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RESUMEN

El polifenol, acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico), es un compuesto con reconocida actividad antioxidante que
reduce las especies reactivas del oxigeno (ERO) mediante mecanismos antiradicalarios o por quelacion de metales.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antioxidante y el procedimiento de aplicacién del acido galico sobre
la calidad de las semillas de trigo. Semillas de trigo ‘BRS 264" fueron sometidas a cinco tratamientos de aplicacion
del acido galico, en cinco dosis diferentes. Las semillas fueron sometidas al test de envejecimiento acelerado y
posteriormente fue evaluado: la germinacion, primer conteo de germinacion, longitud (parte aérea y raiz) y masa de las
plantulas. Se utilizaron cuatro repeticiones de 50 semillas, analizados en un disefio factorial 5 x 5 (cinco procedimiento
de aplicacion y cinco dosis diferentes de acido galico). Los datos fueron analizados mediante el test de Shapiro-
Wilk, analisis de varianza y la prueba LSD (5%). Dosis de 0,10; 1,00 y 10,00 mg L' son recomendadas en los diferentes
procedimientos de aplicacion del acido galico. El acido galico posee actividad antioxidante con uso potencial en la
agricultura; semillas de trigo embebidas en soluciones de este antioxidante, mostraron mayor germinacion y vigor,
incluso cuando fueron sometidas al envejecimiento acelerado.

Palabras Clave: Antioxidante, germinacion, vigor, Triticum aestivum.

ABSTRACT

The polyphenol, gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic acid), is a compound with recognized antioxidant activity that
reduces reactive oxygen species (ROS) by means of anti-radical mechanisms or by chelation of metals. The objective of
this work was to evaluate the antioxidant effect and the application process of gallic acid in wheat seeds. Wheat seeds
‘BRS 264’ received five treatments of gallic acid application in five different doses. The seeds were submitted to the
accelerated aging test and then the germination, first germination count, length (shoot and root) and seedling mass
were evaluated. Four replicates of 50 seeds were used, analyzed in a 5 x 5 factorial scheme (five forms of application
of gallic acid x five doses of the same). Data were submitted to the Shapiro-Wilk test, analysis of variance and test
LSD (5%). Doses of 0.10; 1.00 and 10.00 mg L are recommended in the different forms of gallic acid application. Gallic
acid has antioxidant action for use in agriculture; wheat seeds soaked in solution of this antioxidant, express greater
germination and vigor, even when subjected to accelerated aging.

Keywords: Antioxidant, germination, vigor, Triticum aestivum.
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INTRODUCCION

Para un mejor aprovechamiento productivo de los
cultivos de trigo (Triticum aestivum L.), se destacan
algunos aspectos de la utilizacion de semillas de
alta calidad, principalmente, los relacionados con
los componentes genéticos y fisiologicos (Fanan
et al., 2006).

La fisiologia de semillas ha ganado importancia en
el proceso germinativo porque envuelve complejos
mecanismos de accién y biosintesis de compuestos,
ejemplo de ello es la formaciéon continua de las
especies reactivas de oxigeno (EROs) (Ferreira y
Matsubara, 1997). Las EROs desempenan un papel
duplo, actuando como sefalizadores celulares que
sustentan y tornan viable la germinacion, también
estan relacionadas con la dormicién de las semillas
y los efectos protectores contra patégenos, por otro
lado, pueden actuar como productos tdxicos que
se acumulan en condiciones de estrés o durante
el envejecimiento de las semillas, favoreciendo la
formacion de plantulas anormales y la disminucién
en la germinacion (Bailly et al., 2008; Kumar et al.,
2015).

Durante el proceso germinativo las EROs pueden
degradar la membrana lipidica, ocasionando la
extravasacion del contenido celular, promoviendo
el descontrol del metabolismo y del intercambio
de agua y de solutos entre las células y el exterior,
con efectos directos sobre la calidad fisiologica de
las semillas (Dias y Marcos Filho, 1996, Kumar
et al.,, 2015). Por consiguiente, son indispensables
nuevos estudios para verificar la accion de los
antioxidantes en la germinacion y en el desarrollo
inicial de las plantulas.

Las plantas presentan respuestas de defensa
enzimaticas y no-enzimaticas contra el exceso de
EROs, evitando los dafos oxidativos mediante
el secuestro o degradacion de radicales libres
y del peroxido de hidrégeno, los mecanismos
enzimaticos incluyen enzimas de barrido de
EROs como catalasa (CAT), superdxido dismutasa
(SOD) y ascorbato peroxidasa (APX), los
mecanismos no-enzimaticas involucran moléculas
de bajo peso molecular como glutation (GSH),
ascorbato y carotenoides (Ratnam efal., 2006;
Serkedjieva, 2011).

Compuestos exdgenos que presenten accion
antioxidante pueden ser aplicados en semillas,
con el fin de reducir la accién danina de las
EROs, manteniendo su accién homeostatica en
la planta. Entre los compuestos que presentan
actividad antioxidante, los polifenoles, actian a
través de mecanismos antiradicalarios o como
quelantes de metales, siendo el acido galico
(acido  3,4,5-trihidroxibenzoico) un excelente
representante. Reportes cientificos de la industria
farmacéutica 'y alimenticia en diferentes
investigaciones en la industria farmacéutica y
alimenticia demuestran que el acido galico exhibe
capacidad antioxidante, antiviral, antibacteriana,
antifingica y reduce los dafios al acido nucleico
(Prince et al,, 2009; Verma etal., 2013; Choubey
et al., 2015; Yao et al., 2017).

También existen reportes del potencial alelopatico
de compuestos fendlicos, que muestran efectos
benéficos o perjudiciales para la germinacion
de semillas, en funcion de su concentracién
(Liet al.,, 2010; Yan et al., 2010). Por consiguiente,
el acido galico, se presenta como un producto con
potencial para ser utilizado en la agricultura para
el tratamiento de semillas.

El objetivo de este trabajo es evaluar el
procedimiento de aplicaciony el efecto antioxidante
del acido galico sobre la calidad de las semillas de
trigo.

MATERIALES Y METODOS

Produccion de semillas y preparacion de los
tratamientos

Semillas de trigo ‘BRS 264, producidas en el afo
agricola de 2016 en el Municipio de Rio Paranaiba,
Minas Gerais y beneficiadas en la UBSde la
Cooperativa Agropecuaria del Alto Paranaiba,
(COOPADAP), fueron enviadas al Laboratorio de
Fisiologia y Metabolismo de Produccion Vegetal
de la Universidad Federal de Vigosa, Campus Rio
Paranaiba/MG, Brasil. Las semillas de trigo fueron
sanitizadas con hipoclorito de sodio al 2% durante
dos minutos y sometidas a dosis del acido galico y
diferentes procedimientos de aplicacion del mismo
antioxidante.

Nobre et al., Acido gélico y calidad de semillas de trigo 23



El compuesto acido gélico, fue empleado en cinco
dosisdiferentes: control0,0;0,01;0,10;1,0y 10,0mg L.
El proceso de aplicacion de las dosis de acido
galico fue realizado en cinco tratamientos: el acido
galico fue aplicado directamente sobre el papel
germitest® (1); semillas envejecidas (obtenidas por
el test de envejecimiento acelerado) y posterior
aplicacion de acido galico directamente sobre el
papel germitest® (2); semillas embebidas en acido
galico por dos horas (3); semillas envejecidas y
posteriormente embebidas en acido galico por dos
horas (4) y semillas embebidas en acido galico por
dos horas y envejecidas (5). Semillas embebidas en
agua destilada fueron utilizadas como control.

Test de envejecimiento acelerado

Para la obtencién de semillas por el test de
envejecimiento acelerado se utilizaron cajas
tipo “gerbox”, con compartimiento individual,
presentando en su interior una bandeja con tela
de aluminio donde las semillas de trigo fueron
distribuidas de manera uniforme. Dentro de cada
compartimiento individual fueron adicionados 40
mL de agua destilada. Las cajas fueron mantenidas
en camara tipo Biochemical Oxigen Demand
(B.O.D.), a43°C por un periodo de 48 horas (Marcos
Filho, 1999).

Test de germinacion y vigor

La germinacion de las semillas de trigo fue
determinada utilizando cuatro repeticiones de 50
semillas para cada tratamiento, en las diferentes
dosis de acido galico. El papel germitest® fue
humedecido utilizando diferentes dosis del 4cido
galico en la proporcion de 2,5 veces la masa seca
del papel, para los dos tratamientos en que el
acido galico fue aplicado sobre el papel. Para
los dos tratamientos en los que las semillas de
trigo fueron sumergidas en las dosis de acido
galico (condicionamiento osmotico), el papel fue
humedecido con agua destilada en la proporcion
de 2,5 veces la masa seca del papel.

Los rollos de papel fueron colocados en la cdmara
de germinacion Mangelsdorf, regulada a una
temperatura constante de 20 °C e fotoperiodo de
12-h, fueron realizadas evaluaciones en el cuarto
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y octavo dia después del inicio de cada test.
Al final, fueron contadas las plantulas normales,
anormales y semillas que no germinaron (semillas
consideradas muertas), los resultados fueron
expresados en porcentaje.

El test de vigor (primer conteo de germinacion)
fue realizado conjuntamente con el test de
germinacién, donde fue obtenido el nimero de
plantulas normales, determinado por ocasién
del primer conteo (Brasil, 2009). En el cuarto dia
después del inicio del test, fue medida la longitud
de la parte aérea y de la raiz de 10 plantulas de
trigo, escogidas aleatoriamente en cada repeticion,
por tratamiento. Posteriormente, fue determinada
la masa de las plantulas utilizando una balanza de
precision analitica (0,001 g).

Diseiio y andlisis estadistico

El delineamiento estadistico fue en un disefo
completamente aleatorio, con cuatro repeticiones,
en esquema factorial 5 x 5 (cinco procedimientos
de aplicacion del acido galico x cinco dosis del
mismo). Los datos fueron evaluados por el test
de Shapiro-Wilk para analizar la normalidad y
sometidos al analisis de varianza y test de LSD,
en un nivel de 5% de significancia, realizados con
auxilio del software Sisvar (Ferreira, 2011).

RESULTADOS

Los ensayos con semillas de trigo tratadas con
diferentes dosis y procedimientos de aplicacion
del acido galico presentaron normalidad de los
datos cuando aplicado el test de Shapiro-Wilk. Fue
observada una interaccion significativa por el test
LSD (5%), para las diferentes variables evaluadas,
con excepciéon de las semillas consideradas
muertas, que no presento ninguna significancia.

Germinacion de semillas

Para la germinacion de semillas de trigo
(Figura 1), se observd, que entre las diferentes
dosis de acido galico, cuando las semillas fueron
sometidas al envejecimiento acelerado seguido
de la aplicacion del antioxidante sobre el papel
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Figura1- Resultados medios de germinacion (%),
provenientes de semillas de trigo sometidas a
diferentes dosis de acido galico y procedimientos
de aplicacion.

Legenda: 1: acido galico aplicado directamente sobre papel germitest®; 2:
semillas envejecidas y acido gélico aplicado directamente sobre el papel
germitest®; 3: semillas embebidas en acido gélico; 4: semillas envejecidas y
embebidas en dcido gélicoy 5: semillas embebidas en dcido galico y envejecidas.
Medias seguidas de la misma letra maydscula entre las dosis para los
procedimientos de aplicacion y mintscula dentro de cada dosis en los diferentes
procedimientos de aplicacién, no difieren entre si por el test LSD, al 5% de
probabilidad.

germitest®, presentd las menores medidas para
las dosis control 0,0; 0,01 y 0,1 mg L. Lo mismo
fue observado en las dosis de 0,0 y 0,1 mg L para
la forma de aplicacion del acido galico en semillas
embebidas y posteriormente envejecidas.

Al comparar cada dosis dentro de los diferentes
procedimientos de aplicacidon del acido galico en
semillas de trigo (Figura 1), para los grupos de
semillas tratadas con el antioxidante en el papel
germitest® o las embebidas en la solucion del
mismo, seguidas del envejecimiento acelerado, fue
observado que las dosis inferiores a 0,10 mg L,
presentaron baja germinacion, cuando comparadas
a las dosis de 1,0 mg L y 10,0 mg L, estas tltimas
dosis no presentan diferencias.

Vigor de semillas

Losresultados de vigor (Figura 2) paralas diferentes
dosis aplicadas del antioxidante permiten
comprobar que el envejecimiento acelerado de
semillas de trigo seguido de la aplicacion de acido
galico sobre el papel germitest®, presentd una
menor media y diferencias (p<0,05) de las demas
procedimientos evaluadas.

Vigor (%)

N1 =2 3 [ us

Figura 2 - Resultados medios de vigor (%), provenientes de
semillas de trigo sometidas a diferentes dosis de
acido galico y procedimientos de aplicacion.

Legenda: 1: acido galico aplicado diretamente sobre papel germitest®; 2: semillas
envejecidas y acido galico aplicado directamente sobre papel germitest®; 3:
semillas embebidas en acido galico; 4: semillas envejecidas y embebidas en
acido galico y 5: semillas embebidas en acido gélico y envejecidas.

Medias seguidas de la misma letra maydscula entre las dosis para los
procedimientos de aplicacién y mindscula dentro de cada dosis en los diferentes
procedimientos de aplicacion, no difieren entre si por el test LSD, al 5% de
probabilidad.

Al comparar cada dosis de acido galico para los
procedimientos de aplicacion (Figura 2) incluyendo
el control, ain en el control, fueron observadas
las menores medias, que también difieren de los
demads procedimientos de aplicaciéon, el mismo
resultado fue obtenido para las dosis 0,01 y
1,00 mg L7, lo que comprueba una baja eficiencia
de ese procedimiento de aplicacién para el vigor
de las semillas de trigo. Mientras las dosis 0,1 y
10,0 mg L, presentaron mayor vigor y no fueron
observadas diferencias entre si.

Los resultados de plantulas no fueron presentados
debido alosbajos porcentajes observados (inferiores
a 4%), e incluso, por la ausencia de anormalidades.
Los analisis de las longitudes de la parte aérea
de las plantulas (Figura 3), en las diferentes dosis
evaluadas, mostraron que las menores longitudes
fueron obtenidas en las semillas envejecidas y
tratadas con acido galico aplicado directamente
sobre el papel germitest® tinicamente, en la dosis
control.

Los mejores resultados para la longitud de la parte
aérea de plantulas dentro de cada dosis (Figura 3)
fueron significativos y obtenidos cuando se utilizé
en el control el procedimiento de aplicacion del
acido galico directamente sobre el papel germitest®.
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Figura 3 - Resultados medios para longitudes de la parte
aérea de las plantulas (cm), provenientes de
semillas de trigo sometidas a diferentes dosis de
acido galico procedimientos de aplicacion.

Legenda: 1: acido galico aplicado directamente sobre papel germitest®;
2: semillas envejecidas y &acido galico aplicado directamente sobre papel
germitest®; 3: semillas embebidas en &cido galico; 4: semillas envejecidas y
embebidas en acido gélico y 5: semillas embebidas en &cido galico y envejecidas.
Medias seguidas de la misma letra maydlscula entre las dosis para los
procedimientos de aplicacién y miniiscula dentro de cada dosis en los diferentes
procedimientos de aplicacion, no se diferencian entre si por el test LSD, al 5%
de probabilidad.

En las dosis de 0,01 y 0,1 mg L', mayores longitudes
fueron obtenidas para las semillas embebidas en
la soluciéon de &acido galico. El mismo resultado
fue observado para la dosis de 1,0 mg L7, con la
adiciéon de acido galico en semillas envejecidas
y embebidas en la solucién del antioxidante, los
resultados no se diferenciaron entre si.

Lalongitud de la raiz en plantulas de trigo
(Figura 4), para las dosis estudiadas en cada
procedimiento de aplicacion del &cido galico
presenté longitudes estadisticamente iguales
cuando comparados con el control, excepto para
las semillas envejecidas y con aplicacion de acido
galico directamente sobre el papel germitest®, que
mostro las menores medias.

Paralacomparaciéndelosdiferentesprocedimientos
de aplicacion del antioxidante adicionado en cada
dosis (Figura 4), se observo, que para el control, las
semillas envejecidas presentan menores longitudes
de raices y se diferencian de las demas. Las dosis
de 0,01; 0,1 y 10,0 mg L' exhibieron las mayores
longitudes de raices cuando el antioxidante fue
aplicado directamente sobre el papel germitest®
y cuando las semillas fueron embebidas en la
solucion de acido galico. La dosis de 1,00 mg L~
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Figura 4 - Resultados medios para la longitud de la raiz de
plantulas (cm), provenientes de semillas de trigo
sometidas a diferentes dosis de acido galico y
procedimientos de aplicacion.

Legenda: 1: acido galico aplicado directamente sobre papel germitest®;
2: semillas envejecidas y acido galico aplicado directamente sobre papel
germitest®; 3: semillas embebidas en &cido galico; 4: semillas envejecidas y
embebidas en acido gélicoy 5: semillas embebidas en acido gélico y envejecidas.
Medias seguidas de la misma letra maydscula entre las dosis para los
procedimientos de aplicacion y mintscula dentro de cada dosis en los diferentes
procedimientos de aplicacion, no difieren entre si por el test LSD, al 5% de
probabilidad.

presentd6 menores medias de raices cuando las
semillas fueron envejecidas y el antioxidante
aplicado sobre el papel germitest®, diferenciandose
de los demds procedimientos de aplicacion.

Para la masa de la plantulas de trigo (Figura 5) en
las diferentes dosis evaluadas, se observo que el
antioxidante aplicado directamente sobre el papel
germitest®presentd mayor masa y fue significativo
para la dosis de 10,0 mg L+, diferenciandose de las
demas. Las semillas sometidas al envejecimiento
acelerado y aplicaciéon de acido galico directamente
sobre papel germitest®, mostraron incrementos
en masa y se diferenciaron del control (p<0,05).
Resultados similares fueron exhibidos en las dosis
0,01 y 0,1 mg L' que difieren del control cuando
las semillas fueron embebidas en solucion del
antioxidante, en contraste, las semillas envejecidas
y embebidas en solucién de acido galico en dosis
superiores a 0,1 mg L' mostraron las mayores
masas en plantulas de trigo. En el grupo de semillas
embebidas en solucién de acido galico y después
envejecidas, no fueron observadas diferencias en
cuanto a las dosis y al control.

Al comparar los diferentes procedimientos de
aplicacion del compuesto antioxidante dentro de
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Figura 5 - Resultados medios para masa de plantulas (g),
provenientes de semillas de trigo sometidas a
diferentes dosis de acido galico y procedimientos
de aplicacion.

Legenda: 1: acido galico aplicado directamente sobre papel germitest®;
2: semillas envejecidas y acido gélico aplicado directamente sobre papel
germitest®; 3: semillas embebidas en acido gélico; 4: semillas envejecidas y
embebidas en dcido gélicoy 5: semillas embebidas en dcido galico y envejecidas.
Medias seguidas de la misma letra maydscula entre las dosis para los
procedimientos de aplicacion y mintscula dentro de cada dosis en los diferentes
procedimientos de aplicacién, no difieren entre si por el test LSD, al 5% de
probabilidad.

cada dosis (Figura 5), las dosis 0,0 y 0,1 mg L,
presentaron menor masa de plantulas de trigo
Unicamente para semillas envejecidas con
acido galico aplicado directamente sobre papel
germitest®, diferencidndose de los demas.
Lo mismo fue observado para la dosis de 1,0 mg L,
no obstante, no hubo diferencia significativa para
el grupo de semillas donde el acido galico fue
aplicado directamente sobre papel germitest®.
La dosis de 10,0 mg L', mostré efecto similar para
las semillas envejecidas y con acido galico aplicado
directamente sobre papel germitest® y semillas
embebidas en acido galico y posteriormente
envejecidas, diferencidndose de los demas
procedimientos de aplicacion del antioxidante.
En la dosis 0,01 mg L la mayor masa fue exhibida
por las semillas embebidas en el antioxidante,
diferenciandose de las demas. Estos resultados
permiten confirmar el aumento de masa en las
plantulas de trigo al utilizar el antioxidante en el
mejor procedimiento de aplicacion.

DISCUSION

Es importante destacar que las mayores dosis
de 4acido gdlico aplicadas en diferentes formas
exhibieron mayor germinacién, lo que demuestra

el efecto positivo del compuesto antioxidante en el
proceso de germinacién, en esta gama de dosis.

Al comparar cada dosis dentro de los diferentes
procedimientos de aplicacion del acido galico
en semillas de trigo confirma nuevamente el
efecto positivo del acido galico, a pesar de que
las semillas fueron envejecidas. De acuerdo
con Marco Filho (2015), el envejecimiento de las
semillas, generalmente, promueve un aumento
en la presencia de enzimas que remueven los
radicales libres. Esto puede explicar porque no
fueron observadas diferencias entre las dosis
aplicadas cuando las semillas envejecidas fueron
embebidas en el acido galico y para los demas
tratamientos realizados con semillas sin envejecer
(Figuras 1 y 2), por consiguiente, el uso de
compuestos antioxidantes permitié incrementos
en el vigor de las semillas de trigo, incluso cuando
no eran envejecidas, sin embargo, el efecto no fue
observado en semillas envejecidas y con aplicacion
de acido galico directamente sobre el papel,
siendo posible afirmar que, este procedimiento de
aplicacion no seria el recomendado para garantizar
mejoras en la calidad de semillas de trigo.

Este trabajo confirma el efecto benéfico del
antioxidante en la dosis y el proceso de aplicaciéon
ideal sobre el crecimiento de las plantulas, debido a
que, después de la aplicacidon de acido galico hubo
incrementosenlaslongitudesdelaparteaéreadelas
plantulas de trigo, exceptoenlas dosisde 10,0mgL-,
posiblemente esta dosis pudo haber causado
efectos tdxicos a los tejidos vegetales, ocasionando
reduccion significativa del crecimiento. Para
Cantanhede Filho etal. (2017), los compuestos
fenolicos tienden a ejercer efectos inhibitorios en la
germinacion y crecimiento de plantulas.

La longitud delaplantula, es afectada porla calidad
de la semilla, porque, en condiciones adversas las
semillas mas vigorosas emiten el sistema radicular
mas rapidamente, torndandose mas eficientes en
la absorcién de agua y nutrientes, por lo tanto,
revelan mayor calidad fisiologica (Nakagawa, 1999;
Guedes et al., 2009).

Al analizar la masa de las plantulas de trigo, los
rendimientos indican nuevamente la efectividad
del compuesto antioxidante y permiten afirmar que
el incremento de las plantulas de trigo se obtiene al
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utilizar el antioxidante en el mejor procedimiento
de aplicacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten
identificar los mejores procedimientos de
aplicacion del acido galico para los test ejecutados,
asi como, las dosis que presentan la mayor
calidad de las semillas con uso del compuesto
antioxidante. Enlas semillas envejecidas el uso
de acido galico aplicado directamente sobre papel
germitest® no favorecié el vigor y la germinacion
de las semillas en comparacién con aquellas
embebidas en el compuesto antioxidante. Aunque
existen pocas investigaciones sobre el uso del cido
galico en la agricultura, el potencial antioxidante
de ese producto ha sido confirmado por Singh y
colaboradores (2017). Estos autores describieron el
efecto positivo del acido galico en el crecimiento
inicial y en la produccion de compuestos
antioxidantes y de defensa en plantas de arroz
(Oryza sativa L.).
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