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Apresentagido

O e-book Sementes: foco em pesquisa sobre qualidade fisiologica e sanitaria — volume 2
de publicagdo da Pantanal Editora, apresenta, em seus treze capitulos, os resultados de pesquisas
desenvolvidas ao longo dos tltimos anos de varias institui¢oes de ensino como a Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) a Universidade Federal do Parand (UFPR) e a Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” (UNESP) Campus Botucatu, todas com participagao direta dos académicos de
graduacio e de poés-graduagao.

Sabendo que as pesquisas na Area de Sementes sdo essenciais para uma agricultura de baixo
impacto ambiental e aumento da produtividade, nosso trabalho visa contemplar as necessidades de
desenvolvimento do Setor Agronémico Brasileiro. Aproximando o produtor da ciéncia, para que ambos
obtenham sucesso na aplicabilidade desse conhecimento no campo, de forma a promover um manejo
sustentavel e rentavel ao meio rural.

Otima leitura e atenciosamente,

Janine Farias Menegaes
Raquel Stefanello

Ubirajara Russi Nunes



Quem cultiva a semente do amor
Segue em frente e nao se apavora
Se na vida encontrar dissabor
Vai saber esperar a sua hora

(Madureira, Bernini & Pilares)
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Capitulo VII

Acido salicilico na germinag¢iao de sementes de trevo-
persa

4 10.46420/9786585756280cap7 Raquel Stefanello
Raissa Taina Puntel

Daiane Balconi Bevilaqua

Lucio Strazzabosco Dotrneles

Ubirajara Russi Nunes

INTRODUCAO

O acido salicilico (AS) é conhecido como um dos fitohorménios multifuncionais amplamente
encontrado nas plantas. F, também um importante bioestimulador envolvido na regulacio do
crescimento e nas fases de desenvolvimento das culturas horticolas (Chen et al., 2023), sendo produzido
dentro da planta no citoplasma e nos cloroplastos (Hassoon & Abduljabbar, 2019). Foi sugerido que uma
pequena quantidade de AS tenha uma excelente capacidade de superar as adversidades que ocorrem
devido ao estresse abidtico, e esta é uma boa forma de assegurar a produgao sustentavel de culturas
agricolas a nivel mundial (Chen et al., 2023).

Varias espécies de plantas contém acido salicilico com propor¢ao variando em grandes faixas de
0,1 210 pg g' de massa fresca, dependendo da espécie e uma quantidade significativa é armazenada em
formas metiladas e/ou glicosiladas (Liu et al., 2022). Além disso, pode ser utilizado de forma ex6gena,
consistindo em uma alternativa, para melhorar a qualidade e o vigor das sementes, para alterar
propriedades morfolégicas, fisiologicas e bioquimicas prejudiciais ao desenvolvimento normal das
mesmas, além de melhorar a germinagao (Lima Rocha et al., 2021).

O 4cido salicilico pode estar envolvido na regulagao do crescimento e desenvolvimento normal
das plantas (Aminifard et al., 2020); pode promover a diferencia¢ao dos botdes florais, aumentando a
floracio (Guo et al., 2023); exerce efeitos moduladores regulando a dorméncia e o crescimento das
plantulas, tornando-as mais vigorosas ou menos suscetiveis a condi¢oes adversas (Sedlakova et al., 2023)
e desempenha varios papéis no aumento da resisténcia das plantas ao estresse como tolerancia ao sal (Fu
et al,, 2023). Adicionalmente, o AS pode aumentar a tolerancia das plantas a seca, regulando o crescimento
das raizes, melhorando a eficiéncia do uso da agua pelas folhas, estabilizando as membranas celulares e
modulando o sistema de enzimas antioxidantes (Lefevere, Bauters & Gheysen, 2020; Ullah et al., 2023).

Entre os fitohormonios, o acido salicilico tem sido considerado um regulador quimico alternativo
e ecologicamente correto, adequado para aliviar problemas de tolerancia ao estresse abidtico em muitas

culturas horticolas. Tem uma excelente capacidade de regular a absor¢do de minerais, a abertura e o
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fechamento dos estomatos, ativando os eliminadores de enzimas reativas de oxigénio (ROS) em resposta
ao estresse abiotico (Li et al., 2021).

A esse respeito, varios autores relataram o efeito da aplicagao exdgena de acido salicilico na
germinagao das sementes, como observado, por exemplo, em centeio (Secale cereale L.) (Yanik et al., 2018),
cevada (Torun et al., 2020), soja [Glycine max (L.) Merrill.] (Dalcin et al., 2019), feijao (Phaseolus vulgaris 1..)
(Fernandes et al., 2019), trevo-branco (Trzfolium repens L.) e trevo-vesiculoso (1. vesiculosum Savi) (Bortolin
et al., 2020), capim-lanca (Awstrostipa scabra Lindl.), grama-stopodes (Microlaena stipoides (Labill.) R.Bz.) e
palha-voadora (Rytidosperma geniculatum Mattos) (Pedrini, Stevens & Dixon, 2021), lentilha (Lexns esculenta
Moench) (Chen et al., 2021), eucalipto (Ewucalyptus spp.) (Lima Rocha et al., 2021), arroz (Oryza sativa 1..)
(Yang et al., 2021), ervilha (Pisum sativum 1..) (Ahmad et al., 2022), pimentao (Capsicum annumm 1..)
(Agoncillo, 2018; Poor et al.,, 2019; Neumann Silva et al., 2023) e alfafa (Medicago sativa 1..) (Xu et al.,
2023). No entanto, apesar dos extensos dados experimentais, nenhum estudo basico e aplicado sobre as
respostas fisiologicas das plantas ao AS foi encontrado para a espécie trevo-persa (Trifolium resupinatum
L.). Esta espécie pertencente a familia Fabaceae, ¢ uma leguminosa anual originaria do clima
mediterraneo, adaptada as condi¢des edafoclimaticas das areas cultivadas com arroz e utilizada
principalmente como forragem, fornecendo pastagens e feno altamente nutritivos (Heuzé et al., 2015;
Sganzerla et al., 2015). Semelhante a outras culturas forrageiras, quando cultivada em ambientes de alta
salinidade, as taxas de germinac¢ao sao baixas, resultando na reducao do crescimento e da biomassa das
plantulas (Ghassemabadi, Eisvand & Akbarpour, 2018).

Conforme verificado na literatura, muitos estudos estio sendo realizados com o objetivo de
elucidar o efeito da aplicagao exdgena de acido salicilico nos parametros de germinagdo e desempenho
de plantulas de diversas espécies agricolas, mas ainda existem duvidas quanto as concentragées utilizadas
e a forma de aplicagdo nas sementes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do

acido salicilico na germinag¢ao de sementes de trevo-persa.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Vegetal & Evolugao Vegetal, do
Departamento de Biologia (Centro de Ciéncias Naturais e Exatas) da Universidade Federal de Santa Maria
(RS), Brasil, com sementes peletizadas de trevo-persa cultivar Lightning, adquiridas de uma empresa
tradicional na comercializagao de sementes (PGG Wrightson Seeds Brasil).

O preparo dos tratamentos consistiu em diluir o acido salicilico (C7HeO3) em agua destilada, nas
concentragdes de 0,0900 g L. (500 uM), 0,1801 g L. (1000 uM), 0,2704 g L' (1500 uM) e 0,3603 g L."!
(2000 uM), de acordo com metodologia adaptada de Apon et al. (2023). No tratamento controle (0 uM)
foi utilizada apenas agua destilada. Considerando a baixa solubilidade em 4gua do AS, a solugdo foi

aquecida em micro-ondas por 5 minutos para completa dissolugao.
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O potencial fisiologico das sementes foi avaliado em camara de germinagao, com regime de 24 h
de luz, através do teste de germinagao realizado em caixas plasticas transparentes com quatro repeti¢oes
de 50 sementes. As sementes foram acondicionadas sobre trés folhas de papel germitest umedecidas com
agua destilada ou com as respectivas solucdes de AS na proporc¢ao de 2,5 vezes a massa seca do papel.
Ap6s a semeadura, as caixas plasticas foram mantidas na temperatura de 20 °C, sendo a primeira
contagem de germinacao realizada apds 4 dias e a ultima aos 7 dias (quando foi finalizado o teste). Os
resultados foram expressos em percentagem de plantulas normais (Brasil, 2009).

Para avaliagdo do comprimento, dez plantulas normais de cada repeticio obtidas do teste de
germinac¢ao foram avaliadas, aleatoriamente, com o auxilio de uma régua milimetrada. O comprimento
médio das plantulas foi obtido somando-se as medidas de cada repeticao e dividindo-se pelo nimero de
plantulas normais mensuradas, com resultados expressos em centimetros (cm). Em seguida, as dez
plantulas normais de cada repeticdo resultantes do teste de comprimento foram mantidas em sacos de
papel, em estufa com temperatura aproximada de 60 °C, até a obten¢do de massa constante (48 h).
Posteriormente, as plantulas foram novamente pesadas em balanca de precisao, com resolucio de 0,001
g, sendo os resultados expressos em miligramas (mg).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, onde os tratamentos
constitufram-se das diferentes concentracdes de acido salicilico. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) pelo teste I e Scott-Knott (p-valor=0,05), quando constatado efeito significativo,
foi realizada a analise de regressiao pelo software SISVAR. A apresentacao em graficos de colunas foi

escolhida para melhor visualizagao dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia mostrou que nao houve diferenca significativa na percentagem de plantulas
normais de trevo-persa avaliadas pelos testes de primeira contagem aos 4 dias (94, 91 e 95%) e germinac¢ao
aos 7 dias (95, 94 e 96%) até 1000 uM de AS (Figuras 1A e 1B).

No entanto, decréscimo no crescimento das plantulas foi observado a partir de 500 uM (3,64 cm)
de AS em relagdo ao controle (4,17 cm) (Figura 2A). Para a biomassa seca das plantulas nao houve
diferenca entre a aplicagao de 4acido salicilico e o tratamento controle (Figura 2B), resultados estes
semelhantes aos observados por Lima Rocha et al. (2021) em sementes de Ewucabyptus nrophylla S.T. Blake
e E. grandis W. Mill ex Maiden até 1000 pmol L.
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Figura 1. Primeira contagem (A) e germinacao (B) de sementes de trevo-persa (Trzfolinm resupinatum 1..)
submetidas a diferentes concentragoes de acido salicilico. ¥Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p-valor=0,05). Fonte: os autores.
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Figura 2. Comprimento total (A) e massa seca (B) de plantulas de trevo-persa (Trifolinm resupinatum 1..)
submetidas a diferentes concentragoes de acido salicilico. *Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p-valor=0,05). Fonte: os autores.

A aplicagao de acido salicilico tem papel controverso no crescimento e desenvolvimento das
plantas, dependendo da concentracao, da espécie, da frequéncia de aplicacio e da etapa de
desenvolvimento da planta (Silva et al., 2020; Koo, Heo & Choi, 2020). O papel do AS na fisiologia e
producao vegetal é limitado a baixas concentragoes, pois em altas concentra¢oes pode causar danos
oxidativos, reduzindo a tolerancia contra estresses abi6ticos como, por exemplo, o sal (Kumar et al.,

2022). Por outro lado, em sementes de ervilha, o AS aliviou o efeito adverso da salinidade, mesmo em
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niveis mais altos, induzindo sistemas antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos, ag¢ucares soluveis,
acumulo de prolina e regulando a homeostase i6nica juntamente com a regulagdo positiva de
antiportadores Na*'/H" (Ahmad et al., 2022).

Nossas observagoes mostram que o comprimento das plantulas de trevo-persa foi reduzido a
partir de 500 uM (Figura 3). Resultados semelhantes ao deste estudo foram observados em sementes de
soja onde concentragoes de AS entre 250 e 750 uM apresentaram resultados favoraveis, porém, acima de
1000 pM prejudicaram os parametros de crescimento (Dalcin et al, 2019), enquanto o AS em
concentragoes de até¢ 1000 uM nao afetou negativamente a germinagao das sementes de feijao (Fernandes
et al., 2019). Em sementes de centeio, baixa concentracao de AS resultou em aumento da taxa de
germinacao e alongamento das raizes, e concentra¢des mais altas ocasionaram acimulo de H,O» devido
ao aumento de superoxido dismutase e menor atividade da enzima catalase, consequentemente,

ocorrendo diminuicao da taxa de germinacio e do crescimento radicular (Yanik et al., 2018).

500 1000 1500 2000

\

i

v

W

=
==
=
=
=
D =
e
o=
—
o=
S

Figura 3. Plantulas de trevo-persa (T7ifolium resupinatum 1..) submetidas a diferentes concentragoes de
acido salicilico (WM). Fonte: os autores.

Pesquisas realizadas anteriormente indicaram que os efeitos dos tratamentos com 4acido salicilico
podem ser diferentes em cada espécie ou cultivar (Neumann Silva et al., 2023). Em sementes de arroz,
concentragoes mais baixas como 10 uM de AS, fornecido através da solucao nutritiva, melhorou
consideravelmente os parametros de crescimento das plantas e a produ¢ao de biomassa, reduzindo a
absorcao de cromo (Yang et al., 2021) e 770 pM de AS incrementou a germinagao das sementes de alfafa
(Medicago sativa 1.), reduzindo a peroxidacao lipidica, promovendo a regulagdo osmotica e aumentando

os niveis de antioxidantes (Xu et al., 2023).
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Outros estudos mostram que o condicionamento com 4acido salicilico nao influenciou a taxa de
germinagao final das sementes de trevo-branco e de trevo-vesiculoso, mas mitigou os efeitos do aluminio
(Al) na parte aérea desses (Bortolin et al., 2020). Adicionalmente, nao foram verificados efeitos de
incremento no potencial fisiolégico de sementes de pimentao em func¢ao do tratamento de sementes com
doses entre 0 a 400 pM de AS; assim como ndo se observaram efeitos positivos de estimulo do
crescimento das plantulas (Neumann Silva et al., 2023).

Complementarmente, o efeito positivo ou negativo da aplicacao de AS depende de varios fatores,
incluindo dose, estagio de desenvolvimento da planta, espécie utilizada e modo de aplicacio (Poor et al.,
2019). Em sementes de eucaliptos (Eucalyptus urophylla S.T .Blake e E. grandis Hill ex-Maiden) tratadas
com 250 a 1000 pmol L." de 4cido salicilico, o comprimento do hipocétilo nio foi afetado pelo aumento
das doses enquanto para o comprimento radicular houve um crescimento conforme as concentragdes
aplicadas (Lima Rocha et al., 2021). Ainda, o envolvimento das sementes com 4acido salicilico (100 uM)
melhorou a sobrevivéncia de trés espécies (capim-langa, grama-stopodes e palha-voadora) de gramineas
nativas utilizadas em programas de restauracao (Pedrini et al., 2021) e, além disso, foi observado efeito
positivo na germinagao de sementes de pimentao com doses entre 100 e 500 pM (Agoncillo, 2018).

E interessante destacar que as doses utilizadas influenciam diretamente nas respostas das
sementes, visto que para algumas espécies as doses recomendadas sao menores do que para outras (Lima
Rocha et al.,, 2021). Em sementes de cevada os efeitos do tratamento exégeno com AS dependeram tanto
do momento do tratamento quanto da cultivar a qual foi aplicado (Torun et al., 2020). Em sementes de
lentilha concentragdes de 100 a 500 pM estimularam o crescimento de raizes, contudo, em concentragao
de 1000 uM ocorreu efeito inibitério (Chen et al, 2021). Assim, é possivel inferir que diferentes
concentragoes de AS em diferentes espécies de plantas tém efeitos estimulantes ou inibidores no
crescimento (Koo et al., 2020; Bagautdinova et al., 2022).

O 4acido salicilico ¢ um derivado fendlico comumente encontrado em plantas. Muitos estudos
demonstraram que, ao atuar como fito-hormonio, desempenha papéis cruciais nas respostas de tolerancia
das plantas aos estresses bidticos e abidticos, mantendo assim o crescimento normal das plantas e
melhorando os rendimentos sob estresse (Song et al., 2023). Além disso, faz a mediagao na regulagao do
crescimento afetando a divisdo e expansao celular; onde genes ou outras proteinas se ligam ao AS para
modular a transcri¢io de genes-chave (como os associados com o ciclo celular e relaxamento da parede
celular) ou no c¢mwsstalk com outros hormonios (giberelina, auxina e etileno) de maneira positiva ou
negativa e, em seguida, regulam a divisao ou expansao celular, finalmente modificando o crescimento da
planta (Li et al., 2022). Em concentra¢oes adequadas, pode induzir as plantas a produzirem compostos
antioxidantes, como enzimas e proteinas, que atuam na remog¢ao de espécies reativas de oxigénio e
favorecem a atividade fotossintética (Safeer et al., 2019).

Por fim, os resultados deste estudo indicam uma redugao significativa para a porcentagem de

germinagao, conforme foram adicionadas dosagens mais elevadas de acido salicilico, onde nos

| 93 |



Sementes: foco em pesquisa sobre qualidade fisioldgica e sanitaria — volume 2

tratamentos com 1500 pM (90%) e 2000 uM (88%) foram observados os menores valores de germinagao,
em relagao ao controle (95%), demonstrando que a partir destas dosagens a embebicao das sementes de
trevo-persa em acido salicilico ndo proporcionou maior porcentagem de germina¢ao (Figura 1B). Estes
resultados sdo importantes para compreender o papel do acido salicilico na germinacao destas sementes

e podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias eficazes para o manejo da cultura.

CONCLUSAO
O acido salicilico apresentou efeito positivo na germinagao das sementes de trevo-persa até 1000

uM, reduzindo o comprimento das plantulas a partir de 500 pM.
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