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IDENTIFICACAO DO ESTADIO ADEQUADO PARA REALIZAGAO DE ANALISES
ISOENZIMATICAS NA CARACTERIZACAO DE CULTIVARES DE ARROZ!

GASPAR MALONE?, PAULO DEJALMA ZIMMER?®, MARIAALICE DA SILVADE CASTRO*, IRENI CARVALHO?,
GERIEDUARDO MENEGHELLO?, SILMAR TEICHERT PESKE®

RESUMO - Os sistemas enzimaticos comumente utilizados na caracteriza¢do de cultivares sdao
produtos da expressao génica, e, portanto, altamente influenciados pelo estadio de desenvolvimento
da plantula, pelo tecido vegetal e pelo ambiente. Esses fatores normalmente ndo sao considerados
no momento de realizar uma andlise conjunta de vérios sistemas enzimaticos para uma determinada
espécie, decorrendo assim numa inadequada e ineficiente leitura e interpretagdo dos resultados.
No presente trabalho objetivou-se determinar o momento adequado no qual cada sistema enzimatico
apresenta maxima expressao fenotipica para ser utilizado na caracterizagdo isoenzimatica de
cultivares de arroz. Dois lotes, um de alta e um de baixa qualidade fisiologica, para cada uma das
variedades de arroz El Paso L144, IRGA 417 ¢ EEA 406, foram analisados utilizando-se os sistemas
enzimaticos Esterase, Fosfatase Acida, Glutamato Desidrogenase, Glutamato Oxalacetato
Transaminase, e Malato Desidrogenase. Seis estadios de desenvolvimento (0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias)
foram avaliados para a extracdo de proteinas. Dos resultados obtidos pode se inferir que: cada
sistema enzimatico analisado apresenta um momento adequado para extracdo de proteinas; ndo foi
possivel identificar um estadio de desenvolvimento onde coincidira a maxima expressao fenotipica
de todos os sistemas enzimaticos; a analise simultanea de varios sistemas isoenzimaticos, a partir
de uma unica extra¢do de proteina ndo ¢ recomendada. A qualidade fisiologica das sementes da
cultivar EEA 406 afetou a analise isoenzimatica dos sistemas Esterase ¢ Glutamato Oxalacetato
Transaminase.

Termos para indexagdo: Oryza sativa, eletroforese, isoenzimas, qualidade fisiologica, extragdo de
proteinas

IDENTIFICATION OF THEADEQUATE STAGE TO PERFORM ISOENZYMATIC ANALY SIS
INRICE CULTIVAR CHARACTERIZATION

ABSTRACT - Enzymatic systems commonly used in cultivar characterization are products of gene
expression and are, therefore, highly influenced by development stages, the organ from which
they are collected and the environment. Usually, these factors are not considered when several
enzymatic complexes are used from a single protein extraction, resulting in an inefficient reading
and interpretation of the results. This study was carried out to evaluate the adequate stage for
protein extraction for each enzymatic complex, when there is a maximum phenotypic expression, to
be used in rice isoenzymatic characterization. Two lots, one of high and one of low physiologic
quality, for each of the rice varicties El Paso 1144, IRGA 417 and EEA 406, were analyzed using the
Esterase, Acid Phosphatase, Glutamate Dehydrogenase, Glutamate Oxalacetate Transaminase,
and Malate Dehydrogenase analyses. Six development stages (0, 2, 4, 6, 8 and 10 days) were used
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for protein extraction. Results suggested that each isoenzymatic complex requires an adequate
moment for protein extraction; it was not possible to identify a development stage where the
maximum phenotypic expression of the Esterase, Acid Phosphatase, Glutamate Dehydrogenase,
Glutamate Oxalacetate Transaminase, and Malate Dehydrogenase isoenzymatics complexes
presented the same profile; it is not recommended to analyze several isoenzymatics complexes from
a single protein extraction; the physiologic quality of EEA 406 seeds affected the Esterase and
Glutamate Oxalacetate Transaminase isoenzymatic profiles.

Index terms: Oryza sativa, electrophoresis, isoenzymes, physiologic quality, proteins extraction.

INTRODUCAO

A analise da atividade enzimatica constitui-se em uma
das técnicas de marcadores bioquimicos mais utilizados na
caracterizagdo de cultivares desde a década de 60. A
caracterizagao de cultivares por meio de métodos bioquimicos
e moleculares tem sido muito utilizada para auxiliar na
manutencao da pureza varietal e identificagdo de contaminagdes
genéticas em sementes (Malone et al., 2004; Schuster et al.,
2004). No entanto, sdo necessarios protocolos padronizados
e a certificagdo da veracidade da analise, a fim de oferecer
repetibilidade e confiabilidade aos resultados.

A andlise por isoenzimas ¢ uma técnica acessivel e que
fornece ampla informagdo genética para diversas aplicagdes
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Isoenzimas tém sido utilizadas
na caracterizagdo de cultivares de soja (Pinto et al., 1995;
Anti, 2000), arroz (Bonow et al., 2001), pinus (Carmo Pinto
et al., 2004), batata (Gomes Rocha et al., 2001), bananeira
(Ulisses et al., 2002), mandioca (Schmidt et al., 2003) e na
identifica¢@o de hibridagdes naturais entre arroz cultivado e
arroz vermelho (Lagenvin et al., 1990).

Contudo, a andlise por isoenzimas apresenta algumas
desvantagens com relagdo as demais técnicas de
caracterizagdo bioquimico/molecular utilizadas atualmente. As
enzimas sdo proteinas monoméricas ou multiméricas que
exercem fungdes cataliticas especificas quando combinadas
com um substrato especifico. O termo isoenzima faz referéncia
as diferentes formas moleculares (alelos) que uma determinada
enzima pode apresentar, mas reagem sempre com o mesmo
substrato (Market e Moller, 1959). As isoenzimas sao produtos
da expressdo génica e, conseqiientemente, altamente
influenciadas pelo ambiente. Isto, sem duvida, constitui-se
numa grande desvantagem em relagdo aos marcadores
moleculares de DNA, os quais ndo sdo influenciados pelo
ambiente. A atividade enzimdtica ¢ também altamente
influenciada pela idade da planta, pois os genes que controlam
a sua expressdo manifestam-se em determinados estadios do
desenvolvimento e em drgaos e tecidos especificos (Ramirez
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et al., 1991). Por outro lado, as isoenzimas sdo marcadores
do tipo co-dominante, o que possibilita a identificagao de todos
os alelos (variantes) para um mesmo gene. O polimorfismo
gerado pelas isoenzimas pode ser do tipo genético, quando
genes diferentes codificam para cada uma das cadeias
polipeptidicas da proteina, ou poés traducional, quando o
produto génico é modificado apds a tradugdo (Ramirez et al.,
1991).

A literatura disponivel referente a utilizacao de isoenzimas
na caracterizagdo de cultivares de arroz raramente especifica
o estadio no qual foi coletado o material para extragdo de uma
determinada enzima. Também ¢ muito comum encontrar na
literatura analise de um grande ntimero de sistemas enzimaticos,
a partir de uma inica extra¢do de proteinas, sendo que cada
isoenzima ¢ produto de um unico loci génico, o qual apresenta
niveis maximos de expressdo em idades, 6rgdos vegetais,
estadios do desenvolvimento e ambientes diferentes.

No presente trabalho procurou-se identificar o momento
adequado para a extracao de material vegetal para os sistemas
enzimaticos Esterase, Fosfatase Acida, Glutamato
Desidrogenase, Glutamato Oxalacetato Transaminase e Malato
Desidrogenase, visando a caracterizagao de cultivares de arroz.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Bio Sementes do Departamento de Fitotecnia, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas.

Dois lotes de sementes, com dois niveis de qualidade
fisiologica, foram analisados, para cada uma das trés variedades
de arroz utilizadas (El Paso L144, IRGA 417 ¢ EEA 406). A
qualidade fisiologica dos lotes foi determinada pelo teste de
germinacao.

Cinqiienta sementes, por repeti¢cdo, num total de 200,
foram semeadas em rolo de papel, ¢ acondicionadas em
germinador regulado a 25°C, segundo as Regras para Analise
de Sementes (Brasil, 1992). O material vegetal (sementes e
plantulas) para extragao de proteinas foi coletado aos 0, 2, 4,
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6, 8 e 10 dias apos as sementes terem sido submetidas ao
teste de germinagdo. Dez sementes ou plantulas coletadas
aleatoriamente foram maceradas em gral de porcelana sobre
cubos de gelo, para cada um dos seis lotes estudados. De
cada uma das amostras, 200mg do extrato vegetal foram
colocados em tubo eppendorfacrescidos de solucao extratora
(tampao do gel + 0,15% de 2-mercaptoetanol) na proporgao
1:2 (p/v). Aeletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida
7%, colocando 20uL de cada amostra, em orificios feitos
com o auxilio de um pente de acrilico. Trés aplicacdes
(repeticdes) para cada uma das amostras foram realizadas.
Os padroes enzimaticos foram analisados pelo sistema de
tampdes, descrito por Scandalios (1969). Os géis foram
colocados em cubas eletroforéticas verticais mantidas em
camara fria com temperatura entre 4 ¢ 6°C. As migragdes
eletroforéticas foram realizadas com uma diferencga de
potencial de 10 V cm™, até que a linha de frente formada pelo
azul de bromofenol atingisse 9 cm do ponto de aplicacdao.Os
géis foram revelados, para os sistemas enzimaticos Esterase,
Fosfatase Acida, Glutamato Desidrogenase, Glutamato
Oxalacetato Transaminase e Malato Desidrogenase, conforme
Scandalios (1969) e Alfenas (1998). Os géis de eletroforese
foram fixados em solucdo 5:5:1, de 4gua destilada: metanol:
acido acético.

A interpretacdo dos resultados foi baseada na analise visual
dos géis de eletroforese, levando em consideracao a presenga/
auséncia, bem como a intensidade de cada uma das bandas
eletroforéticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 37 alelos (bandas eletroforéticas) foram
identificados e analisados (Tabela 1). O ntimero de alelos variou
de um minimo de dois para os sistemas enzimaticos Glutamato
Desidrogenase, Glutamato Oxalacetato Transaminase e Malato
Desidrogenase, até um maximo de quatro para os sistemas
enzimaticos Esterase e Fosfatase Acida. Em cada sistema
enzimatico foram observadas variagdes na intensidade e no
momento da expressdo alélica. Em fun¢@o disso, cada sistema
foi abordado e analisado individualmente.

O sistema isoenzimatico Esterase ¢ constituido por um
complexo e heterogéneo grupo de enzimas reativas com uma
ampla gama de substratos especificos (Scandalios, 1969).
As variantes destas proteinas encontradas em plantas, por
exemplo, s3o geralmente monoméricas ou diméricas (Weeden
e Wendel, 1990), com um alto nivel de variabilidade (Gillespie
e Langley, 1974). Esterase ¢ desta forma, um dos sistemas

TABELA 1. Numero de alelos obtidos com cada um dos cinco
sistemas enzimaticos utilizados. Bio Sementes/
UFPel - Pelotas, 2005.

Sistema enzimatico Numero de alelos
EST
ACP
GDH
GOT
MDH
EST
ACP
GDH
GOT
MDH
EST
ACP
GDH
GOT
MDH

Total de alelos 37

Cultivar

IRGA 417

EEA 406

El Paso L144

NN BN N BN NN WD

[\S]

EST — Esterase; ACP — Fosfatase Acida; GDH — Glutamato desidrogenase;

GOT - Glutamato oxalacetato transaminase; MDH — Malato desidrogenase.
isoenzimaticos mais polimoérficos em plantas (Weeden e
Wendel, 1990).

O numero de alelos identificados com este sistema
enzimatico variou de dois, nas cultivares IRGA 417 e El Paso
L 144, até quatro, na cultivar EEA 406 (Tabela 1). Este sistema
enzimatico tem sido o mais estudado em arroz (Endo e
Morishma,1983), e os resultados obtidos concordam com
Wu et al. (1997), os quais, analisando isoenzimas de Esterase
em 848 acessos de arroz, concluiram que a maioria deles
apresentava de duas a quatro bandas eletroforéticas. Além
disso, a intensidade da expressdo também se mostrou
diferencial durante o processo de germinacgdo das sementes.
A expressdo do sistema enzimatico Esterase variou
consideravelmente a medida que avanca o processo de
germinagdo das sementes, sendo que, a partir dos quatro dias
de germinagdo a intensidade de expressdo se estabilizou.
Portanto, recomenda-se realizar a extragdo das proteinas em
plantulas de quatro a dez dias. Na Figura 1 ¢ ilustrado o padrao
eletroforético da Esterase para a cultivar El Paso L.144, padrdo
que foi mantido nas demais cultivares avaliadas.

Para a Fosfatase Acida o numero de alelos identificados
variou de trés, na cultivar IRGA 417, até quatro, nas cultivares
EEA 406 ¢ El Paso L144 (Tabela 1). Este numero de alelos é
inferior ao encontrado por Bonow et al. (2000) e Guidolin
(1993) que estudando os padrdes isoenzimaticos em plantulas
de arroz de 8 dias de idade identificaram 7 alelos para Fosfatase
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FIGURA 1. Padrao eletroforético da cultivar El Paso 1.144, obtido com o sistema enzimatico Esterase. Bio Sementes/UFPel — Pelotas,

2005.

Acida. Provavelmente, em fungdo de terem analisado acesos
de arroz preto e vermelho, o que acrescenta maior variabilidade
genética ao estudo. A expressdo do sistema Fosfatase Acida
mostrou-se mais uniforme ao longo de todas as extracdes de
proteinas analisadas, porém, esta deverd ser realizada,
preferencialmente, aos 10 dias, quando os quatro alelos sdo
expressos (Figura 2). A fungio da enzima Fosfatase Acida é
hidrolisar os fosfomonoésteres de um grande numero de
reagdes bioquimicas vegetais, entre elas, a formagdo de
sacarose durante a fotossintese (Tanksley, 1983).
Analisando os géis do sistema Glutamato Desidrogenase,
foi possivel observar que pelo menos um dos dois alelos
identificados neste sistema enzimatico (Tabela 1) foi expresso

0 dias

2 dias 4 dias

em todas as extragdes de proteinas, embora com diferentes
intensidades. Resultados similares foram obtidos por Lizhi et
al. (2002), porém, com apenas um alelo identificado para
Glutamato Desidrogenase. No entanto, a totalidade dos alelos
(dois) somente foi expressa até os quatro dias, apresentando
consideravel variagdo na intensidade de expressao de cada
um dos alelos individuais. Por outro lado, Kanamori et al.
(1972), identificaram uma maior intensidade de expressdo da
Glutamato Desidrogenase em plantulas de duas semanas de
idade com adi¢@o de amoénio na solugdo de cultivo. Segundo
analise visual da Figura 3, até os quatro dias, incluindo
extracdo direta de sementes (0 dias), a analise do sistema
Glutamato Desidrogenase pode ser realizada sem interferéncias
8 dias

6 dias 10 dias

-

- s =

FIGURA 2. Padrio eletroforético da cultivar IRGA 417, obtido com o sistema enzimatico Fosfatase Acida. Bio Sementes/UFPel —

Pelotas, 2005.
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FIGURA 3. Padrio eletroforético da cultivar EEA 406, obtido com o sistema enzimatico Glutamato Desidrogenase. Bio Sementes/

UFPel — Pelotas, 2005.

na interpretagdo dos resultados. Essa enzima ¢,
aparentemente, comandada pela expressdo de dois loci (Gdhl
e Gdh2), ndo ligados (Misharin et al., 1979; Sukhorzhevskaya,
1978, 1980).

Embora com diferengas nos niveis de intensidade, a
manifestagdo fenotipica dos dois alelos identificados no
zimograma da enzima Glutamato Oxalacetato (Tabela 1) foi
uniforme em todos os estadios avaliados (Figura 4). Isso
permite que o sistema Glutamato Oxalacetato Transaminase
possa ser utilizado em combinagdo com outros sistemas
isoenzimaticos sem influir consideravelmente na veracidade
dos resultados. A Glutamato Oxalacetato Transaminase tem
uma importante participagdo em reagdes de transaminagdo,
durante a eliminagdo do Nitrogénio dos aminoacidos e na
formagdo de grupos Ceto para o Ciclo de Krebs e

2 dias 4 dias

gluconeogenese (Tanksley, 1983).

No sistema Malato Desidrogenase foi evidenciado
variagdo na expressao dos dois alelos identificados (Tabela
1). O numero de alelos identificados foi similar ao pesquisado
por Lizhi et al (2002), que analisando 149 acessos de arroz
selvagem identificaram 3 alelos para o sistema Malato
Desidrogenase. Até os quatro dias de germinagdo a expressao
foi intensa, sendo que a partir dos seis dias a intensidade na
expressdo decresceu consideravelmente, a ponto de
comprometer a defini¢@o das bandas. Sugere-se que a analise
deste sistema enzimatico seja realizada até os quatro dias de
germinagdo das sementes (Figura 5). Vale ressaltar que o
sistema isoenzimatico Malato Desidrogenase ¢ constituido
por enzimas, na grande maioria diméricas, que estdo
envolvidas na oxidagdo do Malato para Oxalacetato em

6 dias 8 dias

0 dias

N 7 N\

10 dias

FIGURA 4. Padrio eletroforético da cultivar EEA 406, obtido com o sistema enzimatico Glutamato Oxalacetato Transaminase. Bio
Sementes/UFPel — Pelotas, 2005.
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FIGURA 5. Padrio eletroforético da cultivar EEA 406, obtido com o sistema enziméatico Malato Desidrogenase. Bio Sementes/UFPel

— Pelotas, 2005.

plantas (Weeden e Wendel, 1990).

De uma forma geral, os cinco sistemas isoenzimaticos
analisados ndo evidenciaram expressdes fenotipicas
diferenciais entre lotes de alta e baixa qualidade fisioldgica.
Apenas nos lotes de alta e de baixa qualidade fisiologica da
cultivar EEA 406 foi possivel identificar diferencas na
expressdo fenotipica nos sistemas Esterase e Glutamato
Oxalacetato Transaminase. Em ambos os sistemas
enzimaticos, a intensidade da expressao fenotipica, no lote de
baixa qualidade fisiologica, diminuiu em plantulas a partir dos
seis dias de germinacdo. No caso do sistema Esterase, a
diminuigdo foi significativa em ambos os alelos analisados,
quando comparado com o lote de alta qualidade fisiologica.

Alta Qualidade Fisiologica

0 dias 2 dias 4 dias 6 dias 8 dias 10 dias
(s s 0\

0 dias
s )

Ja no sistema Glutamato Oxalacetato Transaminase, a
diminui¢do na intensidade de expressdo foi em apenas um
dos alelos analisados (Figura 6).

Os resultados obtidos no presente trabalho revelam
que, dependendo do sistema enzimatico utilizado, existe um
momento adequado para a extragdo de proteinas, que garante
a expressao fenotipica de todos os alelos envolvidos. Em
fungdo disso, a analise conjunta de varios sistemas
isoenzimaticos, realizando a extracdo das proteinas em um
unico estadio de desenvolvimento, ndo é recomendavel, pois
variacdo no estddio de desenvolvimento, imposta por
diferengas no vigor, podera mascarar os resultados. Na tabela
2 pode ser visualizado o momento adequado para extragdo de

Baixa Qualidade Fisioloégica

2 dias 4 dias 6 dias 8 dias 10 dias

m
 m— . - .

.

Alta Qualidade Fisiologica

' ——
b——-.

10 dias
N

0 dias
p

2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
N N

-

A

10 dias
0

Baixa Qualidade Fisiolégica

0 dias 2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
s s /Y

FIGURA 6. Padrdes eletroforeticos obtidos com os sistemas enzimaticos Esterase (A) e Glutamato Oxalacetato Transaminase (B) em
lotes de alta e baixa qualidade fisiologica da cultivar de arroz EEA-406. Bio Sementes/UFPel — Pelotas, 2005.
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proteinas para os cinco sistemas enzimaticos analisados neste
trabalho.

TABELA 2. Momento adequado para extracio das proteinas para
cada um dos cinco sistemas enzimaticos analisados.
(Zero o momento em que as sementes foram
colocadas para germinar). Bio Sementes/UFPel -
Pelotas, 2005.

Momento adequado para

Sistema enzimatico N .
extracdo de material

EST Entre 4 e 10 dias
ACP Aos 10 dias
GDH Entre 0 e 4 dias
GOT Entre 0 e 10 dias
MDH Entre 0 e 4 dias
CONCLUSOES

Cada sistema enzimatico analisado apresenta um momento
adequado para extragdo de proteinas, ndo sendo recomendada
uma Unica extra¢do para a analise simultanea de varios sistemas
enzimaticos.

O estadio mais indicado para a extragdo de proteinas ¢
de 4 a 10 dias, para a enzima Esterase, 10 dias para a enzima
Fosfatase Acida, de 0 a 4 dias para as enzimas Glutamato
desidrogenase e Malato Desidrogenase e de 0 a 10 dias para a
enzima Glutamato Oxalacetato Transaminase.
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