resultados encontrados,
recomenda-se para superacdo da dorméncia e otimizacdo da germinacdo de ravenala a
propagacao in vitro com uso de 20 uM de GAz no meio de cultura e a embebi¢do em 24 horas
e 48 horas independente do uso de GA;,

Palavras-chave: Ravenala. Quebra de dorméncia. Cultura de tecidos.
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ABSTRACT

The propagation of ravenala (Ravenala madagascariensis) is done vegetatively by replanting
clumps or by seeds, which present low germination percentage due to dormancy. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effect of gibberellic acid (GA3) on breaking the
dormancy of ravenala seeds and to establish protocols for their in vitro and ex vitro
germination. Initially, the seeds were immersed in 70% alcohol for 30 seconds and then they
were immersed for 15, 30 and 45 minutes in 2.5% sodium hypochlorite (NaOCL). After 60
days the percentage contamination of seeds was evaluated. For in vitro germination, the effect
of application of GA; to the culture medium as well as during the process of seed imbibition
was analyzed. Seeds were initially scarified in sulfuric acid for 10 minutes and immediately
disinfested and inoculated in MS medium supplemented with 0, 10, 20, 40 or 80 uM of GAs.
For the imbibition process, after scarification in sulfuric acid for 10 minutes, the seeds were
disinfested and imbibed in different GA; concentrations (0, 250, 500, 750 and 1000 mg L™)
for 24 hours and 48 hours and inoculated in MS medium. After 30, 60 and 90 days from
inoculation the percentage germination was evaluated. Growth parameters, such as, aerial part
length (cm), main root length (cm), number of leaves and, fresh weight of seedlings (g) was
analyzed at 90 days of cultivation. In the process of ex vitro germination, right after the
scarification in sulfuric acid for 10 minutes, the seeds were imbibed in different of GA;
concentrations (0, 250, 500, 750 and 1000 mg L™) for 24 hours and 48 hours. Then the seeds
were placed in tubes containing commercial substrate Tropstrato® and vermiculite in the 1:1
ratio. The percentage germination was also evaluated after 30, 60 and 90 days from sowing.
In the same way as for in vitro germination, at 90 days of cultivation, growth parameters were
also evaluated. Biochemical analyses were also carried out to determine the a-amylase and
hydrogen peroxide (H,0,) activities and lipid peroxidation. No significant differences were
observed among the different immersion times in NaOCI, demonstrating that the immersion
for 15 minutes is sufficient for seed disinfestation. The addition of 20 uM of GA; to the
culture medium promoted the higher percentage germination (95%). The aerial part length,
root length, number of leaves and fresh weight of seedlings were greater using 0, 10, 20 and
40 uM of GA;. Seed imbibition for 24 hours or 48 hours promoted an in vitro germination
average of 80%. However, there was no significant difference on germination percentage
between seeds embedded in solution with or without GA3. Greater root length, number of
leaves and fresh weight of seedlings were observed when seeds were imbibed in solution with
no GAs, whereas the aerial part length was greater in GA3 concentrations of 250, 750 and
1000 mg L. In extra vitro germination the seed imbibition in solution with 250 mg L™ and
1000 mg L™ of GA; promoted the higher germination percentage (25%) in 24h and 48h
respectively. Therefore, according to our results the use of culture medium supplemented with
20 uM of GA; and seed imbibition for 24 hours to 48 hours regardless the use of GA3 is
recommended to break the dormancy of ravenala seeds and to optimize the in vitro
germination.

Keywords: Ravenala. Breaking dormancy. Tissue culture.
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1 INTRODUCAO

No paisagismo o interesse por culturas tropicais e exoticas devido a aspectos
favoraveis a comercializacdo, vem crescendo (SANTOS et al., 2018). Dentre as espécies
tropicais, destacam-se Alpinia purpurata, Heliconia psittacorum e espécies da familia
Streliziaceae, como Strelitzia reginae e a Ravenala madagascariensis (QUEIROZ; SILVA,;
MARTINS, 2016; JUNQUEIRA; PEETZ, 2017; SANTOS et al., 2018). A Ravenala
madagascariensis ¢ uma espécie endémica de Madagascar utilizada em todo mundo como
planta ornamental para jardins (SUROOWAN; MAHOMOODALLY, 2020). Entre as plantas
ornamentais cultivadas, as tropicais apresentam destaque no mercado brasileiro, por
possuirem resisténcia ao transporte e boa durabilidade pds-colheita, diversidade de flores
exoticas com cores e formas diferentes, contribuindo para uma boa aceitacdo no mercado
externo (DIAS, 2016).

A propagacdo de ravenala é realizada por divisdo de touceiras, ou por sementes
(MCLENDON, 2005; EDWARD et al., 2006). Plantas que sd@o propagadas por divisdo e
replantio de touceiras iniciam seu florescimento em 3 anos, entretanto nesse processo obtém-
se um pequeno numero de mudas reproduzidas a partir da planta mde (THOMPSON;
MORGAN, 2008). A propagacdo seminal é dificultada, devido ao fato destas sementes
apresentarem dorméncia, o que resulta em germinacdo tardia com duracdo de mais de seis
meses influenciando também diretamente no desenvolvimento das plantas (MCLENDON,
2005; EDWARD et al., 2006; HELAL; EISA, 2008). Essas condi¢Oes evidenciam a
necessidade de realizar estudos buscando tratamentos eficientes para a superar a dorméncia e
otimizar a germinacdo, e assim viabilizar a producdo comercial de mudas por meio de
sementes (TORRES et al., 2013).

Um método muito utilizado para superar a dorméncia de sementes € o0 uso de
giberelina, pois esse fitorregulador estad envolvido na regulacdo do processo germinativo
(ALMEIDA; RODRIGUES, 2016; TAIZ et al., 2017). O acido giberélico (GA3) é uma das
giberelinas que apresenta a maior utilizacdo nesse ambito, podendo ser empregado, em
diversas concentracdes na busca da quebra da dorméncia de sementes e melhorar a
porcentagem de germinagdo, sendo amplamente usado na cultura de tecidos de plantas
(SINGH et al., 2016).

Estudos utilizando reguladores de crescimento ja foram realizados buscando a quebra

da dorméncia e otimizacdo da germinacdo de espécies dessa familia. Para estrelicia foi
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relatado 78,10% de germinacdo quando sementes foram embebidas em GA3 na concentragao
de 750 mg L™ por 24h (KUMAR et al., 2018). J4 para ravenala sementes submetidas a
imersdo em agua por 24 horas, e posteriormente imersdo em solucdo de GAz; na concentracao
de 300 mg L™ tiveram efeito intensificador, sendo observada aproximadamente 75% de
germinacao (HELAL,; EISA, 2008).

Ademais, estudos sobre a quebra de dorméncia em sementes de ravenala ainda sao
escassos, € nao sdo atuais, e até 0 momento ndo ha relatos de estudos com a propagacao in
vitro. A propagacéo in vitro pode ser uma alternativa viavel para aumentar a germinacéo de
ravenala, visto que a germinacdo in vitro de sementes pode aliar a diversidade genética
presente no novo organismo e a condigdo asséptica do meio de cultura (PINHAL et al., 2011).

Diante do exposto, a germinagdo de ravenala apresenta desafios significativos no uso
de sementes. Para lidar com essas limitagcbes e aumentar a porcentagem de germinacao,
objetivou-se com a aplicacdo de acido giberélico GAs a superacdo da dorméncia de sementes
de ravenala, e assim definir um protocolo de germinagéo e estabelecimento de mudas in vitro,

como também otimizar a germinacdo de sementes de ravenala ex vitro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo do material vegetal

Frutos maduros de ravenala foram coletados de plantas localizadas no Campus da
Universidade Federal de Lavras, localizado em 21°13°40” de latitude sul e 44°57'50” de
longitude oeste, situando-se a uma altitude média de 900 m. Em seguida foram levados para o
Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas, localizado no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, onde foram realizados os
experimentos. As sementes foram retiradas dos frutos com auxilio de pincgas e a retirada do

arilo foi realizada manualmente.
2.2  Efeito do acido giberélico na germinacao in vitro de ravenala

2.2.1 Assepsia de sementes de ravenala

As sementes, ap0s excisado o arilo foram levadas para camara de fluxo laminar e
submetidas a imersao em alcool 70% por 30 segundos. Apds esse processo as sementes foram
submersas em hipoclorito de sédio a 2,5%, por 15, 30 e 45 minutos, com posterior triplice

lavagem em &gua destilada e autoclavada (adaptado de PAIVA et al.,, 2004), em cada
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tratamento foram utilizadas 20 sementes. Em seguida essas sementes foram inoculadas em
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose,
0,4 g L™ de PVP (Polivinilpirrolidona), 2,5 g L™ de Phytagel® (PAIVA et al., 2004) e o pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121°C por 20 minutos. As sementes
foram mantidas no escuro por 7 dias e posteriormente foram transferidas para sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C e irradiancia de fotons de
36 umol m™?s™. Ap6s o periodo de 60 dias foi avaliado a porcentagem de contaminacéo das

sementes.

2.2.2 Superacéao da dorméncia com diferentes concentracgdes de GAz; em meio de cultura

As sementes, apds excisado o arilo, foram submetidas a imersdo em acido sulfdrico
P.A. por 10 minutos com posterior triplice lavagem em agua destilada (TORRES et al., 2013).
Apos, foram levadas para camara de fluxo laminar e desinfestadas utilizando o melhor
tratamento determinado no item 2.2.1. Apos a desinfestacdo as sementes foram inoculadas em
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose,
0,4 g L' de PVP, 2,5 g L™ de Phytagel® (PAIVA et al., 2004), suplementado com diferentes
concentragcOes de GAs. 0, 10, 20, 40 e 80 uM e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem,
realizada a 121°C por 20 minutos, sendo utilizado 20 sementes por tratamento. As sementes
foram colocadas no escuro por 7 dias e depois transferidas para sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C ¢ irradiancia de fotons de 36 pumol m™?s™.

Ao final de 30, 60 e 90 dias da inoculagéo foi avaliada a porcentagem de germinagéo.
Também aos 90 dias foram avaliados o comprimento da parte aérea (cm), comprimento da

raiz principal (cm), nimero de folhas e peso fresco das plantulas (g).

2.2.3 Superacéo da dorméncia com embebicdo em diferentes concentragdes de GA3

As sementes, apos excisado o arilo, foram submetidas & imersdo em éacido sulfdrico
P.A. por 10 minutos com posterior triplice lavagem em agua destilada (TORRES et al., 2013).
Logo apos, as sementes foram levadas para camara de fluxo laminar e desinfestadas
utilizando o melhor tratamento determinado no item 2.2.1. Em seguida, as sementes foram
embebidas em &gua destilada (controle) e em solucdo aquosa filtrada a vacuo com GA; em
diferentes concentragdes (250, 500, 750 e 1000 mg L™) por diferentes tempos (24 e 48 horas)
(Adaptado KUMAR de et al., 2018). As solugdes foram mantidas em agitagéo constante a 150

rpm. Também foi realizado um tratamento sem embebicdo (0 horas). Em cada tratamento foi
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utilizado 20 sementes. Apds o término do periodo de embebicdo as sementes foram levadas
novamente para camara de fluxo laminar, onde foram inoculadas em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose, 0,4 g L™ de PVP,
2,5 g L™ de Phytagel® (PAIVA et al., 2004), e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem,
realizada a 121°C por 20 minutos. As sementes foram mantidas em sala de crescimento no
escuro por 7 dias e depois transferidas para luz com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de
25 + 2°C e irradiancia de fotons de 36 umol m%s™,

Apobs 30, 60 dias da inoculacdo foi avaliada a porcentagem de germinacdo. Aos 90
dias, além da porcentagem de germinacdo foram avaliados também o comprimento da parte

aérea (cm), comprimento da raiz principal (cm), o namero de folhas e peso fresco da plantula.

2.3 Efeito do acido giberélico na germinacéo ex vitro de ravenala.

As sementes, apos excisado o arilo, foram submetidas a imersdo em &cido sulfurico
P.A. por 10 minutos com posterior triplice lavagem em agua destilada (TORRES et al., 2013).
Logo apos, as sementes foram embebidas em agua destilada (controle) e em solugdo aquosa
filtrada a vacuo com GA; em diferentes concentracdes (250, 500, 750 e 1000 mg L™) por
diferentes tempos (24 e 48 horas) (Adaptado KUMAR de et al., 2018), sendo utilizado 20
sementes por tratamento. As solugdes foram mantidas em agitacdo constante a 150 rpm. Foi
realizado também um tratamento com um lote de 20 sem embebicdo (0 horas). Cada semente
foi disposta individualmente em tubetes de 140 mm de comprimento e 40 mm de didmetro
com capacidade de 100 cm?® contendo substrato comercial Tropstrato® e Vermiculita na
propor¢do 1/1 (determinados em pré-testes). As sementes foram mantidas em sala de
crescimento em temperatura 25° + 2°C e irradiancia de fotons de 36 pmol m™?s™. A cada trés
dias as sementes foram irrigadas com agua destilada.

Apos 30, 60 e 90 dias da inoculacdo foi avaliada a porcentagem de germinacdo. E aos
90 dias, o comprimento da parte aérea (cm), comprimento da principal raiz (cm), nimero de

folhas e peso seco das plantulas.

2.4 Determinacio da atividade da a-amilase

Sementes embebidas em solucdo aquosa filtrada a vacuo com GA;z; em diferentes
concentracdes (0, 250, 500, 750 e 1000 mg L™) por diferentes tempos (24 e 48 horas)
(Adaptado KUMAR de et al., 2018), foram utilizadas para quantificacdo de a-amilase de

acordo com o método de Sottirattanapan et al. (2017). Para extragdo enzimatica 0,1 g da
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massa fresca da semente foi moida e homogeneizada com 2 mL de &gua destilada (4°C). A
mistura foi submetida a um banho de resfriamento a 4°C por 10 min com agitacdo ocasional.
Posteriormente 0 homogeneizado foi entdo centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4°C, e o
sobrenadante foi coletado e utilizado como o extrato bruto para quantificacdo enzimatica. A
atividade da a-amilase foi avaliada quantitativamente por uma versdo modificada do método
do acido 3,5-dinitrosalicilico (MILLER; 1959). O extrato enzimatico bruto foi aquecido por
15 min a 70°C. Em seguida, 0,5 mL do extrato enzimatico bruto foi misturado com 0,5 mL de
amido soltvel a 1% dissolvido em tampédo de acetato de potassio a pH 5,6. A mistura foi
incubada por 15 min a 40°C e posteriormente aquecida (95°C) por 5 min na presenca de 2 mL
de &cido 3,5-dinitrosalicilico. A quantidade de agucar redutor liberado foi medida usando um
espectrofotébmetro UV-vis (UV-2100, Unico Instrument Co., Ltd., Xangai, China) a 540 nm
com maltose como padrdo de agucar redutor. Uma unidade de atividade de a-amilase foi
definida como a quantidade de enzima que produziu 1 pM de maltose por minuto nas
condig0es de atividade da enzima (Adaptado LIU et al., 2018).

2.5 Determinacéo do peroxido de hidrogénio (H,0,) e peroxidacao lipidica

Outro lote de 20 sementes embebidas foi utilizado para a quantificacdo de H,0..
Foram macerados 200 mg da massa fresca das sementes em nitrogénio liquido (NL),
acrescido de 20% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) (p/v), homogeneizados em 1500 uL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e centrifugados a 10.000 g por 15 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi coletado para analise. O H,0, foi determinado medindo-se a absorbancia a
390 nm em um meio de reacdo, contendo tampao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0), iodeto
de potassio (1M) e 45 uL do extrato coletado. (VELIKOVA; YORDANOV,; EDREVA,
2000).

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBA), conforme descrito por Buege e Aust (1978). 200 mg da massa
fresca das sementes foram macerados em NL, acrescido de 20% de PVPP (p/v) e
homogeneizados com 1500 pL de TCA 0,1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a
10.000 g por 15 minutos, a 4°C. Aliquotas de 125 pL do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo com 250 pL de [0,5% (p/v) de TBA e 10% (p/v) de TCA], incubando-se, em
seguida, em banho-maria a 95°C, por 30 minutos.

A reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram
determinadas em espectrofotometro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
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avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido (MDA),
produto secundario do processo de peroxidacao. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi
calculada pela seguinte equacdo: [MDA] = (A535 —A600) / (£.b), em que: & (coeficiente de
extin¢do = 1,56 x 10-5 cm-1); b (comprimento 6tico = 1).

2.6 Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC). Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia e quando significativos as médias foram
comparadas pelo teste de Skott-knott (5%). As analises foram realizadas pelo programa

computacional Sistema para Analise de Variancia (FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do &cido giberélico na germinacgao de ravenala e crescimento das plantulas in
vitro.

3.1.1 Assepsia de sementes de ravenala

N&o houve diferenca significativa entre os diferentes tempos de imersao no hipoclorito
de sodio (NaOCI) a 2,5%, tendo como media 5% de contaminacdo, demonstrando que 15
minutos de imersdo em NaOCI é suficiente para a desinfestacdo de sementes dessa espécie.

Dessa forma as sementes submetidas a imersdo em &lcool 70% por 30 segundos, e
posteriormente submersas por 15 minutos em hipoclorito de soédio a 2,5%, com posterior
triplice lavagem em &gua destilada e autoclavada demonstra ser um protocolo eficaz para a
desinfestacdo de sementes de ravenala. Para Strelitzia reginae, espécie da familia da ravenala,
a utilizacdo no processo de assepsia de sementes para a propagacao in vitro com imersao em
solucdo de hipoclorito de sodio por 15 minutos também j& é suficiente para a desinfestacao
(PAIVA et al., 2004).

3.1.2 Superacéo da dorméncia com diferentes concentracdes de GAz em meio de cultura

N&o foram observadas diferencas significativas quanto a porcentagem de germinacgéo
nas diferentes concentracfes de GAz no meio de cultura aos 30 e 60 dias, com germinacéo
média de 20% e 40% para cada tempo avaliado, respectivamente. Entretanto aos 90 dias de
cultivo observou-se que a adi¢do de GA; ao meio de cultura, na concentracdo de 20 pM,
apresentou maior porcentagem de germinacdo das sementes (95%), diferindo estatisticamente

das demais concentragdes testadas que promoveram apenas 55% de germinacdo (Figura 2).
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Figura 2 — Porcentagem de germinacdo in vitro de sementes de ravenala apds 90 dias de
cultivo, em meio MS suplementado por diferentes concentragdes de GA;z (0, 10, 20, 40 e 80

HUM).

120
A
100 I
S 80
RS B B B B
" m -
g
5 40
6]
20
0
0 10 20 40 80
GA (uM)

Legenda: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. As barras correspondem ao erro padrdo da média.
Fonte: do autor (2020).

Diante desses resultados pode-se inferir que concentracbes menores que 20 uM de
GA; ao meio de cultivo, podem néo ser efetivas para quebrar a dorméncia de sementes dessa
espécie e que concentragdes mais elevadas podem ser fitotdxicas, diminuindo o percentual de
germinacdo. Giberelinas apresentam a capacidade de quebrar a dorméncia e promover a
germinacdo de sementes, entretanto quantidades excessivas de GA3z pode proporcionar efeitos
negativos na germinacdo e desenvolvimento das plantas (TUAN et al., 2019; DA SILVA,
PISTORI; BLINI; DE SANTANA, 2020). O balango hormonal entre giberelinas (GAs) e
acido abscisico (ABA) controla a germinacdo, uma vez que estas substancias sdo responsaveis
pela ativacdo ou inativacdo de enzimas que mantém ou ndo o embrido no estado dormente, e
pode aliviar assim varios tipos de dorméncia, inclusive quimica e fisioldgica (CARDOSO,
2009; BASKIN, BASKIN, 2014; TAIZ et al., 2017). De acordo com o que foi encontrado o
uso de GAzao meio de cultura ¢ eficaz para a germinacéo in vitro de sementes de ravenala.

Para o comprimento da raiz (Figura 3A) e o peso fresco (Figura 3D) foram observados

os melhores resultados nas concentragfes 0, 10, 20 e 40 uM de GA; nédo diferindo
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estatisticamente entre si. Ja as concentrages de 10, 20 e 40 uM de GA; promoveram 0S
maiores comprimentos da parte aérea ndo diferindo estatisticamente entre si (Figura 3B).
Maior numero de folhas foi observado nas concentragdes 0, 10 e 20 UM de GA3 néo diferindo

estatisticamente entre si (Figura 3C).

Figura 3 — Analises de crescimento de plantulas de ravenala germinadas in vitro apds 90 dias
de cultivo, em meio MS suplementado por diferentes concentracdes de GA; (0, 10, 20, 40 e
80 uM).
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Legenda: (A) Comprimento da raiz (cm). (B Comprimento da parte aérea (cm). (C) Ndmero de folhas
(un). (D) Peso fresco (g).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. As barras correspondem ao erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2020).

De acordo com os resultados obtidos para o comprimento da raiz, nimero de folhas e
peso fresco sugere-se que em concentracdes altas de GAz ocorre a formacdo de raizes com
menor tamanho, além de menor ndmero de folhas e, em consequéncia, reducdo do peso
fresco. Altas concentragfes de GAs; tornam-se inibidoras e, na maioria dos casos, as raizes
apresentam niveis quase saturados de GAg, dificultando seu crescimento (TANIMOTO, 2012;
TUAN et al., 2019). Entretanto em baixas concentracdes elas tém a capacidade de ativar a
producéo de enzimas que promovem o afrouxamento da parede celular, e por consequéncia o
crescimento do tecido influenciando o crescimento e desenvolvimento das plantas, seus
efeitos variam de acordo com cada espécie (PAPARELLI et al., 2013; TUAN et al., 2019).

Estudos sobre GA; focam geralmente em partes aéreas, visto que a raiz nem sempre €
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economicamente importante. No entanto, hd estudos onde o excesso de GA3 pode suprimir o
crescimento da raiz de algumas plantas (WANG et al., 2015; GASPARINI, et al., 2019).

De acordo com os resultados encontrados para o comprimento da parte aérea 0s
menores valores encontrados no controle, pode ser justificado devido a falta do GA3, ja a
maior concentracdo utilizada pode ter sido deletéria, influenciando negativamente o
desenvolvimento da planta. Visto que o GA; é um regulador vegetal que atua como
estimulante de crescimento, em consequéncia da sua acao na divisdo e expansao celular, sua
aplicacdo da origem a plantas mais alongadas, agindo sobre o crescimento das hastes e do
caule, entretanto seus efeitos variam de acordo com cada espécie e em alguns casos, 0 uso de
GA; pode até inibir o crescimento (TUAN et al., 2019). Esse fitohormonio tem pouco efeito
sobre o crescimento das raizes, provavelmente devido ao efeito do aumento do
desenvolvimento do caule e parte aérea, atuando no crescimento de 6rgdos vegetais, pela
estimulacdo do tamanho das células ja existentes ou recentemente divididas (DAVIES, 2004;
ZHONG et al., 2015). Resultados semelhantes j& foram encontrados, onde a aplicacdo de GA3
aumentou significativamente a parte aérea, mas diminuiu a raiz (WANG et al., 2015).

Contudo, sem a aplicacdo de GAj; exdgena e em concentracBes mais altas, ha
diminuicdo do comprimento da parte aérea (FIGURA 4).

Figura 4 — Plantulas de ravenala apds 90 dias de cultivo, em meio MS suplementado por
diferentes concentracdes de GA; (0, 10, 20, 40 e 80 uM).

Legenda: (A) 0 uM de GA; (B) 10 pM de GA; (C) 20 uM de GA; (D) 40 uM de GA; (E) 80 uM de
GA; Barralcm.

Fonte: Do autor (2020).
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Todavia, o principal efeito benéfico do GA3z observado nas plantulas esté relacionado
com o desenvolvimento da parte aérea. E em altas concentragbes 0 GAsz pode afetar o

crescimento e desenvolvimento das plantulas.

3.1.3 Superacéao da dorméncia com embebicéo em diferentes concentracfes de GA;z in
vitro
Os tratamentos de embebicdo em GA; por 24h e 48h apresentaram maiores

porcentagens de germinacdo (75%) e (85%) respectivamente, ndo diferindo estatisticamente,

enguanto que para o tempo Oh foi observado 50% de germinacéo (Figura 5).

Figura 5 — Porcentagem de germinacdo in vitro de sementes de ravenala apds 90 dias de
cultivo, cujas sementes foram embebidas em diferentes tempos (0, 24 e 48 horas).
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Legenda: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

Esse resultado sugere que a embebicdo em 24h ja se torna efetivo para a germinacgédo
de ravenala, pois em relacdo ao tempo de Oh teve aumento de 25% na germinacao, no tempo
de 48 horas observou-se um aumento de 35% na porcentagem de germinagdo comparado ao
tempo de Oh. No processo de embebicdo ocorre a retomada das etapas de desenvolvimento
das sementes, que consiste na reidratacdo dos tecidos destas, o entendimento desta fase
permite inferéncias sobre o tempo e a quantidade de dgua necessaria para uma semente emitir
a radicula, além de conceder informacdes sobre as influéncias dos tegumentos neste processo,
servindo como subsidio para determinagdo do tempo de embebicdo, bem como, o inicio do
processo de germinacdo (RABANNI et al., 2013).
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A velocidade de embebicdo depende das caracteristicas de cada espécie, dentre essas,
da composicdo quimica e da permeabilidade do tegumento (MARCOS FILHO, 2015). Para
sementes de estrelicia o periodo de 24 e 48 horas de embebicdo também foram efetivos para
aumentar a germinagdo (KUMAR et al., 2018). Um estudo de embebigdo em sementes de
ravenala com imersdo em agua por 24 horas, e posteriormente imersdo em solucdo com GA;
se mostrou efetivo para aumentar a porcentagem de germinacdo dessa espécie (HELAL,;
EISA, 2008).

N&o foram observadas diferengas significativas na porcentagem de germinagdo em
relacdo as concentragdes de GA3z nos tempos de 24h e de 48h. Entretanto quando avaliado o
tempo de embebicdo em relacdo a cada concentracdo de GA; observa-se que na concentracdo
de 250 mg L™ o tempo de 48h apresentou uma maior porcentagem de germinacéo em relacio
ao tempo de 24h. No entanto, nas demais concentracfes ndo foram observadas diferencas

significativas quanto ao tempo de embebicéo (Figura 6).

Figura 6 — Porcentagem de germinacdo in vitro de sementes de ravenala apds 90 dias de
cultivo, cujas sementes foram embebidas em diferentes concentracbes de GA; (0, 250, 500,
750 e 1000 mg L™) por diferentes tempos (24 e 48 horas).
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Legenda: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. As barras correspondem ao erro padrdo da média.
Fonte: Do autor (2020).

Dessa forma, a embebicédo por 24h e 48h séo eficazes para a germinacdo de ravenala,
independente da concentracdo de GA; utilizada. A embebicao aliada a escarificagao por acido
sulfarico possibilitou um protocolo eficiente para germinacdo in vitro de ravenala, o que

corrobora com um estudo realizado em sementes de ravenala ex vitro com interacOes de
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escarificacdo e embebicdo por 24 horas, no qual obtiveram aumento nas porcentagens de
germinacdo (média 75%) comparadas ao controle (HELAL; EISA, 2008). Além disso, um
estudo realizado com sementes de estrelicia também teve resultados satisfatorios utilizando
embebicéo por 24h, apresentando 78,10% de germinacdo (KUMAR et al., 2018).

O tratamento controle (sementes embebidas em agua) apresentou plantulas com maior
comprimento da raiz (FIGURA 7A), maior numero de folhas e maior peso fresco (FIGURA
7D) em relacéo as plantulas cujas sementes foram embebidas em GAjs. Entretanto, ndo foram
observadas diferengas significativas para o comprimento da raiz (FIGURA 7A) e nimero de
folhas (FIGURA 7C) em relacdo as diferentes concentragBes de GAs. J& em relagdo ao peso
fresco a concentracdo de 250 mg L™ de GA, foi maior que as concentracdes de 500, 750 e
1000 mg L de GAg, que ndo diferiram entre si (FIGURA 7D).

Quanto ao comprimento da parte aérea foi observado comportamento contrario. As
sementes embebidas por GAz; apresentaram um maior comprimento da parte aérea, quando
comparadas as plantulas cujas sementes foram embebidas em agua (FIGURA 7B). No entanto
ndo foram observadas diferencas significativas no comprimento da parte aérea em relacao as
diferentes concentragfes de GA; (FIGURA 7B).

Figura 7 — Analises de crescimento de plantulas de ravenala germinadas in vitro apds 90 dias
de cultivo, cujas sementes foram embebidas em diferentes concentragdes de GAs (0, 250, 500,
750 e 1000 mg L™).
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Legenda: (A) Comprimento da raiz (cm). (B Comprimento da parte aérea (cm). (C) Namero de folhas
(un). (D) Peso fresco (g). Barra 1 cm.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. As barras correspondem ao erro padrao da média.

Fonte: Do autor (2020).

Diante desses resultados obtidos para o comprimento da raiz, namero de folhas e peso
fresco pode-se inferir que as concentragdes 250, 500, 750 e 1000 mg L™ de GA; resultam em
reducdo da raiz, do nimero de folhas e consequentemente a diminuicdo do peso fresco.
Possivelmente por essas concentracdes serem toxicas, pois esses reguladores vegetais, atuam
em concentracdes pequenas (ECCO et al., 2019), tendo em vista que em altas concentracdes
de GA; as raizes podem apresentar niveis quase saturados desse fitohorménio o que
dificultaria o seu crescimento e desenvolvimento (TANIMOTO, 2012; TUAN et al., 2019).
Provavelmente as concentracdes de GAj; testadas, afetaram o desenvolvimento foliar, visto
que, em concentracdes mais altas o0 GAz; pode ser inibidor, dificultando a promocdo do
crescimento da planta, no qual pode ser observado pela diminuicdo do peso fresco,
salientando que seus efeitos variam de acordo com cada espécie (ZHONG et al., 2015; TUAN
et al., 2019). Contudo, em baixas concentracdes 0 GAz tem a capacidade de promover o
aumento do crescimento dos tecidos das plantas influenciando o seu desenvolvimento
(PAPARELLI etal., 2013).

Ja diante dos resultados encontrados para 0 comprimento da parte aérea pode-se inferir
gue as concentragdes 250, 500, 750 e 1000 mg L de GA; proporcionaram aumento na parte
aerea. O GA; aumenta a plasticidade da parede celular e a diviséo das células, proporcionando
o alongamento de partes aéreas dos vegetais e sua aplicacdo da origem a plantas mais
alongadas (TUAN et al., 2019). A acdo da giberelina na parte aérea é bem conhecida e
relatada em diferentes espécies, promovendo maior crescimento da parte aérea (CAMPOS;
ONO; RODRIGUES, 2009; TORRES; BORGES, 2013; PAIXAO et al., 2018). Desse modo,
pode-se observar que a principal acdo benéfica do GA; estd relacionada com o
desenvolvimento da parte aérea (FIGURA 8), pois a principal acdo exercida pela aplicacdo de
giberelinas esta relacionada ao desenvolvimento da parte aérea das mesmas, especialmente no
alongamento do caule (TAIZ et al., 2017; ECCO et al., 2019). Ha estudos que corroboram
com os resultados encontrados onde a aplicacdo de GA; aumentou significativamente a parte
aerea, porém houve diminuicdo da raiz (WANG et al., 2015).

A embebicdo em 24 e 48 horas em GA3 nas concentragdes (250, 500, 750 e 1000 mg
L) proporcionaram aumento no comprimento da parte aérea (FIGURA 8), ja a embebicdo

sem GAgz (24h e 48h) a parte aérea foi menor (FIGURA 8). De forma contraria no tratamento
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sem GAg; (24h e 48h) foi observado maiores valores para 0 comprimento da raiz, nimero de
folhas e o peso fresco das plantas (FIGURA 8).

Figura 8 — Plantulas de ravenala ap6s 90 dias de cultivo in vitro, cujas sementes foram
embebidas em diferentes concentragdes de GA; (0, 250, 500, 750 e 1000 mg L™?).

GA (mgL) Sem embebicdo 24 Horas 48 Horas

Legenda: Tabela com as diferentes concentragdes 0, 250, 500, 750 e 1000 mg L? de GA;, nos
diferentes tempos 0, 24 e 48 horas de embebicao.
Barra 1l cm.

Fonte: Do autor (2020).

Como observado nas diferentes concentracbes de GA; no meio de cultivo, na
embebicéo o principal efeito benéfico do GA; observado nas plantulas esté relacionado com o

desenvolvimento da parte aérea. E em altas concentragcdes 0 GAz pode afetar o crescimento e
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desenvolvimento das plantulas. Nos tratamentos sem a presenca de GAjz a parte aérea €

menor, porém as raizes, o numero de folhas e o peso fresco sdo maiores.

3.2 Efeito do acido giberélico na germinacéo de ravenala crescimento das plantulas ex
vitro.

3_.2.1 Superacgédo da dorméncia com embebicdo em diferentes concentragdes de GAs ex
vitro

N&o foram observadas diferencas significativas quando comparado o tratamento sem
embebicdo com os tratamentos de 24h e 48h de embebicdo em GA3;. Em relagdo ao tempo de
24h de embebicdo, a concentracdo de 250 mg L™ de GA; apresentou a maior (25%)
porcentagem de germinacdo (Figura 17). No tempo de 48h, a concentracdo de 1000 mg L™ de
GA; apresentou a maior (25%) porcentagem de germinacdo (Figura 9). Quando avaliado o
tempo de embebicdo em relacdo a cada concentracdo de GA3 observa-se que na concentracdo
de 250 mg L™ o tratamento com 24h de embebicdo apresentou maior porcentagem de
germinacdo do que o de 48h (Figura 9). E na concentracdo de 1000 mg L™ de GAs o
tratamento com 48h apresentou maior porcentagem de germinacdo do que o de 24h (Figura
9). Nas concentragbes de 0, 500 e 750 mg L™ de GA; ndo foram observadas diferencas

significativas quanto a porcentagem de germinacéo.

Figura 9 — Porcentagem de germinacdo ex vitro de sementes de ravenala apdés 90 dias de
cultivo, cujas sementes foram embebidas em diferentes concentragdes (0, 250, 500, 750 e
1000 mg L™) de GA; por diferentes tempos (24 e 48 horas).
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Legenda: Médias seguidas da mesma letra mailscula, dentro do mesmo tempo de embebicéo, e
minuscula, dentro da mesma concentracdo de GA, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).
Os resultados obtidos com embebigdo em solugdo com diferentes concentracGes de

GA; ex vitro foram baixas. No processo de embebicdo ocorre a retomada das etapas de
desenvolvimento das sementes, que consiste na reidratacdo dos tecidos destas, visto que, 0
entendimento desta fase permite inferéncias sobre o tempo e a quantidade de dgua necessaria
para uma semente emitir radicula, além de conceder informagdes sobre as influéncias dos
tegumentos neste processo, servindo como subsidio para determinacdo do tempo de
embebicdo, bem como, o inicio do processo de germinacdo (RABANNI et al., 2013).

As concentragdes de GAs utilizadas podem ter sido insuficientes para a germinagao ex
vitro, visto que as giberelinas promovem quebra da dorméncia e germinacdo de sementes
(TUAN et al., 2019). Os resultados obtidos contrariam um estudo em sementes de ravenala
com embebicdo em 300 mg L™ de GA; que foi efetivo, onde tiveram efeito intensificador
mais pronunciado sobre a porcentagem de germinacdo, apresentando aproximadamente 75%
de germinacdo, entretanto as sementes foram submetidas anteriormente a imersdo em agua
morna (28 °C) por 24 horas, e posteriormente imersas em solugdo com GA; (HELAL,; EISA,
2008).

A maior porcentagem de germinacdo de sementes de ravenala, foi alcancada na
germinacao in vitro, isto ocorreu provavelmente pois na propagacgéo in vitro as sementes tém
disponivel todos os nutrientes necessarios no meio de cultura para a germinacdo (PINTO;
LAMEIRA, 2001). A propagacdo in vitro pode ser vantajosa em detrimento da propagacdo
convencional, visto que através da micropropagacéo é possivel obter um elevado nimero de
plantas em um curto periodo de tempo e espago reduzido, permitindo também acelerar a
germinacdo, (PIJUT et al., 2012). Sendo passivel de aplicacdo tanto em escala comercial
quanto em abordagens de estudos basicos de fisiologia vegetal (STASOLLA; THORPE,
2011).

Ndo foram observadas diferencas significativas nas andlises de crescimento das
plantulas de ravenala cultivadas ex vitro (FIGURA 10). As médias do comprimento da parte
aérea e raiz das plantulas germinadas ex vitro correspondem a 7,14 e 4,23 cm,

respectivamente. O numero de folhas equivaleu a uma média de 1,73 e o peso frescoa 1,78 g.



39

Figura 10 — Plantulas de ravenala apdés 90 dias de cultivo ex vitro, cujas sementes foram
embebidas em diferentes concentracdes de GA; (0, 250, 500, 750 e 1000 mg L™).

Sem embebicao 24 Horas 48 Horas

Legenda: Tabela com as diferentes concentragdes 0, 250, 500, 750 e 1000 mg L™ de GA;, nos
diferentes tempos 0, 24 e 48 horas de embebicéo
Barra 1 cm.

Fonte: Do autor (2020).

3.3 Determinacao da atividade da a-amilase

A embebicdo das sementes de ravenala pelo tempo de 24 horas nas concentragdes de
250 e 500 mg L™* de GA; ocasionaram em uma maior atividade da a-amilase quando

comparados aos demais tratamentos. Em relagdo ao tempo de 48h de embebicdo, ndo foram



40

observadas diferengas significativas quanto a atividade da a-amilase em relagdo as
concentracdes de GAs. No tratamento controle e nas concentracdes de 250 e 500 mg L™ de
GA; a atividade da a-amilase foi maior no tempo de 24h de embebicdo do que no tempo de
48h. Ja nas concentracdes de 750 e 1000 mg L™ de GA; ndo foram observadas diferencas
significativas quanto ao tempo de embebigéo (Figura 11).

Figura 11 — Determinagdo da atividade da a-amilase em sementes de ravenala, submetidas a
embebicdo em diferentes concentracdes de GA; (0, 250, 500, 750 e 1000 mg L™) por
diferentes tempos (24 e 48 horas).
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Legenda: Médias seguidas da mesma letra maiulscula, dentro do mesmo tempo de embebicdo, e
mindscula, dentro da mesma concentracdo de GA;, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2020).

De acordo com os resultados obtidos, na concentragéo de 250 mg L™ e 500 mg L™ de
GAg3, no tempo de 24 horas a atividade da enzima foi maior, podendo inferir que a quantidade
de GA; bioativo nessas concentragdes € maior, visto que no processo de germinacdo de
sementes, 0s GAs bioativos induzem a expressdo do gene da a-amilase ¢ a sintese da a-
amilase (LIU et al., 2018). O acido giberélico ativa a sintese de o- amilase causando a
degradacdo do endosperma e a mobilizacdo de reservas. Com isso, provavelmente essas
concentracfes foram mais efetivas na ativacdo da sintese dessa enzima, e identificar a
atividade da a-amilase é fundamental, visto que essa atividade pode ser detectada durante o
inicio da germinacdo das sementes (OLIVEIRA et al., 2013).
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Provavelmente no controle (0 mg L™ de GAs;) a quantidade de GAs bioativos
enddgenos foram menos efetivos na ativagdo da sintese de a- amilase. Visto que a deficiéncia
de GAj; bioativo diminui a atividade da a-amilase por meio da regulacdo negativa da
expressdo do gene da a-amilase (BEWLEY et al., 2013; LIU et al., 2018). Em concentracgdes
maiores 0 GA3 pode ser fitotdxicos, visto que giberelinas em quantidades excessivas pode
proporcionar efeitos negativos, podendo diminuir a atividade da a-amilase e
consequentemente inibir a germinacdo das sementes (LIU et al., 2018), geralmente a reducéo
na porcentagem de germinagdo ¢ acompanhada por uma reducdo na atividade da a-amilase

(LI; YANG, 2020).
3.4 Determinacéo do peroxido de hidrogénio (H,0,) e peroxidacao lipidica

A embebicdo das sementes de ravenala em diferentes concentracfes de GA; néo
alterou o teor de peroxido de hidrogénio das sementes, de forma que ndo foram observadas
diferencas significativas entre o tratamento controle e o0s tratamentos com GAg3,
independentemente da concentracdo. No entanto, o tempo de embebicdo de 24h promoveu um
maior contetdo de peroxido de hidrogénio quando comparado ao tempo de 48h de embebicéo
(Figura 12).

Figura 12 — Determinacao do perdxido de hidrogénio de sementes de ravenala, submetidas a
embebicéo por diferentes tempos (24 e 48 horas).
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Legenda: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).
De acordo com os resultados o tempo de 24 horas de embebicdo promoveu um maior
conteddo de perdxido de hidrogénio que o tempo de 48 foras de embebigédo. Possivelmente a

partir desse periodo iniciou o processo de germinacdo e foi suficiente para a quebra da
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dorméncia, visto que o peréxido de hidrogénio (H,O,) é uma espécie reativa de oxigénio
(ERO) considerado centro de sinalizacdo para a regulacdo e superacdo da dorméncia e
germinacao com acdo de GA e ABA (MULLER et al., 2009). Para a regulacédo € essencial um
acumulo de H,0, pelo maquinério antioxidante celular e assim atingir um equilibrio entre a
sinalizacdo oxidativa que promove a germinacdo e o dano oxidativo que previne ou retarda a
germinacdo (WOJTYLA et al, 2016). A producdo de EROs durante o processo de
germinacao contribui para a mobilizacdo de reserva por meio de modificacdes oxidativas das
proteinas armazenadas (ISHIBASHI et al., 2017).

A peroxidacéo lipidica no tratamento controle foi maior do que nos tratamentos cujas
sementes foram embebidas em GA; (Figura 13). Em relagéo ao tempo de 48 horas ndo foram
observadas diferencas significativas, quanto a peroxidacdo lipidica, entre o tratamento
controle e as diferentes concentracdes de GA3 (Figura 13). No tratamento controle observa-se
que a maior peroxidacdo lipidica ocorre no tempo de 24 horas em relacdo ao tempo de 48
horas, 0 mesmo ocorre no tratamento com 1000 mg L™ de GAs. Nos demais tratamentos ndo
sdo observadas diferencas significativas em relacdo ao tempo de embebicdo das sementes e a

concentracdo de GA; (Figura 13).

Figura 13 — Determinacdo da peroxidacdo lipidica em sementes de ravenala, submetidas a
embebicdo em diferentes concentragdes (0, 250, 500, 750 e 1000 mg L) de GA; por
diferentes tempos (24 e 48 horas).
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Legenda: Médias seguidas da mesma letra mailscula, dentro do mesmo tempo de embebicdo, e
mindscula, dentro da mesma concentracdo de GAs;, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: do autor (2020).



43

De acordo com os resultados observados, a presenca de GA; reduz a peroxidacdo
lipidica, e no tempo de 24 horas hd maior peroxidacdo lipidica do que no tempo de 48 horas
com o peroxido de hidrogénio. Tendo assim maior peroxidacao lipidica onde se tem maior
teor de peroxido de hidrogénio. Visto que o estresse causado pelas EROs ocasiona a
degradacdo oxidativa de lipidios, conhecida como peroxidacéo lipidica (SAISANTHOSH et
al., 2018; SCHWEMBER; BRADFORD, 2010). Reguladores vegetais podem agir como
protetores contra o estresse, apresentando maiores atividades de enzimas antioxidantes no fim
do ciclo, mantendo assim baixo nivel de peroxidacdo de lipidios (SOUSA et al., 2016). A
presenca de giberelina pode diminuir os efeitos deletérios do estresse oxidativo pela reducéo
da peroxidacdo lipidica e diminuicdo dos niveis de peroxido de hidrogénio, aliado ao aumento

nas atividades de enzimas antioxidantes (YU et al., 2009).

4 CONCLUSOES

Sementes submetidas a imersdao em alcool 70% por 30 segundos, e posteriormente
submersas por 15 minutos em hipoclorito de sodio a 2,5%, com posterior triplice lavagem em
agua destilada e autoclavada é eficaz para a desinfestacao de sementes de ravenala.

Para superacdo da dorméncia de sementes de ravenala e germinacdo in vitro
recomenda-se 0 uso de 20 uM de GA3 no meio de cultura, e embebicao a partir de 24 horas
independente do uso de GA3 Diante disso, a embebicdo se torna mais vantajosa visto que néo
h& necessidade de uso de GAs.

Para propagacdo ex vitro a embebicdo nas concentracbes de GA; testadas
proporcionaram baixas porcentagens de germinacdo. E dessa forma, a propagacéo in vitro se
mostrou mais eficaz.

Na determinagdo da a-amilase, do perdxido de hidrogénio (H,O,) e peroxidacéo
lipidica o tempo de embebicdo de 24h nas diferentes concentracBes de GAj; testadas

promoveu maior atividade enzimatica.
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