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RESUMO: Sementes de feijoeiro cv. Carioca, foram germinadas no escuro em diferentes concentragdes de
cadmio (1, 2, 5 e 10 nmol L'l) e coletadas apos 24, 48 , 72 e 96 horas com o objetivo de verificar se a atividade
da peroxidase, poderia ser utilizada como marcador bioquimico de estresse promovido pelo cadmio.
Observaram-se alteracdes na atividade especifica da peroxidase (EC 1.11.1.7) tanto nos cotilédones como
nas raizes, em funcdo do tempo de exposi¢cdo das sementes nas diferentes concentracBes de cadmio. A
enzima peroxidase (EC 1.11.1.7) pode ser usada como um indicador de estresse causado pelo cadmio durante
a germinacdo de sementes de feijdo, indicando possiveis injurias causadas nas sementes pelo metal.
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CADMIUM AND THE ACTIVITY OF PEROXIDASE DURING
BEAN SEED GERMINATION

ABSTRACT: Seeds of common bean seeds cv. Carioca were germinated in the dark in different concentrations
of cadmium (1, 2, 5 and 10 nmol L") and collected after 24, 48, 72 and 96 hours with the objective of verifying
if theperoxidase activity could be used as a biochemical marker of stress induced by cadmium. Alterations in
the peroxidase activity (EC 1.11.1.7) were oberved in the cotyledons as well as in roots, as a function
of the exhibition time of seeds in different cadmium concentrations. This enzyme can be used as a stress
marker caused by cadmium during bean seed germination as an indicative of possible injure of the seeds by
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this metal.
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INTRODUGAO

Teores fitotoxicos de metais nédo sdao
ocasionalmente encontrados em solos sob condi¢des
naturais, mas podem ser originados freqlientemente de
zona industrial e atividades agricolas; metais como Zn, Cu
e Cd sao amplamente difundidos e podem aparecer em
altos niveis no solo (Castillo, 1992).

O termo peroxidase (POD) inclui grupo de enzimas
(EC 1.11.1.7) capazes de catalisar a oxidagédo de
componentes celulares, tais como H,0, ou peroxidos
organicos (Kvaratskhelia et al., 1997). Em plantas, a acéo
desse grupo de enzimas constitui prote¢do antioxidativa. A
atividade de peroxidase pode aumentar em plantas
submetidas a diversos tipos de estresse (Siegel, 1993).

Singh et al. (1991) analisando o efeito do cadmio
em vegetais aquéticos, relataram que, quando as plantas
sdo expostas a este elemento, ocorre um desarranjo no
desenvolvimento e na diferencia¢éo celular no estagio
juvenil e no crescimento, provocando portanto, estresse
nestas plantas, o que provavelmente afeta diretamente a
atividade de peroxidases.

Sob condigdes de estresse, as plantas tendem a
aumentar a atividade da peroxidase e as vezes, é a primeira
enzima a ter atividade alterada, independentemente
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do substrato utilizado ou do estresse aplicado (Siegel,
1993).

A peroxidase pode ser tomada como um
marcador bioquimico de estresse resultante tanto de
fatores bidticos como de abidticos (Lima et al., 1999).
Gaspar (1986) afirmou que a peroxidase parece ser a
molécula chave de adaptagdo das plantas, ou de algum
de seus 6rgdos separadamente, as mudancas do meio
ambiente. De acordo com Markkola et al. (1990), a
atividade da peroxidase em tecidos vegetais € usada
como um indicador ndo especifico de estresse causado
por agentes poluentes, como metais pesados.

A peroxidase foi utilizada como bioindicador da
fitotoxidade de cddmio em plantas de aguapé por Ribeiro
et al. (1995), onde os autores observaram que a atividade
da enzima aumentou nas folhas em funcé@o da concen-
tracdo de cadmio na solugdo e do tempo de exposicéo.
Nas raizes, a atividade apresentou valores maiores nos
tratamentos com 10 nmol quando comparados com 0s
tratamentos de 0 e 20 nmol de cadmio.

O presente trabalho teve por objetivo estudar a
atividade da peroxidase (possivel indicador bioguimico de
estresse promovido por metais pesados) durante a
germinagao de sementes feijdo, na presenca de cadmio
na solucéo de embebicao.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério do
Departamento de Quimica e Bioquimica,|B, da UNESP,
Campus de Botucatu, SP, durante o0 més de fevereiro de
1998.

Germinacgao e coleta de amostra

Sementes selecionadas de feijoeiro Phaseolus
vulgaris L. cv. Carioca, previamente tratadas com
hipoclorito de sédio comercial a 1% durante trés minutos,
lavadas em seguida com agua destilada, foram colocadas
para germinar em placas de Petri (9 cm) contendo duas
folhas de papel de filtro Whatman n®* 1, embebidas com
10 mL de &gua destilada e em solucdes teste (cadmio 1,
2,5 e 10 nmol L"). Em cada placa de Petri foram
colocadas 20 sementes, sendo que a germinac&o ocorreu
a 27°C no escuro. As avaliagdes dos cotilédones e das
raizes, realizadas com trés repeticdes e duplicatas, foram
efetuadas apos 24, 48, 72 e 96 horas.

Atividade da peroxidase

Extracdo da enzima: 1 g de tecido vegetal tanto
de cotilédones, como de raizes, foi triturado em gral de
porcelana contendo 4 mL de tampao fosfato de potassio
pH 6,7, 0,2 M. O homogenado resultante foi centrifugado
20 minutos a 10.000 g. O sobrenadante obtido foi utilizado
como fonte de enzima. Todas essas operacdes foram
realizadas entre 0-4°C. Sistema de reagao: Foi utilizado
0 método descrito por Allain et al. (1974), modificado por
Lima et al. (1999): 100 umol de tampao fosfato pH 6,7;
10 pmol de H,0,; 35 umol de fenol ; 2 umol de 4-
aminoantipirina e 1 mL de sobrenadante contendo enzima,
com volume final de 2 mL. Apds permanéncia durante cinco
minutos em banho Maria 30°C a reagao foi interrompida com
2 mL de etanol absoluto e a absorbancia medida a 505 nm.
A velocidade da reacéo foi expressa em unidades (U). Uma
U corresponde a 1 pmol de H,O, consumido/minuto/mg de
proteina. O teor de proteina total sollvel foi determinado
através do método de Bradford (1976).

Os dados mostrados nos graficos (atividade da
peroxidase em cotilédones e raizes) representam a média de
trés repeti¢des (com duplicatas), analisados pelo erro padréo
(ep) (> 5%) (n = 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da peroxidase nos cotilédones de
feijoeiro submetidos a tratamentos com cadmio, mostrou
maiores niveis quando comparados com a testemunha, a
qual ndo apresentou grandes variacdes com o tempo de
exposicao (Figura 1). A atividade da enzima mostrou
tendéncia de aumento nos cotilédones em fun¢éo do
tempo de exposicdo em todos os tratamentos com
cadmio, exceto na Ultima coleta para os cotilédones
tratados com 10 umol L* de cadmio. Este fato pode ser
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devido provavelmente ao efeito fitotoxico do elemento,
o0 qual teria promovido desarranjos no desenvolvimento,
na diferenciacdo celular no estagio juvenil e no
crescimento (Singh et al., 1991), causando altera¢cbes na
atividade da enzima, pois de acordo com Gaspar et al.
(1986), as peroxidases podem ser usadas como
marcadoras de organogénese e desenvolvimento.

Nas raizes (Figura 2), também n&o ocorreram
variacdes na atividade da peroxidase no controle. Em
todos os tratamentos, com excecdo da aplicacdo das
maiores doses de cadmio (5 e 10 nmol L), as raizes ndo
mostraram variagfes na atividade nas primeiras horas de
exposicao (até 72 horas). Apds esse periodo, isto €, com
96 horas de exposicdo, todos os tratamentos (com
excecdo do controle) promoveram aumento na atividade
da peroxidase.

Resultados semelhantes foram observados por
Ribeiro et al. (1995) quando estudaram o efeito do cadmio
em macrdfitas aquéticas. De acordo com as observacées
de Byl et al. (1994) a resposta da peroxidase pode ser
utilizada como indicador de contaminantes do meio
aquatico. Chen & Kao (1995) também verificaram aumento
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Figura 1 - Atividade da peroxidase em cotilédones de feijao cultivados
sob diferentes niveis de cadmio, durante os diversos
tempos de coleta. Barras verticais indicam = ep (n = 3).
Botucatu, 1998.
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Figura 2 - Atividade da peroxidase em raizes de feijdo cultivados
sob diferentes niveis de cadmio, durante os diversos
tempos de coleta. Barras verticais indicam % ep
(n = 3). Botucatu, 1998.
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na atividade da peroxidase devido a tratamento com
cadmio, quando estudaram o efeito deste metal em
plantulas de arroz. Os mesmos autores mostraram que a
presenca de cadmio pode inibir o crescimento da raiz.
Entretanto a inibicdo, segundo constataram mostrou-se
reversivel. Esta resposta também foi observada em
feijoeiro por Rossi et al., 1998.

Em trabalho de reviséo, Castillo (1986) afirmou
que o cadmio pode ser um agente que promove aumento
da atividade da enzima. Esse aumento pode ser
provavelmente devido & sintese de novo da enzima, como
sugerido por Siegel & Galston e Galston et al. citados por
Siegel (1993).

A inducé@o da atividade da peroxidase € uma
resposta das plantas em relagdo a elevados teores de
metais tais como Zn, Cd, Cu, Ni e Pb, o que pode ser
observado tanto na parte aérea como nas raizes
(Tarvainen et al., 1991; Van Assche & Clijsters, 1990). A
inducdo da atividade da peroxidase pode ser um
mecanismo utilizado pelos vegetais para reduzir os niveis
de H,O, e peroxidos organicos formados sob diferentes
condicBes de estresse.

Assim, como o cadmio promoveu uma situacao de
estresse na planta estudada e a peroxidase parece ser a
molécula chave de uma adaptacdo dos vegetais a
mudanc¢as do meio (Gaspar et al., 1986), esta enzima,
como sugerido por Markkola et al. (1990) pode ser tomada
como um indicador ndo especifico de estresse causado
por metais pesados.

CONCLUSAO

A atividade da peroxidase tanto em cotilédones
como em raizes de feijoeiro, de modo geral, aumentou em
funcdo das doses e do tempo de exposicdo ao cadmio e
pode ser tomada como indicador bioquimico de estresse
promovido por este metal.
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