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O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais cultivados no mundo, com grande
importancia do ponto de vista econémico e social (Bonow et al., 2001). O Rio Grande do
Sul destaca-se como principal produtor, participando com um porcentual de
aproximadamente 40% da producéo nacional (Rigatto e Kohlz, 1998). Destaca-se a regiao
sul do Estado e a regido litoranea como grandes produtores. Nesses locais a irrigacdo
constante por inundagé@o pode conduzir os solos com drenagem inadequada a salinizagéo.
Solos salinos podem ocorrer naturalmente em regides costeiras (Souza-Filho et al., 2003),
aridas e semi-aridas (Costa et al., 2003). O estresse salino, sofrido pelas plantas de arroz,
além de restringir a absor¢cédo de agua e nutrientes, também provoca mudangas na
expressdo génica (Gonela et al., 2004). Na cultura, as variedades japOnicas sao
consideradas tolerantes enquanto as variedades indicas, sensiveis ao estresse salino
(Machado e Terres, 1997). A andlise por isoenzimas tem sido utilizada na caracterizagao
de cultivares de arroz (Bonow et al.,, 2001), constituindo-se em uma das técnicas de
marcadores bioquimicos mais utilizados na caracterizagéo de cultivares desde a década de
60.

A premissa basica adotada ao utilizar-se dados isoenzimaticos é que, diferengas na
mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico sdo resultantes de diferengas ao nivel de
seqUiéncias de DNA que codificam tais enzimas. Assim se os padroes de bandas de dois
individuos diferem, assume-se que estas diferencas possuam base genética (Murphy et al.,
1990), citado por Ferreira e Grattapaglia (1998). Marcadores isoenzimaticos, além do baixo
custo e acessibilidade da técnica, geralmente fornecem ampla informagao genética para
diversas aplicagoes (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Dentre os sistemas isoenzimaticos
mais utilizados em plantas esta a esterase (EST — EC 3.1.1.1) que é uma enzima que esta
relacionada com o catabolismo de lipideos, fornecendo carbono para a sintese de novas
moléculas em plantulas (Bewley e Black, 1994), uma vez que o0 maquinario
fotossintetizante nao esta preparado para suprir toda a demanda de carbono requerida pela
planta nas fases iniciais de desenvolvimento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar padroes eletroforéticos da isoenzimas esterase
em plantulas de arroz, de cultivares indicas e japdnicas, submetidas a diferentes niveis de
salinidade.

Aos 10 dias ap6s a emergéncia, plantulas de arroz das variedades jap6nicas BRS
Bojurt, IAS 12-9 Formosa, GoyaKuman e das variedades indicas BRS-7 Taim, BRS
Queréncia e BRS Atalanta, de uso comum na orizicultura gaicha, foram transferidas para
bacias com capacidade para 15L, contendo solugdo nutritiva de Hoagland (Hoagland e
Arnon, 1938) acrescida de doses de NaCl (zero, 25, 50, 75 e 100 mM). Aos 14 dias apds a
transferéncia as plantulas foram coletadas. As andlises foram realizadas no Laboratério de
Biosementes, do Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas. Uma amostra da parte aérea foi macerada em gral de
porcelana sobre gelo, uma aliquota de 200 a 300 mg do extrato vegetal, foi colocada em
tubo eppendorf com solugéo extratora de Scandalios (1969), (tampéo do gel + 0,15% de 2-
mercaptoetanol) na propor¢cao 1:2 (p/v) e armazenadas em geladeira por 24 h para
extragao das enzimas. Apds foram centrifugadas a 13200 rpm por 5’ a 4 °C.



A eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida 7%, colocando-se 20 pL de
cada amostra, em orificios feitos com o auxilio de um pente de acrilico. Os padroes
enzimaticos foram analisados pelo sistema de tampdes, descrito por Scandalios (1969). Os
géis colocados em cubas eletroforéticas verticais mantidas em cémara fria com
temperatura entre 4 e 6 °C. As migragOes eletroforéticas foram realizadas com uma
diferengca de potencial de 1,0 V mm™, até que a linha de frente formada pelo azul de
bromofenol atingisse 9 mm do ponto de aplicagdo. As bandas reveladas, para o sistema
enzimatico Esterase (EST - EC 3.1.1.1) de acordo com Scandalios (1969). Os géis de
eletroforese foram fixados em solugéo, de agua destilada:metanol:acido acético v/v (5:5:1).

A interpretagdo dos resultados foi baseada na analise visual dos géis de
eletroforese, levando em consideragéo a presenga/auséncia e na intensidade de cada uma
das bandas eletroforéticas.

Através dos padrdes isoenzimaticos da esterase (Figura 1), foi possivel observar
que as doses de NaCl utilizadas, alteraram o nimero e a intensidade de bandas dessa
enzima nas diferentes cultivares analisadas.
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FIGURA 1 — Padrao eletroforético da enzima esterase, em folhas de arroz das cultivares
Atalanta (A); Bojurt (B); Formosa (C); Goku (D); Queréncia (E) e Taim (F),
submetidas a estresse salino nas concentra¢des de zero ; 25; 50; 75 e 100
mM de NaCl, aos 14 dias ap6s a transferéncia.

As cultivares japonicas (Fig. 1 B, C e D), apresentaram bandas mais intensas que
as indicas (Fig. 1 A, E e F), sendo que a cultivar IAS 12-9 Formosa (Fig. 1C) observou-se
aumento na intensidade das bandas com incremento da concentracdo salina,
demonstrando uma possivel tolerancia desta cultivar a este tipo de estresse. Lima et al.
(2004), ao estudar o efeito do estresse salino em plantulas de arroz, verificaram que as
cultivares japénicas apresentaram maior tolerancia a salinidade.

A alteragdo na expressao da enzima conforme o nivel de salinidade, provavelmente
esteja relacionada a algum mecanismo de defesa da planta, pois a enzima esterase esta
envolvida no catabolismo de lipideos, e segundo Bewley e Black (1994), esta degradacéo
pode servir de fonte de carbono para a sintese de novas moléculas, o que justificaria o
padrao diferenciado na cultivar IAS 12-9 Formosa. De acordo com Pinto et al. (1995)
fatores ambientais afetam o metabolismo das plantas, influenciando a atividade das
isoenzimas, especialmente das esterases, peroxidases, fosfatases e fenolases, causando o
aparecimento de padrdes ou atividades diferentes.

Conclui-se que a atividade da enzima esterase apresenta padrdo mais intenso nas
cultivares consideradas tolerantes ao estresse salino. O padrao eletroforético da esterase,



na cultivar IAS 12-9 Formosa, € alterado quando as plantas de arroz sé@o submetidas a
salinidade.
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