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ACIDO SALICILICO EM SEMENTES DE CALENDULA (Calendula officinalis L.) SOB
DIFERENTES ESTRESSES !

PATRICIA REINERS CARVALHO? NELSON BARBOSA MACHADO NETO?, CECI CASTILHO CUSTODIO?

RESUMO - As plantas sofrem agressdes por agentes bidticos e abidticos e apesar de nédo
apresentarem defesas através de movimentos ageis, podem ocorrer adaptagdes e profundas
alteragdes no metabolismo celular, entre elas a sintese de proteinas de defesas, ativada através de
mecanismos complexos. Aaplicacdo exdgena ou o estimulo a sintese enddgena de &cidos organicos
como o &cido salicilico, pode agir como indutor de proteinas de tolerancia aos diferentes estresses,
bem como para elevar a atividade de enzimas de desintoxicacéo celular, especialmente as envolvidas
na degradacéo de radicais ativos oxigenados. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do
&cido salicilico sobre a germinacéo e o vigor de sementes de caléndula (Calendula officinalis L.)
em condigdes ideais e sob estresse térmico e hidrico. As sementes foram colocadas para germinar
em papel embebido em solugdes crescentes de acido salicilico (zero, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,1 e
0,2mM); medindo-se as variaveis: percentagem de germinacéo; indice de velocidade de germinagao
e primeira contagem da germinacdo. Ficou constatado através do teste de Tukey que apenas a
germinagcao foi significativa, sendo que as melhores dosagens de sementes germinadas ficou entre
0,025 e 0,05mM de &cido salicilico. Trés outros experimentos foram feitos, um com &gua acidulada
aos pH respectivos as concentragdes de acido salicilico (6,0; 4,8; 4,2; 3,6 e 3,2), um com diferentes
potenciais hidricos induzidos por manitol (0; -0,3; -0,6; -0,9 e -1,2MPa), e outro com temperaturas
(20, 25, 30 e 35°C). O &cido salicilico na dose de 0,025mM interferiu positivamente na percentagem
de germinacéo e no indice de velocidade de germinacdo de sementes da caléndula em condicdes
ideais e sob efeito de estresse hidrico e térmico a 35°.

Termos para indexacao: resisténcia sistémica adquirida, estresse hidrico, germinagao

SALICYLIC ACID IN MARIGOLD SEEDS (Calendula officinalis L.) UNDER
DIFFERENT STRESSES

ABSTRACT - Marigold (Calendula officinalis L.) is an important medicinal and decorative plant
also used in cooking and in the manufacturing of cosmetic and phytotherapic products. The plants
are susceptible to biotic and non biotical aggression and although they do not present defense
through agile movement, they can present deep modifications in the cell metabolism as defence
including protein synthesis activated by single molecules or complex mechanisms. The exogenous
application or the synthesis stimulus of organic acids such as salicylic acid may act as an inductor
of tolerance protein to different biotical or non biotical stresses increasing the detoxification
enzyme activity, specially those involved in the degradation of reactive oxygen species. The aim of
this study was to investigate the role of salicylic acid in the germination and vigour of marigold
seeds (Calendula officinalis L.) in ideal or stress conditions. Seeds were put to germinate on paper
moistened with SA (zero; 0.0125; 0.025; 0.05; 0.1 and 0.2mM). Germination, first germination count
and germination speed index were measured. Only germination was significant, and the best doses
were 0.025 and 0.05mM SA. Three other experiments were carried out, one with acid water, adjusted
to the pH of the related salicylic acid solutions (6.0; 4.8; 4.2; 3.6 and 3.2), one with different water
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potentials, induced by mannitol (0; -0.3; -0.6; -0.9 and -1.2MPa) and one with different temperatures(20,
25, 30 e 35°C). The salicylic acid treatment of 0,025 mM was positive for germination and the germination
speed index of Calendula officinalis Marigold seeds under ideal conditions and water stress at the

temperature of 35 C.

Index terms: systemic acquired resistance, water deficit, germination

INTRODUCAO

A caléndula (Calendula officinalis L.) pertencente a
familia Asteraceae, ¢ importante pelo seu uso como planta
medicinal e ornamental. A busca crescente pelo
desenvolvimento sustentavel e melhorias na qualidade de vida
também envolvem o despertar de tecnologias para produgéo
de espécies vegetais cada vez em maiores quantidades e com
menores agressdes ao meio, com essa conscientizagdo cada
vez maior da populacéo, no tocante a conservacdo do ambiente,
a utilizacdo de agroquimicos comeca a ser repensada e buscas
por novas tecnologias, voltadas a protecéo das plantas contra
0s agentes bidticos e abioticos, ganham um novo impulso.
Nesse contexto, de exploracdo sustentavel e protecdo de
plantas, além de novos produtos fitoterapicos, podemos inserir
a inducdo de resisténcia vegetal, que pode ser vista como de
ocorréncia natural, ou podendo ser induzida por fatores
bidticos ou abidticos, os quais precisam ser decifrados para
serem usados em favor de produtos eficientes e
ambientalmente corretos na busca de maior produtividade com
qualidade (Gazim, 2005).

As plantas, assim como todos 0s outros seres Vivos,
sofrem frequentemente agressbes causadas por agentes
bidticos e abiodticos. Apesar dos vegetais ndo apresentarem
defesas, através de movimentos ageis, sabe-se que podem
ocorrer adaptacdes e profundas alteracbes no metabolismo
celular, entre elas a sintese de proteinas de defesas, expressa
por genes especificos, ativados através de mecanismos
complexos (Busam et al., 1997; Pinheiro et al., 1999). Tais
proteinas exercem varios papéis na resisténcia e sobrevivéncia
da planta, de forma direta (combatendo o agente agressor)
ou indireta (mantendo a estrutura e as funcdes celulares).

Esse elaborado sistema de defesa e adaptacgdo das plantas
pode atuar de trés formas: a) resisténcia constitutiva,
inespecifica ou estatica, dependendo do pesquisador que a
elas se refere, ocorre mesmo sem a acdo de agentes
agressores, recebida por heranca genética, tornando as plantas
imunes a determinados patogenos (Goto, 1990; Sticher et al.,
1997); b). resisténcia localizada, ativada no ponto onde ocorre

a agressdo, e c) Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR -
Systemic Acquired Resistance) que protege a planta contra
ataques subsequentes.

SAR e Inducdo de Resisténcia Sistémica (ISR — Induced
Systemic Resistance ), sdo fendmenos distintos (Sticher et
al., 1997) mas fenotipicamente semelhantes, onde plantas,
ap0Os exposicdo a um agente indutor, tm seus mecanismos
de defesa ativados ndo apenas no sitio de indugdo como
também em outros locais dele distantes, de forma mais ou
menos generalizada. Para autoridades mundialmente
reconhecidas na éarea de indugdo de resisténcia em plantas
(Métraux et al. 1991; Sticher et al., 1997) parece ser
consensual que SAR e ISR sdo fendmenos distintos quanto a
forma através da qual sdo induzidos, desencadeados e
governados por mecanismos bioquimicos diferentes, mas
bastante semelhantes no que concerne ao resultado fenotipico
final, expressando-se sob forma de inducdo de resisténcia
com caréter de sistemicidade.

Embora com pequenas discordancias Métraux et al.,
(1991) tém assumido que SAR envolve o acimulo de PRPs
(Proteinas Relacionadas com Patogénese) como mecanismos
induzidos de defesa da planta, sendo a inducédo salicilato-
dependente (White, 1979; Métraux et al., 1991; Palva et al.,
1994; Lépez-Lo6pez et al., 1995; Andarwulan e Shetty, 1999)
e podendo resultar em alteragdes na planta que a sofreu;
geralmente é induzida por patégenos ou ativadores quimicos.

No caso de ISR, ndo ha acimulo de PRPs, a planta que
sofreu inducdo ndo exibe alteracBes, o agente indutor é
usualmente um microorganismo ndo-patogénico e sua inducao
ndo é salicilato dependente, parecendo haver uma outra rota
de sinalizagdo mais associada a jasmonatos e etileno (Sticher
et al., 1997).

Radicais livres sdo formados sob condicOes de estresse
oxidativo bem como pelas reacdes normais da cadeia de
transporte de elétrons, mas que sdo altamente reguladas
(Chaoui et al., 1997; Mazhoudi et al., 1997; Greggains et al.,
2000), todavia esta regulacdo pode ser perdida se o estresse
for mais severo aumentando consideravelmente a produgéo
de radicais livres que podem levar a uma cascata de evento
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que comecando com a peroxidacao de lipideos, avancam para
degradacdo de membranas e para morte celular (Greggains et
al., 2000). De acordo com Foyer et al. (1997) o aumento nos
oxidantes celulares pode levar a super expressao de genes de
enzimas de desintoxicacdo como as superdxido dismutases
(SOD) (Giannopolitis e Ries, 1977), catalase (CAT),
peroxidase (PRX) e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa
(Sung e Jeng, 1994; Bailly et al, 1998) como parte de uma
estratégia requerida para superar o estresse oxidativo (Foyer
et al., 1997).

O composto H,0O, possui diversas fungdes dentro da
célula desde a producdo de radicais livres até lignificacdo e
producgdo de compostos fendlicos, bem como atuando como
gatilho para as respostas SAR (Hammerschmidt e Kuc, 1982;
Siegel, 1993; Hammerschmidt e Kuc, 1995; Benhamou e
Nicole, 1999; Jung et al., 2000; McCue et al., 2000) onde o
acido salicilico pode ser responsavel por disparar a resposta
SAR inibindo peroxidases especificas.

O termo elicitor bioldgico, usualmente se refere a
macromoléculas, originadas tanto das plantas, como dos
patégenos, as quais sdo capazes de estimular as respostas
das plantas a patégenos. Uma ampla gama de compostos,
incluindo oligossacarideos, glicoproteinas e peptideos, pode
mediar a inducgdo das reacOes de defesa nas plantas (Jung et
al., 2000, Kuc, 2000; Benhamou e Nicole, 1999). De forma
analoga, a resisténcia ao frio ou aos choques de calor podem
ser aumentados por elevacdo na concentragdo de compostos
fendlicos (Rivero et al., 2001) ou por alguns aminoacidos
envolvidos na sintese de fendlicos (Machado Neto et al., 2004b)

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do &cido
salicilico sobre a germinacdo e o vigor de sementes de caléndula
em condic¢des de estresse hidrico e térmico.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de
Anélise de Sementes da (UNOESTE) Universidade do Oeste
Paulista, em Presidente Prudente (SP), no periodo de outubro
de 2002 a agosto de 2004.

Foram utilizadas sementes de caléndula (Calendula
officinalis L). provenientes de Sdo Paulo. Estas foram
homogeneizadas e caracterizadas inicialmente através da
determinacdo do grau de umidade, massa de 100 sementes,
teste de germinacéo, classificacdo de vigor, comprimento de
hipocétilo e de raiz, massa seca de parte aérea e de raiz.

Massa de 100 sementes: determinada usando-se 8
repeticdes de 100 sementes por lote (Brasil, 1992).

Teste de germinacéo: conduziu-se com quatro repetigdes
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de 25 sementes por tratamento, (em duas folhas de papel
para germinagdo), acondicionadas em gerbox acrilico
umedecidas com 12mL de agua e borrifados com &gua a cada
dois dias, colocados em germinador tipo ‘Mangelsdorf’ a 25°C
e fotoperiodo de oito horas (Brasil, 1992). As contagens de
germinagdo foram feitas apds o terceiro dia da semeadura até
0s 21 dias e a percentagem de germinacdo foi calculada
levando-se em consideracdo as plantulas normais (Brasil,
1992).

Experimento 1

Foi preparada uma solucdo matriz de acido salicilico (AS;
138,12 g.mol?) de 0,2mM e através de diluicBes sucessivas
em agua destilada, foram atingidas as concentragdes 0,1; 0,05;
0,025 e 0,0125mM utilizadas em todos 0s experimentos.

As sementes foram acondicionadas em embalagens de
acrilico (gerbox), sobre duas folhas de papel para germinagéo
e umedecidas com 12mL das solucBes de AS nas doses de
0,0; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2mM e colocadas no
germinador nas mesmas condicOes do teste de germinac&o.
Nos 21 primeiros dias apds o inicio do surgimento das plantulas,
foi avaliado o indice de velocidade de germinacéao. Considerou-
se como germinada, uma plantula normal com, no minimo, 2
cm de altura. Para o célculo foi utilizada a formula citada por
Nakagawa (1999).

Comprimento de hipocétilo e de raiz, massa seca de
parte aérea e de raiz: As avaliagbes foram conduzidas
inicialmente nas mesmas condicdes do experimento 1. Ao
sétimo dia, as plantulas normais foram avaliadas medindo-se
0 comprimento do hipocétilo e da raiz, a massa seca da parte
aérea (sem os cotilédones) e a massa seca da raiz (Nakagawa,
1999).

Experimento 2

O pH das amostras de AS nas concentragfes de zero,
0,0125, 0,025, 0,05 e 0,1mM foi aferido em pHmetro e com
base nestes valores foram preparadas solucBes de acido
cloridrico (HCL - 36,47g.mol™*) até os mesmos niveis de pH
das amostras de AS (6,0; 4,8; 4,2; 3,6 e 3,2). As sementes de
caléndula foram acondicionadas em gerbox e seguindo as
mesmas condi¢gdes do experimento 1. As contagens de
germinagdo foram feitas apds o terceiro dia da semeadura até
0s 21 dias e a percentagem de germinacgéo foi calculada
levando-se em consideragdo as plantulas normais (Brasil,
1992). Foram medidas as varidveis: percentagem de
germinacdo (G); indice de velocidade de germinacédo (IVG) e
primeira contagem da germinacéo (PC).

Experimento 3

A germinacdo foi executada como no experimento 2,
porém com temperaturas constantes de 20, 25, 30 e 35°C. As
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contagens de germinacdo foram feitas apds o terceiro dia da
semeadura até os 21 dias e a percentagem de germinago foi
calculada levando-se em consideragdo as plantulas normais
(Brasil,1992). Foram medidas as variaveis: percentagem de
germinacéo (G); indice de velocidade de germinagéo (IVG) e
primeira contagem da germinagéo (PC).

Experimento 4

As sementes foram pré-condicionadas em solugfes de
AS nas doses de 0,0; 0,025 e 0,05mM e colocadas para secar
ao ar. Ao atingirem a umidade inicial, foram colocadas para
germinar nas mesmas condicOes de temperatura e fotoperiodo
dos experimentos anteriores em diferentes potenciais hidricos
(0; -0,3; -0,6; -0,9 e -1,2MPa) induzidas por diferentes
concentragdes de manitol conforme Machado Neto et al.
(2004a). As contagens de germinacdo foram feitas apds o
terceiro dia da semeadura até os 21 dias, separando-se as
plantulas que obtinham pelo menos dois centimetros de raiz e
a percentagem de germinagéo foi calculada levando-se em
consideracdo as plantulas normais (Brasil,1992) e para a
primeira contagem de germinacdo foram consideradas as
plantulas normais obtidas aos trés dias apds a semeadura e
que apresentaram pelo menos dois centimetros de
comprimento. Foram medidas as variaveis: percentagem de
germinacéo (G), indice de velocidade de germinacédo (IVG) e
primeira contagem da germinagéo (PC).

Analise dos resultados

Os experimentos foram conduzidos com delineamento
inteiramente casualizados e os resultados de percentagem de
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germinacdo e primeira contagem de germinacdo foram
transformados em arc seno (X/100)°%, o comprimento do
hipocétilo e raiz, e a massa seca da parte aérea e de raiz ndo
foram transformados. Os dados foram analisados com a ajuda
do software SISVAR, usando o teste F para analise de
variancia, o teste Tukey a 5% para a comparacao multipla de
médias. Os efeitos de concentracdo foram analisados por
regressao polinomial. Os resultados de determinacéo da massa
de 100 sementes e de grau de umidade nao foram analisados
estatisticamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1, mostra que os tratamentos com diferentes
doses de &cido salicilico (AS) e em condicOes ideais de
temperatura e umidade ndo apresenta diferencas significativas
no tocante a massa seca da raiz das plantulas. Todavia a massa
seca da parte aérea das sementes tratadas com AS
apresentaram decréscimo nos valores deste parametro. Isto
pode ser devido ao efeito fitotdxico do tratamento como citado
por Palva et al.(1994).

Houve diferenca significativa para os indices de velocidade
de germinacdo (Figura 2), sendo que os maiores valores
situam-se entre 0,025 e 0,05mM, mostrando a diminuicdo da
velocidade da germinacdo das sementes de caléndula a partir
dessas doses de AS. Segundo Takaki e Rosim (2000), o acido
acetil salicilico provoca sincronizacdo da germinacdo de
Raphanus sativus e o mesmo efeito ocorreu com caléndula
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FIGURA 1. Massasecade parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) de caléndula (Callendula officinalis L.) submetidas a diferentes
doses de &cido salicilico. UNOESTE, Presidente Prudente, SP, 2004.
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FIGURA 2. Indice de velocidade de germinagao (IVG) de sementes de caléndula (Callendula officinalis) submetidas a diferentes
doses de acido salicilico. UNOESTE, Presidente Prudente, SP,2004.
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FIGURA 3. Germinacao (%) e primeira contagem de germinacédo (Pcont) de sementes de caléndula (Callendula officinals L.)
submetidas a diferentes doses de &cido salicilico. UNOESTE, Presidente Prudente, SP,2004.

nas doses de 0,025 e 0,05mM utilizadas neste trabalho.
Apesar de os testes de germinacdo e primeira contagem
terem tendéncias similares (Figura 3) ndo houve diferenca
significativa na primeira contagem, talvez devido ao fato da
plantula ainda ndo ter tido tempo habil de resposta ao AS. Na
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hipotese deste estar induzindo Resisténcia Sistémica Adquirida
- SAR, observa-se ainda que a germinacao foi significativa, ja
que a mesma € realizada aos 21 dias. As plantulas
provavelmente obtiveram tempo para que o AS pudesse agir
e assim ativar o sistema. Dessa forma, as melhores doses
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detectadas sementes de caléndula germinadas situaram-se
entre 0,025 e 0,05mM de AS, mesmo em condicdes ideais de
temperatura e umidade.

De acordo com a Figura 4 observa-se que para 0S
parametros numero de folhas, comprimento da parte aérea e
comprimento da raiz ndo houve diferencas significativas para
os tratamentos com AS. Estes testes foram efetuados ao
sétimo dia da germinacdo, talvez as proteinas de tolerancia
ainda nao estivessem atuando, sendo o0 SAR um mecanismo
de defesa acionado por indutores (Hammerschmidt e Kuc,
1982; Métraux et al. 1991; Palva et al. 1994; Lopez-Lopez et
al., 1995; Sticher et al. 1997; Kuc, 2000; McCue et al., 2000).

De acordo com McCue et al.(2000) e Andarwulan e
Shetty (1999), um meio com baixo pH pode estimular a
sintese fendlica e aumentar a rigidez do tecido através de
lignificacdo. A estimulagdo da sintese fendlica, através de baixo
pH, suporta a hipotese de que o crescimento e elongacdo de

células, induzida por acidez, pode ser regulada através da via
das pentoses fosfato. Esta via pode estar ligada a estimulagdo
do metabolismo de prolina, em resposta ao meio acido ou
aplicacdo de &cido salicilico, baseada em concomitante
estimulacdo de glucose-6-fosfato-desidrogenase e aumento
do contetdo de prolina. As diferencas de acidez (Figura 5)
ndo alteraram as avaliagfes de percentual de germinacédo e
IVG, sendo assim extinta a possibilidade do efeito ser devido
a acidez, confirmando-se o efeito de AS em sementes de
caléndula.

Segundo McCue et al. (2000), varias formas de combate
ao estresse sdo citadas, entre elas a aplicagdo exdgena ou
estimulo a sintese enddgena dos acidos organicos, salicilico,
ascorbico e citrico, sendo que destes o primeiro pode agir
como indutor de proteinas de tolerdncia ao estresse (SAR).
Nos tratamentos com AS na concentragdo de 0,025mM, houve
melhora significativa no percentual de germinagéo e no IVG
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FIGURA 4. Namero de folhas (NF) e comprimento de parte aérea (CPA) e de raizes (CR) de plantulas de caléndula (Calendula
officinalis L.) submetidas a diferentes doses de acido salicilico .UNOESTE, Presidente Prudente, SP,2004.
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FIGURA 5. Germinacdo (%) e indice de velocidade de germinacéo (1VG) de sementes de caléndula (Calendula officinalis L.)
submetidas a diferentes pH. UNOESTE, Presidente Prudente, SP, 2005.

de sementes de caléndula sob efeito de estresse hidrico (Fi- Tanto o percentual de germinago como o IVG de se-
guras 6 e 7). Isto pode ser devido a resposta das sementes ao mentes de caléndula, reagiram positivamente sob efeito de
AS, que poderia ter induzido proteinas SAR fazendo com que estresse térmico a 35°C, quando submetidas as doses de 0,025

as sementes tivessem uma resposta superior a germinagio € 0:05 MM de AS (Figuras 8 e 9), comprovando assim 0
em agua efeito do AS em condigOes de estresse térmico, e mesmo em
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FIGURA 6. Germinacao (%) de sementes de caléndula (Calendula officinalis L.) submetidas a diferentes concentragdes de acido
salicilico sob estresse hidrico. UNOESTE, SP, Presidente Prudente, 2005.
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FIGURA 7. indice de velocidade de germinacéo (IVG) de sementes de caléndula (Calendula officinalis L.) submetidas & diferentes
concentracdes de &cido salicilico sob estresse hidrico. UNOESTE, Presidente Prudente, SP,2005.
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FIGURA 8. Germinacéo (%) de sementes de caléndula (Calendula officinalis L.) submetidas a diferentes concentraces de acido
salicilico e temperaturas. UNOESTE, Presidente Prudente, SP, 2005.
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IVG

y(zero) = -0,2333x” - 0,74x + 6,8667 R* = 0,9729

y (0,025)=-0,1167x" - 1,4233x + 7,75 R* = 0,8954

y(0,05) =-0,05x" - 1,61x + 7,55 R*=0,9114
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FIGURA 9. indice de velocidade de germinagéo (1VG) de sementes de caléndula (Calendula officinalis L.) submetidas a diferentes
concentracoes de &cido salicilico e temperaturas. UNOESTE, Presidente Prudente, SP,2005.

condic¢des ideais de temperatura (25°C), observa-se uma me-
Ihora significativa com a dose de 0,025mM de AS. Resulta-
dos semelhantes foram registrados por Takaki e Rosim (2000)
em Raphanus sativus L.

CONCLUSAO

O 4cido salicilico na dose de 0,025mM interfere

Revista Brasileira de Sementes, vol. 29, n° 1, p.114-124, 2007

positivamente na percentagem de germinagdo e no indice de
velocidade de germinagdo de sementes da caléndula em
condigdes ideais e sob efeito de estresse hidrico e térmico a
35°C.
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