ATIVIDADE ENZIMATICA DE GENOTIPOS DE ARROZ IRRIGADO SOB
DIFERENTES CONDICOES AMBIENTAIS!

ANGELICAPOLENZ WIELEWICKIE e ANTONIO CARLOS SOUZA ALBUQUERQUE BARROS?

RESUMO - O sistema de cultivo de arroz pré-germinado demanda gendtipos com maior capacidade de desenvolvi-
mento inicial em ambiente anaerdbico. Com o intuito de contribuir para o conhecimento das caracteristicas dos
gendtipos El Paso 144, BR IRGA 409, BR IRGA 410, IRGA 416, IRGA 417 e Bluebelle, foi realizado um estudo
comparativo das enzimas glutamato oxaloacetato transaminase (GOT), esterase (EST), e malato desidrogenase
(MDH) na parte aérea de plantulas de arroz através de eletroforese. Os tratamentos consistiram de germinagéo e
desenvolvimento das plantulas durante 14 dias sob as temperaturas de 20, 25 e 30°C, em condig¢des de aerobiose e
de anaerobiose. A analise dos géis permitiu concluir que as plantulas de IRGA 417 destacam-se das demais por
apresentarem maior atividade das enzimas estudadas no tratamento anaerdbico com temperatura de 20 °C; e que a
grande variabilidade das isoenzimas especificas em diferentes genotipos permite recomendar que os estudos de
interagdo gendtipo x ambiente utilizem sistemas bioquimicos para auxiliar na identificagdo de genotipos capazes de
superar estresses ambientais.
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ENZYMATICACTIVITY OF FLOODED RICE GENOTYPES UNDER DIFFERENT
ENVIRONMENTAL CONDITIONS

ABSTRACT - The pre-germinated rice growing system demands genotypes with a higher capacity of initial
development in an anaerobic environment. Having in mind the need for better knowing the characteristics of the
cultivars El Paso 144, BR IRGA 409, BR IRGA 410, IRGA 416, IRGA 417 and Bluebelle, this paper reports a comparative
study of the enzymatic activity of glutamate oxaloacetate transaminase (GOT), esterase (EST), and malate
dehydrogenase (MDH), in the rice seedling shoots through electrophoresis. The treatments consisted in germination
and development of the seedlings during 14 days at the temperatures of 20, 25 and 30°C under both aerobic and
anaerobic conditions. The analysis of the electrophoresis gels leads to conclude that: a) The IRGA 417 seedlings
stands out against the other cultivars because of its higher level of activity of the enzymes studied under the
anaerobic treatment at the temperature of 20° C; and b) The great variability found in the enzymatic systems studied
for the different genotypes and treatments used allow to recommend that studies of genotype x environment
interaction use biochemical systems, in order to assist in the search for genotypes that are able to overcome
environmental stress.

Key words: electrophoresis, aerobiosis, anaerobiosis, temperature.
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INTRODUCAO

A produgdo de arroz irrigado no RS ¢ res-
ponsavel por 29 % da safra de grios no estado,
sendo cultivado em aproximadamente 950 mil ha,
sob os sistemas convencional, de semeadura dire-
ta e mais recentemente, sob o sistema pré-germi-
nado. O sistema pré-germinado traz uma série de
vantagens sobre os demais, entre elas a possibili-
dade de semeadura na época recomendada inde-
pendentemente das condi¢des de precipitacido
pluviométrica, diminui¢éo dos custos de produgéo
e um melhor controle do arroz daninho que os de-
mais sistemas (IRGA, 2000). Em fungéo do cres-
cimento da area cultivada com esse sistema no Rio
Grande do Sul, pesquisadores tém buscado os me-
lhores gendtipos para utilizagao nesse sistema que,
entre outras exigéncias, demanda genétipos com
maior capacidade de desenvolvimento inicial em
ambiente anaerdbico.

O desempenho das plantulas de arroz sob
anaerobiose depende em parte do vigor das semen-
tes utilizadas mas, por outro lado, depende da ca-
pacidade das plantulas degradarem as substancias
de reserva das sementes e transforma-las em no-
vas biomoléculas para o crescimento da plantula
até que essa atinja a superficie da agua. Bastante
ja se conhece do metabolismo de aglicares em
anaerobiose e da principal forma de obtengéo de
energia nessa condi¢do ambiental, que é através
da fermentagdo (XIE e WU, 1989; TAIZ e
ZIEGER, 1991; COUEE et al., 1992; PERATA e
ALPI, 1993; RICARD, et al.,, 1994;
GUGLIELMINETTI et al., 1995; HOSSAIN et al.,
1996; RIVOAL et al., 1997; NAKAZONO et al.,
2000).

Porém, outros processos sdo importantes
além da produgao de energia em anaerobiose, como
disponibilizar aminoacidos para a sintese de prote-
inas e carbono e/ou precursores para o crescimen-
to da plantula.

A enzima glutamato oxaloacetato transami-
nase (GOT) é uma transaminase e segundo
STRYER (1996), transfere grupamentos amina
entre aminoacidos e alfacetoacidos para garantir a
sintese de proteinas. Em funcdo disso, sua ativida-
de ¢ de suma importancia, pois se pode supor que,
genoétipos que tenham essa enzima com maior ati-
vidade em ambientes desfavoraveis podem ter maior
possibilidade de se adaptarem aos estresses.
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A enzima esterase (EST) esta relacionada com
o catabolismo de lipidios, a principal fonte de carbo-
no para a sintese de novas moléculas em plantulas
(BEWLEY e BLACK, 1994), uma vez que essas
ndo realizam fotossintese para fixacdo de carbono.

A malato desidrogenase (MDH) ocorre tanto
na matriz mitocondrial como no citoplasma das cé-
lulas. Nas mitocdndrias atua no ciclo dos acidos tricar-
boxilicos convertendo o malato em oxaloacetato com
a produg¢do de NADH + H*. Este e outros NADH
+ H* produzidos durante o ciclo dos acidos
tricarboxilicos serdo oxidados na fosforilagao
oxidativa para sintese de ATP, na presenca de oxi-
génio (BEWLEY e BLACK, 1994; LENHINGER
et al., 1995; STRYER, 1996). No citoplasma, a
MDH catalisa a reagao inversa de oxaloacetato (de-
rivado do fosfoenolpiruvato) para malato produzin-
do NAD" que so necessarios para a glicolise
(CONTREIRAS, 1992). Outra observagdo impor-
tante foi feita por FOX et al. (1991), que as enzimas
do Ciclo de Krebs estio presentes durante a germi-
nag¢do, indicando que, embora a fermentagao alcoo-
lica seja estimulada pela anoxia, essa via metabdlica
continua funcional durante a anaerobiose.

E necessario que se conhega mais sobre o
metabolismo das plantulas de arroz em anaerobio-
se, para poder escolher gendtipos com potencial
de melhor adaptacdo as condi¢des de cultivo pré-
germinado no RS, que, além da anaerobiose, es-
barra nas temperaturas baixas na época de seme-
adura do arroz. Comparando genotipos de arroz,
CRUZ e MILACH (1999) observaram que houve
variabilidade em relagdo a tolerancia ao frio na ger-
minagdo, sendo que alguns genotipos apresenta-
ram bom nivel de tolerancia. MACKILL e LEI
(1997) afirmam que temperaturas baixas sdo o prin-
cipal estresse ambiental para o cultivo de arroz nos
EUA quando esse é semeado cedo, mesmo que
essa semeadura aconteca dentro da época normal-
mente recomendada. Aquele estudo também apon-
tou diferencas significativas para tolerancia ao frio
entre gendtipos Japonicos e Indicos.

Em fungfo disso, o presente trabalho tem
como objetivo comparar as enzimas glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT), esterase (EST)
e malato desidrogenase (MDH) em plantulas de
arroz desenvolvidas sob condi¢des de aerobiose e
anaerobiose em temperaturas de 20, 25 e 30°C em
alguns genotipos utilizados na lavoura arrozeira do
Rio Grande do Sul.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas isoenzimas dos genétipos
de arroz irrigado El Paso 144, BR IRGA 409, BR
IRGA 410, IRGA 416, IRGA 417 e Bluebelle, oriun-
das do Instituto Riograndense do Arroz. Foi utiliza-
da eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida
para analise de glutamato oxaloacetato transami-
nase (GOT), esterase (EST) e malato desidroge-
nase (MDH) na parte aérea de plantulas.

As plantulas foram obtidas apos 14 dias de
crescimento sob as condi¢des controladas dos tra-
tamentos de aerobiose e anaerobiose nas tempe-
raturas de 20, 25 e 30°C. Nos tratamentos de
aerobiose as sementes foram dispostas sobre 2 fo-
lhas de papel para germinagdo umedecidos com
2,5 vezes o peso do papel com agua destilada. Os
rolos com 20 sementes cada foram colocados em
germinadores nas temperaturas citadas. Para os
tratamentos de anaerobiose, as 20 sementes fo-
ram colocadas em rolos de papel e estes acondici-
onados dentro de um recipiente plastico transpa-
rente, onde ficaram submersos em agua destilada
durante 24 horas. A agua foi retirada e os rolos
permaneceram fora das embalagens plasticas du-
rante 24 horas e depois retornaram a submersao
nos recipientes, que entdo foram colocados nos
germinadores com as temperaturas de 20, 25 e
30°C.

Os extratos foram obtidos pela maceragdo
de toda a parte aérea das plantulas em tampéo uti-
lizado no gel, na proporgéo de 5 de volume para 1
de peso de amostra, em placas de porcelana
mantidas sobre cubos de gelo. Foram utilizados sis-
tema de tampao descrito por SCANDALIOS
(1969) e géis de poliacrilamida a 7 %. As migra-

¢oes eletroforéticas efetuaram-se em camara fria
mantida em temperatura entre 4 e 6 °C. A diferen-
¢a de potencial foi de 10 V.cm™! e usou-se 25 mA,
fazendo-se migrar até o fronte marcado pelo azul
de bromofenol. Foram usados sistemas de colora-
cdo citados por SCANDALIOS (1969) para a
enzima EST e ALFENAS (1998) para as enzimas
MDH e GOT.

Os géis foram fotografados e digitalizados
utilizando o “Kodak Electrophoresis Documentation
and Analysis System” (EDAS 120) e as bandas
foram identificadas pelo programa “Gel-Pro
Analyzer™” (MEDIA CYBERNETICS, 1997),
com o qual também calculou-se as densidades re-
lativas das bandas utilizando como padréo, a banda
nimero 2 da canaleta 10 de cada gel, consideran-
do esta banda com densidade relativa 100%. Essa
banda foi escolhida como padrido por estar numa
posicdo central no gel, oferecendo a melhor base
de comparagdo possivel entre as demais bandas
no mesmo gel. Dessa forma, a avaliagdo da quan-
tidade de proteina em cada banda foi comparativa
entre os diferentes tratamentos testados no expe-
rimento. Para a analise estatistica dos géis de
eletroforese foi utilizado o teste de Analise de
variancia e Newman-Keuls em nivel de 5% de pro-
babilidade de erro através do programa
STATISTICA (STATSOFT, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As densidades relativas apresentadas nas
tabelas foram obtidas através da soma das densi-
dades relativas das bandas quando presentes em
niimero maior do que uma nos zimogramas.

Tabela 1. Densidade relativa da enzima glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) na parte aérea de plantulas de diferentes
gendtipos de arroz irrigado submetidos a condigdes especificas de temperatura em aerobiose ¢ em anaerobiose.

Pelotas, 2000.

Genotipos 20°C 25°C 30°C
Aerdbico Anaerdbico Aerdbico Anaerdbico Aerdbico Anaerdbico
El paso 144 250 ab 17,8 c¢d 290,3a 1224a 1694a 1503 a
BR IRGA 409 201D 20,9 ¢ 2032a 76,7a 2462a 1164 ab
BRIRGA 410 204Db 86,8 ab 387 a 63.6a 168 a 112 ab
IRGA 416 301,2ab 110,1a 184 a 1556 a 1685a 140a
IRGA 417 345,7a 70,5 abc 397,2a 156,6a 166,3a 752b
Bluebelle 291,3ab 45,1 bed 591 a 1503 a 212.6a 91,2ab
CV (%) 26,87 27,96 23,99 27,29 28,43 27,5

*Médias ndo seguidas pela mesma letra na vertical diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste

de Newman-Keuls.
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A enzima GOT esteve presente em condi¢des
de aerobiose e de anaerobiose. Na temperatura de
25°C, tanto em aerobiose como em anaerobiose, bem
como a 30°C em aerobiose, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os genotipos estuda-
dos, possivelmente porque estes sejam os tratamen-
tos que ofereceram menores niveis de estresse para
as plantulas (Tabela 1). Se destacam nessa analise
os genotipos BRIRGA 410, IRGA 416 e IRGA 417
por apresentarem maior atividade que os demais em
condigéo de temperatura baixa (20°C) e deficiéncia
de oxigénio. Nestas condi¢des, a atividade
enzimatica ¢ reduzida para a maioria dos sistemas
enzimaticos e o fato de GOT estar mais ativa nos
genétipos BR IRGA 410, IRGA 416 e IRGA 417
pode indicar que estes se adaptam melhor aos
estresses a que foram submetidos.

Independente do gendtipo testado, foram
observadas duas bandas para a isoenzima GOT, o

que coincide com os resultados dos zimogramas
analisados por ROMERO et al. (1993), por outro
lado, ndo concorda com os obtidos por BONOW
(1999) que detectou 3 bandas de GOT nos genotipos
por ele estudados.

Quanto a isoenzima EST, na temperatura de
20°C os gendtipos reagiram de forma diferente a
condi¢do de anaerobiose, na qual as plantulas de
El Paso 144, BR IRGA 409 e IRGA 417 apresen-
taram maior atividade que os demais gendtipos em
todos os tratamentos aplicados, e as plantulas de
Bluebelle menor atividade (Tabela 2). Na tempe-
ratura de 30°C verificou-se diferencga significativa
entre gendtipos na presenca de oxigénio, na qual
as plantulas de Bluebelle, IRGA 417 e BR IRGA
409 apresentaram maior atividade, diferindo do El
Paso 144 e do BR IRGA 410. Essa diferenga nao
foi observada nas temperaturas mais baixas, de 20
e 25°C em aerobiose (Tabela 2).

Tabela 2. Densidade relativa da enzima esterase (EST) na parte aérea de plantulas de diferentes gendtipos de arroz irrigado
submetidos a condi¢des especificas de temperatura em aerobiose e em anaerobiose. Pelotas, 2000.

Genotipos 20°C 25°C 30°C
Aerdbico  Anaerdbico  Aerdbico  Anaerdbico  Aerdbico Anaerobico

El paso 144 163,1a 401,7 a 82,27 a 219,23 ab 99,23 b 275,77 b
BRIRGA 409 230,23a 375a 74,03 a 360,23 a 216 a 276,23 b
BR IRGA 410 112,13a 217,7b 91,7 a 207,13 ab 61,1b 170,23 b
IRGA 416 99,6 a 249 b 82,13 a 97,07 b 160,07 ab 221,23 b
IRGA 417 19423a 3353a 132,23 a 275,23 ab 29523 a 561 a
Bluebelle 19743a 10,8 ¢ 92,03 a 292 ab 250,03 a 598 a

CV (%) 27,79 23,12 27,68 28,98 25,94 2591

*M¢édias ndo seguidas pela mesma letra na vertical diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste

de Newman-Keuls.

Destacam-se nessa avaliagdo os genotipos
El Paso 144, BR IRGA 409 ¢ IRGA 417, com uma
zona de atividade mais intensa (composta pelas
bandas 2 e 3) em condi¢Ges de anaerobiose a tem-
peratura de 20°C, que ¢ maior que nos demais
gendétipos. O que pode indicar que essas plantulas
tenham maior capacidade para hidrolisar ésteres
em condigdo de estresse por frio e anaerobiose.

Nos tratamentos de 20°C foram observadas
6 bandas na auséncia de oxigénio e 4 bandas na
presenca de oxigénio (Figuras 1 e 2). Quando a tem-
peratura de crescimento das plantulas foi de 25°C
em aerobiose e em anaerobiose foram observadas
quatro bandas da EST nas plantulas de todos os
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gendtipos. ROMERO et al. (1993), observaram duas
zonas de atividade nos zimogramas de EST, com
algumas variagdes de mobilidade das bandas entre
os gendtipos. BONOW (1999) detectou 3 padrdes
diferentes de bandas nos genoétipos estudados e cin-
co bandas nos gendtipos El Paso 144, BR IRGA
409, BR IRGA 410, IRGA 416 ¢ IRGA 417 em fo-
lhas de plantulas desenvolvidas em aerobiose na tem-
peratura de 25°C. Essas diferengas talvez possam
ser em parte explicadas pelas diferentes regides da
planta que foram analisadas. Neste trabalho foi uti-
lizada toda a parte aérea para a extragao das prote-
inas. BONOW (1999), por sua vez, utilizou o ter¢o
médio das folhas para as analises.
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Figura 1.
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Zimograma de esterase obtido a partir da parte aérea de plantulas de arroz irrigado desenvolvidas em anaerobiose com

temperatura de 20°C. Amostras 1 a 3 correspondem ao gendtipo El Paso 144; 4 a 6 ao BR IRGA 409; 7 a9 ao BR
IRGA 410;10a 12 a0 IRGA 416; 13 a 15 a0 IRGA 417 ¢ 16 a 18 ao Bluebelle.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 2. Zimograma de esterase obtido a partir da parte aérea de plantulas de arroz irrigado desenvolvidas em aerobiose com
temperatura de 20°C. Amostras 1 a 3 correspondem ao genotipo El Paso 144; 4 a 6 ao BR IRGA 409; 7 a9 ao BR
IRGA 410;10a 12 a0 IRGA 416; 13 a 15 a0 IRGA 417 ¢ 16 a 18 ao Bluebelle.

A expressdo da enzima EST parece estar
bastante relacionada com a regido da planta que ¢
analisada e com as condi¢des ambientais de de-
senvolvimento das plantas, pois ha informagdes di-
ferentes no que se refere ao nimero de bandas
desta enzima (ROMERO et al,1993; BONOW,
1999). Na Tabela 2 se observa que a expressdo da
enzima EST é maior na condi¢do anaerobica se
comparada a condi¢do aerobica de desenvolvimen-
to das plantulas do mesmo gendtipo, indicando que
as plantas de arroz tém condi¢es de expressar
novos gens da enzima dependendo da condigéo
ambiental, como resposta a um estresse. Se esta
hipotese ¢ verdadeira, a planta busca com a ex-
pressdo de novos gens de EST aumentar sua ca-
pacidade de metabolizar lipidios em condigdes de
reducdo da disponibilidade de oxigénio, ao contra-
rio da enzima GOT que tem sua expressao diminu-
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ida em anaerobiose (Tabela 1).

Com relagdo as zonas de atividade no
zimograma de MDH, todos os gendtipos em todos
os tratamentos apresentaram 2 bandas, diferente
do que foi observado por ROMERO et al. (1993),
que encontrou 3 zonas de atividade para essa enzima
o que, segundo esses autores, reflete a divergéncia
dos genomas estudados para esse sistema de
enzimas.

A tabela 3 mostra a maior atividade da enzima
malato desidrogenase em plantulas de BR IRGA
417 quando crescidas em ambiente com tempera-
tura de 20°C e em anaerobiose. Esta ¢ uma carac-
teristica desejavel quando se busca genotipos para
semeadura no sistema pré-germinado em periodos
de temperaturas em torno de 20° C como ocorre
em grande parte da regido orizicola do Estado do
Rio Grande do Sul.
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Tabela 3. Densidade relativa da enzima malato desidrogenase (MDH) na parte aérea de plantulas de diferentes genotipos de
arroz irrigado submetidos a condigdes especificas de temperatura em aerobiose ¢ em anaerobiose. Pelotas, 2000.

Gendtipos 20°C 25°C 30°C

Aerobico  Anaerdbico  Aerobico  Anaerobico  Aerdbico Anaerobico
El paso 144 128,13 a 306,23 b 259,13 b 2240 be 216,1 a 682,1 ab
BR IRGA 409 136,27a 410b 508 b 3833,1a 228 a 1007,1 a
BR IRGA 410 139,1a 561,77 b 410,1b 638,23 ¢ 195,1a 475b
IRGA 416 151,77a 479,1b 331b 416,1 ¢ 239 a 317,23 b
IRGA 417 137,1a 864,1 a 500,1b 2233,1b 190,1 a 820,23 a
Bluebelle 218 a 249 ¢ 1575,53a 1774 be 87,03 b 146323 a
CV (%) 34,83 16,43 21,92 24,42 15,19 28,94

*M¢édias ndo seguidas pela mesma letra na vertical diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste

de Newman-Keuls.

CONCLUSOES

As plantulas de IRGA 417 destacam-se das
demais por apresentarem maior atividade das
enzimas estudadas no tratamento anaerobico com
temperatura de 20 °C.

A grande variabilidade das isoenzimas espe-
cificas em diferentes genotipos permite recomen-
dar que os estudos de interagdo gendtipo x ambi-
ente utilizem sistemas bioquimicos para auxiliar na
identificacdo de gendtipos capazes de superar
estresses ambientais.
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