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RESUMO

O produto tiametoxam atua como potencializador, permitindo maximizar a expressao
do vigor das sementes. As isoenzimas sao produtos da expressado génica e
altamente influenciadas pelo ambiente, pois 0s genes que controlam sua expressao
manifestam-se em determinados estadios do desenvolvimento e em 6rgdos e
tecidos especificos, ou ainda sob um determinado estimulo. O presente trabalho
objetivou avaliar a expresséo de isoenzimas em plantulas de arroz, provenientes de
sementes tratadas com tiametoxam. Foram utilizadas trés cultivares: BR IRGA 424,
Puita, BR IRGA 428. As sementes foram tratadas com as seguintes doses de
tiametoxam: 0,0; 100; 200; 300; 400 mL por 100 kg™ de sementes. As isoenzimas
foram extraidas de plantulas coletadas cinco dias apds a semeadura. Avaliou-se a
expressao das isoenzimas: Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT), Fosfatase
Acida (FAC) e Esterase (EST). A interpretacdo dos resultados foi baseada na
analise visual dos geéis de eletroforese, levando em consideracdo a
presenca/auséncia, e a intensidade de cada banda eletroforética. Os resultados
mostram que a enzima GOT nado apresentou diferencas na intensidade de bandas
com o aumento da dose de tiametoxam. J& nas isoenzimas EST e FAC h4 um
aumento na intensidade de bandas com as doses de tiametoxam. A
presencga/auséncia das bandas variou conforme a cultivar.

PALAVRAS-CHAVE - esterase, glutamato oxalacetato transaminase, fosfatase
acida, Oryza sativa L.

ISOENZYMES DURING GERMINATION OF RICE SEED TREATED WITH
THIAMETHOXAM

ABSTRACT
The Thiamethoxan product acts as enhancer, allowing to maximize the expression of
seed vigor. Isoenzymes are products of gene expression and highly influenced by the
environment, because the genes that control their expression are manifested in
certain stages of development and in specific organs and tissues, or under a
particular stimulus. This study aimed to evaluate the expression of isozymes in rice
seedlings, from seeds treated with thiamethoxam. Three cultivars were used: BR
IRGA 424, Puita, BR IRGA 428 The seeds were treated with the following doses of
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thiamethoxam: 0.0; 100; 200; 300; 400 mL per 100 kg of seed™. Isoenzymes were
extracted from seedlings collected five days after sowing. We evaluated the
expression of isozymes: Glutamate Oxalacetate Transaminase (GOT), Acid
Phosphatase (FAC) and Esterase (EST). Interpretation of results was based on
visual analysis of electrophoresis gels, taking into account the presence/absence,
and the intensity each electrophoretic band. The results indicate that GOT for the
enzyme showed no differences in band intensity with increasing dose of
thiamethoxam. As for the EST isoenzymes, FAC, there is an increase in intensity of
bands with different doses of thiamethoxam. The presence/absence of bands varied
according to the cultivar.

KEYWORDS - acid phosphatase, esterase, glutamate oxalacetate transaminase,
Oryza sativa L.

INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado um dos cereais mais importantes do
mundo, tendo grande importancia econdmica, principalmente nos paises em
desenvolvimento (FIDELIS et al.,, 2010). No Brasil, foram cultivados na safra
2013/2014 aproximadamente 2,5 milhdes de hectares de arroz, sendo os Estados do
Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) os maiores produtores, com 66 e 8%
da producdo nacional, respectivamente (CONAB, 2014). Atualmente, o arroz é a
segunda cultura mais importante do RS, ficando atrds somente da soja (IRGA,
2012).

Existem diversos principios ativos de inseticidas disponiveis no mercado,
sendo um deles o tiametoxam que tem demonstrado efeitos positivos como o
aumento da expressdo do vigor, acumulo de fitomassa , alta taxa fotossintética e
raizes profundas. Outros pesquisadores também obtiveram estes resultados como
ALMEIDA et al., (2009, 2010; 2011) com sementes de cenoura e de arroz, LAUXEN
et al. (2010) em sementes de algoddao, CARVALHO et al. (2011) em sementes de
soja e CARVALHO et al. (2014) em sementes de feijao.

O tiametoxam reduz o tempo para estabelecimento da cultura no campo,
diminuindo os efeitos negativos de competicdo com plantas daninhas ou por
nutrientes essenciais presentes no solo (CATANEO et al., 2008). Em sementes de
trigo o tiametoxam (60 mL 100 kg™ de sementes) proporcionou melhor germinacéo,
maior velocidade de germinacdo e maior massa fresca e seca, para sementes do
cultivar Quartzo (HOSSEN et al., 2014). Ainda, conforme CARVALHO et al. (2011), o
tiametoxam aumenta a atividade enzimatica, aumentando a sintese de aminoacidos
precursores de novas proteinas e a sintese enddégena de hormdnios vegetais,
gerando aumentos significativos na producéo.

As isoenzimas sao produtos da expressdo génica, altamente influenciadas
pelo ambiente, pois 0s genes que controlam a sua expressdo manifestam-se em
determinados estadios do desenvolvimento e em 6rgaos e tecidos especificos, ou
ainda sob um determinado estimulo (RAMIREZ et al., 1991). O termo isoenzima faz
referéncia as diferentes formas moleculares (alelos) que uma determinada enzima
pode apresentar, porém, reagindo sempre com o mesmo substrato (MARKET &
MOLLER, 1959). De acordo com MUNIZ et al. (2007), a avaliagdo da expressao de
isoenzimas pode se constituir em importante ferramenta na avaliacdo da qualidade
das sementes. Este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao de isoenzimas
em plantulas de arroz, provenientes de sementes tratadas com tiametoxam.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério Didatico de Analise de Sementes e no
Laboratério de Biosementes da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas-RS, no periodo de abril a maio de
2014. Utilizaram-se trés cultivares de arroz: BR IRGA 424, Puita e BR IRGA 428. As
sementes foram tratadas com o produto comercial Cruiser 350, contendo 35 gramas
de ingrediente ativo de tiametoxam por litro de produto. Os tratamentos consistiram
em seis doses: Tratamento 1 - sementes nao tratadas; Tratamento 2 — 100 mL de
produto 100 kg™ de semente; Tratamento 3 — 200 mL de produto 100 kg™ de
semente; Tratamento 4 — 300 mL de produto 100 kg™ de semente e Tratamento 5 —
400 mL de produto 100 kg™ de semente.

A calda (produto + agua destilada) foi aplicada com o auxilio de uma pipeta
graduada, no fundo de um saco plastico transparente e espalhada pelas paredes do
mesmo até uma altura de 15 cm. O volume de calda utilizado foi de 0,6 L 100 kg™ de
sementes.

A qualidade fisiologica dos cultivares foi determinada pelo teste de
germinacao. Para tanto, quatro repeticbes de 50 sementes foram semeadas em
rolos de papel e acondicionadas em germinador regulado a 25 °C, segundo as
Regras para Analise de Sementes-RAS (BRASIL, 2009). O material vegetal
(plantulas) a ser utilizado para extracdo de proteinas foi coletado no quinto dia apés
as sementes terem sido submetidas ao teste de germinacéao.

Dez plantulas coletadas aleatoriamente foram maceradas em gral de
porcelana sobre cubos de gelo, para cada um dos quatro cultivares estudados. De
cada uma das amostras, 200 mg do extrato vegetal foram colocados em tubo
eppendorf acrescidos de solucdo extratora (tampado do gel + 0,15% de 2-
mercaptoetanol) na proporcdo 1:2 (p/v). A eletroforese foi realizada em géis de
poliacrilamida 7%, colocando 20 yL de cada amostra, em orificios feitos com o
auxilio de um pente de acrilico. Trés aplicacbes (repeticbes) para cada uma das
amostras foram realizadas. Os padrdes enziméticos 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 e 6 °C. As
migracOes eletroforéticas foram realizadas com uma diferenca de potencial de 10 V
cm™, até que a linha de frente formada pelo azul de bromofenol atingisse 9 cm do
ponto de aplicagcdo. Os geéis foram revelados, para 0s sistemas enzimaticos
glutamato oxalacetato transaminase (GOT), fosfatase acida (FAC) e esterase (EST),
conforme SCANDALIOS (1969) e ALFENAS (1998). Os géis de eletroforese foram
fixados em solucéo 5:5:1, de agua destilada: metanol acido acético.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticdbes. As médias obtidas foram submetidas a analise de regressdo pelo
sistema de andlise estatistica WinStat v1.0 (MACHADO & CONCEICAOQ, 2003). A
interpretacéo dos resultados das isoenzimas foi baseada na andlise visual dos geéis
de eletroforese, levando em consideracdo a presenca/auséncia, bem como a
intensidade de cada uma das bandas eletroforéticas, comparando-se as diferentes
doses e cultivares utilizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados mostraram que sementes de arroz, cultivares BR IRGA 424, BR
IRGA 428 e Puita tratadas com tiametoxam apresentaram desempenho superior, em
relacdo aos valores obtidos no tratamento 1 (sem aplicacdo de tiametoxam),
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variando apenas a intensidade desta diferenca devido a dose utilizada em cada
tratamento. Sendo que nas doses mais altas observou-se reducdo na porcentagem
de germinacéo, provavelmente causada por efeito fitotoxico do produto (Figura 1).
Vale destacar que empregando a dose de 100 mL de produto kg' de sementes,
conforme o cultivar, houve aumento de 11% na germinacdo, quando comparado a
dose zero.

Estudando sementes de aveia branca, BARRETO et al. (2013), verificaram
gue o tratamento das sementes com tiametoxam na dose de 200 mL estimula
maiores porcentagens de germinacdo nos cultivares URS Taura e Dilmasul. Em
sementes de aveia-preta ALMEIDA et al. (2012) observaram que a dose de 280 mL
de tiametoxam por 100 kg™ de sementes mostrou-se mais eficiente em melhorar o
desempenho fisiol6gico das sementes.

£
o
0
&
E 70 {1 ——BR IRGA 424 y=-0,0002¢ +0,0921x + 85,543 R*> =97
i
P T Puité y =-0,0001x% +0,0613x + 90,286 R* = 68
60 -
— — _BRIRGA 428 y=-0,0001%% +0,0674x + 84,829 R* = 99
50 r : : 4
0 100 200 300 400

Doses de tiametoxam (mL 100 Kg-! de sementes)

FIGURA 1. Germinagao de trés cultivares de sementes de
arroz, tratadas com diferentes doses de
tiametoxam.

Na analise dos trés sistemas enzimaticos utilizados foi possivel visualizar que
houve variacao significativa na intensidade da expressao isoenzimatica conforme o
cultivar e dose de tiametoxam utilizada (Figuras 2, 3 e 4). Analisando os perfis
eletroforéticos do sistema glutamato oxalecetato transaminase (GOT) (Figura 2), nas
trés cultivares ocorreu a expressdo da enzima em dois alelos e o produto
tiametoxam n&o impediu a expressao da enzima. Esta enzima € responsavel pela
oxidacdo de aminoécidos, fornecendo energia para o ciclo de Krebs ou reducéo do
a-cetoglutarato para a sintese de novos aminoacidos, como fonte de energia ao
embrido em desenvolvimento (VIEIRA et al., 2009).

De acordo com BRANDAO JUNIOR et al. (1999) e TUNES (2010), a GOT
participa no processo de degradacdo e sintese de aminoacidos apresentando um
importante papel na germinacdo de sementes. Em funcdo desta enzima estar
diretamente envolvida no metabolismo do nitrogénio, € possivel que variacdes
ocorram a medida que acontece a sintese e degradacdo de aminoacidos, durante o
processo de germinagdo. A enzima GOT tem uma participagdo, fundamental no
metabolismo protéico, ndo somente durante a germinacao, mas, durante todo o ciclo
de vida da planta.
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FIGURA 2. Padrao eletroforético obtido com o sistema isoenzimatico
Glutamato Oxalecetato Transaminase em trés cultivares de
sementes de arroz em funcéo da dose de tiametoxam.

A enzima fosfatase &cida (Figura 3), também se expressou em dois alelos,
sendo que para o cultivar BR IRGA 424 ocorreu uma maior expressdo nas doses
zero (sem produto), 300 e 400 mL 100 kg’ de sementes. J4 no cultivar Puita a
expressao foi menor na dose de 400 mL. Para o cultivar BR IRGA 428 observou-se
maior expressdo nas doses zero, 200 e 400 mL 100 kg™ de sementes. Essa enzima
participa em reacdes de hidrolise de ésteres e pode provocar a peroxidagdo dos
fosfolipideos de membranas. Segundo CAMARGO et al. (2000) esta envolvida
também na manutencdo do fosfato celular e sua atividade pode afetar o
metabolismo do fosfato em sementes, como os niveis de ATP e nucleotideos.

BR IRGA 424 Puitéa BR IRGA 428
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FIGURA 3. Fjadréo eletroforético obtido com o sistema isoenzimatico Fosfatase
Acida em trés cultivares de sementes de arroz em funcéo da dose
de tiametoxam.

Na enzima esterase (Figura 4), ocorreu a expressdo em dois alelos, sendo
que para o cultivar BR IRGA 424 ocorreu a presenca das bandas com maior
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intensidade nas doses zero e 100 mL 100 kg™ de sementes. J& no cultivar Puita a
expressdo foi semelhante em todas as doses, exceto na de 200 mL onde sua
expressao foi um pouco inferior. Nos cultivares BR IRGA 428 a maior expressao da
enzima foi nas doses 200 e 400 mL kg™ de sementes. Esta enzima é constituida por
um complexo e heterogéneo grupo de enzimas reativas com uma ampla gama de
substratos especificos.

PADILHA et al. (2001) verificaram um aumento da intensidade das bandas
para 0s estresses mais drasticos em sementes de milho e TUNES et al. (2010),
analisaram avanco no numero de bandas desta enzima em sementes de soja.
Alteracdes nos padrdoes da EST evidenciam a ocorréncia de eventos deteriorativos
que podem contribuir para reducdo na germinacdo das sementes, pois esta € uma
enzima envolvida em reacdes de hidrélise de ésteres, estando diretamente ligada ao
metabolismo dos lipideos (PESKE et al., 2012). PEREIRA et al. (2010) avaliando
sementes de milho tratadas com inseticidas ndo observaram diferencas nos padroes
enzimaticos tanto nas sementes néo tratadas como nas tratadas com tiametoxam.

BR IRGA 424 Puita BR IRGA 428
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FIGURA 4. Padrdo eletroforético obtido com o sistema isoenzimatico
Esterase, em trés cultivares de sementes de arroz em funcédo da
dose de tiametoxam.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que, dependendo do
sistema enzimético utilizado, existe uma diferenciacdo de proteinas. Em funcéo
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 durante seu desenvolvimento (TUNES et al.,
2010).

CONCLUSAO
O produto tiametoxam nado afeta negativamente a expressao dos sistemas
enzimaticos estudados.
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