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CARVALHO, Patricia Reiners. Avaliagao do uso de acido salicilico em sementes
de caléndula (Calendula officinalis L.) sob diferentes estresses. Presidente
Prudente: UNOESTE, 2006. Dissertagao (Mestrado em Agronomia).

Orientador: Prof. Dr. Nelson Barbosa Machado Neto.

RESUMO

A caléndula (Calendula officinalis L.) € uma importante planta medicinal e
ornamental, e também € usada na culinaria, na fabricacdo de cosméticos e de
fitofarmacos. As plantas sofrem agressdes por agentes bidticos e abidticos e apesar
de ndo apresentarem defesas através de movimentos ageis, podem ocorrer
adaptacdes e profundas alteragdes no metabolismo da célula vegetal, entre elas a
sintese de proteinas de defesas ativada através de mecanismos complexos. A
aplicagao exogena ou o estimulo a sintese enddégena de acidos organicos como o
acido salicilico pode agir como indutor de proteinas de tolerancia aos diferentes
estresses, bem como para elevar a atividade de enzimas de desintoxicagao celular,
especialmente as envolvidas na degradagcdo de radicais ativos oxigenados. O
objetivo deste trabalho foi o de se estudar o efeito do acido salicilico (AS) sobre a
germinacdo e o vigor de sementes de caléndula (Calendula officinalis L.) em
condicbes ideais e sob estresse térmico e hidrico. As sementes foram colocadas
para germinar em papel embebido em solugdes com concentragdes crescentes de
acido salicilico (zero, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,1 e 0,2mM); medindo-se as variaveis:
porcentagem de germinagdo (G%); indice de velocidade de germinagédo (IVG) e
germinagao a primeira contagem (PC). Ficou constatado através do teste de Tukey
que apenas a (%G) foi significativa, sendo que as melhores dosagens detectadas
para o percentual de sementes germinadas ficou entre 0,025 e 0,05 mM de acido
salicilico. Trés outros experimentos foram feitos, um com agua 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 -1,2 MPa), e
outro com temperaturas (20, 25, 30 e 35°C). Nao houve efeito dos tratamentos
acidos sobre a germinagéao e o IVG de caléndula. A concentragado de 0,025mM de
AS apresentou-se como superior tanto para %G como para IVG de sementes de
Caléndula sob efeito de estresse hidrico. O uso, ou ndo, de AS néo foi eficiente para
aliviar o estresse térmico.

Palavras-chave: Resisténcia Sistémica Adquirida; Estresse Hidrico; Germinacéo,
IVG.



CARVALHO, Patricia Reiners. Study the use salicylic acid of marigold seeds
(Calendula officinalis L.) or stressing conditions. Presidente Prudente: [s.n],
2006. (Msc. Dissertation).

Adviser: Prof. Dr. Nelson Barbosa Machado Neto.

ABSTRACT

Marigold (Calendula officinalis L.) is an important medicinal and decorative plant also
used in the kitchens and in the manufacturing of cosmetic and phytotherapic
products. Plants are susceptible to biotical and non biotical aggression and
independently of not showing agile movements as defence; they could present deep
modifications in the cell metabolism as defence protein synthesis activated by single
molecules or complex mechanisms. The exogenous application or the synthesis
stimulus of organic acids as salicylic, may act as an inductor of tolerance protein to
different biotical or non biotical stress increasing the detoxification enzyme activity,
specially those ones involved in the degradation of reactive oxygen species. The aim
of this work was the study of salicylic acid (SA) over the germination and vigour of
marigold seeds (Calendula officinalis L.) in ideal or stressing conditions. Seeds were
put to germinate in paper wetted with SA (zero, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 and 0.2mM).
Germination (G%), first germination counting(PC) and germination velocity index
(IVG) were measured. Just germination was significant, and the best doses were
0.025 and 0.05 mM of SA. Three other experiments were done one with acid water,
adjusted to the pH of the related SA solutions (6.0; 4.8, 4.2 3.6 and 3.2), one with
different water potentials, induced by mannitol (0; -0.3; -0.6; -0.9 and -1.2 MPa) and
one with different temperatures(20, 25, 30 e 35°C). pH had no effect over
germination and IVG of Marigold seeds, so the effect observed earlier was due to SA.
The treatment with 0.025mM of SA increased the G% and IVG of marigold seeds
exposed to water deficit. Temperature with or without SA treatment were superior at
20°C than the recommended temperature of 25°C.

Index terms: systemic acquired resistance; water deficit; germination, IVG
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RESUMO - A caléndula (Calendula officinalis L.) é uma importante planta medicinal e
ornamental, ¢ também ¢ usada na culinaria, na fabricagdo de cosméticos ¢ de fitofarmacos. As
plantas sofrem agressdes por agentes bioticos e abidticos e apesar de ndo apresentarem
defesas através de movimentos ageis, podem ocorrer adaptagdes e profundas alteragdes no
metabolismo da célula vegetal, entre elas a sintese de proteinas de defesas ativada através de
mecanismos complexos. A aplicagdo exdgena ou o estimulo a sintese enddgena de acidos
organicos como o acido salicilico pode agir como indutor de proteinas de tolerancia aos
diferentes estresses, bem como para elevar a atividade de enzimas de desintoxicagdo celular,
especialmente as envolvidas na degradacdo de radicais ativos oxigenados. O objetivo deste
trabalho foi estudar o efeito do acido salicilico (AS) sobre a germinagdo ¢ o vigor de sementes
de caléndula (Calendula officinalis L.) em condic¢des ideais ¢ 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 varidveis:
porcentagem de germinagdo (G); indice de velocidade de germinacdo (IVG) e primeira
contagem da germinagdo (PC). Ficou constatado através do teste de Tukey que apenas a (G)
foi significativa, sendo que as melhores dosagens detectadas para o percentual de sementes
germinadas ficou entre 0,025 e 0,05mM de acido salicilico. Trés outros experimentos foram
feitos, um com agua acidulada aos pH respectivos as concentragdes de acido salicilico (6,0;
4,8;4,2; 3,6 ¢ 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). Nao houve efeito dos
tratamentos acidos sobre a germinacdo e o IVG de caléndula. A concentragdo de 0,025mM de
AS apresentou-se como superior tanto para G como para IVG de sementes de caléndula sob
efeito de estresse hidrico. O uso, ou ndo, de AS ndo foi eficiente para aliviar o estresse
térmico.

Termos para indexagdo: resisténcia sistémica adquirida; estresse hidrico; germinagdo, IVG.
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ABSTRACT - Marigold (Calendula officinalis L.) is an important medicinal and decorative
plant also used in the kitchens and in the manufacturing of cosmetic and phytotherapic
products. Plants are susceptible to biotical and non biotical aggression and independently of
not showing agile movements as defence; they could present deep modifications in the cell
metabolism as defence protein synthesis activated by single molecules or complex
mechanisms. The exogenous application or the synthesis stimulus of organic acids as
salicylic, may act as an inductor of tolerance protein to different biotical or non biotical stress
increasing the detoxification enzyme activity, specially those ones involved in the degradation
of reactive oxygen species. The aim of this work was the study of salicylic acid (SA) over the
germination and vigour of marigold seeds (Calendula officinalis L.) in ideal or stressing
conditions. Seeds were put to germinate in paper wetted with SA (zero; 0.0125; 0.025; 0.05;
0.1 and 0.2mM). Germination (G), first germination counting (PC) and germination velocity
index (IVG) were measured. Just germination was significant, and the best doses were 0.025
and 0.05mM of SA. Three other experiments were done one with acid water, adjusted to the
pH of the related SA solutions (6.0; 4.8; 4.2; 3.6 and 3.2), one with different water 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). pH had no effect over germination and IVG of Marigold seeds, so the effect
observed earlier was due to SA. The treatment with 0.025mM of SA increased the G and IVG
of marigold seeds exposed to water deficit. Temperature with or without SA treatment were

superior at 20°C than the recommended temperature of 25°C.

Index terms: systemic acquired resistance; water deficit; germination, IVG.
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INTRODUCAO

A caléndula (Calendula officinalis L.) pertencente a familia Asteraceae, tem sua
origem na orla mediterranea e ¢ importante pelo seu uso como planta medicinal e ornamental.
Também ¢ usada na culindria e na fabricacdo de cosméticos e fitoterapicos. A busca crescente
pelo desenvolvimento sustentavel e melhorias na qualidade de vida também envolvem o
despertar de tecnologias para producao de espécies vegetais cada vez em maiores quantidades
e menores agressdes ao meio, com essa conscientizagdo cada vez maior da populagdo no
tocante a conservagdo do meio ambiente, a utilizacdo desenfreada de agroquimicos comeca a
ser repensada e as buscas por novas tecnologias voltadas a prote¢do das plantas contra os
agentes bioticos e abidticos ganha um novo impulso. Nesse contexto de exploragao
sustentavel e da protecdo de plantas, além de novos produtos fitoterapicos e até homeopatia
vegetal, podemos inserir a indugdo de resisténcia vegetal, que pode ser vista como de
ocorréncia natural, podendo ser induzida por fatores bidticos ou abidticos, os quais precisam
ser decifrados para usa-los a favor de produtos eficientes e ambientalmente corretos na busca
de maior produtividade com qualidade (Gazim, 2005).

As plantas, assim como todos os outros seres vivos, sofrem freqiientemente agressoes
causadas por agentes bioticos e abidticos. Apesar dos vegetais ndo apresentarem defesas
através de movimentos ageis, hoje sabemos que podem ocorrer adaptagdes e¢ profundas
alteracdes no metabolismo da célula vegetal, 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 vdarios papéis na resisténcia e
sobrevivéncia da planta, de forma direta (combatendo o agente agressor) ou indireta
(mantendo a estrutura e as fungdes celulares). Esse elaborado sistema de defesa e adaptagao

das plantas pode atuar de trés formas: i) Resisténcia constitutiva, inespecifica ou estatica,
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dependendo do pesquisador que a elas se refere, ocorre mesmo sem a agdo de agentes
agressores, recebida por heranga genética, tornando as plantas imunes a determinados
patogenos (Goto, 1990; Sticher et al., 1997); ii). Resisténcia localizada, ativada no ponto onde
ocorre a agressdo, e iii) Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR - Systemic Acquired
Resistance) que protege a planta contra ataques subseqiientes.

SAR e Inducao de Resisténcia Sist€émica (ISR — Induced Systemic Resistance ), sdo
fenomenos distintos (Sticher et al., 1997) mas fenotipicamente semelhantes em que plantas,
apods exposicao a um agente indutor, tém seus mecanismos de defesa ativados ndo apenas no
sitio de indug¢do como também em outros locais dele distantes, de forma mais ou menos
generalizada. Para autoridades mundialmente reconhecidas na area 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 s3o induzidos e desencadeados e
governados por mecanismos bioquimicos diferentes, mas bastante semelhantes no que
concerne ao resultado fenotipico final que se expressa sob forma de indugdo de resisténcia,
resisténcia essa com carater 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. Sua inducdo ¢ salicilato-dependente (White, 1979; Métraux et
al., 1991; Palva et al., 1994; Lopez-Lopez et al., 1995; Andarwulan e Shetty, 1999) podendo
resultar em alteragdes na planta que sofreu indugao e geralmente ¢ induzida por patdgenos ou
ativadores quimicos. No caso de ISR, ndo ha acimulo de PRPs, a planta que sofreu indugao
ndo exibe alteracdes, o agente indutor ¢ usualmente um microrganismo nao-patogénico e sua
inducdo nao ¢ salicilato dependente, parecendo haver uma outra rota de sinalizagdo mais

associada a jasmonatos e etileno (Sticher et al., 1997).
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Radicais livres s3o formados sob condigdes 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 regulagdo pode ser
perdida se o estresse for mais severo aumentando consideravelmente a producdo de radicais
livres que podem levar a uma cascata de eventos que, comecando com a peroxidagdo 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 expressdo 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).

Uma destas moléculas ¢ o H,O, que possui diversas fungdes dentro da célula, desde a
produgdo de radicais livres até lignificagdo e produgdo de compostos fendlicos, bem como
atuando como gatilho para as respostas SAR (Hammerschmidt ¢ 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 patdgenos, as quais sdo capazes de estimular as respostas das plantas a
patogenos. Uma ampla gama de compostos, incluindo oligossacarideos, glicoproteinas e
peptideos, pode mediar a inducdo das reagdes 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 elevacao na concentragdo de compostos fenolicos (Rivero et
al., 2001) ou por alguns aminodcidos envolvidos na sintese de fendlicos (Machado Neto et al.,

2004b)
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O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito que o 4cido salicilico tem sobre a

germinagdo e o vigor de sementes de caléndula em condigdes de estresse hidrico e térmico.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Andlise de Sementes da
(UNOESTE) Universidade do Oeste Paulista, em Presidente Prudente (SP), no periodo de
outubro de 2002 a agosto de 2005.

Foram utilizadas sementes de caléndula (Calendula officinalis L). Ap6s o recebimento
das sementes compradas em Sao Paulo e importadas dos Estados Unidos, as sementes foram
homogeneizadas e caracterizadas inicialmente através da determinagdo do grau de umidade,
massa de 100 sementes, teste de germinagdo, classificacdo de vigor, comprimento de
hipocétilo e de raiz, massa seca de parte aérea e de raiz.

CARACTERIZACAO INICIAL

MASSA DE 100 SEMENTES: Foi determinada usando-se 8 repeti¢des de 100 sementes por
lote (Brasil, 1992).

TESTE DE GERMINACAO: conduziu-se com quatro repeticdes de 25 sementes por
tratamento, em duas folhas de papel para germinagdo (germitest), acondicionadas em gerbox
acrilico umedecidas com 12 mL de agua e borrifados com agua a cada dois dias, colocados
em germinador tipo ‘Mangelsdorf” a 25°C , e fotoperiodo de oito horas de luz e dezesseis
horas de escuro (Brasil, 1992). As contagens de germinagdo foram feitas apos o terceiro dia
da semeadura até os 21 dias e a percentagem de germinacgdo foi calculada levando-se em

consideracdo as plantulas normais (Brasil, 1992).
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Experimento 1
Foi preparada uma solu¢io mée de acido salicilico (peso molecular de 138,12 g.mol™)

de 0,2mM e através de diluicdes sucessivas em agua destilada, foram atingidas as
concentragdes 0,1; 0,05; 0,025 ¢ 0,0125mM, que foram utilizadas em todos os experimentos.

As sementes foram acondicionadas em embalagens de acrilico (gerbox), sobre duas
folhas de papel para germinacao (germitest) e umedecidas com 12mL das solugdes de acido
salicilico nas doses de 0,0; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 ¢ 0,2 mM e colocadas no germinador tipo
‘Mangelsdorf” a temperatura de 25°C, com fotoperiodo de oito horas de luz e dezesseis horas
de escuro (Brasil, 1992). As contagens de germinagdo foram feitas apo6s o terceiro dia da
semeadura até os 21 dias e a percentagem de germinagdo foi calculada levando-se em
consideracdo as plantulas normais (Brasil, 1992). Nos 21 primeiros dias apds o inicio do
surgimento das plantulas, foi avaliado o indice de velocidade de germinagdo. Considerou-se
como germinada, uma plantula normal com, no minimo, dois cm de altura. Para o célculo foi
utilizada a férmula citada por Nakagawa (1999):

IVG = Gi/N; + Go/N; +...+ Gy/N; onde; IVG = indice de velocidade de germinagao,
Gi.n € 0 numero de sementes germinadas no dia n, N;_,, € o dia em que ¢ efetuada a leitura da
germinagao.
Comprimento de hipocotilo e de raiz, massa seca de parte aérea e de raiz: A
avaliacdo de comprimento de hipocotilo e raiz e de massa seca de parte aérea e raiz foram
conduzidas através de quatro repetigdes de 25 sementes por lote semeadas em quatro
repeticoes por tratamento, acondicionadas em gerbox com duas folhas de papel para
germinagdo (germitest) e umedecidas com 12mL da solugdo com os tratamentos 0,0; 0,0125;
0,025; 0,05; 0,1 e 0,2mM de AS e colocados para germinar em germinador tipo ‘Mangelsdorf
’a 25°C. Ao sétimo dia as plantulas normais foram avaliadas medindo-se o comprimento do
hipocotilo e da raiz, a massa seca da parte aérea (sem os cotilédones) ¢ a massa seca da raiz

(Nakagawa, 1999).
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Experimento 2
O pH das amostras de AS nas concentragdes de zero, 0,0125, 0,025, 0,05 ¢ 0,1mM foi

aferido em pHmetro e com base nestes valores foram preparadas solu¢des de acido cloridrico
(HCL - 36,47g.mol'l) até os mesmos niveis de pH das amostras de AS (6,0; 4,8; 4,2; 3,6 ¢
3,2). As sementes de caléndula foram acondicionadas em gerbox, sobre duas folhas de papel
para germinagdo (germitest) ¢ umedecidas com 12mL das respectivas solucdes de acido
cloridrico e colocadas para germinar a 25°C  germinadores tipo ‘Mangelsdorf” com
fotoperiodo de oito horas de luz e dezesseis horas de escuro (Brasil, 1992). As contagens de
germinagdo foram feitas apds o terceiro dia da semeadura até os 21 dias e a percentagem de
germinacao foi calculada levando-se em consideracdo as plantulas normais (Brasil, 1992).
Foram medidas as varidveis: percentagem de germinagdo (G); indice de velocidade de
germinagdo (IVG) e primeira contagem da germinagao (PC).
Experimento 3

As sementes foram acondicionadas em embalagens de acrilico (gerbox), sobre duas
folhas de papel para germinacao (germitest) e umedecidas com 12mL das solugdes de acido
salicilico nas doses de 0,0; 0,025 ¢ 0,05mM e colocadas para germinar em camaras tipo
‘Mangelsdorf’ com fotoperiodo de oito horas de luz e dezesseis horas de escuro (Brasil, 1992)
as temperaturas de 20, 25, 30 e 35°C. As contagens de germinagao foram feitas apos o terceiro
dia da semeadura até os 21 dias e a percentagem de germinacao foi calculada levando-se em
consideracdo as plantulas normais (Brasil,1992). Foram medidas as varidveis: percentagem de
germinagdo (G); indice de velocidade de germinacdo (IVG) e primeira contagem da
germinagdo (PC).
Experimento 4

As sementes foram pré-condicionadas em solucdes de acido salicilico 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 em quatro repetigdes por tratamento com 25 sementes cada, em
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camaras tipo ‘Mangelsdorf’ com fotoperiodo de oito horas de luz e dezesseis horas de escuro
(Brasil, 1992), em diferentes potenciais de agua (0; -0,3; -0,6; -0,9 e -1,2 MPa) induzidas por
diferentes concentragdes de manitol conforme Machado Neto et al. (2004a). As contagens de
germinagdo 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 germinagao
foi calculada levando-se em consideragdo as plantulas normais (Brasil,1992) e para a primeira
contagem de germinagdo serdo consideradas as plantulas normais obtidas aos 3 dias apos a
semeadura e que tenha obtido pelo menos dois centimetros de comprimento. Foram medidas
as variaveis: percentagem de germinagdo (G); indice de velocidade de germinagdo (IVG) e
primeira contagem da germinagao (PC).
Analise dos resultados

Os experimentos foram conduzidos como inteiramente casualizados e os resultados de
percentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e primeira contagem de
germinagdo 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
estatisticamente com a ajuda do software SISVAR, usando o teste F para analise de variancia,
o teste Tukey a 5% para a comparagao multipla de médias. Os dados de concentracdo foram
analisados como regressdo polinomial. Os resultados de determina¢do da massa de 100

sementes e de grau de umidade nao foram analisados estatisticamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos com diferentes dosagens de acido salicilico, Figura 1, ndo obtiveram
diferencas significativas no tocante a massa seca da parte aérea e da raiz das plantulas. Apesar

dos melhores indices de velocidade de germinagdo estarem nas dosagens entre 0,025 e
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0,05mM estatisticamente este fato nao obteve valores significativos, ficando clara a
diminui¢ao da velocidade da germinagdo das sementes de caléndula a partir dessas dosagens
de acido salicilico, apresentando altos valores significativos entre os devidos tratamentos,
observando que o AS pode induzir a resisténcia sistémica adquirida de plantas, principalmente
sob efeito de algum tipo de estresse. Na Figura ,1 as sementes de caléndula se encontravam
em condicdes ideais de temperatura e calor, embora o efeito fitotdxico do AS em muitas
culturas deva ser considerado na Figura 2, notando-se que o AS quando ndo utilizado
simultaneamente a um efeito estressante, ndo apresentou melhoras significativas na
velocidade de germinacdo, mas a partir de uma determinada dose houve redugdo da
velocidade de germinagio.

Apesar dos testes de percentagem de germinagdo e primeira contagem das sementes
terem tendéncias parecidas, de acordo com a Figura 3 analisada, ndo ocorreu diferencas
significativas estatisticamente na primeira contagem das sementes, talvez devido ao fato da
plantula ainda nao ter tido tempo habil de resposta ao AS, no caso da hipotese deste estar
funcionando como um indutor da SAR, observa-se ainda que a percentagem de germinagao
foi significativa, j4 que a mesma ¢ feita com a somatoria de 21 dias no germinador, estas
provavelmente obtiveram tempo para que o AS pudesse agir nas plantulas e assim ativar seu
sistema de defesa, sendo assim, as melhores dosagens detectadas para o percentual de
sementes de caléndula germinadas ficou entre 0,025 e 0,05mM de acido salicilico, em
condi¢des ideais de temperatura e umidade.

De acordo com a Figura 4 observamos que no parametro quantitativo de numero de
folhas, ndo obtivemos valores significativos entre os tratamentos com AS, e também nao
foram obtidos valores significativos para os pardmetros de comprimento da parte aérea e
comprimento da raiz de plantulas de caléndula, como estes testes foram efetuados ao sétimo

dia da germinagdo, talvez as proteinas de tolerancia ainda ndo estivessem atuando, sendo o



21

SAR um mecanismo de defesa acionado por indutores, esse tipo de resisténcia necessita de
um certo tempo para obter respostas.

Um meio com baixo pH pode estimular a sintese fendlica e aumentar a rigidez do
tecido através de lignificagdo. A estimulagdo da sintese fenodlica, através de baixo pH, suporta
a hipétese 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 estimulacdo do
metabolismo de prolina, em resposta ao meio acido ou aplicagdo de acido salicilico, baseada
em concomitante estimulagdo de glucose-6-fosfato-desidrogenase ¢ aumento do contetdo de
prolina de acordo com McCue et al.(2000) e Andarwulan e Shetty (1999). Na Figura 5, foi
confirmado que as diferencas de acidez ndo alteram as avaliagdes de percentual de
germinagdo ¢ IVG, sendo assim, pouco provavel essa possibilidade. Fortalecendo a
possibilidade do efeito do AS como indutor de SAR em sementes de caléndula.

Varias formas de combate ao estresse sdo citadas, entre elas a aplicagdo exdgena ou
estimulo a sintese endogena dos acidos organicos, salicilico, ascérbico e citrico, sendo que
destes o primeiro pode agir como indutor de proteinas de tolerdncia ao estresse (SAR)
segundo McCue et al. (2000). De acordo com as Figuras 6 ¢ 7, os tratamentos com AS nas
dosagens de 0,025mM obtiveram melhora significativa tanto no percentual de germinagao
como no IVG de sementes de caléndula sob efeito de estresse hidrico. Isto pode ser devido a
resposta das sementes ao AS, que poderia ter induzido proteinas SAR fazendo com que as
sementes tivessem uma resposta superior a germinacao em agua.

Como observado nas Figuras 8 ¢ 9, tanto no percentual de germinagdo de sementes
como o IVG de plantulas de caléndula reagiram positivamente sob efeito de estresse térmico
a 35°C, quando submetidas as dosagens de 0,025 e 0,05mM de AS, comprovando assim o

efeito do AS em condic¢des de estresse térmico, e mesmo em condigdes ideais de temperatura
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(25°C), observou-se melhora significativa com a dosagem de 0,025mM de AS (Takaki e

Rosim, 2000).

CONCLUSAO

O é4cido salicilico na dosagem de 0,025mM interferiu positivamente na percentagem de
germinagdo e no indice de velocidade de germinagdo de sementes da caléndula (Calendula

officinalis) sob efeito de estresse hidrico e térmico.
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FIGURA 1. Massa seca de parte aérea e¢ de raiz de caléndula (Callendula officinalis)

submetidas a diferentes doses de acido salicilico. UNOESTE, Presidente Prudente, 2004.
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autor(es) uma taxa de R$ 100,00 (cem reais) por pagina adicional.

A digitagdo do trabalho devera ser feita utilizando-se o editor de texto
Word (DOC ou RTF) e os graficos em programas compativeis com o
WINDOWS, como o EXCEL, e formato de imagens: Figuras (GIF) e Fotos
(JPEG).

A redacdo dos trabalhos deverd apresentar concisdao, objetividade e
clareza, com a linguagem no passado impessoal; no texto, os sinais de
chamadas para as notas de rodapé serdo numeros arabicos colocados em
sobrescrito, apos a palavra ou a frase que motivou a nota; a numeragao
sera uma s6 e em numeros continuos; as notas serdao colocadas ao pé da
pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada; todas as tabelas e
todas as figuras deverdo ser mencionadas no texto; no RESUMO e no
ABSTRACT ndo serdo permitidos paragrafos, bem como a apresentacgao de
dados em colunas ou em quadros e a inclusdo de citagbes bibliograficas;



O(s) nome(s) do(s) autor(es) deverad(do) ser mencionado(s) por
extenso logo abaixo do titulo. No rodapé da primeira pagina, através de
chamadas apropriadas, devera ser feita mencdo ao patrocinador, caso
tenha havido subvencdo a execucdao do trabalho, citar se for o caso,
Dissertacdao de Mestrado ou Tese de Doutorado do primeiro autor, trabalho
apresentado em Reunides Cientificas e a filiagdo cientifica do(s) autor (es),
mencionando Titulagdao, Departamento ou Secao, Instituicao, Caixa Postal,
CEP, Municipio e o e-mail de cada autor;

Siglas e abreviaturas dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas
do nome por extenso.

Submissao dos Artigos

A submissdo de artigos a RBS, deve ser feita exclusivamente on line,
para isso cligue no item submissdo no menu inicial. O usuario preenche as
informacdes no website e anexa os arquivos do artigo, enviando as
informacgdes para um banco de dados. EM seguida da submissao o sistema
responde com um e-mail automatico para o autor responsavel pelo artigo,
confirmando o recebimento das informacdes no sistema e informando o
numero de protocolo. Os autores podem consultar no website a situagao
atualizada da tramitacdo de seu artigo, clicando no link Situacdo do artigo

Organizagao dos Trabalhos Cientificos

Os trabalhos deverao ser organizados em TfTULO RESUMIDO (colocado
centralizado no inicio da primeira pagina), TITULO, RESUMO, TITULO EM
INGLES, ABSTRACT, INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS
E DISCUSSAO, CONCLUSOES, AGRADECIMENTOS E REFERENCIAS. Serdo
necessarios no RESUMO "Termos para indexagdo" e no ABSTRACT "Index
terms", no maximo cinco, que ndo estejam citados no titulo.

Citacoes no Texto

As citacdes de autores, no texto, serao feitas pelo sobrenome com
apenas a primeira letra em maiulsculo, seguida do ano de publicacdo. No
caso de dois autores, serdo incluidos os sobrenomes de ambos, intercalado
por "e"; havendo mais de dois autores, sera citado apenas o sobrenome do
primeiro, seguindo de "et al.". Em caso de citacdo, serd obedecida a
seguinte ordem: - o autor ndo consultado deve aparecer em primeiro lugar
seguido da expressdao "citado por" e o sobrenome do autor da obra
consultada, seqguido da data de publicacdo. No caso de duas ou mais obras
do(s) mesmo(s) autor(es), publicadas no mesmo ano, elas deverdao ser
identificadas por letras minusculas (a,b,c, etc.), colocadas imediatamente
apos o ano de publicagdo. ComunicacGes pessoais, trabalhos em
andamento e inéditos deverdo ser citados no rodapé, ndo devendo
aparecer nas Referéncias.

Unidades de medida
Exemplos: 10°C, 10%, 10mL, pS.cm-1.g-1

Referéncias

As referéncias deverdao ser apresentadas em ordem alfabética pelo
sobrenome do autor ou do primeiro autor, sem numeragao; mencionar
todos os autores do trabalho separados por ";". Seguir as normas da ABNT
NBR6023. Alguns exemplos sdao apresentados a seguir:

Artigos de Periodicos:
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SANTOS, C.M.R.; MENEZES, N.L.; VILLELA, F.A. Teste de deterioragao
controlada para avaliacdo do vigor de sementes de feijdao. Revista
Brasileira de Sementes, Brasilia, v.25, n.2, p.28-35, 2003.

MELLO, S.C.; SPINOLA, M.C.M.; MINAMI, K. Métodos para a avaliacdo da
qualidade fisiolégica de sementes de brdcolis. Scientia Agricola,
Piracicaba, v. 56, n. 4, p. 1151-1155, 1999. Suplemento.

Artigos de Anais ou Resumos:
ANDREOLLI, D.M.C.; GROTH, D.; RAZERA, L.F. Qualidade fisioldgica de
sementes de café (Coffea canephora L.) cv. Guarani ap6s secagem natural
e artificial. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA AGRICOLA, 20.,
1991, Londrina. Anais... Londrina: SBEA/IAPAR/UEL, 1991. v.2, p.1453-
1466.

Livros:
POPINIGIS, F. Fisiologia da semente. Brasilia: AGIPLAN, 1985. 289p.
BRASIL. Ministério da Agricultura e da Reforma Agraria. Regras para
analise de sementes. Brasilia: SNDA/DNDV/CLAV, 1992. 365p.
ZONTA, E.P.; MACHADO, A.A. Sistema de anadlise estatistica para
microcomputadores - SANEST. Pelotas: UFPel, Instituto de Fisica e
Matematica, 1986. 150p.

Capitulo de Livro:
ROBERTS, E.H.; KING, M.W.; ELLIS, R.H. Recalcitrant seeds: their
recognition and storage. In: HOLDEN, J.H.W.; WILLIANS, J.F. (Ed.). Crop
genetic resources: conservation and evaluation. London: Allen and
Unwin, 1984. p.38-52.
VIEIRA, R.D.; KRZYZANOWSKI, F.C. Teste de condutividade elétrica. In:
KRZYZANOWSKI, F.C.; VIEIRA, R.D.; Franca Neto, ].B. (Ed.). Vigor de
sementes: conceitos e testes. Londrina: ABRATES, 1999. p. 4.1-4.26.

Dissertagoes e Teses:
SOFIATTI, V. Efeito de regulador de crescimento e controle quimico
de doencas de final de ciclo na producao e qualidade de graos e
sementes de arroz. 2004. 74f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Sementes) - Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2004.

Artigos com autor anonimo:
NOVAS Técnicas - Revestimento de sementes facilita o plantio. Globo
Rural, Sao Paulo, v.9, n.107, p.7-9, 1994,

Artigo de revista ndo cientifica:
KRZYZANOWSKI, F.C.; FRANGCA NETO, J1.B.; HENNING, A.A. Relato dos
testes de vigor para as grandes culturas. Informativo ABRATES,
Londrina, v.1, n.2, p.15-50, 1991.

Leis, Decretos, Portarias:
Pais ou Estado. Lei, Decreto, ou Portaria n° ..., de (dia) de (més) de (ano).
Diario Oficial da Unido, local de publicagdo, data més e ano. Secao ..., p.

BRASIL. Medida provisoria n® 1.569-9, de 11 de dezembro de 1997.

Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Poder Executivo,
Brasilia, DF, 14 dez. 1997. Secdo I, p. 29514,

Relatorio Técnico:
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FRANCA NETO, J.B.; HENNING, A.A.; COSTA, N.P. Estudo da deterioracao
da semente de soja no solo. In: RESULTADOS DE PESQUISA DE SOJA
1984/85. Londrina: EMBRAPA/CNPSo, 1985. p.440-445.

Documentos Eletronicos:
BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. SNPC - Lista de
Cultivares protegidas. Disponivel em :
<http://agricultura.gov.br/snpc/Ist/200.htm>. Acesso em: 8 set. 2003.

Tabelas.

As tabelas numeradas consecutivamente com algarismos arabicos,
recebendo a denominagdo de TABELA, devem ser encabegadas por um
titulo conciso e claro, com letras minudsculas, ndo devendo ser usadas
linhas verticais para separar colunas. Quando for o caso, as tabelas
deverdo ter indicacao de fonte.

Figuras

As figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) deverdo ser
numeradas consecutivamente em algarismos arabicos e deverdo,
obrigatoriamente, ser executadas em programas compativeis com o
WORD FOR WINDOWS, inseridas no texto preferencialmente como
objeto; os desenhos e as fotografias deverao ser escaneados, com alta
qualidade e enviados/apresentados no tamanho que devem ser
publicados na revista. As legendas deverao ser digitadas logo abaixo da
figura e iniciar com a denominagdo de FIGURA, seguida do respectivo
numero e texto, em minusculos; havendo possibilidade de davida, devera
ser indicada a parte superior da figura. As figuras poderao ser
impressas em cores, quando requeridas, cabendo ao(s) autor(es) o
pagamento do acréscimo do custo.

O EDITOR apés avaliacao preliminar do trabalho poderd aceitd-lo ou
nao para publicacdo. Sendo aceito previamente o trabalho, o EDITOR
designara um EDITOR ASSOCIADO, por area de especialidade, que
proced,eré a editoracdo com o auxilio de pelo menos dois ASSESSORES
CIENTIFICOS DA RBS, tendo as mesmas prerrogativas de aceitar ou ndo o
trabalho para publicacdo. O EDITOR ASSOCIADO manterd contato com
o(s) autor(es) até a obtencdo da versdo final por parte deste(s). Depois de
revisado e aprovado o(s) autor(es), encaminhara(do) eletronicamente ao
EDITOR ASSOCIADO que fara a avaliacdo final do trabalho, sua aprovacao
e encaminhara ao EDITOR para avaliagdo, composicdo e publicagdo.

Os artigos serao publicados conforme a ordem de aprovagao.

As orientacoes explicitadas nessas instrugcoes deverdao ser
seguidas plenamente pelo(s) autor(es).
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