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1 INTRODUGAO

A agregacao de valor as sementes, utilizando métodos e tecnologias de
produgdo como a de recobrimento de sementes, vem sendo uma exigéncia do
mercado, cada vez mais competitivo. O uso de tecnologias para o aumento da
produtividade, a nutricdo das plantas, especialmente a utilizagdo de nutrientes como
o silicio, via tratamento de sementes, vem contribuindo para a sustentabilidade do
atual sistema de produgédo (Marschner, 1995), este nutriente aumenta o crescimento
e o desenvolvimento da planta com correspondente acréscimo na produtividade,
além de controlar varias enfermidades do arroz (Savant et al, 1997). Segundo Deren
et al. (1994), o uso do Si promove melhora na arquitetura da planta e aumento na
fotossintese, resultando em uma menor abertura do angulo foliar, que torna as
folnas mais eretas, diminuindo o auto-sombreamento o que melhora o
aproveitamento da energia luminosa.

As isoenzimas séo produtos da expressao génica, os quais sdo altamente
influenciados pelo ambiente, e conseqlentemente, pelo manejo, pois 0s genes que
controlam a sua expressdao manifestam-se em determinados estadios do
desenvolvimento e em &érgaos e tecidos especificos, ou ainda sob um determinado
estimulo (Ramirez et al., 1991). De acordo com Malone et al. (2006), a intensidade
das bandas da eletroforese e o perfil isoenzimatico sao especificos para uma
determinada parte da planta, tecido e estadio de desenvolvimento. As enzimas
relacionadas a qualidade fisiologica das sementes mais pesquisadas sdo esterase,
fosfatase acida, deshidrogenases e peroxidases (Carvalho et al., 2000).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as alteragbes enzimaticas
de sementes de trigo recobertas com diferentes doses de silicio.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério didatico de Analise
de Sementes e Bio-Sementes do Departamento de Fitotecnia, ambos pertencentes a
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas
(FAEM/UFPel).

A cultivar de trigo utilizada foi a FUNDACEP 52 e os tratamentos
constaram de niveis de 0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 gramas de Microton® por kg de
sementes que representa 26% de silicio (teor total). Apds as sementes foram
recobertas com polimero Sepiret® e agua na dose de 2,5mL.Kg'1 de sementes para
garantir a aderéncia do produto a semente. O recobrimento das sementes foi feito
manualmente, utilizando 200g de sementes por repeticdo, sendo a mistura dos
produtos realizada em sacos plasticos e em seguida adicionado as sementes.
Posteriormente agitaram-se as mesmas até a completa distribuicdo dos produtos e
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cobertura das sementes. Em seguida, as sementes foram colocadas para secar em
temperatura ambiente, durante 24 horas.

O estudo da diferenciacédo isoenzimatica foi realizado em canteiro de 6 x
1m, sendo as plantulas de trigo coletadas aos 14 dias apdés a semeadura. As
isoenzimas analisadas foram: esterase (EST), fosfatase acida (ACP), glutamato
desidrogenase (GTDH), malato desidrogenase (MDH) e peroxidase (PO).

Para isso, dez plantulas (parte aérea) foram coletadas aleatoriamente e
maceradas em gral de porcelana, em cada tratamento. De cada uma das amostras,
200mg desse macerado foram colocados em tubo Eppendorf acrescidos de solugéo
extratora (tampao tris- citrato 0,1M pH 8,3 + tamp&o borato de litio 0,1M pH 8,3 +
0,15% de 2-mercaptoetanol) 1:2 (p/v). A eletroforese foi realizada em géis de
poliacrilamida 7%, colocando 20ul de cada amostra em orificios feitos com o auxilio
de um pente de acrilico. Trés aplicagdes (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 temperatura ambiente. As migragdes
eletroforéticas foram realizadas com uma diferenca de potencial de 10V.cm™, até
que a linha de frente formada pelo azul de bromofenol atingisse a extremidade
inferior do gel. Os géis foram revelados, para os referidos sistemas enzimaticos
conforme Scandalios, 1969 e fixados em solugéo de glicerol 10%.

Para a interpretacdo dos resultados da eletroforese realizou-se a analise
visual dos géis levando-se em consideragao a presenga ou auséncia, bem como a
intensidade de cada uma das bandas eletroforéticas em cada sistema isoenzimatico
avaliado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anadlise dos cinco sistemas enzimaticos utilizados foi possivel
visualizar que houve variacdo significativa na intensidade da expressao
isoenzimatica conforme o aumento da concentracido de silicio nas sementes. Em
funcdo dessa variagao, cada sistema foi abordado e analisado individualmente.

A expressao da enzima esterase apresentou bandas menos intensas nas
doses mais altas de silicio no tratamento de sementes de trigo (Fig. 1 - A). A
esterase € uma enzima responsavel pelo metabolismo de lipidios de membrana
durante a germinagao da semente; assim, por esses resultados, observa-se que
houve efeito negativo dos produtos aplicados. De acordo com Malone et al. (2007),
essa variacdo também pode ser decorrente de um metabolismo mais acelerado,
sugerindo que a maior parte dos materiais de reserva ja haviam sido metabolizados
aos quatorze dias da germinagao. Assim, essa redugdo pode nao ser apenas
atribuida ao tratamento de sementes com silicio e, sim também ao periodo em que
foi realizada a coleta das amostras para analise.

A expressao da enzima fosfatase acida (FAC), nos diferentes tratamentos
com silicio, pode ser observada na Fig. 1 - B. Foram detectadas bandas de FAC em
todos os tratamentos avaliados; no entanto, a medida que aumenta a concentragao
de silicio, houve diminuicdo na sua intensidade. Autores como Vieira (2000) e
Brandao Junior et al. (1999) somente verificaram atividade da fosfatase acida nas
sementes de milho e algoddo que se apresentavam em avangado grau de
deterioracao.
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Analisando o perfil eletroforético do sistema glutamato desidrogenase
(GTDH), fig. 1 - C, nédo foi observada variagdo na intensidade de bandas entre as
diferentes doses de silicio. Esta enzima atua na oxidagdo de aminoacidos (proteinas
de reserva), fornecendo energia para as células (ciclo de Krebs) e/ou na redugao do
a-cetoglutarato para sintese de aminoacidos. Ela provavelmente desempenhe um
importante papel na germinagdo de sementes, fornecendo energia para o processo,
ou aminoacidos para o desenvolvimento do embrido.
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Figura 1. Padréo eletroforético obtido com o sistema isoenzimatico esterase (A), fosfatase acida (B),
glutamato desidrogenase (C), malato desidrogenase (D) e peroxidase (E) em sementes de trigo
recobertas com crescentes doses de silicio.

Outra desidrogenase estudada foi a malato desidrogenase (Fig. 1 - D),
que é uma enzima que catalisa a ultima reacao do ciclo de Krebs, oxidando malato a
oxaloacetato e produzindo conversdo de malato a oxaloacetato, tendo uma
importante fungdo de producdo de NADH para o Ciclo de Krebs e geracdo de
oxaloacetato para biossinteses de aminoacidos. Sua expressdao nao apresentou
diferenga entre as doses testadas de silicio em sementes de trigo.

Na fig. 1 - E esta apresentado o sistema isoenzimatico peroxidase (PO). A
expressao da enzima nao foi alterada pela utilizacdo de diferentes doses de silicio
no tratamento de sementes, em relagao a testemunha. No entanto, na pesquisa de
Gomes et al. (2008) as sementes que foram recobertas com silicio apresentaram
uma maior atividade da peroxidase, sendo o mesmo resultado encontrado por
Gomes et al (2005) em sementes de trigo atacadas por pulgbes. Segundo estes
autores o silicio possui fungdo importante na expressao das enzimas quando €&
acionada uma situagao de estresse, age como um sinalizador e barreira contra o
ataque bidtico ou abidtico.

A mobilidade eletroforética da peroxidase pode ser alterada
consideravelmente pela temperatura e pH. A atividade dessa enzima varia como tipo
de tecido e o estadio de desenvolvimento da planta, sendo sua expressao
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inversamente proporcional ao crescimento do individuo, dessa forma, sua presenca
poderia ser observada em outra fase de desenvolvimento do material vegetal
analisado decorrente de sementes tratadas.

4 CONCLUSAO

As enzimas esterase (EST) e fosfatase acida (FAC), revelaram-se como
promissores marcadores bioquimicos para avaliagcdo de qualidade de sementes de
trigo em ocasides do tratamento com silicio. Foram detectadas alteragdes no perfil
eletroforético das plantulas que, submetidas as diferentes doses de silicio,
evidenciaram variagdes no grau de qualidade.

Dependendo do sistema enzimatico utilizado, existe uma diferenciagao de
proteinas. Em fungado disso, a analise conjunta de varios sistemas isoenzimaticos é
recomendavel por permitir verificar modificacbes que ocorrem no interior das
sementes quando submetidas a algum tipo de tratamento que influenciam na sua
qualidade.
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