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TOLERANCIA CRUZADA INDUZIDA POR CHOQUE TERMICO NA
GERMINACAO DE SEMENTE DE FEIJAO!

CECI CASTILHO CUSTODIO®, MARCIA REGINA VIVANZ, RITA DE CASSIA ALVES NUNES?,
EDNA ANTONIA TORQUATO DE AGOSTINI2*

RESUMO - Estresse pode ser definido como um fator externo, que exerce influéncia desvantajosa
sobre a planta. Em regides tropicais, as culturas agricolas sofrem estresse abiotico principalmente
por periodos de deficiéncia de dgua e altas temperaturas. A tolerancia cruzada permite as plantas se
aclimatarem a uma gama de diferentes estresses apos exposicao a um estresse especifico. O objetivo
neste trabalho foi avaliar a tolerancia ao estresse hidrico durante a germinagdo das sementes de feijao
sob influéncia da tolerancia cruzada induzida por choque térmico. As sementes de feijao cultivar
‘TAPAR 81’ foram submetidas ao processo de embebigdo, em substrato papel umedecido com agua
pura sob temperatura de 20°C por 24 horas. A seguir, parte foi mantida nessa temperatura e parte
transferida para o choque frio por 24horas a 7°C no ensaio 1 e 13°C no ensaio 2 e outra parte para o
choque quente por 24 horas a 380C no ensaio 1 e 330C no ensaio 2, sem troca do substrato. Tanto
as sementes que passaram pelo choque como as que ndo passaram (controle) foram transferidas para
substrato papel simulando diferentes potenciais hidricos, 0; -0,6; -0,9 ¢ -1,2MPa, no ensaio 1 ¢ 0;-0,3;
-0,6; -0,9 e 1,2MPa no ensaio 2, induzidos por manitol nas seguintes concentragdes: 0; 22,29; 44,58;
66,87 ¢ 89,17 g.L'!. Os tratamentos foram avaliados através da porcentagem de germinagao, plantulas
anormais, sementes mortas e avalia¢cdes do desenvolvimento (massa seca da parte aérea, massa seca
de raiz, massa seca total e relagdo raiz/parte aérea). O melhor desempenho das sementes que passaram
por choque, de 70C por 24h ou de 330C por 24h, a restri¢ao hidrica no inicio do desenvolvimento,
permite afirmar que ocorre indug@o de tolerancia cruzada e que esta pode ser induzida no inicio do
processo de embebic¢do em sementes de feijao.

Termos para indexagdo: choque frio, choque quente, deficiéncia hidrica, Phaseolus vulgaris L.

CROSS TOLERANCE INDUDED BY TERMIC SHOCK IN THE BEAN SEED GERMINATION

ABSTRACT - Stress could be defined as an external factor that may have some disadvantageous
influence on the plant. In tropical regions, crops suffer abiotic stress especially due to water deficit
and high temperature. Cross tolerance allows the plants to be acclimated after a short exposure to a
specific stress. The objective of this study was water stress tolerance during bean seed germination
influenced by heat shock induced cross tolerance. Seed of the common bean cv ‘IAPAR 81’ were
submitted to imbibition in substrate paper with pure water at 20°C for 24h. One third of the seeds
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were maintained at that temperature. One third were submitted to cold shock for 24h at 7°C in the
first assay and 13°C in the second and the final part were submitted to heat shock for 24h at 38°C
and 33°C as used for the cold shocks; in all experiments there was no change of substrate. Seeds

submitted or not to shock were transferred to paper substrate simulating water potential of 0; -0.6;
-0.9 and -1.2MPa, in the first experiment and 0;-0.3; -0.6; -0.9 and -1.2MPa in the second experiment
using mannitol at: 0; 22.29; 44.58; 66.87 and 89.17 g.L'". Treatments were evaluated by germination
percentage, abnormal plants, dead seeds and seedling evaluation (shoot, root and total dry matter

and by relation of root/shoot). The best development, in water restriction in early germination, was
of that seeds that passed through 7°C or 33°C for 24h, that allowed the affirmation that induced cross
tolerance occurred and that it could be induced at the beginning of the imbibition in bean seeds.

Index terms: cold shock, heat shock, water deficit, Phaseolus vulgaris L.

INTRODUCAO

Estresse pode ser definido como um fator externo,
que exerce influéncia desvantajosa sobre a planta (Taiz
e Zeiger, 2004). Estresse osmotico e temperatura afetam
a produtividade das culturas e limitam a expansdo da
agricultura em muitas regides do mundo (Song et al., 2005).
O modo como as plantas respondem ao estresse ¢ crucial
para a produtividade. Pela perspectiva agricola, ambiente
desfavoravel constitui o fator mais significativo conduzindo
a substancial e incalculavel diminui¢do na produtividade.
As plantas desenvolveram estratégias Unicas para responder
a cada mudanga ambiental, exaustivamente monitorando
o ambiente que as rodeiam e ajustando seus sistemas
metabolicos para manter a homeostase. A severidade do
estresse, a genética e a historia individual determina a cada
dia sobrevivéncia ou morte (Pastori e Foyer, 2002).

Toleranciaao estresse ¢ aaptie& Zeiger, 2004). As plantas
se aclimatam ao estresse bidtico e abiodtico por dispararem
uma cascata ou rede de eventos que inicia com a percepcao
do estresse e termina com a expressdo de um conjunto de
genes alvo fazendo uso de rotas e componentes comuns em
resposta ao estresse. Este fendmeno, que é conhecido como
tolerancia cruzada, permite as plantas se aclimatarem a uma
gama de diferentes estresses apds exposicdo a um estresse
especifico (Pastori e& Foyer, 2002). Este fenomeno pode ser
explicado por alto grau de sobreposi¢do entre conjuntos de
genes determinantes da tolerncia a um estresse particular
(Rizhsky et al., 2002; Foolad et al., 2003) ou devido
aos mecanismos de sinalizagdo e resposta ao estresse
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envolverem rotas metabdlicas comuns (Borisova et al.,
2001). Adaptacdo, no entanto, em geral se refere a um nivel
de resisténcia adquirido por processo de sele¢do durante
muitas geragdes (Taiz e Zeiger, 2004). A Adaptagdo de uma
espécie a um ambiente desfavoravel ¢ um forte requisito para
sua sobrevivéncia (Gimalov et al., 1996).

A interacdo genotipo-ambiente é a chave determinante
para a composicdo dos tecidos (fatores de qualidade),
anatomia, morfologia e desenvolvimento. As plantas tém que
integrar uma diversidade de sinais ambientais e metabdlicos
que junto regulam a expressdo génica durante o estresse. Nao
¢ estranho que um sistema comum de sinais tem promovido
defesas e proteg@o contra os desafios de um ambiente danoso
(Pastori e Foyer, 2002).

Exemplo de tolerancia cruzada envolve deficiéncia
hidrica e excesso de calor ou vice-versa (Rizhsky et al.,
2002), excesso de calor e salinidade (Song et al., 2005),
excesso de calor e estresse de frio (Takahashi et al., 1994),
radiacdo UV-B e deficiéncia de dgua (Borisavaetal.,2001). A
deficiéncia hidrica, por exemplo, muitas vezes estd associada
a salinidade na biosfera das raizes e ao estresse por calor nas
folhas (resultante de diminui¢do do esfriamento evaporativo
devido a baixa transpiragdo), enquanto o resfriamento e
o congelamento levam a redugdes na atividade hidrica e
estresse osmotico (Taiz e Zeiger, 2004).

Embora haja muitas informagdes sobre tolerancia em
plantulas ou em estagios posteriores, ha pouca informagao
na relacdo de tolerancia cruzada em sementes germinando e
em plantulas muito jovens (Song et al., 2005).

O conceito de temperaturas cardeais — temperatura
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minima, maxima e 6tima — foi proposto por Sachs no século
passado e, desde entdo, essa abordagem das relagdes planta/
temperatura tem norteado inumeros trabalhos envolvendo o
desenvolvimento vegetal, em particular na drea da germinagéo
de sementes. Assim, observa-se que a germinabilidade é
maxima dentro de faixa varidvel de temperatura, acima
e abaixo da qual a germinagdo final tende a diminuir.
Esse padrao de resposta também ¢é aplicavel ao pardmetro
velocidade de germinagdo (Marcos Filho, 2005).

Tanto culturas de origem temperada e tropical sofrem
injurias quando expostas a baixas temperaturas. Injuria por
frio éuma desordem fisioldgica que se desenvolve em algumas
plantas tropicais e subtropicais quando expostas a temperatura
abaixo de 10 a 12 °C, mas ndo congelantes (Sabehat et al.,
1996). Como sintomas de injuria por temperatura podem ser
citados germinagdo e crescimento reduzido e diminuicdo da
viabilidade (Zaiter et al., 1994; Rab e Salveit, 1996).

Para verificar o efeito de altas ou baixas temperaturas,
constantes ou em ciclos alternados, 10 genotipos de feijoeiro
foram germinados e a determinagdo de prolina foi utilizada
como indicador de estresse. Machado Neto et al. (2004)
concluiram que prolina pode ser usada como indicativo de
estresse por temperatura nas linhagens responsivas, 24h ap6s
a exposicdo. As temperaturas de choque utilizadas foram 8
e 37°C.

Em feijjoeiro também tem sido observada uma
relacdo entre taxa de germinagdo e taxa de crescimento,
ou seja, plantas que apresentam germinagdo lenta, muito
provavelmente apresentardo crescimento lento. Em face
dessa caracteristica da tribo Phaseoleae, em particular
do género Phaseolus, diversos estudos (Braak e Koistra,
1975; Hardwick e Andrews, 1980; Zaiter et al., 1994) tem
sido realizados no sentido de se desenvolverem linhagens
tolerantes a baixas temperaturas - para regides de clima
frio — ou para temperaturas consideradas supra Otimas —
para regides sujeitas a temperaturas elevadas. Essa ultima
condi¢@o ¢ particularmente marcante em regides tropicais,
que incluem a maior propor¢ao do territorio brasileiro, e
onde ndo ¢ rara a temperatura ao nivel do solo exposto atingir
valores da ordem de 45 — 50°C. Em experimento realizado
em um solo argissolo vermelho amarelo distrofico arénico, a
temperatura do solo foi determinada durante todo o ciclo do
feijoeiro, realizando-se leitura a cada 10min, em um sistema
automatizado instalados na frofundidade de 0,025 a 0,1m. Na
menor profundidade o plantio direto seguido de uma aragéo ¢
uma gradagem apresentou temperatura maxima de 42,2°C, o
plandio direto removido por escaficador de 43,7°C e o plantio
direto de 36,1°C (Silva et al., 2006). Em feijao, a faixa de

temperatura 6tima estaria entre 18 e 31°C, enquanto que a
faixa de temperatura maxima entre 35 e 39°C e minimas entre
8 a 13°C; temperaturas acima de 40°C fortemente inibiram a
germinagao (Machado Neto et al., 2006b).

De maneira similar aos processos desencadeados por
estresse com temperaturas altas, as baixas também podem
produzir alteragdes no metabolismo protéico. Todavia, as
respostas a choques frios sdo diferentes das respostas a altas
temperaturas (Gimalov et al., 1996). Em cultivares/linhagens
de feijoeiro tolerantes ao frio, observou-se um aumento na
sintese de certas proteinas em plantulas submetidas a baixas
temperaturas (Zaiter et al., 1994).

Adisponibilidade dedguaecamaneiracomoelaéabsorvida
pelas sementes afeta a germinagao, o desenvolvimento inicial
das raizes e a elongagdo da parte aérea (Braccini et al., 1996;
Machado Neto et al., 2004; Costa et al., 2004; Machado Neto
et al., 2006a). Estes fatores sdo altamente influenciados pelo
potencial matricial, pela textura do solo e drea de contato solo/
raiz. Potenciais muito negativos do substrato, especialmente
no inicio da germinacdo, podem diminuir a absor¢ao de dgua
tornando a germinagdo impossivel (Braccini et al., 1996).

Trabalhos com sementes de diversas espécies t€ém sido
conduzidos sob condigdes de deficiéncia hidrica, com o
objetivo de se determinar o vigor em condi¢des de estresse
hidrico. Para tanto, sdo usadas diversas solugdes osmoticas
para simular um ambiente com pouca umidade. Dentre
estas pode-se citar: PEG (polietileno glicol); Manitol; CaCl,
(cloreto de calcio); KCI (cloreto de potassio) e NaCl (cloreto
de sodio). Quantidades especificas, para cada um destes
osmoticos, simulam um determinado potencial osmotico e
estes potenciais podem ser estabelecidos pela equagdo de
Van't Hoff (Braga et al., 1999; Souza e Cardoso, 2000).

Estudos usando osmoticos para simulagdo de deficiéncia
de agua no inicio da germinagdo mostram que sementes
de soja de diferentes tamanhos foram pouco afetadas até
o potencial de -1,2MPa (Costa et al., 2004). Sementes de
feijdo germinadas em diferentes potenciais hidricos obtidos
a partir de solugdes osmoticas de manitol, CaCl, KCI e
NaCl mostraram que as solugdes de manitol ¢ CaCl, ndo
apresentaram diferengas estatisticas na maioria dos resultados
analisados até a concentragdo de -0,6MPa, enquanto as
solugoes de KCI e NaCl, além de funcionaram como
reguladores osméticos, manifestaram toxidez as sementes de
feijao, ndao sendo recomendadas, portanto, como simuladores
de deficiéncia hidrica (Machado Neto et al., 2006a).

Em condigoes de plena disponibilidade de 4gua no solo,
as sementes, principalmente as mais secas, podem absorver
agua rapidamente, ocasionando rupturas em seus tecidos,
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com conseqlientes prejuizos a germinacdo (Braga et al.,
1999) sendo que a planta de feijao (Phaseolus vulgaris L.)
possui grande sensibilidade a falta de 4gua apds a semeadura;
valores superiores a 3,5 atm(-0,35MPa), no solo, podem
reduzir drasticamente a germinacéo ¢ a elongacdo de células
(Durval & Fancelli, 2000), contudo mesmo ap6s 6 dias em
condicdes de deficiéncia a -1,2MPa havia germinagdo, em
laboratodrio, em cultivares de feijoeiro (Machado Neto et al.,
2006a).

Sementes de feijdo, com diferentes potenciais
fisiologicos, expostos ao estresse hidrico induzido por
manitol, apresentaram redug¢do na germinagdo, primeira
contagem, velocidade de germinagdo, comprimento ¢ peso
seco de parte aérea e de raizes, bem como um aumento
do numero de plantulas anormais em potenciais de -0,4 a
-0,6MPa (Braga et al., 1999); em soja, efeito semelhante
ocorreu em plantas submetidas ao estresse hidrico por cloreto
de sodio (Santos et al., 1996).

Marur et al. (1994) argumentam que tecidos vegetais
mostram diversas alteragdes das vias metabdlicas em resposta
ao déficit hidrico, podendo estas ocorrer em um destes
trés niveis: 1) perturbacdes das vias metabolicas levando a
um actmulo ou perdas de metabdlicos; ii) alteragcdes das
atividades enzimaticas; iii) alteragdes dos padrdes protéicos.

Proteinas desempenham um papel fundamental na
modulacdo da resposta da planta ao estresse. Ferguson et
al.(1990) citam que temperaturas elevadas podem direta ou
indiretamente injuriar proteinas vegetais, pela inativagdo
de enzimas, por altera¢des na conformacdo de peptideos ou
por desestruturacdo de complexos em membrana. Uma das
funcdes das proteinas de choque térmico estd relacionada
a prevengdo da desnaturagdo de proteinas durante a
desidratacdo celular (Nepomuceno et al., 2002). Dentro
desse campo, importantes avangos tem sido realizados no
entendimento das respostas moleculares a temperaturas altas
ou choque de calor (Vierling,1991). Aratjo et al. (2003)
atestam que plantas de oito cultivares de feijao submetidas,
ap6s o periodo de crescimento, ao choque de duas horas a
40°C, exibiram habilidade de expressdo de proteinas de
choque térmico de pequeno peso molecular. Por outro lado,
sementes secas nao apresentaram uma banda especifica da
fragdo das proteinas resistentes ao calor em um estudo no
qual as sementes eram submetidas a altas temperaturas de
secagem (Jose et al., 2005).

Alguns estudos atestam que ¢ possivel atenuar o estresse
hidrico através da indugdo das proteinas de choque térmico
ou através de utilizacdo de substancias osmoprotetoras,
como indugdo de dissacarideos osmoprotetores, poliaminas
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ou indugdo de enzimas extratoras de radicais livres (Maity
et al., 2000; McCue et al., 2000; Matovina & Blake, 2001;
Sung Shim et al., 2003; Panda e Khan, 2004; Wahid &
Shabbir, 2005; Neid & Biesboer et al., 2005; Kumari et al.,
2006). Nesse sentido, a atenuagdo do estresse hidrico foi
obtida em sementes submetidas as solugdes acrescidas de
poliaminas, devido ao significativo aumento na porcentagem
de germinagdo (Fonseca e Perez, 2003).

Por outro lado, a tolerancia cruzada pode ser um
importante mecanismo de atenuacdo do estresse. Marin et
al. (2004) relatam que o efeito do aluminio associado ao
estresse hidrico na germinagdo de sementes de guandu foi
evidenciado até -0,9MPa, onde as menores concentragoes de
aluminio (0 a Smmol.dm™) estimularam o desenvolvimento
das plantulas em condicdes de estresse hidrico até -0,6MPa.
Emtrigo, sementes pré-tratadas a 33°C ouem solugao-0,8MPa
de NACI por diversos periodos aumentaram tolerancia ao
subseqiiente estresse hidrico ou de calor, mensurado por
porcentagem de germinacdo e massa seca de plantulas 5 dias
apos o inicio do experimento (Song et al., 2005).

Cayuela et al. (2001) estudaram pré-tratamento de
plantulas com solugdo de NaCl para aumentar a produtividade
de plantas de tomate irrigadas com agua salina. Os resultados
mostraram aclimatacio de plantas de tomate ao crescimento
em condigdes salinas apos 15 dias de pré-tratamento com
baixa concentracdo de NaCl (metade) que aquela usada
durante o crescimento. Ap6s 20 dias de tratamento (100mM
NaCl), a biomassa de plantas aclimatadas aumentou
significativamente em comparagdo aquelas ndo tratadas
quando o pré-tratamento foi aplicado a plantulas de 5 folhas,
mas ndo no estagio de 2 folhas. Estes resultados indicaram
que mudangas, em crescimento e fisiologia, induzidas por
pré-tratamento no estagio de plantula, sdo mantidos pelo
ciclo de vida da planta.

Assim, espera-se que o emprego de temperaturas
altas ou baixas, durante uma fase em que a semente possa
responder ao estimulo ou seja, durante a embebigdo, possa
induzir a expressdo de genes, possibilitando as plantulas em
crescimento desenvolverem habilidade de tolerancia aos
outros fatores ambientais, como por exemplo deficiéncia
hidrica, configurando-se uma tolerancia cruzada, abrindo a
possibilidade de aplicagdo da técnica como tratamento de
sementes por empresas produtoras.

O objetivo deste trabalho foi de verificar se choque
térmico aplicado durante a embebigdo pode levar a aquisi¢do
de tolerancia a deficiéncia hidrica, ou seja, se ocorre inducao
de tolerancia cruzada durante o inicio do processo de
germinacgao.
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MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Analise
de Sementes da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),
localizada em Presidente Prudente — SP. Foram utilizadas
sementes de feijdo do cultivar IJAPAR 81, obtidas junto
ao Instituto Agronomico do Parana, em dois ensaios 1 e 2,
conduzidos respectivamente nos meses de outubro de 2005
e fevereiro de 2006. As sementes foram submetidas ao
processo de embebi¢do, em substrato papel umedecido com
agua pura, na propor¢ao 2,25 vezes o peso do substrato seco,
sob temperatura de 20°C por 24 horas. A seguir, parte foi
mantida nessa temperatura e parte transferida para o choque
frio por 24horas a 7°C no ensaio 1 e 13°C no ensaio 2, obtidas
em camara climatica, e outra parte para o choque quente
por 24 horas a 38°C no ensaio 1 e 33°C no ensaio 2, obtidas
em equipamento tipo banho Maria, sem troca do substrato.
Tanto as sementes que passaram pelo choque, como as que
nao passaram (controle), foram transferidas para substrato
papel simulando diferentes potenciais hidricos, 0; -0,6; -0,9 ¢
-1,2MPa, no ensaio 1 ¢ 0;-0,3; -0,6; -0,9 ¢ 1,2MPa no ensaio
2, induzidos por manitol nas seguintes concentragdes: 0;
22,29; 44,58; 66,87 ¢ 89,17 g.L!, usando a féormula de Van’t
Hoff (Braga et al., 1999).

Cada parcela foi composta por amostras de 50 sementes
dispostas em trés folhas de papel toalha, duas como base
e uma como cobertura, enroladas e colocadas em sacos
plasticos de polietileno. Foi realizada uma tnica contagem
aos sete dias apos semeadura onde se computaram plantulas
normais, anormais ¢ sementes mortas (Brasil, 1992). Os
resultados foram expressos em porcentagem. Para avaliagdo
do desempenho das plantulas, utilizaram-se as plantulas
normais obtidas no teste de germinagdo que, depois de
seccionadas em parte aérea e raiz, foram colocadas em sacos
de papel e secas em estufa a 60°C por 48horas. O material
seco, ap6s um periodo para esfriar em dessecador, foi pesado
em balanca analitica com precisdo de 0,001g (Nakagawa,
1999).

O delineamento experimental utilizado em cada
experimento foi inteiramente casualizado com tratamentos
em arranjo fatorial de 2 condi¢des (sementes submetidas e
ndo submetidas ao choque térmico) e 5 niveis de potencial
hidrico do substrato com quatro repeti¢cdes por tratamento. Os
dados porcentuais foram normalizados pela transformagao
de arcsen da raiz quadrada de x.100!. Aplicou-se teste F para
andlise da variancia e quando esta foi significativa utilizou-
se regressao polinomial para analise dos niveis de potencial
e determinagdo de equagdes significativas com menor grau
do polindmio e com maior coeficiente de determinagdo

(R?). Dentro de cada nivel de potencial, as médias foram
comparadas através do teste Tukey com 5% de significancia.
Para andlise utilizou-se o programa estatistico SANEST
(Zonta et al., 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o aumento da restri¢ao de agua ocorreu diminuigdo
da germinagdo (Figura 1A) em, aproximadamente, 20%, e
aumento de plantulas anormais para as sementes que nao
passaram pelo choque frio de 7°C enquanto as sementes
que passaram pelo choque ndo apresentaram perda de
germinagdo com o aumento da restricdo hidrica (Figural
A e C). A porcentagem de sementes mortas ndo mudou em
funcdo dos niveis de potencial hidrico (Figura 1E). Respostas
promissoras foram obtidas para os parametros relacionados
com o desenvolvimento das plantulas. Os resultados mais
expressivos ocorreram no potencial de -1,2MPa, que
proporcionou acentuada restri¢do hidrica. Neste potencial, as
plantulas oriundas das sementes que receberam o choque frio
desenvolveram maior massa seca de parte aérea (Figura 2A),
massa seca de raiz (Figura 2C) e massa seca total de plantula
(Figura 2E). A relagdo raiz/parte aérea ndo respondeu aos
niveis de potencial e ao tratamento de choque (Figura 2G).

No ensaio 2 utilizou-se a temperatura de 13°C para
produzir o choque frio. As sementes que passaram pelo
choque germinaram mais que aquelas que ndo passaram
até o potencial de -0,9MPa (Figura 1B). As sementes que
passaram pelo choque também apresentaram menor numero
de plantulas anormais no intervalo entre zero e¢ -0,9MPa
(Figura 2D). O nimero de sementes mortas manteve-se
constante em fun¢do da diminui¢ao do potencial hidrico do
substrato para as sementes que ndo passaram pelo choque
enquanto que as sementes que passaram por pré-tratamento,
a 13°C por 24h, aumentaram a incidéncia de sementes mortas,
principalmente no potencial de -1,2MPa (Figura 1F).

Quando se avaliou a massa seca de parte aérea ¢ raiz,
os resultados obtidos com o choque de 7°C foram mais
promissores que os obtidos com o choque de 13°C (Figura
2). Com a temperatura mais elevada ndo foi possivel
se detectar maior crescimento de plantulas pré-tratadas
quando submetidas aos niveis de restrigdo hidrica, com
excecdo no potencial de -0,9MPa (Figura 2B). O choque,
no entanto, manteve aproximadamente constante a relagdo
raiz/parte aérea. As sementes que nao passaram pelo choque
responderam com desenvolvimento desequilibrado da raiz
em relacdo a parte aérea (Figura 2H) o que ndo aconteceu
com as sementes que passaram pelo choque.
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Os resultados observados para a massa seca de parte
aérea, massa seca de raiz e massa seca total com o pré-
tratamento de 7°C (Figura 2A, C e E) foram indicativos
de tolerancia cruzada pois mostraram que as sementes
estressadas pelo choque melhoraram o nivel de resposta ao
estresse subseqiiente, que, neste trabalho, foi representado
peladeficiénciade dgua. Os resultados foram mais expressivos
nos maiores niveis de deficiéncia -0,9 e -1,2MPa.

O choque quente, de 38°C por 24h, reduziu a germinagdo
(Figura 3A) em todos os niveis de potencial hidrico. A
produgdo de plantulas anormais (Figura 3C), nas sementes
que nao passaram pelo choque, foi aumentada em fungéo
da deficiéncia hidrica enquanto que o das sementes que
passaram pelo choque mantiveram-se constante. O nlimero
de sementes mortas ndo foi influenciado pelo choque quente
nem pelos potenciais de agua (Figura 3E). Os parametros
que avaliaram o desenvolvimento de plantulas como massa
seca de parte aérea (Figura 4A), massa seca de raiz (Figura
4C), massa seca total (Figura 4E) e relacdo parte aérea/raiz
(Figura 4G) mostraram que o choque quente foi prejudicial
ao desenvolvimento em todos os potenciais hidricos
avaliados, indicando que a temperatura de 38°C, mesmo
que por 24h, foi suficiente para acentuar a deterioragdo que
acabou por comprometer o desenvolvimento das plantulas.
Nesse sentido, mesmo que tenham sido induzidas reac¢des
metabolicas das rotas de tolerancia, os danos causados pela
deterioragdo foram superiores, levando a um desempenho
inferior das sementes submetidas ao choque quente. Sob altas
temperaturas ocorrem altera¢des nas membranas celulares e
enzimas. As membranas tornam-se mais permeaveis aos ions
e ocorre aumento da solubilizacao e peroxidagdo dos lipideos
da membrana (Bewley e Black, 1994; Marcos Filho, 2005).

No ensaio 2, foi avaliada a reducdo da temperatura de
choque quente de 38 para 33°C. Com pré-tratamento de
33°C por 24h, ocorreu aumento da germina¢do em todos
os potenciais estudados (Figura 3B), com conseqiiente
diminui¢do do nimero de plantulas anormais (Figura 3D)
e sementes mortas (Figura 3F). Em sementes ndo tratadas,
o desenvolvimento de plantulas foi maior quando ndo
houve restricdo hidrica, potencial zero (Figura 4B e F).
Com restricdo hidrica, o desenvolvimento das plantulas,
analisado pela massa seca de parte aérea (Figura 4B), de
raiz (Figura 4D) e total (Figura 4F), foi maior das sementes
submetidas ao pré-tratamento de choque térmico de 33°C.
Nestas Ultimas, a relagdo raiz/parte aérea manteve-se
constante com o aumento da restricao hidrica, enquanto as
sementes ndo tratadas responderam com aumento da relagdo
raiz/parte aérea (Figura 4H). A temperatura de 33°C foi
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mais adequada ao pré-tratamento e permitiu a expressao de
resposta de tolerancia cruzada onde as sementes pré-tratadas
desenvolveram plantulas mais tolerantes ao estresse hidrico.

A tolerancia cruzada tem sido demonstrada em diferentes
espécies no estagio de plantula ou posteriores, mas existem
duvidas sobre a possibilidade de indugdo em sementes
germinando ou em plantulas muito jovens (Song et al., 2005).
Em sementes secas parece nao ser possivel induzir proteinas
resistentes ao calor como foi demonstrado por Jose et al.
(2005) em um estudo no qual as sementes eram submetidas a
altas temperaturas de secagem. Em outro estudo, plantulas de
tomate nao responderam com tolerancia cruzada até atingirem
5 folhas, porém neste estagio ocorreu indugdo ao estresse
com o pré-tratamento que foram mantidos pelo ciclo de vida
da planta (Cayuela et al., 2001). Os resultados obtidos neste
trabalho permitem afirmar que foi possivel induzir tolerancia
cruzada no inicio do processo de germinacdo, apés 24h de
embebicdo em sementes de feijao.

Para conter os efeitos do estresse, plantas iniciam um
processo de aclimatagdo. Este processo pode requerer
mudancas no fluxo de metabdlitos através de diferentes
rotas metabolicas, a supressao de rotas que podem envolver
a produgdo de espécies reativas de oxigénio, a inducdo de
varios genes de defesa tal como das proteinas de choque
quente (HSPs) e ade enzimas seqiiestradoras de radicais livres
(Vierling, 1991). O complexo de sinaliza¢do, associados com
a sensibilidade ao estresse, ativagdo de defesas e rotas de
aclimatacgdo, envolve espécies reativas de oxigénio, calcio,
proteinas reguladas por calcio, redes de proteinas kinases e
inter-relacdo entre diferentes fatores de transcrigdo (Bowler
e Fluhr, 2000).

A tolerancia cruzada pode ser explicada pelo alto grau
de sobreposicdo entre conjuntos de genes determinantes da
tolerancia a um estresse particular (Rizhsky et al., 2002;
Foolad et al., 2003) ou aos mecanismos de sinalizagdo ¢
resposta envolverem rotas metabdlicas comuns como a
respiragdo ou fotossintese (Borisova et al., 2001).

Na literatura sdo escassos os exemplos de tolerancia
cruzada obtidos em sementes germinando. No entanto,
Marin et al. (2004) relataram o efeito do aluminio associado
ao estresse hidrico na germinacdo de sementes de guandu
evidenciado até -0,9MPa, onde as menores concentracdes de
aluminio (0 a 5mmol.dm?) estimularam o desenvolvimento
das plantulas em condi¢des de estresse hidrico até -0,6MPa.
Em trigo, sementes pré-tratadas a 33°C ou em solugdo
-0,8MPa de NACI por diversos periodos aumentaram
tolerancia ao subseqiiente estresse hidrico ou de calor,
mensurado por porcentagem de germinagdo ¢ massa seca de



plantulas, 5 dias apds o inicio do experimento (Song et al.,
2005). Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a
aplicagdo de choque frio, ap6s 24h de embebig¢do, por 24h a 7
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FIGURA 3. Germinacio (A e B), plantulas anormais (C e D) e sementes mortas (E e F) de sementes de feijao pré
tratadas e nao pré tratadas com choque de 380C (coluna a esquerda), e choque de 330C (coluna a direita)
submetidas aos niveis de potencial hidrico. Presidente Prudente, 2006. * Equacdes obtidas por regressao
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CONCLUSOES

O melhor desempenho das sementes que passaram por
choque, de 7°C por 24h ou de 33°C por 24h, a restri¢ao hidrica
no inicio do desenvolvimento permite afirmar que ocorreu
induc¢do de tolerancia cruzada e que esta pode ser induzida no
inicio do processo de embebicdo em sementes de feijdo.
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