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1 INTRODUGCAO

O feijao-miudo (Vigna unguiculata (L.) Walp), importante leguminosa anual, é
encontrado em todo territério nacional. No Rio Grande do Sul (RS) a maior
producao encontra-se nos municipios de Sao José do Norte, Tavares e Mostardas.
Estima-se que estes gendtipos tenham sido introduzidos na regido com a chegada
dos colonizadores agorianos, em 1725.

As plantas estdo freqlentemente sujeitas a condigdes adversas,
denominadas estresses ou disturbios ambientais, que limitam sua produtividade
(Ashraf e Harris, 2004). A salinidade € um dos mais importantes fatores de estresse
abiotico, afetando diversos aspectos da fisiologia e bioquimica das plantas,
reduzindo significativamente seus rendimentos. Condigdes de elevada salinidade
podem ser causadas por diversos fatores, como praticas inadequadas de irrigacao,
inundacao do solo pela agua do mar em regides costeiras, como também depdsito
de altas concentra¢des de cloreto de sodio (NaCl) em regides com recente historia
geoldgica marinha (Tester e Davenport, 2003).

O feijao-miudo 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 redugao
na produtividade. No entanto, as concentracbes 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 exposicdo e do seu estadio de
desenvolvimento.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentragdes salinas na atividade de enzimas antioxidantes em quatro gendtipos
de feijao-miudo de uso comum na regido de Sao José do Norte-RS.

2 METODOLOGIA

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

As sementes de cada gendtipo foram semeadas em rolos de papel
“‘germitest’ embebido na quantidade de 2,5 vezes 0 seu peso inicial com solugao
de cloreto de sddio (NaCl) para simular o estresse salino, nas concentragbes de 50,
100, 150, 200 mM, além do tratamento controle, sem sal. Depois de estabelecidos
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os diferentes tratamentos, as sementes foram colocadas para germinar em
germinador com temperatura constante de 25°C e apos oito dias foram retiradas
amostras para avaliacdo da atividade enzimatica.

Atividade enzimatica — determinada a partir da maceragcéo de 200 mg de
tecido vegetal na presenga 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 ascoérbico 10 mM. Apéds
centrifugagdo a 12.000g por 15 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi coletado. O
extrato obtido pela centrifugagao foi utilizado para a quantificagdo das proteinas em
espectrofotbmetro a 595 nm pelo método de Bradford (1976) e determinacdo da
atividade especifica das enzimas antioxidantes, descrita a seguir.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade da
enzima em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT) (Giannopolitis e
Ries, 1977), em um meio de reagao composto por fosfato de potassio 100 mM (pH
7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 pM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. As leituras
foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢cdes de ensaio. A
atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada segundo Nakano e Asada
(1981), pela avaliacdo da taxa de oxidagdo 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,O2 0,1 mM. A atividade da catalase (CAT) foi
determinada conforme Azevedo et al. (1998), estimada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm durante 2 min em um meio de reagao contendo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,0) e H2O2 12,5 mM.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4x5, sendo o fator A os gendtipos e o fator B as
concentragbes. As meédias de trés repeticdes, apds anadlise de variancia, foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A SOD, primeira enzima a atuar no sistema antioxidante, realizando a
dismutagdo do radical superoxido (O,*) a perdoxido de hidrogénio (H20,),
apresentou atividade significativamente superior ao controle em todas as doses de
NaCl avaliadas (Figura 1A), caracterizando uma eficiente detoxificacdo do radical
0,°*", principalmente até a concentracdo de 150 mM de NaCl, onde sua atividade foi
maxima. Por outro lado, a atividade da SOD entre os genodtipos em cada
tratamento nao diferiu.

Por outro lado, entre os quatro gendtipos de feijao-miudo estudados, foi
observado comportamento distinto na atividade da APX e CAT. A atividade da APX
(Figura 1B) foi significativamente superior ao controle no tratamento 50 mM de
NaCl para os gendtipos Baio e Preto, ja em 100 mM de NaCl, todos os genétipos
apresentaram aumento significativo, caracterizando uma efetiva eliminagdo do
H.O, originado pela atividade da SOD (Figura 1A). 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 expressdo da APX tem
sido relatados em plantas submetidas a tratamentos com NaCl por Kawasaki et al.
(2001).
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A atividade da CAT (Figura 1C), em geral, foi inferior a APX, o que é
justificado pela sua menor afinidade pelo HO,, tendo assim, a APX sido mais
eficaz na sua remocao. Desta forma, maiores atividades da CAT foram observadas
no tratamento com 50 mM de NaCl para os gendtipos Mosqueado e Baio e nos
tratamentos com 100 e 150 mM de NaCl para o Amendoim, sendo que nestas
concentragbes, em comparagao aos demais gendtipos, foi o0 que expressou melhor
atividade.

De maneira geral os resultados mostram que na concentragdo de 200 mM
de NaCl houve significativa redugcdo na atividade das enzimas antioxidantes,
caracterizando um possivel aumento na producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), intensificando o estresse oxidativo.

Amendoim Mosqueado Baio OPreto
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FIGURA 1 - Atividade especifica das enzimas superoxido dismutase — SOD — (A), ascorbato
peroxidase — APX (B) e catalase — CAT (C) em sementes de quatro gendtipos de feijao-miudo
(Amendoim, Mosqueado, Baio e Preto) submetidas a diferentes concentragdes de NaCl. Médias
seguidas pela mesma letra maiuscula (entre gendtipos) e minuscula (entre tratamentos) nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).



11l MOSTRA CIENTIFICA
UFPEL

c I c2 uﬂﬂs ¥X CONGRESSO DE WICIAGAD CIENTIFICA

4 CONCLUSAO

A maior ativacdo das enzimas antioxidantes SOD e APX, nas doses
intermediarias de NaCl, gerou maior protecdo dos gendtipos de feijdo-miudo contra
o estresse oxidativo até 150 mM.
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