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VIABILIDADE E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE SEMENTES DE
GENOTIPOS DE FEIJAO-MIUDO SUBMETIDOS AO ESTRESSE SALINO!

CRISTIANE DEUNER* MANOEL DE SOUZA MAIA?®; SIDNEI DEUNER*;
ANDREIA DA SILVA ALMEIDA®; GERI EDUARDO MENEGHELLO®

RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes concentragdes
salinas na germinagdo, produgdo inicial de biomassa e estresse oxidativo de quatro gendtipos
de feijao-miudo de uso comum na regido de Sao José do Norte-RS. As sementes dos gendtipos
Amendoim, Mosqueado, Baio e Preto foram semeadas em rolos de papel “germitest” embebido
em solugao de cloreto de sodio nas concentragdes de zero, 50, 100, 150 e 200 mM e colocados para
germinar a temperatura constante de 25 °C. Os parametros avaliados foram: germinagao, primeira
contagem de germinagdo, comprimento ¢ massa seca da parte aérea e de raizes das plantulas,
peroxidagdo de lipidios e atividade especifica das enzimas antioxidantes superdxido dismutase,
ascorbato peroxidase e catalase. O aumento da concentragdo de sal causou efeito negativo a
germinagdo e primeira contagem das sementes dos quatro genoétipos de feijdo-mitdo a partir
do tratamento com 100 mM de sal. Quanto aos parametros de crescimento, a analise conjunta
das curvas de regressdao, mostrou haver igual tendéncia para os quatro genétipos, com reducao
expressiva no crescimento concomitante ao aumento do estresse salino. Os efeitos desse estresse
também foram evidenciados pelo aumento na peroxidagao de lipidios no tratamento com 200 mM
de sal, seguido pela menor capacidade antioxidante das enzimas, uma vez que, nas concentragdes
intermediarias de sal, as enzimas antioxidantes atuaram de forma eficiente na eliminagdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs), evitando o estresse oxidativo. Estes resultados permitem
concluir que, nas doses intermedidrias de sal, houve um bom desenvolvimento inicial para os
quatro genotipos de feijao-miudo, sendo a melhor resposta obtida no gendtipo Amendoim.

Termos para indexagdo: Vigna unguiculata L., salinidade, germinacdo, crescimento e estresse
oxidativo.

VIABILITY AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN SEEDS OF COWPEA
GENOTYPES SUBMITTED TO SALT STRESS

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the effect of different salt concentrations on the
germination, initial biomass and oxidative stress of four cowpea genotypes, commonly grown
in the Sado Jos¢ do Norte region, RS. The seeds of the genotypes Amendoim, Mosqueado,
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Baio and Preto were planted in rolls of “germitest” paper, soaked in a solution of sodium
chloride at concentrations of zero, 50, 100, 150 and 200 mM and placed to germinate at a
constant temperature of 25 °C. Variables studied were: germination, first count, length and dry
mass of the shoots and roots of seedlings, lipid peroxidation and the specific activity of superoxide
dismutase, ascorbate peroxidase and catalase. Increasing salt concentration adversely affected
seed germination and also the first count of the four cowpea genotypes for the 100 mM salt
treatment. Joint analysis of the regression curves for the growth parameters showed the same
tendency for the four genotypes, with a significant growth reduction as salt stress increased. Stress
effects were also evident from increased lipid peroxidation in the200 mM salt treatment, followed by
reduced enzyme antioxidant activity, since in the intermediate salt concentrations, the
antioxidant enzymes efficiently eliminated reactive oxygen species (ROS), preventing oxidative
stress. These results indicate that, at intermediate doses of salt, there was good initial development
of the four cowpea genotypes and the best response was observed in the Amendoim genotype.

Index terms: Vigna unguiculata L., salinity, germination, growth and oxidative stress.

INTRODUCAO

O feijao-miudo (Vigna unguiculata (L.) Walp),
importante leguminosa anual, ¢ encontrado em todo
territorio nacional. No Rio Grande do Sul (RS) a maior
producdo encontra-se nos municipios de Sdo José do
Norte, Tavares e Mostardas, onde ha pouco mais de
uma década, foram identificados genotipos com elevada
producdo de biomassa, altamente adaptados a solos com
baixa fertilidade, conforme ocorréncia na planicie costeira
do Estado e também no nordeste brasileiro (Bevilaqua et
al., 2007). Estima-se que estes gendtipos tenham sido
introduzidos na regido com a chegada dos colonizadores
acorianos, em 1725.

Nas regides Norte e Nordeste do pais, o feijao-mitido
¢ muito utilizado na alimentacdo humana. Na regido
Sul, é empregado como cobertura morta, recuperagdo
de solos ¢ alimentagdo animal (Araujo et al., 1984),
especialmente pela sua importancia na melhoria da
qualidade e produtividade das pastagens, resultando em
maior producdo de carne e leite por animal, tanto em
cultivo singular como em consorciagdo com milho ou
milheto (Bevilaqua et al., 2007). Entretanto, estudos a
cerca do comportamento fisiologico das sementes frente a
condi¢des adversas praticamente sdo inexistentes.

Ha fatores ambientais, denominados estresses ou
distrbios ambientais, que limitam a produtividade
agricola (Ashraf e Harris, 2004). A salinidade ¢ um dos
mais importantes fatores de estresse abidtico, afetando
diversos aspectos da fisiologia e bioquimica das plantas,
reduzindo significativamente seus rendimentos. Altas
concentragdes exdgenas de sal afetam a germinacao das
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sementes, causando déficit hidrico e desequilibrio i6nico
nas células, resultando em toxicidade e estresse osmotico
(Khan e Panda, 2008). Condi¢des de elevada salinidade
podem ser causadas por diversos fatores, como praticas
inadequadas de irrigacdo, inundag@o do solo pela agua do
mar em regides costeiras, como também deposito de altas
concentragdes de cloreto de sodio (NaCl) em regides com
recente historia geoldgica marinha (Tester e Davenport,
2003).

O termo salino aplica-se a solos cuja condutancia
elétrica ¢ maior que 4 mmhos cm? a 25 °C (Allison et al.,
1985). Enquanto plantas haldfitas sdo capazes de crescer
em solos com concentragdes de sais de até 20%, as
glicofitas, que envolvem a maioria das plantas cultivadas,
tém seu crescimento inibido em concentragées da ordem
de 0,3% a 0,5%. A tolerancia de plantas a salinidade ¢
variavel em funcdo do ciclo fenoldgico ou do seu estadio
de desenvolvimento. Espécies como sorgo, milho, feijao
e trigo sdo menos afetadas durante a fase inicial do seu
ciclo (Maas et al., 1986), entretanto, outras espécies,
sdo bastante sensiveis durante a floragdo e a frutificacdo.
Desta forma, mecanismos de defesa antioxidante podem
constituir-se em estratégia para aumentar a tolerancia ao
estresse salino (Hernandez et al., 2001).

O feijao-mitdo ¢é considerado moderadamente
tolerante a salinidade, tolera a irrigacdo com agua salina
com condutividade elétrica de até 3,3 dS m' e uma
condutividade elétrica do solo de 4,9 dS m" (Ayers e
Westcot, 1999), sem reducdo na produtividade. No entanto,
esse valor limiar pode ser variavel em funcdo da existéncia
de variabilidade genética intraespecifica em relagdo a
essa caracteristica, das condi¢des climaticas da regido e
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do método de irrigacdo utilizado (Costa et al., 2003). As
concentragdes de sais que restringem o crescimento do
feijao variam amplamente entre as variedades, e dependem
nao so6 do tipo de sal, mas também do tempo de exposicao
e do seu estadio de desenvolvimento. Segundo Amador et
al. (2000), o feijao-mitdo apresenta tolerancia a salinidade
superior a do milho, mas inferior ao trigo, cevada, beterraba
acucareira e algodao.

Para os gendtipos de feijao-mitdo cultivados naregido
sul do Brasil, ha poucos estudos sobre seu comportamento
em ambientes salinos. Desta forma, sua caracterizagao
permite ampliar o conhecimento a cerca desta espécie,
servindo de ferramenta para a identificagdo de possiveis
variacdes que auxiliem na selegdo dos gendtipos mais
adaptados a condi¢do de salinidade. Estes resultados
sdo importantes uma vez que, a espécie possui papel
fundamental na economia da regido de Sdo José do Norte-
RS, devido ao seu cultivo ser destinado principalmente a
obtencao de forragem para o rebanho leiteiro e melhoria
da fertilidade do solo em areas marginais.

Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o
efeito de diferentes concentragdes salinas na germinacgao,
producdo inicial de biomassa e respostas antioxidantes de
quatro genotipos de feijdo-mitdo de uso comum na regido
de Sao José do Norte-RS.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério Didatico
de Analise de Sementes do Departamento de Fitotecnia,
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas-RS. O material estudado
foram sementes de quatro gendtipos de feijao-mitdo
denominados popularmente de “Amendoim, Mosqueado,
Baio e Preto”, produzidos na safra 2009 no municipio de Sao
José do Norte-RS.

As sementes de cada genotipo foram semeadas em rolos
de papel “germitest” embebido na quantidade de 2,5 vezes o
seu peso inicial com solugdo de cloreto de s6dio (NaCl) para
simular o estresse salino, nas concentragoes de 50, 100, 150,
200 mM, além do tratamento controle, sem sal. Depois de
estabelecidos os diferentes tratamentos, as sementes foram
colocadas para germinar em germinador com temperatura
constante de 25 °C.

As variaveis estudadas foram: germinacdo, primeira
contagem de germinagdo, comprimento ¢ massa seca da
parte aérea e das raizes das plantulas, peroxidagao de lipidios
e atividade especifica das enzimas antioxidantes, superoxido

dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase
(CAT).

Teste de germinagao - conduzido com quatro repetigdes
de 50 sementes e trés repeti¢des por tratamento. As avaliagdes
foram realizadas aos cinco e oito dias apds a semeadura,
conforme as Regras para Analise de Sementes - RAS (Brasil,
2009).

Primeira contagem do teste de germinagdo - realizada
juntamente ao teste de germinagdo avaliada no quinto dia
apos a semeadura, segundo as RAS (Brasil, 2009).

Comprimento de parte aérea e radicular - foram
utilizadas trés repeticdes de 25 sementes por tratamento,
das quais mediu-se o comprimento da parte aérea e da raiz
principal, no oitavo dia apos a semeadura (final do teste de
germinagao), com auxilio de uma régua graduada (mm).

Massa seca das partes aérea e radicular - as mesmas
plantulas utilizadas para a determinagdo do comprimento
da parte aérea e radicular tiveram suas partes separadas e
colocadas em sacos de papel para secar em estufaa 70 °C +2
°C até peso constante, quando foi determinada a massa seca.
Os cotilédones foram descartados e ndo foram considerados
na avalia¢@o deste parametro.

Peroxidagdo de lipidios - quantificada por meio da
determinacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS), conforme descrito por Buege e Aust (1978).
Tecidos foliares foram macerados em N, liquido acrescido
de 20% de PVPP e homogeneizado em acido tricloroacético
(TCA) 0,1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a
10.000g, por 10 minutos. Duzentos e cinqiienta microlitros
do sobrenadante foram adicionados a 1 mL do meio de
reagdo (0,5% (p/v) de acido tiobarbitirico (TBA) e 10%
(p/v) de TCA), incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30
minutos. A reagdo foi paralisada por resfriamento rapido em
gelo e as leituras determinadas em espectrofotometro, a 535
nm e 600 nm. A concentracdo do complexo entre aldeido
maldnico/acido tiobarbitirico (MDA/TBA) foi calculada
usando o coeficiente de extingdo 1,55 mM! cm™.

Atividade enzimdtica - determinada a partir da
maceracdo de 200 mg de tecido vegetal na presenca de
50% de polivinilpolipirolidona (PVPP) e homogeneizado
em 1,8 mL do tampao de extragdo composto por: fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM e acido
ascorbico 10 mM. Apos centrifugacdo a 12.000g por 15
minutos, a 4 °C, o sobrenadante foi coletado. O extrato
obtido pela centrifugacdo foi utilizado para a quantificacio
das proteinas em espectrofotometro a 595 nm pelo método
de Bradford (1976) e determinag¢do da atividade especifica
das enzimas antioxidantes, descrita a seguir.
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A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da
enzima em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazélio
(NBT) (Giannopolitis e Ries, 1977), em um meio de
reacdo composto por fosfato de potassio 100 mM (pH
7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM
e riboflavina 2 pM. As leituras foram realizadas a 560
nm. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade
de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugdo do
NBT nas condi¢des de ensaio. A atividade da APX foi
determinada segundo Nakano e Asada (1981), pela
avaliacdo da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm. O
meio de reagdo incubado a 28 °C foi composto de tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), acido ascorbico 0,5
mM e H,0, 0,1 mM. A atividade da CAT foi determinada
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conforme Azevedo et al. (1998), estimada pelo decréscimo
na absorbancia a 240 nm durante 2 min em um meio de
reacdo contendo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e
H,0, 12,5 mM.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e
regressdo utlizando-se ametodologia descrita pararegressao
polinomial através do Programa Estatistico WinStat 1.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os dados através da analise de regressao,
foi observado efeito significativo das concentracdes salinas
sobre a germinagdo e o crescimento de plantulas para os
quatro gendtipos de feijdo-miudo (Figura 1).
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FIGURA 1. Germinagéo (A), primeira contagem de germinac¢ao (B), comprimento da parte aérea (C), comprimento
de raiz (D), massa seca de parte aérea (E) e massa seca de raiz (F) de quatro gendtipos de feijao-
miudo identificados pela letra inicial (Amendoim, Baio, Mosqueado e Preto) submetidos a diferentes

concentracoes de NaCl.
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Na auséncia de sal, os genotipos apresentaram média
de germinacdo das sementes de 93% (Figura 1A). Estes
valores se mantiveram até a concentracdo de 100 mM de
NaCl, caracterizando ndo haver efeito significativo dos
tratamentos salinos com concentragdes iguais ouinferiores
a 100 mM sobre a germinacdo das sementes. Por outro
lado, nas concentracdes mais elevadas, 150 ¢ 200 mM de
NacCl, houve redugdo gradual na germinagao, chegando a
valores inferiores a 10% na maior concentracdo testada
para os genotipos Amendoim, Baio e Preto e a 15% para
0 Mosqueado.

A primeira contagem do teste de germinacgao, avaliada
cinco dias apds a semeadura (Figura 1B) caracterizou
o efeito do estresse salino no retardo da germinagdo,
onde, a partir da concentracdo de 50 mM de NaCl foi
observada tendéncia de redugdo para esta variavel. Desta
forma, assim como na avaliagdo final (Figura 1A), para o
tratamento controle e com 50 mM de NaCl a germinacao
praticamente ja se encontrava estabilizada, porém,
nas concentragdes de 150 ¢ 200 mM ainda ndo haviam
sementes germinadas, demonstrando o efeito negativo do
estresse salino sobre esta variavel.

Resultados semelhantes foram encontrados por
Moraes ¢ Menezes (2003) em sementes de soja e
por Machado et al. (2006) em sementes de feijao,
confirmando a diminui¢do da germinagdo com a
reducdo do potencial osmoético das solugdes no
substrato. Em arroz, Lima et al. (2005) verificaram
decréscimo na germinagdo em todas as cultivares, em
func¢do do aumento na concentracdo salina, ¢ sugeriram
que a salinidade afeta o desenvolvimento de plantulas
normais e diminui a viabilidade e o vigor das sementes.
Para Van Der Moezel e Bell (1987), o NaCl afeta a
germinagdo pelo efeito osmodtico e/ou pelo efeito
i6nico, dificultando a absorcao de dgua ou facilitando a
penetragdo de ions nas células. Porém, o comportamento
das plantas com relacdo a salinidade pode variar de
acordo com o seu estadio de desenvolvimento, embora
ndo seja claro se isto ¢ devido a susceptibilidade a
salinidade em um determinado estadio de crescimento
ou ao longo do periodo em que a planta ficou exposta
ao substrato salino, ou a interagdo entre esses fatores.

Analisando o comprimento da parte aérea (Figura
1C) e radicular (Figura 1D), através do ajuste das curvas
de regressdo para os quatro gendtipos, foi observado que
os mesmos apresentaram tendéncia semelhante frente aos
tratamentos estabelecidos. Para as medidas efetuadas nas
plantulas do tratamento controle, os valores observados

entre 0s quatro gendtipos apresentaram consideravel
diferencga, porém, com a aplicagdo do estresse salino e o
aumento das suas concentragdes, houve queda constante
nas varidveis comprimento de parte aérea e radicular,
chegando a valores proximos entre os gendtipos nas
maiores concentragdes de sal testadas. E importante
destacar que para a concentracdo de 200 mM de NacCl,
houve apenas o inicio da protrusdo da raiz primaria,
ndo sendo, desta forma, mensurados seus parametros de
crescimento.

Nem todas as partes da planta sdo igualmente afetadas
pela salinidade, bem como, a adaptacao ao estresse salino
varia entre espécies € em um mesmo genodtipo pode
variar entre estadios fenologicos (Morales et al., 2001).
Desta forma, os efeitos da salinidade sdo manifestados
na reducdo das taxas de germinagdo e de crescimento,
diminui¢do do rendimento, e, em certos casos severos,
podem causar a morte generalizada das plantas (Bernardo
etal., 2005). De acordo com Maas (1993), muitas culturas
sdo susceptiveis a injuria durante a emergéncia no solo
e durante o crescimento inicial da plantula. Uma vez
estabelecidas, as plantas aumentam a tolerancia durante
os estadios de crescimento seguintes.

Avaliando duas cultivares de feijao-miudo, Vita
3 e Vita 5, uma tolerante e outra sensivel a salinidade,
respectivamente, submetidas ao tratamento com 10
mM de NaCl, Aragdo et al. (2005) verificaram maior
influéncia da salinidade na cultivar Vita 5, ocorrendo
redugdo no crescimento das raizes, da parte aérea e na
area foliar. No entanto, os conteudos de clorofila, bem
como os parametros de fluorescéncia ndo foram afetados.
Redugdes no numero de folhas, area foliar, altura e
diametro do caule também foram observadas por Lima
et al. (2007) em plantas de feijao-miudo pelo aumento da
salinidade da 4dgua de irrigacao.

A inibicdo do crescimento ocasionada pela
salinidade, segundo Prisco e O’leary (1970), ndo ¢
devida apenas ao efeito toxico dos sais, mas também
a seca fisiologica produzida, pois ao ocorrer aumento
da concentracdo de sais no substrato, ha diminuigdo
do potencial osmoético e, conseqlientemente, queda
no potencial hidrico, podendo afetar a cinética de
absor¢do de agua pelas sementes (efeito osmotico),
como também elevar a niveis toxicos a concentragao
de ions no embrido (efeito toxico).

No presente trabalho, em resposta a redugdo do
crescimento das plantulas, a salinidade também afetou
a produgdo de massa seca de ambas as partes das
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plantulas para os quatro genotipos de feijao-mitado.
Com o aumento das concentragdes salinas houve queda
constante na produgdo de massa seca tanto na parte aérea
(Figura 1E) quanto nas raizes (Figura 1F), assim como
observado na variavel comprimento das partes. Estes
resultados demonstram que elevadas concentragdes de
sal afetam significativamente o desenvolvimento normal
das plantulas de feijdo-miudo. Embora, através do ajuste
das curvas de regressdo, os quatro gendtipos tenham
apresentado a mesma tendéncia, ¢ possivel observar que
o Amendoim tendeu a uma menor declividade das curvas
para os parametros analisados, sendo, desta forma, o
genotipo que menos foi afetado pelo efeito salino.

A sensibilidade aos diferentes niveis de estresse pode
variar de genétipo para genotipo e em fun¢do do tempo
de exposicdo ao mesmo. Durante o condicionamento
osmoético ocorrem incrementos no teor de proteinas
soliveis e enzimas especificas, segundo Smith e Cobb
(1991), o que proporciona maior concentragdo de solutos,
podendo resultar em crescimento mais rapido e maior
acumulo de biomassa. Porém, este comportamento é mais
recorrente em concentragdes salinas menores, nao toxicas,
o que pode explicar a menor reducdo no comprimento da
parte aérea e producdo de massa nas concentragdes mais
baixas de sal para os genotipos estudados.

Quando em concentragdes mais elevadas, o estresse
salino provoca reducdo no crescimento das plantulas, a
exemplo do observado para os quatro gendtipos de feijao-
miudo. Este fator é atribuido a diminui¢do na absorcao
de agua, seguido por hidrdlise limitada de reservas
alimentares a partir de tecidos de armazenamento, bem
como devido a translocagdo deficiente das reservas
alimentares dos tecidos de armazenamento para o €ixo
em desenvolvimento (Khan e Panda, 2008).

Em plantas de Vigna radiata doses de até 150 mM
de NaCl expressaram aumento de massa seca de caule,
enquanto o mesmo foi observado para as folhas até a
dose de 100 mM. Nas raizes o estresse salino ndo afetou a
massa seca, destacando que as plantas deste experimento
permaneceram sob efeito salino somente por 24 horas
(Panda e Khan, 2009). Lima et al. (2007) observaram
comportamento distinto, com decréscimo linear da
massa seca da parte aérea e das raizes de feijao-miado, cv
“Quarentinha”, a medida que se aumentou a salinidade da
agua de irrigacdo, sendo as avaliagdes realizadas 45 dias
apos a semeadura, com aplicacdo da agua salina a partir
do sexto dia. Estes resultados comprovam que a condi¢do
experimental e também o estddio de desenvolvimento
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do vegetal, podem resultar em respostas distintas, o que
pode ser minimizado e mais representativo através da
induc¢do do estresse salino desde a germina¢@o, como foi
realizado no presente trabalho.

Avaliando a tolerancia de 50 gendtipos de feijdo-
miudo, em condigdes de casa de vegetacdo, submetidos
a diferentes niveis de salinidade, Dantas et al. (2002)
concluiram que, com o aumento da salinidade ocorreu
redugdo na produgdo de massa seca em todos os genotipos
estudados. Ainda, os mesmos autores, citam que o teor
de proteinas nos grdos, em funcdo da salinidade do
solo, independe da tolerdncia do gendtipo a salinidade
na fase de crescimento. Em estudo sobre o efeito do sal
no crescimento e metabolismo de feijao-miudo, Ferreira
(2005) constatou que houve redug¢do da massa seca de
raiz nas concentracdes de 250 mM e 500 mM e de caule
apenas em 500 mM.

Pesquisas com diferentes espécies também tém
demonstrado o efeito negativo da salinidade sobre o
crescimento das plantas, a exemplo, em pepino (Torres
et al., 2000), em trigo (Duarte et al., 2006), melancia
(Torres, 2007), dentre outros.

A toxicidade ionica € outro fator que pode causar
redugdo do crescimento das plantas sob estresse salino,
desencadeando danos as membranas, redugdo da
atividade de enzimas hidroliticas, aumento nos niveis de
peroxidacdo de lipidios e estimular a formagdo de EROs
(Essa, 2008).

Os danos causados pelo sal as membranas celulares,
devido aperoxidagdodoslipidios, estdorepresentados pelo
aumento dos niveis de malondialdeido (MDA) (Figura
2A). Os resultados mostram que todos os gendtipos de
feijao-mitdo apresentaram aumento significativo na
peroxidacgdo de lipidios na concentragdo de 200 mM de
NacCl, sendo que, os danos foram mais expressivos nos
genotipos Mosqueado, Baio e Preto, diferindo do genétipo
Amendoim. Nas demais concentra¢des testadas, em
relacdo ao controle, somente o gendtipo Preto expressou
aumento significativo com 150 mM. Isto demonstra que
concentracgdes elevadas, como no presente caso, 200 mM
de NaCl, podem causar danos irreversiveis as membranas
celulares, afetando severamente sua funcionalidade
e integridade (Edreva, 2005). Estes resultados estdo
de acordo com Panda e Khan (2009), onde os autores
observaram aumentos na peroxidacdo de lipidios em
Vigna radiata sob estresse salino, sendo significativo em
relagdo ao controle nas raizes, caules e folhas para todas
as doses de NaCl testadas (50, 100 150 mM).
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FIGURA 2. Peroxidacido de lipidios (A) e atividade especifica das enzimas superoxido dismutase - SOD (B),

ascorbato peroxidase - APX (C) e catalase - CAT (D) em plantulas de quatro genotipos de feijao-miudo
submetidas a diferentes concentracées de NaCl. Médias seguidas pela mesma letra maitscula (entre

gendtipos) e minuscula (entre tratamentos) niio diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Com o aumento do estresse, a forma¢ao de EROs ¢
intensificada e sua eliminagdo deve ocorrer de forma
constante para evitar o estresse oxidativo. Desta forma,
a acdo sincronizada das enzimas responsaveis pela
remogdo das EROs confere maior tolerancia as plantas
sob condi¢cdes de estresse. A superoxido dismutase
(SOD), primeira enzima a atuar no sistema antioxidante,
realizando a dismuta¢do do radical superoxido (O,*)
a peroxido de hidrogénio (H,O,), apresentou atividade

significativamente superior ao controle em todas as
doses de NaCl avaliadas (Figura 2B), caracterizando uma
eficiente detoxificagdo das EROs, principalmente até a
concentracdo de 150 mM de NaCl, onde sua atividade
foi maxima. Por outro lado, a atividade da SOD entre os
gendtipos em cada tratamento ndo diferiu.

O H,0,, gerado pela atividade da SOD também ¢
toxico a célula, podendo facilmente permear através das
membranas, devendo ser detoxificado (Melonietal.,2003).
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Este processo ¢ feito pela ascorbato peroxidase (APX) e/
ou catalase (CAT), as quais pertencem a duas diferentes
classes de enzimas de limpeza devido as suas diferencas
na afinidade pelo H,0,, com a APX na ordem de uM ¢ a
CAT em mM. Assim, enquanto a APX seria responsavel
pela modulagdo refinada das EROs para a sinalizagdo, a
CAT seria responsavel pela remocao do excesso de EROs
gerado durante o estresse (Mittler, 2002).

Entre os quatro gendtipos de feijao-miudo estudados,
foi observado comportamento distinto na atividade
da APX e CAT. A atividade da APX (Figura 2C) foi
significativamente superior ao controle no tratamento 50
mM de NaCl para os gendtipos Baio e Preto, ja em 100
mM de NacCl, todos os gendtipos apresentaram aumento
significativo, caracterizando uma efetiva eliminagao
do H,O, originado pela atividade da SOD (Figura 2B).
Por outro lado, no tratamento com 150 mM, onde houve
maxima atividade da SOD, a APX ja ndo atuou mais de
forma eficiente, sendo mais evidente no tratamento com
200 mM de NaCl, com atividade inferior a observada
no controle. Aumentos na expressao da APX tem sido
relatados em plantas submetidas a tratamentos com NaCl
por (Kawasaki et al., 2001).

A atividade da CAT (Figura 2D), em geral, foi inferior
a APX, o que ¢ justificado pela sua menor afinidade
pelo H,O,, tendo assim, a APX sido mais eficaz na sua
remoc¢ao. Desta forma, maiores atividades da CAT foram
observadas no tratamento com 50 mM de NaCl para os
genotipos Mosqueado e Baio e nos tratamentos com 100
¢ 150 mM de NaCl para o Amendoim, sendo que nestas
concentragdes, em comparagdo aos demais genotipos, foi
o que expressou melhor atividade.

De acordo com Zhang e Kirkham (1996), a capacidade
de manutencdo, em niveis elevados, da atividade da SOD,
APX e CAT, sob condigdes de estresses ambientais, ¢é
essencial para a manuteng¢ao do equilibrio entre a formacgao
¢ a remogdo do H,O, do ambiente intracelular. Segundo
Cakmak e Horst (1991), a redugdo na atividade da CAT
e 0 aumento nas atividades das peroxidases indicam que,
em plantas mantidas sob condigdes de estresse, o H,0,
gerado ¢ mais consumido em processos oxidativos,
como na peroxidacdo de lipidios, do que eliminado do
metabolismo. A relacdo entre redugdo na atividade das
enzimas antioxidantes e conseqiiente maior peroxidacao
também foi observada por Panda e Khan (2009) em
Vigna radiata sob estresse salino, havendo decréscimos
na atividade da SOD em raizes, caule e folhas sob
concentragdes de 100 e 150 mM de NaCl. Esta mesma
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reducdo foi observada para a APX nas raizes, sendo que a
CAT néo expressou variacdo significativa.

De maneira geral os resultados mostram que na
concentracdo de 200 mM de NaCl houve significativa
reducdo na atividade das antioxidantes.
Comparativamente a esta resposta, houve aumento
na formacdo de malondialdeido (MDA) através da
peroxidagdo de lipidios (Figura 2A), o que caracterizada
danos as membranas celulares, inativando as enzimas
antioxidantes pelo acumulo excessivo de EROs, levando as
plantulas a ndo resistirem aos potencias danos oxidativos
causados pela exposi¢cdo ao NaCl (Khan e Panda, 2008).
Este comportamento explica a redugdo na germinacao e
no crescimento dos genotipos de feijdo-miudo nas maiores
doses de sal testadas.

enzimas

CONCLUSOES

As sementes dos quatro gendétipos de feijdo-mitdo
mantém alta germinacdo até a concentragdo de 100 mM
de NaCl.

O desenvolvimento das plantulas ¢é afetado
negativamente pelas maiores concentragdes salinas.

Nas concentragdes intermediarias de sal, as enzimas
antioxidantes apresentam atividade eficiente na protecdo
contra o estresse salino, porém, este efeito ndo ¢ mantido
para a maior dose testada

A melhor resposta ao estresse salino se verifica no
gendtipo Amendoim, com menor peroxidacdo dos lipidios,
resultado do menor estresse oxidativo.
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