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RESUMO

Inducéo de tolerancia a deficiéncia hidrica na germinacao e crescimento inicial
de sementes de feijoeiro

As condi¢Bes ambientais desfavoraveis fazem com que os vegetais passem por
adaptacdes e a forma como se protegem é essencial, podendo aumentar a producao
e qualidade dos alimentos. O feijao (Phaseolus vulgaris L) € de grande valor
econbmico e de relevante interesse agrondmico. Tratando-se de uma cultura de
sensibilidade a temperatura e deficiéncia hidrica, podem ocorrer aclimatacdes e
alteracdes no metabolismo celular, entre elas a sintese de proteinas de defesa. O
objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do acido salicilico e do choque frio
aplicados as sementes para a possivel tolerancia a restricdo hidrica, durante o inicio
do processo de germinagdo, por meio de variaveis fisiologicas e expressdo de
proteinas solluveis. As sementes foram embebidas em substrato papel a temperatura
constante de 25°C em 4gua ou solucdo aquosa correspondente a 2,5 vezes o0 peso
do substrato seco, sendo parte das sementes em 4gua e parte em solucédo de acido
salicilico a concentracdo de 0,01 Mm, pelas primeiras 24 horas. Metade das
sementes embebidas em agua como as embebidas em &cido salicilico foram
transferidas para o choque frio, por 24 horas, a temperatura de 7°C. A seguir todas
as sementes foram transferidas para um substrato simulando diferentes potenciais
osmdticos: 0,0; -0,3; -0,6; -1,2 MPa induzidos por manitol, sendo considerado
potencial zero o substrato umedecido com agua, compondo quatro combinacdes
sem choque sem acido salicilico (SCHSAS), com choque sem &acido salicilico
(CCHSAS), sem choque com &cido salicilico (SCHCAS) e com choque com &cido
salicilico (CCHCAS). Os tratamentos foram avaliados por germinacgéo, classificacdo
de vigor, comprimento de parte aérea e raiz, massa seca da parte aérea e raiz e
relacdo raiz/parte aérea. ApOs a avaliacdo da germinacdo, duas amostras de cinco
plantulas normais, por repeticdo, foram utilizadas para determinacédo de prolina
(plantula toda) e extracao de proteinas totais e analise por eletroforese SDS — PAGE
de parte aérea e raiz. Os resultados foram analisados considerando o delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 4x4 (combinacdo dos tratamentos
com &cido salicilico e choque frio e niveis de deficiéncia de agua no substrato),
empregando-se Tukey (5% de probabilidade) para comparacdo de médias dos
tratamentos qualitativos e analise de regressdo polinomial para os niveis de
deficiéncia. As analises de eletroforese foram avaliadas por imagem detectando-se
presenca e auséncia de bandas. A germinacdo nao foi influenciada pelos
tratamentos com acido salicilico e choque, mas diminuiu com a progressdo da
deficiéncia de agua. O vigor foi alterado pelos tratamentos de &cido salicilico e
choque, sendo que o tratamento com &cido salicilico influiu positivamente enquanto
o choque negativamente. O tratamento com &cido salicilico proporcionou maiores
comprimentos e massas secas de parte aérea e total das plantulas, principalmente
nos niveis intermediarios de deficiéncia de agua. A expressao de proteinas dos
tratamentos CCHCAS e SCHCAS revelou o mesmo padréo eletroforético tanto para
parte aérea quanto para raiz com maior intensidade de expressdo nos potenciais
osmoéticos menores. O perfil de bandas dos tratamentos CCHSAS e SCHSAS
apresentou alteragéo revelando algumas bandas diferenciadoras.

Palavras Chave: Choque térmico. Choque frio. Acido organico. Acido salicilico.
Estresse hidrico.



ABSTRACT

The induced tolerance to water stress in the germination and early growth of
bean seeds

Plants are always exposed to aggression of biotic and abiotic agents. Their
protection pathway is essential, and it would increase the food production. Navy
beans (Phaseolus vulgaris L) are of high economic importance and of agronomic
value. It is a susceptible crop to temperature and to water stress, what could lead to
metabolic alterations as the synthesis of protein defences. The objective of this work
was to study the effect of salicylic acid and the cold shock applied to germinating
seeds over the water deficit tolerance, during the beginning of the germination
process by means of physiological variables and soluble protein expression. Seeds
were embedded in moistened paper substrate, half of the sample in water and half in
the salicylic acid (0.01mM) in the first 24 hours. Part of both treatments was then
subjected to cold shock 24 hours at 7°C. After that all seeds, from both treatments
were subjected to different mannitol induced water potentials: 0;-0.3; -0.6 and -1.2
MPa. Water was considered the zero potential. Four combinations were considered:
without shock and salicylic acid (SCHSAS), with shock and without salicylic acid
(CCHSAS), without shock with salicylic acid (SCHCAS) and with shock and salicylic
acid (CCHCAS). Treatments were evaluated by germination, vigour classification,
shoot and root dry weight and length, as by the rate shoot/root. After germination
evaluation, five normal seedlings were used to protein and another five to proline
extraction. Proline was determined in the whole seedling and protein in shoot and in
the root, being compared by SDS-PAGE. Results were analyzed as a completely
random design in a factorial design (4x4 — as a combination of salicylic acid cold
shock with the water restriction) by the Tukey's test (P< 5%) for average
comparisons and with polynomial regression for water deficit. Electrophoretic
patterns were analyzed by absence presence of bands. Germination was not
affected by salicylic acid or by the cold shock treatments, but by the increase in the
water deficit. Vigour was altered by salicylic acid and by the shock, being the last one
affecting positively and the cold shock negatively. Salicylic acid increased length and
weight, especially in the intermediary levels of water deficit. Protein expression of the
treatments CCHCAS and SCHCAS showed the same electrophorectical patterns for
shoot and root, with an increase in the expression for the lower potentials. The
pattern of CCHSAS and SCHSAS treatments exhibited some different bands.

keywords: Thermal shock. Cold shock. Organic Acid. Salycilic acid. Water defict.
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1 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos principais alimentos
da populagao brasileira especialmente a de baixa renda. Na maioria das regides
predomina a exploracéo do feijoeiro por pequenos agricultores, com uso reduzido de
insumos e baixas produtividades. O Brasil produz cerca de 3,3 milhdes de toneladas
de feijio comum com produtividade média de 882,6 kg ha™ (CONAB, 2010); em
areas irrigadas a produtividade alcanca 3.000 kg ha®, sendo o segundo maior
produtor mundial de feijéao.

O ambiente esta em constante modificagdo climéatica em virtude do uso
desenfreado dos recursos naturais pelo homem, gerando a necessidade de estudos
gue detectem as possibilidades da produgao vegetal em ambientes com limitagdes
hidricas e nutricionais. A planta de feijdo é sensivel ao estresse hidrico ap6s a
semeadura; valores, no solo, de -0,15 MPa induzem os primeiros sintomas de
deficiéncia na folha primaria e -0,35 MPa podem reduzir drasticamente a germinacao
e a elongacédo de células (DOURADO NETO; FANCELLI, 2000).

Dentre os fatores externos, em ambientes tropicais, a 4gua € um dos
principais, atuando na ativacdo de diferentes processos metabdlicos, que culmina
com a germinagao de sementes.

A germinagcdo de sementes € o desenvolvimento do embrido e a
formacdo de uma plantula normal. Carvalho e Nakagawa (2000) ressaltam que a
germinacao das sementes pode sofrer alteragbes por fatores internos, relacionados
a longevidade e vigor e também fatores externos como agua, temperatura e
OXigénio.

Algumas substancias podem colaborar melhorando a eficiéncia de
processos metabdlicos, os elicitores, ou atuando diretamente em rotas metabdlicas
de resposta ao ambiente desfavordvel permitindo adaptacdes as mudancgas
ambientais. Uma dessas substancias é o acido salicilico. Por outro lado, alguns
procedimentos também podem colaborar nas reacdes das plantas ao estresse.
Assim, choque térmico, ou seja, um curto periodo de temperatura desfavoravel pode
induzir a aclimatacdo da planta a outro fator desfavoravel, abiotico como deficiéncia

de 4gua ou temperatura baixa, ou mesmo biético como patégenos. Essas respostas,
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caracterizadas como de um estresse produzindo defesas ativas na planta a uma
gama de outros estresses sao conhecidas como tolerancia cruzada.

A investigacdo destas substancias e possiveis respostas cruzadas €
importante para a agricultura, principalmente tendo em vistas as perspectivas futuras
de alteragbes ambientais decorrentes da crescente utilizacdo de combustiveis
fosseis e os aumentos na concentracdo de gases na atmosfera gerando o efeito
estufa e o aquecimento global.

Além disso, a emergéncia e o estabelecimento inicial sdo consideradas
as fases mais criticas de uma cultura devido a sensibilidade aos fatores externos
adversos e pelo menor aparato de respostas que dispde a plantula, sendo assim a
agricultura necessita de estudos nestas areas, mesmo considerando que as

condicBes atuais de clima ndo sejam modificadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O feijdo comum (Plaseolus vulgaris L.) pertence a familia Fabaceae,
originaria do continente americano. O ciclo do feijao varia de 61 a 110 dias, o que o
torna uma cultura apropriada para compor sistemas agricolas de intensivos a
tecnificados. O produto final da cultura € o grdo, um dos alimentos basicos para a
populacéo brasileira (FARIAS, 2009). O desenvolvimento do feijoeiro compreende
duas fases distintas basicas, sendo elas denominadas de fase vegetativa e fase
reprodutiva. A fase vegetativa € caracterizada pelo desdobramento das folhas
primérias até o primeiro botdo floral. A fase reprodutiva transcorre da emissédo do
primeiro bot&o floral até o pleno preenchimento das vagens com posterior maturacao
dos gréos (DOURADO NETO; FANCELLI, 2000).

O feijoeiro € pouco tolerante a deficiéncia hidrica, o que pode aumentar
ou reduzir seu ciclo com mudancas em algumas fases de seu desenvolvimento.
Assim como a disponibilidade hidrica implica em seu desenvolvimento, a fertilidade
do solo é importante para favorecer o potencial produtivo da espécie (DOURADO
NETO; FANCELLI, 2000). A melhoria do desempenho do feijao comum esta
associada a obtencdo de novos cultivares com caracteristicas agronémicas
desejaveis, aumentando o desempenho em diversos locais, nos anos agricolas e
épocas de semeadura (LEMOS et al., 2004).

O feijao é cultivado praticamente em todas as regides do Brasil, em
grande diversidade de condi¢bes ambientais. Todos os cultivares, alguns em maior
outros em menor grau, sédo sensiveis a condi¢des climaticas adversas. As sementes,
durante a germinacdo, sdo particularmente sensiveis aos fatores ambientais
estressantes como falta de agua e temperatura baixa ou muito alta. Estresses
ambientais estdo ligados diretamente com alteragbes no padrdo de sintese de
proteinas especificas, em funcdo do tipo de estresse (ARAUJO; PINHEIRO;
RUMJANEK, 1998).

A falta de &gua pode afetar significativamente as etapas de seu
desenvolvimento, reduzindo seu ciclo bioldgico. A temperatura proxima de 25°C
favorece a germinacdo das sementes e a emergéncia das plantulas, e abaixo de
12°C pode comprometer a taxa e a velocidade da germinagédo e contribui para um
aumento de plantulas anormais. (DOURADO NETO; FANCELLI, 2000).
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De acordo com Santos et al. (1992) o potencial osmético de solucdes
salinas pode apresentar valores negativos em relagdo as células embrionérias,
dificultando a absorcdo de &gua que a semente necessita para germinar. A
salinizacdo é um fator limitante ao desenvolvimento e a produtividade das plantas,
por afetar principalmente a disponibilizacéo de recursos hidricos e estar diretamente
relacionada ao potencial osmético por torna-lo mais negativo, resultando no aumento
da pressdo de turgor da célula (ESTEVES; SUZUKI, 2008). Durante a escassez
hidrica, podem ocorrer grandes mudancas na planta. Essas mudancas dependem
da severidade, duracdo e natureza do estresse, do genétipo e fase do
desenvolvimento da planta. (KRAMER, 1974). A reducédo da germinacédo causada
por estresse hidrico é atribuida a redugcédo das atividades enzimaticas. Isso ocorre
ndo soO por dificultar o movimento de absor¢cdo, mas também por facilitar a entrada
de ions em quantidades toxicas no periodo de absor¢do de agua. Em condi¢des
totais de agua disponivel, as sementes podem absorver rapidamente a agua,
causando rupturas em seus tecidos e sérios danos a germinagcdo (BRAGA et al.,
1999).

A 4gua constitui a matriz onde ocorre grande parte dos processos
bioquimicos e fisiolégicos ativando processos importantes no desenvolvimento da
plantula, tendo importante influéncia nas propriedades e estrutura das membranas,
proteinas, acidos nucléicos e outros componentes celulares (BRAY, 1995; TAIZ;
ZEIGER, 2004). Machado Neto (2006a) e Avila et al. (2007) citam que a soluc&o
osmotica de manitol pode se destacar dentre outras solugcbes que tem sido usadas
para simular um ambiente com baixa umidade, caracterizando a deficiéncia hidrica.

Sementes de feijdo com potenciais fisiol6gicos diferentes, submetidos
ao estresse hidrico induzido por manitol, apresentam diminuicdo na germinacao,
isso ocorrendo na primeira contagem, velocidade de germinacdo, massa seca de
plantulas, comprimento de raizes e parte aérea e um aumento de anormalidade nas
plantulas em potenciais de —0,4 a —0,6 (BRAGA et al., 1999), porém apés seis dias
sob deficiéncia a —1,2MPa havia germinacdo, em laboratério, em cultivares de
feijoeiro (MACHADO NETO et al., 2006a). Em feijdo a média de temperatura ideal
seria entre 18 e 31°C, a minima entre 8 e 13°C, a maxima entre 35 e 39°C; acima
inibiram drasticamente a germinacao (MACHADO NETO et al., 2006b).

A deficiéncia hidrica induz a sintese de HSPs (Heat Shock Protein)

especificas e /ou 0 aumento de determinados grupos em vegetais mais tolerantes,
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assim como o estresse térmico (ARAUJO; PINHEIRO; RUMJANEK, 1998). De forma
semelhante, a resisténcia aos choques de calor e frio podem ser aumentados por
elevada concentracdo de compostos fendlicos (RIVERO et al.,, 2001) ou
envolvimento por alguns aminoacidos (MACHADO NETO et al., 2004b). A expresséo
elicitor biolégico refere-se a macromoléculas, oriundas tanto das plantas, como dos
patdégenos. Uma série de compostos incluindo oligossacarideos, glicoproteinas e
peptideos mediam a induc&o das reacdes de defesa (JUNG et al., 2000; KUC, 2000;
BENHAMOU; NICOLE, 1999).

Diversas podem ser as respostas de tolerancia dos organismos aos
estresses como a resposta diferencial de cultivares Custédio et al. (2002); Machado
Neto et al. (2004a) ; Teixeira et al. (2008), via ativacdo Nepomuceno et al. (2001);
Verdoy et al. (2004) ou desativacdo Nepomuceno et al. (2000) de genes que
codificardo proteinas especificas, finalizando com diversas respostas fisiologicas,
metabodlicas e de desenvolvimento. Entre estas respostas ao estresse podemos
encontrar fatores de transcricdo Zhu (2001), proteinas de diversas classes, como as
BiP Binding Protein, Kalinski et al. (1995), peroxidases Siegel (1993), proteinas LEA
(Late embryogenesis abundant protein - Verdoy et al. (2004)), proteinas ricas em
prolina (PRPs) - Verdoy et al. (2004) e proteinas de choque térmico (Heat Shock
Protein - (HSPs)), as quais deveriam ser especificas ao estresse de calor, porém,
também sdo sintetizadas na presenca de estresse hidrico ou como resposta
universal ao estresse sendo encontradas desde procariotos até em eucariotos
(VIERLING, 1991).

N&o existem estudos que comprovem completamente as funcdes
fisiologicas das HSPs, entretanto, existem evidéncias consideraveis demonstrando
qgue a termotolerancia esté correlacionada com a sintese e acumulo de HSPs (JINN
et al.,, 1993; SCHIRMER; LINDIQUIST; VIERLING, 1994; PARK et al., 1996;
PRANDL et al., 1998; RISTIC et al., 1998; KUK et al., 2000; ARAUJO; RUMJANEK;
PINHEIRO 2003).Quando ocorre a termotolerancia, para conter os efeitos do
estresse, a planta sofre aclimatacdo por meio de mudancas no fluxo metabdlico por
meio da supressdo de rotas metabdlicas, envolvendo a producdo de espécies
reativas de oxigénio e induzindo a sintese de proteinas de choque térmico (HSPs)
(CUSTODIO et al, 2009). Segundo Mc Cue et al. (2000), varias formas de combate

ao estresse sdo citadas, entre elas a aplicagdo exdgena ou estimulo a sintese
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endbégena dos acidos organicos, salicilico, ascérbico e citrico, sendo que destes o
primeiro pode agir como indutor de proteinas de tolerancia ao estresse.

O acido salicilico (AS) € um composto pertencente ao grupo dos
compostos fendlicos e que esta presente em grande parte das plantas (MAIA et al,
2000). Apresenta inumeras funcdes, destacando-se inibicdo da germinagcdo e do
crescimento; interferéncia na absor¢do de raizes, reducéo da transpiracdo e causa a
abscisédo foliar (KERBAUY, 2008). Porém, Carvalho et al. (2007) concluiram que a
aplicacdo de acido salicilico em sementes de caléndula, planta medicinal
pertencente a familia Asteraceae, contribuiu positivamente na germinacdo e no
indice de velocidade de germinacdo considerando niveis de estresse hidrico e
térmico a 35°C. Maia et al. (2000) estudaram que o acido salicilico promoveu
aumento da percentagem de germinacdo em plantulas de soja, além de estimular o
comprimento de raizes e incrementar o peso da matéria verde. O acido salicilico tem
mostrado capacidade de ativar peroxidases tendo um importante papel no processo
bioquimico com a biossintese de suberina e lignina que estdo envolvidas no reforco
das paredes das células, e essas substancias sdo de grande importancia para a
protecéo da planta (SAKHABUTDINOVA, FATKHUTDINOVA; SHAKIROVA, 2004).

Durante periodos de deficiéncia hidrica, muitas mudangas ocorrem na
planta. Uma das respostas ao estresse hidrico nas células das plantas € o acamulo
de prolina. Durante a seca as plantas superiores ativamente acumulam agucares,
acidos organicos e ions no citosol para diminuir o potencial osmético e
consequentemente manter o potencial hidrico e o turgor das células. O acumulo de
prolina nas plantas ocorre quando estas estdo submetidas a condi¢bes de estresse
hidrico, térmico ou salino (MAIA et al.,, 2007). O resultado deste aminoacido
acumulado é resposta do aumento no fluxo de glutamato, que € metabolizado pela
Pirrolina-5-Carbixilato Sintetase (P5CS), sendo esta a enzima que regula o taxa de
biossintese de prolina (HARE; CRESS, 1997). Com a diminuicdo no potencial
osmotico da célula ocorre um aumento na sintese de P5CS e assim sendo um
aumento na acumulagdo de prolina, e isso tem sido proposto como ajuste osmatico.

Muitas plantas acumulam solutos organicos ou osméticos compativeis
que interferem nas funcBes das enzimas que sdo constituidos de aminoacidos,
particularmente a prolina em resposta a diferentes tipos de estresse (TAIZ; ZEIGER,
2004). De acordo com Maia et al. (2007), ocorreu um acréscimo de prolina nos
tecidos foliares a partir da diminuicdo do conteudo relativo de agua destes tecidos e
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este acumulo ocorreu em virtude do aumento das atividades das enzimas envolvidas
na sintese de aminodacidos ou da inibicdo da oxidag&o da prolina.

Como se verifica, na literatura, ainda sdo poucos os estudos sobre os
compostos que conferem resisténcia ao feijoeiro em condi¢des de estresse hidrico
nesta fase tdo critica que € a germinacéo das sementes e emergéncia das plantulas.
Dessa forma, se fazem necessarios, estudos que busquem estas informagdes, além
de se também buscar conhecimentos sobre os produtos que possam ser utilizados

para estimular a formacgéo destes compostos.
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3 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do acido salicilico, do
choque frio e da combinacao dos dois na inducdo de tolerancia a deficiéncia de agua

em sementes de feijoeiro durante a germinacao e no crescimento inicial.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido nos laboratérios de Sementes e
Genética da Universidade do Oeste Paulista -UNOESTE- localizado em Presidente
Prudente-SP. Foram utilizadas sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L) do cultivar
Carioca 80 SH com procedéncia de Santo Anastacio/SP. As sementes foram
divididas em duas porgbes, sendo parte embebida em agua e parte em solucdo
aquosa de acido salicilico 0,01mM (CARVALHO et al., 2007) em papel toalha para
germinacado. Utilizou-se a proporcao de 2,5 vezes o peso do substrato seco em agua
ou solucéo aquosa e as sementes foram mantidas a temperatura constante de 25°C,
nas primeiras 24 horas. Tanto as sementes embebidas em agua como as
embebidas em acido salicilico foram transferidas para o choque frio, por 24 horas, a
temperatura de 7°C (CUSTODIO et al., 2009). Assim obtiveram-se quatro
combinacdes de choque frio e acido salicilico como segue: SCHSAS, sem choque e
sem acido salicilico ou tratamento testemunha; SCHCAS, sem choque com acido
salicilico; CCHSAS, com choque sem acido salicilico e CCHCAS com choque e com
acido salicilico.

A seguir todas as sementes foram transferidas para um substrato
simulando diferentes potenciais hidricos: 0; -0,3; -0,6; -1,2 MPa induzidos por
manitol, sendo considerado potencial zero o substrato umedecido com agua. Os
potenciais foram obtidos dissolvendo-se 0; 22,29; 44,58 e 89,17g de manitol por litro
de agua, estabelecidos pela equacao de Van't Hoff (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Cada parcela, para avaliagdo da germinacédo, foi formada de 50
sementes com 4 repeticbes. As sementes foram dispostas em 3 folhas de papel
toalha, sendo duas como base e uma como cobertura, enroladas e colocadas em
saco plastico. Realizou-se uma Unica contagem no sétimo dia apdés o inicio da
embebicdo. As plantulas foram classificadas em plantulas normais fortes, normais
fracas, anormais e mortas. A germinacao foi considerada a soma das porcentagens
de plantulas normais fortes e fracas. Para classificacdo de vigor foi considerada a
porcentagem de plantulas normais fortes (NAKAGAWA, 1999).

Para avaliagdo dos comprimentos e massas secas foram instaladas 4
repeticoes de 10 sementes colocadas para germinar nas mesmas condi¢cdes da
germinacdo que, aos sete dias, foram medidas quanto ao comprimento da parte
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aérea (considerou-se o hipocétilo), comprimento de raiz, massa seca de parte aérea
e raiz. A avaliacdo da matéria seca foi separadamente, da raiz e parte aérea (sem 0s
cotilédones), submetidas a secagem sob temperatura de 60°C por 72 horas,
resfriada em dessecador e pesada para obtencdo das massas. A relacao raiz/parte
aérea foi calculada dividindo-se a massa da raiz pela massa da parte aérea
(NAKAGAWA, 1999).

Duas amostras de cinco plantulas normais, por repeticao, obtidas da
avaliacdo da germinacdo, ao sétimo dia, foram separadas para determinagdo de
prolina (plantula toda) e extracdo de proteinas totais (individualizadas em raiz e parte
aérea). Cada fracéo de tecido, por repeticdo, foi macerado com nitrogénio liquido e
colocado em tubos de ensaio com tampéo de extracdo Tris-HCL (0,625 mM) pH 6,8,
contendo, 2% duodecil sulfato de sodio (SDS); 20% glicerol e 5% 2-mercaptoetanol
na proporcéo de 1:10 (p:v) de amostra de tecido vegetal para o tampao de extragao.
Os tubos foram agitados e mantidos por, no minimo, uma hora em temperatura
ambiente e depois aquecido de trés a cinco minutos até atingir ebulicdo.
Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 9500rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi congelado em tubos Eppendorf. As proteinas foram quantificadas
de acordo com Bradford (1976), sendo os valores plotados contra uma curva de
calibragéo construida com albumina bovina a 0,5 g mL™ na faixa de zero a 100pg.

A eletroforese, seguindo método de SDS-PAGE, foi conduzida de
acordo com Laemli (1970) em um sistema composto por um gel de corrida contendo
12,5% de acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), Tris Glicina SDS pH 8,8, e um gel de
empilhamento com 2,5% de acrilamida-bisacrilamida, Tris HCI pH 6,8. A corrida de
eletroforese SDS-PAGE foi realizada em cuba vertical ligada a fonte elétrica por 30
minutos a 50V e 20mA por 4 horas em condicdes refrigeradas. O tampé&o de corrida
foi composto de Tris (25mM) - Glicina (38mM) - SDS (0,7mM), pH8,8. Aliquotas,
contendo a mesma quantidade de proteina por tratamento (20ug), foram colocadas
por poco. Os géis foram fixados com isopropanol:4cido acético:agua (4:1:5) por 30
minutos e permaneceram em solugcdo contendo 2% Coomassie Blue R250 até
aparecerem as bandas de proteina. Quando a coloracdo mostrou-se muito escura o
gel foi descorado com 10% de acido acético. Posteriormente, foi realizada a foto
documentacdo digital em transluminador permitindo a captura, visualizagdo e o

processamento de imagens de bandas protéicas reveladas nos géis.
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A andlise do padréo eletroforético de cada tratamento foi feita atraves
de comparacéao visual e deteccdo diferencial da presenca/auséncia de bandas e o
peso das bandas calculado por interpolagéo harmonica.

Para se determinar a quantidade de prolina utilizou-se o método
descrito por Bates, Waldren e Teare (1973) modificado por Machado Neto et al.
(2004b), macerando-se 200 a 300 mg de material fresco (plantula toda) em 5 a 10
mL de &cido sulfosalicilico a 3%. Realizando a filtragem do material adquirido.
Retirou-se 2 mL do material obtido em um tubo de ensaio com 2 mL de &cido acético
glacial. As amostras foram mantidas em banho maria fervente por uma hora. Apos
este periodo resfriou-se em banho de gelo e em seguida fez-se a leitura em
espectrofotometro a 520nm, em triplicatas.

O experimento foi conduzido seguindo o delineamento estatistico
inteiramente casualizado com quatro repeticdes por tratamento. Os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial 4x4, sendo quatro combina¢gdes de choque
frio e acido salicilico e 4 potenciais osméticos produzidos por concentracbes de
manitol. Os dados foram analisados quanto a variancia pelo teste F com 5% de
significancia, a comparacao de médias entre as combina¢des de choque frio e acido
salicilico pelo teste Tukey (P<0,05) e analise de regressao polinomial para os niveis
de potencial osmotico. Foram consideradas as equacdes significativas com maiores
coeficientes de determinacéo (R?. Os dados em porcentagem foram transformados

1/2

em arco seno (x.1001)"? enquanto os demais ndo sofreram transformac&o. Para a

analise utilizou-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas diversas avaliagbes estdo contidos nas
figuras de 1 a 7. Quanto a germinacdo, as sementes submetidas aos tratamentos,
de choque frio e &cido salicilico, e aos potencias osmaoticos (Figura 1A) ndo diferiram
em nenhum dos potenciais estudados. No entanto, a germinacéo foi decrescente
com o aumento da deficiéncia de agua. A média inicial (potencial zero) foi de 96,6%
decrescendo 6,8% para cada MPa de diminuigdo no potencial osmético.

A diminuicdo da germinagcdo em funcdo do aumento da restricdo
hidrica é bastante relatada na literatura. No entanto, dentro de um mesmo potencial
pode ocorrer respostas diferentes de germinacdo e vigor como observaram
Machado Neto et al. (2006a) e Custddio, Salomédo e Machado Neto (2009). Moraes;
Menezes e Pasqualli (2005) observaram, em sementes de feijdo com o uso de NacCl
e PEG 6000, que a porcentagem de germinacdo manteve-se acima de 90% até -0,2
MPa, ap0s houve reducgdo drastica sendo maior em PEG 6000. Por outro lado
existem estudos indicando que ocorreu melhor desempenho na germinacao das
sementes de feijdo que passaram por choque térmico, principalmente a 7°C, antes
da restricdo hidrica no inicio do desenvolvimento, como estudaram Custodio et al.
(2009).

Quanto ao vigor (Figura 1B), considerando o tratamento SCHSAS foi
possivel identificar um ajuste quadratico. O potencial relacionado ao maior vigor foi
calculado em -0,26 MPa. Neste mesmo tratamento foi possivel avaliar que a partir
de -0,26 MPa, a restricdo hidrica resultou em diminuicdo do desempenho das
sementes, demonstrando fisiologicamente a necessidade hidrica que a semente tem
para o seu desenvolvimento posterior. No tratamento sem SCHCAS (Figura 1B)
ocorreu um ajuste linear que caracterizou redugdo no vigor da semente com o
aumento da restricdo hidrica, ou seja, quando fornecido a maior quantidade de 4gua
a semente, observou-se um vigor calculado de 77,4% e a medida que se elevou a
restricdo hidrica ocorreu decréscimo linearizado no vigor. Braccini et al. (1998),
Moraes e Menezes (2003) e Custddio, Salomdo e Machado Neto (2009) estudaram
que, em sementes, o vigor é mais afetado do que a germinagdo em condi¢des de

deficiéncia hidrica por solu¢cdes osmdticas.
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Na andlise dos efeitos do tratamento CCHSAS (Figura 1B) ndao houve
diferenca significativa, ou seja, ndo ocorreu diferenga entre as médias considerando
o aumento do potencial osmoético. No entanto, foi possivel observar, para o
tratamento CCHCAS, o ajuste quadratico, onde o maior vigor das sementes foi
observado no potencial de -0,50 MPa.

Enquanto no potencial zero o tratamento CCHCAS (Figura 1B)
apresentou a menor média, diferindo dos demais tratamentos, no potencial mais
restritivo, -1,2 MPa, a testemunha, ou seja, as sementes nao tratadas é que
apresentaram meédias inferiores aos tratamentos CCHSAS e SCHCAS. Nos niveis
intermediarios de restricdo de agua as diferencas entre os tratamentos foram menos
expressivas. No nivel -0,3 MPa ndo houve diferenca, e, no nivel -0,6 MPa, o
tratamento testemunha foi superior, embora nao diferindo do tratamento CCHSAS. O
acido salicilico aplicado as sementes de arroz cv. EMBRAPA 7 TAIM, apresentou
efeito inibitério na porcentagem de germinacgdo, segundo Silveira, Moraes e Lopes
(2000). Esses resultados corroboram aos de Kerbauy (2008) que considera o acido
salicilico um composto fendlico que apresenta inimeras funcbes destacando-se a

inibicdo da germinacéo.
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FIGURA 1 - Germinagcao (A) e classificacdo de vigor (B) de sementes de feijao
tratadas com choque frio (7°C 24h) e &cido salicilico (0,01 mM 48h) e
submetidas a niveis de potencial osmético do substrato obtidos com
solucdes de manitol. Dentro de um mesmo potencial, letras iguais
indicam diferencas nao significativas pelo teste Tukey (P>0,05)
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N&o houve significAncia na interacdo tratamento da semente X
potencial da agua para o crescimento da parte aérea (Figura 2A) que apresentou um
decréscimo acentuado até -1,2 MPa, seguindo ajuste linear decrescente, com
comprimento, no potencial zero, de 10,7 cm e decréscimo de 7,05 cm para cada
MPa de aumento na restricdo de agua. No entanto, analisando os tratamentos
utilizados, houve diferenca significativa para o comprimento da parte aérea,
ocorrendo um crescimento maior para as plantas testemunha, seguidas das tratadas
com acido salicilico (SCHCAS), das tratadas com choque (CCHSAS) e por fim das
tratadas com choque e com acido salicilico (CCHCAS). Nunes et al. (2009)
concluiram que ocorreu um decréscimo no tamanho das plantulas de Crotalaria
juncea, a medida que os potenciais osmaticos ficaram negativos, considerando uma
faixa de -0,4 a —2,0 MPa. Conus et al. (2009) a partir da analise de variancia,
detectou que ocorreu uma diminuicdo da parte aérea do milho tratados com
solugbes osmoéticas de KCl e CacCl,, no potencial osmaético de —0,2 MPa.

Para o comprimento da raiz (Figura 2B), analisando o tratamento
SCHSAS, observou-se que ocorreu um ajuste linear significativo. Com o aumento da
restricdo hidrica ocorreu um decréscimo no comprimento da raiz fato igualmente
observado por Queiroz, Almeida e Fernandes (1998). Ao inserir o choque térmico e
ndo empregar o 4cido salicilico ocorreu ajuste quadratico com menor crescimento de
raiz, calculado em -0,89 MPa o ponto de minimo crescimento, demonstrando que
apenas o choque frio ndo foi suficiente para atenuar os efeitos da diminuicdo da
agua para o0 crescimento da raiz. Os tratamentos SCHCAS e CCHCAS
apresentaram ajuste quadratico com maior crescimento de raiz calculado para -0,35
e -0,39 MPa.

Com maior disponibilidade de 4gua, o tratamento SCHCAS foi superior,
CCHCAS intermediario e os outros dois inferiores. Na maior restricdo de agua, -1,2
MPa, o tratamento sem choque com &cido salicilico continuou sendo superior
embora nédo tenha diferido do com choque com acido salicilico (CCHCAS).

Quando é analisado o comprimento total (Figura 2C), os tratamentos
SCHCAS, SCHSAS, e CCHCAS apresentaram ajuste linear com comprimentos, no
potencial zero, calculados de 25,59, 22,38 e 16,81 cm, com decréscimos de 14,81,
14,29 e 5,05 cm para cada MPa de aumento na restricdo de agua. O tratamento
CCHCAS apresentou ajuste quadratico com ponto de maximo de 0,21 MPa.
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No comprimento total foi possivel verificar que o acido salicilico foi
determinante, pois quando ndo empregado junto com o choque frio, ocorreu maior
comprimento total da plantula; sendo verificado o inverso quando se empregou acido
salicilico. No potencial zero o tratamento superior em relagdo aos demais foi com
uso do &cido salicilico (SCHCAS), embora nédo tenha diferido da testemunha. O
resultado deste trabalho foi contrario ao afirmado na literatura por Kerbauy (2008)
gue constatou que o acido salicilico tendeu a inibir o crescimento das plantas. No
potencial de agua mais drastico ndo houve diferenca entre os tratamentos, enquanto
no potencial -0,6 MPa também houve destaque para o uso de &cido salicilico
(SCHCAS) que foi superior aos demais tratamentos e a testemunha.
Sakhabutidinova et al. (2003) concluiram que o uso do acido salicilico em plantulas
de trigo reduziu a deficiéncia hidrica e a a¢édo prejudicial da salinidade e acelerou a

restauracado dos processos de crescimento.
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FIGURA 2 - Comprimento da parte aérea (A), da raiz (B) e comprimento total (C) de
sementes de feijdo tratadas com choque frio (7°C 24h) e acido salicilico
(0,01 mM 48h) e submetidas a niveis de potencial osmético do
substrato obtidos com solu¢gbes de manitol. Dentro de um mesmo
potencial, letras iguais indicam diferengas n&o significativas pelo teste
Tukey (P>0,05)
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Para massa seca de parte aérea (Figura 3A) foi possivel verificar para
todos os tratamentos que ocorreu redugao da massa com a diminuigao do potencial
osmotico, denotando que a reducdo da disponibilidade hidrica promoveu menor
desenvolvimento de parte aérea com menor translocacao das reservas cotiledonares
para a parte aérea. Todos os tratamentos apresentaram ajustes lineares sendo
maior a massa de parte aérea em total disponibilidade hidrica (0,547g) para o
tratamento SCHCAS, com reducdo da massa a uma taxa de 0,362g para cada um
MPa de reducédo do potencial osmotico.

O tratamento CCHSAS apresentou a menor massa inicial calculada em
0,299g com decréscimo de 0,192g para cada um MPa de reducdo no potencial.
Houve diferenca significativa entre os tratamentos nos potenciais 0; -0,3 e -0,6 MPa,
enquanto no maximo de restricdo hidrica ndo houve diferenca entre os tratamentos.
Os tratamentos SCHCAS e SCHSAS apresentaram maior massa seca do que nos
tratamentos em que foi utilizado choque frio, CCHSAS e CCHCAS. Didonet (2002)
verificou que ocorreu aumento da massa seca de parte aérea do feijao comum cv.
Pérola em 50%, em virtude do choque térmico empregado as sementes. Custodio et
al. (2009) também constataram melhor desempenho, das sementes de feijao cv.
IAPAR 81, que passaram por choque, de 7°C por 24 horas ou 33°C por 24 horas, a
restricdo hidrica no inicio do desenvolvimento.

N&o houve significAncia na interagdo entre 0s tratamentos e o0s
potenciais para massa seca da raiz (Figura 3B), assim os resultados foram avaliados
separadamente. Com relacdo a restricdo de agua, todos os tratamentos
apresentaram reducao da massa de raiz (Figura 3B). Coelho et al. (2010) estudaram
gue as sementes de feijao sob estresse hidrico e tratamentos osméticos com
manitol, CaCl,, NaCl e MgCl, apresentaram reducdo nas massas secas de parte
aérea e de raiz, demonstrando que sofreram interferéncia da diminuicdo da agua,
como foi possivel verificar na Figura 3 A e Figura 3 B.

O ajuste, considerando a média, foi linear decrescente com massa
inicial de 0,159g e reducdo da massa de raiz de 0,066g para cada MPa de reducéo
no potencial osmoético. Considerando apenas o0s tratamentos empregados nas
sementes, o superior foi a testemunha com média de 0,1425g diferindo-se dos
tratamentos com choque, com e sem acido salicilico. O tratamento SCHCAS ficou

em posicao intermediaria ndo diferindo dos superiores e dos inferiores.
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FIGURA 3 - Massa seca da parte aérea (A) e da raiz (B) de sementes de feijao
tratadas com choque frio (7°C 24h) e acido salicilico (0,01 mM 48h) e
submetidas a niveis de potencial osmoético do substrato obtidos com
solucdes de manitol. Dentro de um mesmo potencial, letras iguais
indicam diferencas nao significativas pelo teste Tukey (P>0,05)
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Para massa seca total (Figura 4A) nado ocorreu significancia da
interacdo entre o potencial osmoético e os tratamentos. Quanto a reducdo da
disponibilidade de agua, a massa seca total sofreu reducéo representada por ajuste
linear com massa seca de 0,595g no potencial zero e reducgéo de 0,353g para cada
MPa de reducdo no potencial osmatico. Quanto aos tratamentos, a testemunha e o
tratamento SCHCAS foram superiores aos tratamentos com choque, com e sem
acido salicilico. Ou seja, quando nao foi utilizado o choque térmico e foi utilizado o
acido salicilico ocorreu maior acumulo de massa seca total. Singh e Usha (2003)
observaram em trigo um aumento na matéria seca significativamente maior no
tratamento com acido salicilico, essa capacidade de eliminar efeito adverso do
estresse hidrico, podem ter implicagcbes de melhoria significativa para superar
barreira de rendimento decorrentes a limitacdes de agua.

Na relacdo raiz/parte aérea (Figura 4B) constatou-se que para 0S
tratamentos SCHSAS e SCHCAS e CCHCAS ocorreu incremento na relagéo raiz/
parte aérea considerando-se o ajuste linear, ou seja, ocorreu maior crescimento de
raizes quando houve menor disponibilidade hidrica, em detrimento da parte aérea,
estando relacionado a uma medida de sobrevivéncia da planta a restricdo hidrica.
No caso do tratamento com CCHSAS, onde ndo ocorreu uso do acido salicilico,
houve ajuste exponencial o que demonstrou que com potencial osmético de -0,89
MPa resultou em uma relacdo raiz/parte aérea maxima. Nos potenciais zero e -
1,2MPa néo houve diferenga entre os tratamentos. Nos potenciais -0,3 e -0,6MPa as
maiores relagbes foram encontradas no tratamento CCHSAS e as menores no
tratamento SCHCAS. Os demais ficaram em posicdo intermediaria. Coelho et al.
(2010) verificaram que para relagdo raiz/parte aérea ocorreu decréscimo apenas
para a solu¢cdo osmética com CaCl,, sendo que para as solu¢des de manitol, KCl e
MgCl; os resultados ndo foram significativos para a relacao raiz/parte aérea.
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FIGURA 4 - Massa seca total (A) e relacéo raiz/parte aérea (B) e de sementes de
feijdo tratadas com choque frio (7°C 24h) e acido salicilico (0,01 mM
48h) e submetidas a niveis de potencial osmoético do substrato obtidos
com solugdes de manitol. Dentro de um mesmo potencial, letras iguais
indicam diferencas nao significativas pelo teste Tukey (P>0,05)
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Em todos os tratamentos ocorreu aumento do acumulo de prolina
(Figura 5) em relagdo ao aumento da restricdo hidrica com ajustes lineares
crescentes, permitindo inferir que a prolina foi um elemento do metabolismo que
favoreceu o ajustamento da plantula as condi¢ces de estresse hidrico. A utilizagdo
do &cido salicilico, do choque frio ou de ambos acarretou maior acimulo de prolina,
no maior potencial osmético, demonstrando a possibilidade dos tratamentos
aplicados as sementes terem atuado como sinalizadores atenuando os efeitos do
estresse hidrico. Nos tratamentos sem estresse hidrico e com estresse moderado, -
0,3 e -0,6MPa, ndo houve diferenca no acumulo de prolina nas plantulas. Machado
Neto et al. (2004b) verificaram que o acumulo da prolina ndo foi linear e nédo foi
dependente da temperatura. Hussein, Balbaa e Gaballah (2007) observaram em
plantas de milho que todas a concentracfes de aminoacidos foram reduzidos pelo
estresse salino, com excecao da prolina e da glicina. Paxedes, Ferreira e Gomes
Filho (2009) constataram que as folhas de feijao caupi, quando turgidas, mantiveram
o teor de prolina constante. Porém, as submetidas a deficiéncia de agua,
acumularam prolina objetivando um ajuste osmético e defesa contra a desidratacao.
A prolina tem propriedades de ajuste osmoético sem causar danos aos tecidos,
guando comparado aos ajustes efetuados por ions (LIMA et al., 2004).
Sakhabutdinova et al. (2003) relatam que pode se esperar que o tratamento prévio
com uso do acido salicilico contribui para o acumulo de prolina sob estresse, como

foi verificado neste trabalho.
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FIGURA 5 - Determinagao do teor de prolina em plantulas obtidas de sementes de
feijdo tratadas com choque frio (7°C 24h) e éacido salicilico (0,01 mM
48h) e submetidas a niveis de potencial osmético do substrato obtidos
com solucdes de manitol. Dentro de um mesmo potencial, letras iguais
indicam diferencas nao significativas pelo teste Tukey (P>0,05)

As proteinas de choque térmico ou estresse (HSPs) sdo proteinas que
estdo em toda parte da planta e altamente conservadas. A resposta e expressao sao
induzidas por uma grande variedade de acontecimentos tanto fisiolégicos como
ambientais permitindo que as células possam sobreviver a condi¢cdes onde
normalmente morreriam (PARCELLIER et al., 2003). Sendo assim, o bandeamento
de proteinas pode variar para cada material, espécie, potencial osmoético e estresse.
Chu-Yung, Roberts e Key (1984) relatam que o papel para HSPs é de proteger as
funcdes vitais e estruturais durante o estresse térmico, permitindo assim voltarem as
fungBes normais rapidamente quando as temperaturas favoraveis sao estabelecidas.

A disfuncdo de uma proteina pode ser causada por estresses
abidticos. Manter proteinas em sua conformacéo funcional sdo aspectos importantes
para a sobrevivéncia da célula sob estresse. As proteinas de choque térmico (HSPS)
sdo responséaveis pelo enrolamento, montagem, translocacdo, degradacdo e
também podem ajudar na renaturacéo de proteinas e membranas sob condi¢des de
estresse.
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As proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) estdo ligadas ao
estresse hidrico pela desseca¢do ou resfriamento, no entanto destacaram que as
proteinas LEA foram capazes de suprimir a agregacao da proteina e a inativacao
sob estresse hidrico e que podem manter sua atividade enzimética na desidratacédo
(GOYAL; WALTON; TUNNACLIFFE, 2005).

A expressado das proteinas da parte aérea das plantulas de feijao cujas
sementes nao foram tratadas com acido salicilico nem com choque frio e ainda néo
foram submetidas a restricdo de agua foi apresentada na coluna 7B da Figura 6B e
C, apresentando bandas com 106, 102, 67, 55, 40, 30, 22, 19 e 17kDa
representativas do metabolismo normal da parte aérea das plantulas. O perfil
eletroforético da aplicacdo da deficiéncia de agua nas sementes ndo tratadas
(SCHSAS) foi apresentado nas colunas 8, 9 e 10B (Figuras 6B e C) onde se pode
verificar a expressao adicional das bandas de 76 e 45kDa na coluna 9B (-0,6MPa)
além da adicdo da expressao das bandas 90 e 85kDa na coluna 10B (-1,2MPa) que
podem sem interpretadas como resultado da resposta metabdlica ao tratamentos de
restricdo hidrica aplicados. A menor restricdo hidrica, -0,3MPa, coluna 8B néo
apresentou perfil diferente da testemunha, coluna 7B.

As sementes tratadas apenas com choque frio (CCHSAS)
apresentaram uma banda diferenciadora, em relacéo a testemunha (coluna 7B), de
45kDa nos potenciais zero e -0,3MPa (Figura 6B e C - colunas 2 e 3B). Nos
potenciais mais baixos ocorreu a perda completa do padréo protéico (Figura 6B e C -
colunas 4 e 6B).

Nos tratamentos com acido salicilico, com choque (CCHCAS) ou sem
choque frio (SCHCAS), notou-se a expressao adicional, em relacdo a coluna 7B, das
bandas 94, 88, 85, 81, 65, 45 e 37kDa e a auséncia da banda de 67kDa em todos o0s
niveis de potencial osmatico, colunas 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9 e 10A (Figura 6A e C). A
expressdo dessas proteinas, pode ter efeitos na melhor reposta fisioldgica, como na
massa seca com melhor desempenho com acido salicilico. Singh e Usha (2003)
relatam que a massa seca das plantas de trigo com estresse hidrico e aplicacdo do
acido salicilico foi significativamente maior que sem aplicacdo do acido salicilico.
Radwan et al. (2010) pesquisando folhas de feijao infectados com virus mosaico e
tratadas com acido salicilico, relatam que o &cido salicilico induziu a formacgéo de
novas bandas de 36 e 68kDa, indicando que o &cido salicilico desempenha um
papel importante na indugéo de resisténcia.
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A expressdo das proteinas da raiz das plantulas de feijao cujas
sementes nao foram tratadas com acido salicilico nem com choque frio e ainda néo
foram submetidas a restricdo de agua foi apresentada na coluna 7B da Figura 7B e
C apresentando bandas com 63, 50, 45, 43, 40,30, 26, 22, 19 e 17kDa
representativas do metabolismo normal da raiz das plantulas. O perfil eletroforético
da aplicacdo da deficiéncia de agua nas sementes ndo tratadas (SCHSAS) foi
apresentado nas colunas 8, 9 e 10B (Figura 7B e C) onde se pode verificar a
expresséo adicional das bandas de 102 e 88kDa nas colunas 9 e 10B (-0,6 e -
1,2MPa) que podem sem interpretadas como resultado da resposta metabdlica ao
tratamentos de restricdo hidrica aplicados. A menor restricdo hidrica, -0,3MPa,
coluna 8B nao apresentou perfil diferente da testemunha, coluna 7B.

As sementes tratadas apenas com choque frio (CCHSAS)
apresentaram quatro bandas diferenciadoras, em relacao a testemunha (coluna 7B),
de 116, 106, 102 e 90kDa em todos os potenciais (Figura 7B e C - colunas 2, 3,4 e
5B).

Nos tratamentos com acido salicilico, com (CCHCAS) ou sem choque
frio (SCHCAS), notou-se a expresséao adicional, em relacdo a coluna 7B, das bandas
106, 102kDa e a auséncia das bandas de 50 e 26kDa em todos os niveis de
potencial osmotico, colunas 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 e 10A (Figura 7A e C).
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FIGURA 6 - Padrao de bandas de proteinas sollveis de parte aérea de plantulas
obtidas de sementes de feijdo tratadas com choque frio (7°C 24h) e
acido salicilico (0,01 mM 48h) e submetidas a niveis de potencial
osmotico do substrato obtidos com solugBes de manitol. A Esquerda
CCHCAS; 1A padrao molecular; 2A OMPa; 3A -0,3MPa; 4A -0,6MPa;
5A padréo molecular; 6A -1,2MPa; A Direita SCHCAS 7A OMPa; 8A -
0,3MPa; 9A -0,6MPa; 10A -1,2MPa; B Esquerda CCHSAS; 1B padrao
molecular; 2B OMPa; 3B -0,3MPa; 4B -0,6MPa; 5B -1,2MPa; B Direita
SCHSAS; 6B padrdo molecular; 7B OMPa; 8B -0,3MPa; 9B -0,6MPa;
10B -1,2MPa. C Esquema do perfil eletroforético de proteinas
apresentado na parte A e B desta figura
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FIGURA 7 - Padrdo de bandas de proteinas solUveis de raiz de plantulas obtidas de

sementes de feijdo tratadas com choque frio (7°C 24h) e acido salicilico
(0,01 mM 48h) e submetidas a niveis de potencial osmotico do substrato
obtidos com solu¢gbes de manitol. A Esquerda CCHCAS; 1A padrao
molecular; 2A OMPa; 3A -0,3MPa; 4A -0,6MPa; 5A -1,2MPa; A Direita
SCHCAS, 6A padrdo molecular; 7A OMPa; 8A -0,3MPa; 9A -0,6MPa;
10A -1,2MPa; B Esquerda CCHSAS; 1B padrao molecular; 2B OMPa; 3B
-0,3MPa; 4B -0,6MPa; 5B padrdo molecular; 6B -1,2MPa; B Direita
SCHSAS; 7B OMPa; 8B -0,3MPa; 9B -0,6MPa; 10B -1,2MPa. C
Esquema do perfil eletroforético de proteinas apresentado na parte A e B
desta figura
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6 CONCLUSAO

O tratamento das sementes com &acido salicilico, 0,01 mM por 48
horas, mostrou-se promissor por atenuar parcialmente a deficiéncia de agua durante

o crescimento inicial de plantulas de feijao.
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