RevisTA DE CIENCIASAGRARIAS
Amazonian Journal

of Agricultural and Environmental Sciences

www.ajaes.ufra.edu.br

Tiago Zanatta Aumonde!™*
Tiago Pedé!

Emanuela Garbin Martinazzo?
Junior Borella?

Francisco Amaral Villela!

'Universidade Federal de Pelotas — UFPel,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Departamento de Fitotecnia, Campus Capao do
Leao, CP 354, 96010-900, Pelotas, RS, Brasil
2Universidade Federal de Pelotas — UFPel,
Instituto de Biologia, Departamento de Botéanica,
Campus Capao do Lezo, CP 354, 96010-900,
Capao do Ledo, RS, Brasil

Autor Correspondente:
*E-mail: tiago.aumonde@gmail.com

PALAVRAS-CHAVE
Oryza sativa

Zantedeschia aethiopica
Philodendron bipinnatifidum
Alelopatia

KEYWORDS

Oryza sativa

Zantedeschia aethiopica
Philodendron bipinnatifidum
Allelopathy

Recebido: 13/11/2012
Aceito: 03/04/2013

Rev. Cienc. Agrar., v. 56, n. 3, p. 283-286, jul./set. 2013

http://dx.doi.org/10.4322/rca.2013.040

Expressao isoenziméatica de sementes e
plantulas de arroz-vermelho sob acdo do
extrato de duas espécies Araceae

Isoenzymatic expression of red rice seeds and
seedlings under the action of extracts of two
Araceae species

RESUMO: Diversos extratos vegetais possuem potencial de fitoxicidez para sementes e
plantulas; portanto, a avaliagdo de isoenzimas ¢ importante ferramenta na avaliagdo da
qualidade da semente. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos de duas
espécies da familia Araceae (Zantedeschia aethiopica e Philodendron bipinnatifidum) sobre
aexpressdo isoenzimdtica de sementes e plantulas de arroz-vermelho. As concentra¢des dos
extratos foram 0, 12, 25, 50 e 75%. Foram avaliados nos estddios: semente, primeira contagem
e teste de germinacdio. A expressdo das isoenzimas esterase, fosfatase dcida, glutamato
oxalacetato transaminase e peroxidase foi determinada por meio de sistema de eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida e a interpretacio dos resultados foi por andlise visual dos
géis. Os extratos das espécies da familia Araceae alteraram a expressao isoenzimdtica, sendo
a intensidade e o nimero de bandas varidveis com a concentragdo e o estddio de avaliagdo.

ABSTRACT: Several plant extracts have phytotoxic potential on seeds and seedlings, while
the evaluation of isoenzymes is an important tool in assessing seed quality. In this study, we
aimed to evaluate the effect of extracts the two species of the Araceae family (Zantedeschia
aethiopica, Philodendron bipinnatifidum) on the isoenzymatic expression of red rice seeds and
seedlings. We used the following extract concentrations: 0; 12; 25; 50 and 75%. Evaluation
stages were seed, first count, and germination test. Expression of the isoenzymes esterase,
acid phosphatase, glutamate oxaloacetate transaminase and peroxidase was determined
by the vertical electrophoresis system in polyacrylamide gel, and interpretation of results
was made by visual analysis of the gels. The extracts of the Araceae family species altered
the isoenzymatic expression, and the intensity and number of bands varied according to the
concentration and the stage of evaluation.
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1 Introducao

A redugdo produtiva de genétipos de arroz cultivado
decorre, principalmente, da competicdo com o arroz-vermelho,
planta daninha de alta capacidade competitiva, dificil controle
e elevada infestacdo em lavouras (FLECK et al., 2008).

Diversos compostos do metabolismo secundario possuem
efeito alelopatico e os taninos, glicosideos cianogénicos,
alcaloides, sesquiterpenos, flavonoides e dcidos fendlicos
podem ocasionar alteracdes em nivel hormonal, fotossintético,
respiratério, proteico e molecular em vegetais (CARILLO,
2010; ABUGRE et al., 2011). Frente a semelhanca entre
o efeito de aleloquimicos presentes em extratos vegetais e
herbicidas sintéticos sobre plantas daninhas, extratos vegetais
que apresentem potencial de inibi¢do em ensaios alelopaticos
podem ser adotados no controle de plantas daninhas
(BENSCH et al., 2009).

A espécie Zantedeschia aethiopica é uma planta do género
que apresenta, em sua constitui¢do, limonoides, esteroides,
isopalmitato e palmitato de etila (FEITOSA et al., 2007).
Por sua vez, Philodendron bipinnatifidum é do género que
sintetiza compostos aromdticos lignoides e flavonoides do
tipo flavonol e flavona (DELLA GRECA et al., 1998). Em
razdo da constitui¢do, essas espécies da familia Araceae
podem apresentar potencial fitotéxico sobre arroz-vermelho
e, assim, alterar a expressdo de isoenzimas em sementes e
plantulas. Adicionalmente, a avaliacdo do perfil eletroforético
de isoenzimas pode se constituir em importante ferramenta
na avaliacdo da qualidade da semente (MUNIZ et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos
de duas espécies da familia Araceae (Z. aethiopica,
P. bipinnatifidum) sobre a expressdo isoenzimatica de sementes
e plantulas de arroz-vermelho.

2 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia
de Sementes do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Sementes da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, com localiza¢ao
geograficade 31°52° S e 52° 21" W.

Os extratos concentrados de plantas de Z. aethiopica e
P. bipinnatifidum foram obtidos a partir de folhas maduras
e completamente expandidas. As folhas de cada material,
dotadas de peciolo carnoso, foram previamente lavadas
em dgua destilada e secas com papel toalha. Em virtude da
elevada quantidade de 4gua na constitui¢do, as folhas de cada
material foram trituradas separadamente sem adi¢ao de 4gua e
centrifugadas a 4.000 rpm em aparelho centrifugador, onerando
o tempo de 30 min.

Os extratos, de concentragdo 100%, foram armazenados
separadamente em recipientes ambar, sob temperatura de 10
°C; ap6s 24 h, foram submetidos a filtragdo simples, sendo os
filtrados armazenados sob as mesmas condi¢des. Os tratamentos
foram as concentragdes 0, 12, 25, 50 e 75%, empregando-se
a relagdo v/v entre extrato vegetal de Z. aethiopica e de
P. bipinnatifidum, e dgua destilada. As caracteristicas fisico-
quimicas dos extratos foram acompanhadas e mantiveram-
se dentro de limites ndo prejudiciais a germinagdo e ao
crescimento inicial (BORELLA et al., 2012).
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A espécie alvo foi arroz-vermelho (Oryza sativa L.),
empregando-se sementes ndo dormentes, estado fisiolégico
que foi verificado previamente pela avaliagdo da germinagdo
e pelo teste de tetrazélio (BRASIL, 2009). As sementes
foram submetidas a pré-embebicdo, entre duas folhas de
papel germitest umedecido com dgua destilada 2,5 vezes
a massa do papel por 10 min, visando a evitar danos por
embebicdo. Posteriormente, foram embebidas separadamente
nos diferentes extratos e concentragdes por uma hora, sendo
dispostas para germinar em quatro amostras com quatro
subamostras de 50 sementes em rolos constituidos por trés
folhas de papel germitest umedecidos por dgua destilada;
estes foram entdo transferidos para B.O.D a 25 °C e periodo
luminoso de 12 h.

O material vegetal para determinacdo das isoenzimas foi
obtido pela coleta de dez unidades vegetais nos estddios: a)
semente (S); b) plantulas provenientes da primeira contagem
aos cinco dias ap6és a semeadura (P), e c) provenientes do
teste de germinagdo aos quatorze dias apds a semeadura (G),
conforme indicado pelas Regras de Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009).

A expressdo das isoenzimas esterase, fosfatase 4cida,
glutamato oxalacetato transaminase e peroxidase foi
determinada pelo sistema de eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida (MALONE et al., 2007). As sementes e plantulas
foram maceradas separadamente em gral de porcelana, em
banho de gelo. A seguir, 200 mg do macerado de cada amostra
foram transferidos para tubos de microcentrifuga e acrescidos
de solucdo extratora (Borato de Litio 0,2M a pH 8,3+Tris
Citrato+0,2M a pH 8,3)+0,15% de 2-mercaptoetanol), na
proporc¢do 1:2 (m/v). A eletroforese foi realizada em géis de
poliacrilamida 7%, aplicando-se 20 uL de cada amostra. Os
sistemas de coloragdo utilizados sdo descritos por Scanddlios
(1969) e Alfenas (1998), e a interpretacdo dos resultados foi
por andlise visual dos géis, presenca ou auséncia e intensidade
de expressao das bandas.

3 Resultados e Discussao

Nas sementes de arroz-vermelho submetidas a acdo dos
extratos de Z. aethiopica e P. bipinnatifidum, indiferentemente
da concentragdo, parece nao ter ocorrido expressio da
isoenzima esterase (Figuras 1A e 1B). A diminui¢ao do
nimero e da intensidade de bandas da esterase estd associada
areducdo da viabilidade de sementes, fator que possivelmente
nao mantenha relacdo com a viabilidade das sementes desta
espécie, ao serem expostas a a¢do dos referidos extratos e
concentragdes.

O aumento da expressdo desta isoenzima ocorreu em
plantulas provenientes da primeira contagem e do teste de
germinagdo. Efeitos mais marcantes foram observados em
plantulas do teste de germinag@o, para ambos 0s extratos.
Nas concentragdes 12 e 25 e 50%, ocorreram bandas de maior
intensidade nas plantulas expostas ao extrato de Zantedeschia.
Naquelas sob ag@o do extrato de Philodendron, as maiores
intensidades de bandas ocorreram nas concentracdes 12 e
25%, porém, sob ambos os extratos, houve a formagao de uma
segunda banda. A enzima esterase estd envolvida em reacdes de
hidrélise de ésteres e estreitamente relacionada ao metabolismo
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de lipidios (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2012).
Segundo Muniz et al. (2007), sob a maior concentra¢do do
extrato de bulbos de tiririca, a expressdo esterase foi menor
em sementes de alface.

O padrio de expressdo da isoenzima fosfatase dcida em
sementes expostas as diferentes concentra¢des do extrato de
Zantedeschia foi similar (Figura 2C). Os extratos ocasionaram
modificacdes das bandas desta isoenzima, em plantulas
provenientes da primeira contagem de germinag@o e do teste de
germinagdo. Na primeira contagem de germinagio, a fosfatase
dcida apresentou maior intensidade de expressdo em plantulas
submetidas as concentra¢des 0,12 e 25%. Plantulas submetidas
as concentragdes 50 e 75% apresentaram redugio da expressio
da fosfatase 4cida.

Similarmente, em plantulas obtidas a partir do teste de
germinagdo, a expressdo da fosfatase dcida foi marcante
nas concentracdes 12 e 25%, com redugdo da intensidade
de expressdo nas duas maiores concentracdes do extrato. A
fosfatase 4cida participa da hidrdlise de ésteres, podendo atuar
sobre o sistema de membranas celulares, afetar a atividade
respiratdria pela peroxidagdo de lipidios insaturados nas
membranas mitocondriais e manter relagdo com o processo de
deterioracdo em sementes (SANTOS; MENEZES; VILLELA,
2004).

Em sementes de arroz-vermelho submetidas a acdo do
extrato de Philodendron, a expressao da isoenzima fosfatase
dcida foi similar para todas as concentragdes utilizadas
(Figura 1D). Em plédntulas provenientes da primeira
contagem de germinagdo, houve similaridade na expressdao
da fosfatase dcida e, em plantulas do teste de germinagdo, a
expressdo desta isoenzima foi maior até a concentragao 25%,
comparativamente as maiores concentragdes, processo que
pode afetar a retomada do crescimento do embrido por reduzir
aenergia quimica disponivel. Segundo Camargo et al. (2000),
areducdo na atividade desta isoenzima pode afetar o nivel de
trifosfato de adenosina em sementes.

A expressao da isoenzima glumato oxalacetato transaminase,
ao ser avaliada em sementes sob acdo do extrato de
Zantedeschia, apresentou-se maior no estddio de primeira
contagem de germinagao, sendo os resultados similares entre
a concentracdo zero e as demais concentracdes do extrato
(Figura 2A). Tal processo pode ser explicado, em parte, pelo
fato de a glutamato oxalacetato transaminase atuar na oxidagdo
de aminodcidos com vistas ao fornecimento de energia para o
ciclo de Krebs ou para a reducao do a-cetoglutarato, voltada a
biossintese de novos aminodcidos destinados ao crescimento
do embrifo, estando também relacionada a sintese proteica
(MALONE et al., 2007).

Por outro lado, em plantulas provenientes do teste de
germinacio, a concentracio 75% promoveu certa inibicao na
expressao desta isoenzima. Similarmente, sob a acdo do extrato
de Philodendron, a glutamato oxalacetato transaminase atingiu
expressdo mais efetiva em plantulas da primeira contagem
de germinacdo (Figura 2B). A expressdo foi inibida em
plantulas originadas do teste de germinacao, indicaticativo de
possivel dano ao aparato metabdlico da semente e da plantula,
evidenciando provével processo deteriorativo. Conforme
Muniz et al. (2007), a inibicdo da expressdo desta enzima
indica reducdo na qualidade da semente.

A expressao da isoenzima peroxidase foi alterada pela agdo
dos dois extratos empregados (Figuras 2C e 2D). Na semente,
ndo houve expressao, tanto em sementes sob acio do extrato
de Philodendron quanto de Zantedeschia. Modificagcdes na
expressdo enzimdtica iniciaram-se de forma marcante a partir
da primeira contagem de germinacao, sendo incrementada em
plantulas do teste de germinagdo. Sob acdo da concentracio
75%, houve redugdo da expressao da peroxidase. Este evento
¢ evidéncia de possivel efeito toxico.

Da mesma forma, Muniz et al. (2007) obtiveram redugao
da expressdo da referida isoenzima em sementes de alface
submetidas a extratos de tiririca, afirmando que a redugio
pode indicar efeito na germinacdo. Cabe salientar que Rossi
e Lima (2001) relatam que a indug@o na elevagdo da atividade
da peroxidase pode ser um mecanismo para redugdo do
nivel de peréxido de hidrogénio, radical livre cujo aciimulo
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Figura 1. Perfil eletroforético da enzima esterase (A e B) e fosfatase 4cida (C e D) em sementes — S; plantulas de arroz-vermelho provenientes da
primeira contagem — P; teste de germinagdo — G, sob agdo dos extratos de Zantedeschia aethiopica e Philodendron bipinnatifidum.
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Figura 2. Perfil eletroforético da enzima glutamato transaminase (A e B) e peroxidase (C e D) em sementes — S; plantulas de arroz-vermelho
provenientes da primeira contagem — P; teste de germinagdo — G, sob agdo dos extratos de Zantedeschia aethiopica e Philodendron bipinnatifidum.

causa a peroxidagdo de lipideos e altera a permeabilidade de
membranas celulares.

4 Conclusao

Os extratos das duas espécies da familia Araceae
(Z. aethiopica e P. bipinnatifidum) alteram a expressao
isoenzimadtica em sementes e plantulas de arroz-vermelho,
havendo intensificacdo ou ausé€ncia de bandas conforme a
concentragdo do extrato, evidenciando sua fitoxicidez sobre
sementes e plantulas de arroz-vermelho.
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