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Estresse oxidativo em plantas de aveia branca submetidas a salinidade

Oxidative stress in white oat plants submitted to salinity

Bruna Evelyn Paschoal Silva', Adrya Vanessa Lira Costa?, Francine Zaiosc Simmi?,
Fernanda Reolon*, Sidnei Deuner®, Dario Munt de Moraes®

RESUMO
O cultivo da aveia branca (Avena sativa L.) como sistema de rotagao de culturas entre os
periodos de outono/inverno € uma alternativa viavel, tendo em vista sua capacidade de
recuperacao de solos, porém, fatores como a salinizagao do solo de cultivo podem limitar
a produtividade da cultura. Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes concentragdes de NaCl no crescimento inicial e metabolismo antioxidante de
plantas de aveia branca. O experimento foi realizado em casa de vegetagao, as plantas
foram submetidas a diferentes concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM) e 14, 21 e
28 dias apd6s a semeadura foram feitas as analises de comprimento da parte aérea e
atividade das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e catalase (CAT). O comprimento das plantas foi reduzido em fun¢do do incremento
da concentracdo de NaCl e as enzimas antioxidantes atuaram diferentemente nos trés
periodos analisados. Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o
sistema antioxidante das plantas de aveia branca € eficiente na atenuagcédo do estresse
salino até 100mM de NaCl, uma vez que na concentracdo mais elevada do sal o estresse

ocasionou redugao no comprimento das plantas.
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ABSTRACT
The cultivation of white oats (Avena sativa L.) as a crop rotation system between the

autumn / winter periods is a viable alternative, considering its soil recovery capacity,
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however, factors such as salinization of the cultivated soil can Limit crop productivity. The
objective of this work was to evaluate the effect of different concentrations of NaCl on the
initial growth and antioxidant metabolism of white oat plants. The experiment was carried
out in a greenhouse, the plants were submitted to different concentrations of NaCl (0, 50,
100 and 150 mM) and 14, 21 and 28 days after sowing. Antioxidant enzymes, superoxide
dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT). The length of the
plants was reduced as a function of the increase of the NaCl concentration and the
antioxidant enzymes acted differently in the three analyzed periods. The results obtained
in the present study demonstrate that the antioxidant system of white oat plants is efficient
in the attenuation of salt stress up to 100 mM NaCl, since in the higher salt concentration

the stress caused a reduction in the length of the plants.
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INTRODUGAO

Com a expansao da area agricola cultivada no mundo, partes marginais sujeitas a
secas frequentes e solos salinos estdo sendo progressivamente incorporadas. Além disso,
com a necessidade de irrigacdo nessas extensas areas tem agravado o problema da
salinizagao secundaria, particularmente nas regides tropicais onde prevalecem condigdes
climaticas adversas como evapotranspiracdo e temperaturas elevadas. Esses problemas
sdo frequentemente associados com manejo inadequado da agua e do solo além do uso
de aguas com elevado teor de sais, 0 que agrava intensamente o problema da salinizagao
dos solos. Esse quadro é tipico das regides semiaridas, onde a irrigagao aparece como
uma importante alternativa tecnolégica para incrementar a produtividade agricola
(SILVEIRA et al., 2010).

Em plantas, o excesso de sais induz estresse constituindo assim um fator limitante
para a distribuicdo e a produtividade das espécies (YILDIRIM et al., 2009; QIN et al.,
2010). O estresse salino pode promover baixos potenciais osmoticos e altas
concentragbes de cations, como o Na*; Ca®"; Mg* e K* e anions, como CI, SO*, HCO?,
CO?* e NO* (TOPPA; BRAMBILLA, 2011).



Em solos com alta concentragdo de sais, a deficiéncia hidrica € a maior causadora
de reducdo na produtividade das culturas e também é responsavel pela alteracdo em
diversos processos metabdlicos (PIMENTEL et al., 2002). Outras alteragdes incluem o
comprometimento da abertura e fechamento estomatico, a reducéo do crescimento foliar,
diminuicdo da produgao de massa que podem ser influenciadas diretamente pelo acumulo
de altos teores de Na* e CI nas folhas, ocasionando a diminuicao do teor relativo de agua,
pressao de turgor e o potencial hidrico celular (LARCHER, 2016).

Entre as espécies vegetais amplamente cultivadas e de grande importancia
econdmica esta a aveia branca (Avena sativa L.), cultura originaria da Asia antiga, a, foi
identificada primeiramente como invasora no trigo e cevada. Teve sua expansao para o
continente europeu onde encontrou condi¢cdes de clima e solo favoraveis a sua produgao
e logo se tornou uma importante fonte de alimentacédo (RODRIGUES et al., 2011). E uma
planta anual que concentra seu desenvolvimento nos meses mais frios, sendo
amplamente utilizada em sistemas de rotacdo de culturas durante periodos de
outono/inverno (BRUNES, 2013; MACHADO, 2000), Seu cultivo tem por finalidade
promover cobertura do solo, produgédo de forragem, feno, silagem e gréos, alimentagao
humana, bovinos de corte e leite (MACHADO, 2000).

Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes de

NaCl no crescimento inicial e metabolismo antioxidante de plantas de aveia branca.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no Laboratério de Nutrigao
de Plantas pertencentes ao Programa de Pds Graduacdo de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Boténica da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), Campus Capao
do Ledo/RS, no periodo de setembro a dezembro de 2016. Foram utilizadas sementes de
aveia branca (Avena sativa L.), estas foram semeadas em recipientes de polietileno com
volume de 100 mL, apdés a semeadura a irrigacao foi realizada com solugao nutritiva de
Hoagland & Arnon (1950) com modificagdes concomitante com 30 mL de solugdo de

cloreto de sédio (NaCl), nas concentragdes de 0, 50, 100 e 150 mM por recipiente e a



cada trés dias. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e posteriormente
realizadas as seguintes avaliagdes:

Comprimento e massa seca de parte aérea e raiz: realizado aos 28 dias apds a
semeadura e obtido pela média de todas as plantulas de cada recipiente. A medida do
comprimento da parte aérea e das raizes foi obtida com auxilio de uma régua milimetrada
e os resultados expressos em cm plantula™. A determinacdo da massa da matéria seca foi
obtida gravimetricamente em estufa a 75 % 1®C até massa constante e os resultados

expressos em g plantula™;

Determinacgao da atividade de enzimas antioxidantes: foram realizadas coletas
de material vegetal aos 14, 21 e 28 dias ap0s a semeadura e o0 extrato enzimatico para a
determinagao das atividades da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) em folhas foi obtido pela maceragdo das amostras dos tecidos em
nitrogénio liquido, seguido da homogeneizagcao em polivinilpolipirrolidona (PVPP) 50 %
(p/p) € 2 mL de tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8) contendo EDTA 0,1 mM e
acido ascorbico 20 mM. O extrato foi centrifugado a 12000 g por 20 min a 4 °C e o
sobrenadante utilizado para mensurar a atividade enzimatica e a quantificagcdo das
proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade SOD foi baseada na sua capacidade de inibir a foto-redu¢ao de nitroazul de
tetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) no meio de reacdo contendo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,8), metionina (14 mM), EDTA (0,1 mM), NBT (75 pM), e
riboflavina (2 mM). As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a 560 nm,
assumindo que uma unidade de SOD é a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
foto-redugéo do NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

A atividade CAT foi determinada pelo método descrito por Azevedo et al. (1998) com
modificagdes. O decréscimo na absorbancia, durante 90 segundos foi medido em 240 nm,
a 25 °C, num meio de reacao incubado a 34 °C, até que o H,O; a 12,5 mM e o extrato
enzimatico fossem adicionados para posterior leitura.

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981), com modificagdes, por
meio da avaliacdo da taxa de oxidacdo do ascorbato. O meio de reagdo, composto de
tampao fosfato de potassio, 100 mM (pH 7,0) e acido ascoérbico (0,5 mM), foi incubado a

37 °C por 10 min. Antes de efetuar a leitura, a 290 nm, em intervalos de dez em dez



segundos até completar 90 segundos, foi adicionado H.O. (0,1 mM). O decréscimo na
absorbancia foi monitorado por um minuto e meio e os resultados foram expressos em

umol ASA min™ mg proteina™.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
simples, com quatro repeticbes, sendo cada repeticao constituida por seis plantas. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. No caso de efeito significativo as
variaveis quantitativas, foram submetidas a analise de regressao, testando-se os modelos

linear e quadratico, utilizando o software estatistico Sisvar versao 4.6 (Ferreira, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao comprimento da parte aérea das plantas apresentaram
tendéncia quadratica de redugao nos trés periodos avaliados (Figura 1), houve redugao
do comprimento das plantas em funcdo do incremento na concentracdo de NaCl, essa

reducao foi significativa e mais acentuada nas maiores concentragdes de sal (100 e 150

Mm).
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Figura 1: Comprimento da parte aérea de plantas de aveia submetidas a diferentes concentra¢des de NaCl
pelo periodo de 14, 21 e 28 dias

Esses resultados corroboram com inumeros estudos indicando que concentragcdes
altas de NaCl podem influenciar negativamente o crescimento e o acumulo de massa seca
das plantas, nas mais variadas espécies (SILVA et al., 2007; TIMM, 2012; SILVEIRA et al,
2013). Essa inibicdo do crescimento € uma resposta primaria em plantas submetidas ao
estresse salino (TIMM, 2012). Altas concentragbes de NaCl no solo impedem a absorgao
de agua, resultando na redugao da translocagao do floema onde as raizes deixam de
receber fotoassimilados e consequentemente seu crescimento sera reduzido.

O efeito da salinidade no metabolismo celular dos vegetais resulta da alta
concentracido de solutos no solo, provocando diminuicdo nos potenciais hidricos e
osmoético, assim, o solo retém mais agua reduzindo sua disponibilidade para a planta. O
estresse idnico, decorrente dos niveis elevados de Na* e CI, pode acarretar toxidade
ibnica e desequilibrio nutricional, devido a deficiéncia de ions como potassio, calcio,
magnésio, fosforo e nitrato (WILLADINO; CAMARA, 2010).

Alteracbes no metabolismo em virtude do acumulo de ions Na* e CI" nos tecidos
vegetais, ocasionam uma produgao excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs),
podendo acarretar estresse oxidativo nas plantas (PARVAIZ; SATYAWATI, 2008). As
EROs por ser altamente reativas e téxicas, modificando ou bloqueando outras vias
metabdlicas, causando danos aos componentes celulares tais como peroxidagao lipidica
de membranas, inativacdo de enzimas devido a desnaturacdo, oxidacao de carboidratos,
danos na conformagao dos acidos nucléicos e do complexo do fotossistema Il (PS IlI)
(GILL; TUTEJA, 2010)

As principais EROs sido formadas a partir de varias reacdes, tendo por base o
radical superéxido (O;7) que leva a formagao do perdxido de hidrogénio (H20), do radical
hidroxila (OH’) e de outras espécies reativas tais como o oxigénio singleto ('O,)
(BHATTACHARJEE, 2012). Em resposta a produgcdo excessiva de EROs, as plantas
desenvolveram um mecanismo para efetuar sua remog¢ao, ou mesmo para minimizar seus
efeitos toxico. Assim, como forma de mitigar os danos causados pelo excesso de EROs

nos mais diversos compartimentos celulares, através da manutencdo do balanco entre



producdo e eliminacdo e com propdsito de manter a homeostase da célula, as plantas
possuem um sistema enzimatico, formado pelas enzimas superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT) (SANTOS, 2015).

No presente estudo a atividade da enzima superdxido dismutase (Figura 2),
diminuiu gradativamente em 50 e 100 mM de NaCl aos 28 dias apds a semeadura, nesse
mesmo periodo a atividade da SOD foi acrescida em 150 Mm, entretanto ainda
permaneceu com valores inferiores ao controle. O padréo de atividade da SOD, nesse
periodo, pode ser atribuido ao aumento na concentracdo salina e ao acumulo de
superoxido (Oz), provocado pelo excesso de sais. Considerada a primeira linha de defesa
contra EROs, a SOD realiza a dismutagao dos ions superéxido, com a formagao de H,0,,
catalisando a remocgao do O.. A SOD esta presente em todos os compartimentos celulares
suscetiveis ao estresse oxidativo (KOPPENOL, 2001; SANTOS, 2015). A modulagao
positiva dessa enzima, verificada no presente estudo, é relatada por alguns autores como
sendo resultado a exposi¢cao ao estresse salino, podendo estar relacionada a tolerancia
em situacdes de estresse (VAIDYANATHAN et al., 2003; DEMIRAL; TURKAN, 2005;
KOCA et al., 2007; HU et al., 2008; RYANG et al., 2009).
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Figura 2: Atividade da enzima superoéxido dismutase (SOD) aos 14, 21 e 28 dias apds a semeadura em
plantas de aveia submetidasa diferentes concentracdes de NaCl (mM).

O H20; formado pela reagdo da SOD, pela beta oxidagdo dos acidos graxos e
fotorespiracdo nos peroxissomos, dentre outras formas € dismutado em agua (H20) e O,,
por meio da enzima catalase (CAT). A ascorbato peroxidase (APX) também promove a
remogao do H.O,, no entanto, ela atua diretamente na remocéo do perdxido de hidrogénio
dos cloroplastos e citosol, enquanto a CAT atua principalmente nos peroxissomos. Por
apresentar uma maior afinidade por H.O. que a catalase, a APX remove o H;0,
reduzindo-o em H;O e dehidroascorbato, usando o acido ascérbico como agente redutor
(MARTI et al., 2009).

A atividade da APX (Figura 3) foi superior em relagdo as outras enzimas. Muitos
alguns autores atribuem a APX a reducéao dos efeitos prejudiciais do estresse salino, esta

enzima ainda responde pela regulagdo da concentracdo do H,O, em funcdo de sua



grande afinidade pelo peréxido de hidrogénio (MITTLER, 2002; ABOGADALLAH et al.,
2010).
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Figura 3: Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) aos 14, 21 e 28 dias apds a semeadura em
plantas de aveia submetidas a diferentes concentra¢des de NaCl (mM).

A atividade da CAT (Figura 4) foi reduzida nas concentragdes de 50 e 100 MM de
NaCl, no entanto, na maior concentracao de sal essa atividade foi acrescida, alcangando
valores proximos ao controle, o que pode ser justificado pela menor afinidade dessa
enzima ao H,0, (MARTI et al., 2009).
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Figura 4: Atividade da enzima catalase (CAT) aos 14, 21 e 28 dias apds a semeadura em plantas de aveia
submetidas a diferentes concentragées de NaCl (mM).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o sistema antioxidante

das plantas de aveia branca é eficiente na atenuagao do estresse salino até 100 mM de

NaCl, uma vez que na concentracdo mais elevada do sal (150 mM) o estresse ocasionou

reducao no comprimento das plantas.
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