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Influéncia dos diferentes periodos de colheita na expresséo de
isoenzimas em sementes de cevada

Lilian Madruga de Tine$, Pablo Gerzson Badin€lliAntonio Carlos SouzAlbuquegue Baros',
Geri Eduardo MenegheltpLuciano do Amarante

RESUMO

O objetivo foi avaliar os padrdes isoenzimaticos de Esterase (EST - EC 3.1.1.1), Fosfatase Acida (ACP - EC 3.1.3.2),
Malato Desidrogenase (MDH - EC 1.1.1.37), Alcool Deshidrogenase (ADH - EC 1.1.1.1) e Glutamato Oxalacetato
Transaminase (GOTEC 2.6.1.1), em sementes e plantulas de dois cultivares de cevada (MN 721 e Zcarlett).
sementes foram fornecidas pela empyesstermann, localizada no municipio de Piratini, Rio Grande do Sul, onde foi
realizado o cultivo da cevada em 2007. Foram colhidas em trés épocas com diferentes percentuais de umidade, secas a
13% de umidade e armazenadas em camara fria. Os cinco sistemas isoenzimaticos analisados apresentaram variacdes
na expressao, principalmente quando comparados entre sementes e plantulas. Concluiu-se que ha variacéo no padrédo
de expresséo das enzimas ES&TP, MDH, ADH e GOTentre sementes e plantulasexpressédo das enzimas EST
GOT foi pouco e muito influenciada pela época de colheita, respectivamente.

Palavras-chaveHordeum vulgaré.., eletroforese, extracéo de proteinas.

ABSTRACT

Influence of different harvest times on isozyme expression in barley seeds

This study aimed to assess patterns of isozyme Esterase HES3.1.1.1)Acid Phosphatase (AGHEC 3.1.3.2),
Malate Dehydrogenase (MDH - EC 1.1.1.34gohol Dehydrogenase (ADH - EC 1.1 .1.1) and Glutamate Oxalacetate
Transaminase (GOT - EC 2.6.1.1) of two barley cultivars (MN 721 and Scarlett), harvested at three different times with
different moisture contents dried to 13% moisture and stored in cold. Seeds were supphlstebmnanirade and
Agriculture Ltd., located in Piratini ,Rio Grande do Sul State, Brazil, in 2007, where the barley crop was grown. Seeds
and seedlings of all varieties and harvest times were analyzed. The five isozyme systems analyzed showed variation in
the pattern of expression, between seeds and seedlings for the enzyeSHERIDH, ADH and GOTThe expression
of enzymes ESand GOTwere little and much influenced by the harvest time, respectively

Key words: Hordeum vulgaré.., electrophoresis, protein extraction.
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Influéncia dos diferentes periodos de colheita na expresséo de isoenzimas em sementes de def@da

INTRODU(;AO As isoenzimas sdo produtos da expressdo génica e,
. ) consequentemente, altamente influenciadas pelo ambien-
A cevada vem sendo cultivada, no Brasil, desde a de- q P

€, pois 0s genes que controlam a sua expressao manifes-

cada de 30A producédo brasileira esta concentrada na : L :
- ; . , am-se em determinados estadios do desenvolvimento e
Regido Sul, com registros de cultivo também nos estados . . . o .
., . . N . _em orgaos e tecidos especificos, ou, ainda, sob um deter-
de Goias, Minas Gerais e S&o Paulo. Como consequéncia . . .
i . minado estimulo (Ramiregt al, 1991). De maneira
do melhoramento genético e do desenvolvimento de téc- ... . . . .
. . . . sflmpllﬂcada, as isoenzimas podem ser consideradas vari-
nicas de manejo, cada vez mais apropriadas, a cultura fol . .
. . . ) acoes de uma dada enzima, dentro de um organismo, que
difundida pelo sul do Brasil, onde se localizam as melhg- .
. . . agresentam uma mesma especificidade de substrato. De
res areas, em termos de clima e solo, para o cultivo desse . . .
. o ) acordo com Peirce & Brewbaker (1973), a intensidade das
cereal (Arias, 1996 A regido sul é grande produtora d

. . andas e o perfil isoenzimatico séo especificos para uma
cereais, entre os quais se destaca a ceftdol@eum

. - geterminada parte da planta, tecido e estadio de desen-
vulgarelL.) que ocupa a quarta posi¢cdo em producao de

. . volvimento.
cereais, no mundo &Yginet al, 2007), sendo superada . G . o
. . A possibilidade de utilizag&o de marcadores isoenzima-
somente pelo trigo, arroz e milho.

N . . ticos como ferramenta na determinacéo de altera¢des bio-
Geralmente, os parametros utilizados para indicargimicas, decorrentes do processo deteriorativo das se-

eépoca de colheita de sementes de cevada s&o o grayd@ies ja foi ressaltada por vérios autores (Brandéo-
umidade das sementes e o0 aspecto das plantas. EntreigRioret al, 1999; Santost al, 2004; 2005)As enzimas
to, esses parametros podem sofrer modificacoes, devidag cionadas com a qualidade fisiolégica das sementes
a fatores climaticos, temporais e genéticos, ndo constifjlzis hesquisadas séo esterase, fosfatase acida, desidroge-
indo indicativos seguros do ponto de colheita (Dias, 200]) see transaminases (Carvaghal, 2000).A esterase é
A cevada caracteriza-se por ser altamente sensivel a jge, enzima envolvida em reages de hidrélises de ésteres,
cipitacdes pluviométricas, no momento da colheita, prissiando diretamente ligada ao metabolismo dos lipidios,
cipalmente pelo prejuizo promovido & germinacao das §&5mq os fosfolipidios totais de membrana (Saetas,
mentes (Reusst al, 2003). 2005).A enzima fosfatase acida tem fungéo de hidrolisar

A colheita realizada na fase da maturidade fisiol6gicgs fosfomonoésteres de um grande nimero de reactes
(umidade em torno de 30%) seria ideal, quando a semefimicas vegetais, entre elas, a formacédo de sacarose
te atinge 0 maximo da massa de matéria seca, eNconfjgrante a fotossinteseaiksley 1983) A enzima malato
se no maximo de sua potencialidade de germinacaqi&shidrogenase tem a importante funcio de participar no
vigor e a deterioragéo é minima (Delouche, 2005); apesabvimento do malato, através da membrana mitocondrial
disso, encontra uma serie de problemas a serem coni@fte outros compartimentos celulares, sendo, geralmente,
nados. Em virtude das dificuldades, como amassame® natureza constitutiva (Spin@al, 2000) A enzima
das sementes e problemas com a colheita mecanicagp$ ol deshidrogenase é uma das principais enzimas
sementes permanecem no campo até atingirem um nig@nentativas, que converte o acetaldeido em etanol, con-
de umidade adequado para a colheita, sujeitas a conglferado menos toxico a planta, por ndo causar danos a
¢Oes climaticas nem sempre favoraveis a preservacadgfi€amada lipidica das membranas celulares e por ser per-
sua qualidade (Barros & Peske, 2006). Nesse procesgfavel (Changt al, 2000). A glutamato oxalacetato
podem ocorrer alteragdes bioguimicas que conduzenygnsaminase tem uma importante participacio em reacoes
um comprometimento de suas atividades metabdlicafs transaminac&o, durante a eliminagso do Nitrogénio dos
ou seja, um processo de deterioracdo das sementes,s#Hmoacidos, e na formacao de grupos Ceto, para o ciclo
mentando o processo da respiragdo e o gasto de epRrKrebs e gluconeogeneseiiksley 1983).
gia. Algumas mudancas geram degamizacdo e perda  pjante desses fatos, é crescente a necessidade da
de integridade de membrana (Ktetral, 1996), reducéo ytjlizacio de métodos que permitam avatigrmaneira
na capacidade de sintetizar proteinas e acidos nucleiges e eficiente, a qualidade fisioldgica das sementes e,
(Diniz et al, 2007), além de danos na taxa respiratorigesta forma, possibilitar a tomada de decisdes referen-
(Maloneet al, 2007). tes a colheita, beneficiamento, armazenamento e

O monitoramento dessas mudangas pode ser fegomercializacéo.
com a ajuda de marcadores bioquimicos, como as O objetivo foi avaliar a expresséo dos sistemas
isoenzimas, pois, além de fornecerem dados Uteis $oeenzimaticos Esterase (EST), Fosfatase Acida (ACP),
bre a estrutura e diversidade genética das populacdgslato Deshidrogenase (MDH), Alcool Desidrogenase
de plantas, possibilitam a visualizacdo da atividad@DH) e Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT), nas
das enzimas nos diferentes estadios da plandamentes e plantulas de dois cultivares de cevada, em
(Alfenas, 1998). diferentes épocas de colheita.
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180 Lilian Madruga de Tunest al.

MATERIAL E METODOS tuboseppendorfacrescidos de solucdo extratora (tam-

. ao do gel + 0,15% de 2-mercaptoetanol), na proporgéo
As sementes foram fornecidas pela empre% g ° P ) proporg

L L ) 2 (p/v). A eletroforese foi realizada em géis de
Westermann — Comérciddgropecuaria Ltda, localizada .~ .~ .
S Y Opollacrllamlda 7%, colocando-28uL de cada amostra,
no municipio de Piratini, Rio Grande do Sul, no ano de

. . . . em orificios feitos com o auxilio de um pente de acrilico.
2007, onde foi realizado o cultivo da cevada. Depois de . L s
. ITés aplicacbes (repeticbes) para cada uma das amostras
colhidas, as sementes foram levadas para o Laborat(}rlo

. . . ;:fram realizadas. Os padrbes enzimaticos foram analisa-
deAnalises de Bio-Sementes, para a realizagdo das an I pelo sistema de tampdes, descrito por Scandalios
ses. Os cultivares estudados foram MN 721 e o Scarlett ’

L . 69). Os géis foram colocados em cubas eletroforéticas
MN 721 é originado daMBEYV (2011) (Companhia-AmBev ( . ). g . ~ .
verticais, mantidas em camara fria, com temperatura entre

Americana da Bebida), apresenta ampla adaptacdo, % 6 °CAs migracdes eletroforéticas foram realizadas

ponde a ambientes de baixa fertilidade. O Scarlett € de . . ! .
. ) _ . om uma diferenca de potencial de 10 Vc@té que a
origem argentina, possui rendimento bastante eleva

: . : Aha de frente, formada pelo azul de bromofenol, atingis-
superando as variedades mais produtivas, e se adaspteb A L

. . , . . e 9 cm do ponto de aplicacdo. Os géis foram revelados,
tanto a clima frio como quent& area experimental foi de

ara os sistemas enzimaticos Esterase, Fosfatase acida,

aproximadamente 0,5 ha e as amostras foram compo%?s . < .
. . Glutamato Oxalacetato Transaminase, Alcool Deshidroge-
por dez subamostras, retiradas aleatoriamente de cada area . .
. nasé e Malato Deshidrogenase, conforme Scandalios
homogeneizadas, obtendo-se a amostra de trabalho, S L .
. . 69) Alfenas (1998). Os géis de eletroforese foram fixa-

sando-se, aproximadamente, quatro quilogramas, por d

. . (t)as em solugdo 5-5-1, de 4gua destilada: metanol: 4cido
de colheita e cultivar .
A colheita foi lizad d " _acetico.
colneita OI. rea Iz.a a guan © os cultivares ating A interpretacao dos resultados foi baseada na analise
ram grau de umidade inferior a 30%, quando as plantas . .
visual dos géis de eletroforese, levando-se em considera-

estavam com 118, 129 e 140 dias apos a semeadura (DASE‘ a presenga/auséncia, bem como a intensidade de cada

; . cal
O grau de umidade na ocasido das amostragens foi deQZS, o .
uma das bandas eletroforéticas, em cada sistema

na primeira, 18, na segunda, e 13%, na terceira colheita . .
P 9 ISOenzimatico avaliado.

para o cultivar MN 721; para o cultivar Scarlett foi de 26,
na primeira, 19, na segunda e 13%, na terceira colAsita. ~
sementes foram secas em estufa com circulacao forggéI;SULTADOS E DISCUSSAO
de ar até atingir 13% de umidade e, entdo, armazenadas Da andlise dos cinco sistemas isoenzimaticos utiliza-
em camara fria, a temperatura de 17 °C e umidade relatis, foi possivel visualizar que houve variagéo significa-
de 35%, por um periodo de 18 diastes da realizacéo tiva na intensidade da expresséo isoenzimatica, conforme
das analises, as sementes foram submetidas a temperatanca o processo de germinacdo das sementes (Figuras
rade 5a 10 °C por um periodo de sete dias para a sup@rs). Os padrbes dos cinco sistemas isoenzimaticos anali-
cao de dorméncia, conforme as Regras padlise de sados apresentaram variacées na expressao; em fungdo
Sementes (Brasil, 2009). disso, cada sistema foi abordado e analisado individual-
Foram analisadas isoenzimas Esterase (ESThgente.
Fosfatase &cida (ACP), Malato Deshidrogenase (MDH), A enzima esterase (EST) esta envolvida tanto na
Alcool Desidrogenase (ADH) e Glutamato Oxalacetathidrélise de ésteres, quanto no metabolismo de lipidios.
Transaminase (GOT), nas sementes e, também, pelo t&&o foi observada variacdo da intensidade de bandas
te de germinacéo, de ambas os cultivares e épocasetiesementes (Figura 1), na comparacéo entre cultivares
colheita.As sementes foram colocadas para germinareeentre épocas de colheita. Brandao-Justiat. (1999)
suas plantulas, com sete dias, usadas para a extracdob&ervaram a diminuicdo do nimero e intensidade de
outro material vegetal analisado foram as sementes sandas de esterase, associada com a perda da viabilida-
cas, ndo germinadas, retiradas da camara fria e levadasias sementes. De acordo com dados de Mataie
para a extragéo. (2007), provavelmente isso se deve a um metabolismo
O teste de germinacao foi realizado com quatro repetiais acelerado, sugerindo que a maior parte dos materi-
¢Bes de 50 sementes, semeadas em papel paithdtésy  ais de reserva ja haviam sido metabolizados, aos sete
umedecido com agua destilada, na proporcéo de 2,5 was da germinacéo, para o cultivar Scarlett, que é de
zes a massa do papel seco, conduzido em temperagigdo mais longo, o que, provavelmente, ndo ocorreu no
constante de 20 °C (Brasil, 2009). Dez sementes e plantukigltivar MN 721, que € de ciclo curto. Segundo
coletadas aleatoriamente, foram maceradas em gral Besavarajappat al. (1991), sendo a peroxidagéo de
porcelana, para cada época de colheita. De cada umalizigeos um evento associado a danos de membrana das
amostras, 200 mg do extrato vegetal foram colocados é@imentes, as alteragdes podem estar denotando a ocor-
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Samsntes Plamilas DAS. Quando a colheita foi realizada aos 129 DAS, a

‘ ‘ enzima estava presente apenas no cultivar Scarlett; ja
aos 140 DAS a GOT foi observada em ambos os cultiva-
res.

Esses dados indicam que a enzima GOT possui ativi-
dade diretamente relacionada com a qualidade fisiol6gica
das sementes (Costaal, 2008). Provavelmente, a au-
séncia de atividade aos 118 DAS indica que a qualidade
fisiolégica ndo era alta, pelo fato de a semente apresentar
ainda, elevados teores de umidade. Ja aos 129 DAS, a
Figura 1. Padrao eletroforético, obtido com o sistemétjiferenCi"’l(;";10 entre os cultivares, provavelmente, ocor-

isoenzimatico Esterase em dois cultivares de cevada colhidos &K €M razdo das diferencas genéticas de ambos. Por fim,
trés épocas, em sementes e plantulas com emergéncia de 8e& 140 DAS o teor de umidade das sementes ja havia

dias. 1- MN 721 - 118 dias apds a semeadura, 2- MN 721 - 13fingido patamares que nao interferiam na sua qualidade
dias ap6s a semeadura, 3- MN 721 - 140 dias apés a semeachgﬁ\)|égica_

4- Scarlett - 118 dias ap6s a semeadura, 5- Scarlett - 129 diasA xoressio da enzima fosfat scida (ACP). nos di
apos a semeadura e 6- Scarlett - 140 dias ap6s a semeadura. EXpressao da e a fosfatase acida ( ), nos di-

ferentes tratamentos, pode ser observada na Figura 3.
réncia de eventos deteriorativos, que podem contribdipram detectadas bandasAdgP, em todos os tratamen-
para a reducdo na germinacdo das sementes, a medidgaavaliados, porém, nas sementes, com uma intensida-
gue sdo aumentados os fatores temperatura e teordgemuito baixa. Ja nas plantulas, a expresséo foi bastante
agua das sementes. Ressalta-se que esta resposta igelesa no cultivar MN 721 (de ciclo mais curto) e no
ser de natureza genética e ndo de qualidade fisioldgicaltivar Scarlett, durante a primeira colheita, diminuindo
indicando que a atividade da enzima esterase por si gtgdativamente, & medida que se prorrogou a colheita.
nao € indicativo de qualidade. Essa enzima tem sido amplamente caracterizada, em plan-

Analisando-se os géis do sistema Glutamato Oxalades, e sua atividade aumenta naquelas que apresentam
tatoTransaminase (GQTFigura 2), também n&o foi ob- deficiéncia de fésforo. De acordo com Deiffal. (1989) e
servada variacédo da intensidade de bandas nas senta@iebvreet al.(1990), o incremento na atividadeAleP
tes.A expressdo e a intensidade variaram em plantul&b baixas concentra¢es de fosforo tem sido reportado
no cultivar MN 721, na terceira colheita e, no cultivapara um grande nimero de espécies e 6rgdos vegetais.
Scarlett, na segunda e terceira colheitas, quando apEssa enzima também participa de reagdes de hidrolise de
sentaram duas bandas, em vez de énmatensidade da ésteres, podendo atuar sobre fosfolipidios de membrana
expressdo aumentou, consideravelmente, na medida@provocar a peroxidagéo desses lipidios. Nas membranas
gue o processo de colheita foi mais tardio, ou seja, canitocondriais, por serem ricas em lipidios insaturados,
umidade proxima a 13%. Chauhetral.(1985) observa- podem apresentar intensa peroxidacéo desses lipidios,
ram incremento de bandas para a enzima @0 o
envelhecimento das sementes. Segundo os autores, Sementes Plantulas
sas mudancas no nimero de bandas sdo devidas a 4 12 4
aumento na atividade metabdlica, com o processo
deterioracdo. Esta é uma enzima que participa no pi
cesso de degradacéo e sintese de aminoacidos (Con
Stumpf, 1980), apresentando um importante papel |
germinacdo de sementes, o que vem confirmar os res
tados obtidos neste trabalho. Em funcéo de esta enzi
estar diretamente envolvida no metabolismo do N, é pc
sivel que variacdes ocorram a medida que acontect
sintese e degradacao de aminoacidos, durante o proc
so de germinag&o. Sem dlvida, a enzima GOT tem UBgura 2. Padréo eletroforético, obtido com o sistema
participacdo fundamental no metabolismo proteico, ndsobenzimatico Glutamato Oxalacetato Transaminase em dois
somente durante a germinac&o, mas durante todo o cigiffivares de cevada colhidos em trés épocas, em sementes e
de vida da planta. Na semente, independentementep@tmas com emergéncia de sete dias. 1- MN 721 - 118 dias

época de colheita. a enzima esta presente e ativa 0s a semeadura, 2- MN 721 - 129 dias ap6s a semeadura, 3-
P ' P ) 721 - 140 dias apds a semeadura 4- Scarlett - 118 dias ap6s

plantula, a expresséo da enzima nao apresentou ativig@emeadura, 5- Scarlett - 129 dias apés a semeadura e 6- Scarlett
de, em ambos os cultivares, quando colhidos aos 11840 dias ap6s a semeadura.
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M- iemer:es Plantilas em processo deteriorativo, uma vez que as enzimas en-
- B = volvidas na respirag@o podem ser ativadas em sementes
de menor qualidade.

A expresséo da enzima Alcool Desidrogenase (ADH),
nas sementes, foi bastante pronunciada (Figura 5), o que
= sugere intensa atividade de respiracdo anaerdbica; no
- v - entanto, nas plantulas, em geral, ndo foi observada a sua

atividade.A ADH é uma enzima que atua no processo
respiratorio, removendo substancias toxicas das semen-
tes, como acetaldeido e etanol, que séo produzidos quan-
do as células passam a respirar anaerobicamentedFaria

Figura 3. Padrao eletroforético, obtido com o sistema ..
isoenzimatico Fosfatase Acida em dois cultivares de cevaa(li’ 2003). Segundaldasoro & Nicolas (1980), durante

colhidos em trés épocas, em sementes e plantulas com emergédgigstadios iniciais da germinacéo, a degradacgao do ami-
de sete dias. 1- MN 721 - 118 dias ap6s a semeadura 2- MN i€ realizada num processo quase totalmente anaerobico,
- 129 dias ap6s a semeadura, 3- MN 721 - 140 dias apégiié que a casca da semente é rompida pela saida do eixo

semeadura, 4- Scarlett - 118 dias ap6s a semeadura, 5- Scarlglhionario. Confirmando essas evidéncias no padrdo
129 dias ap6s a semeadura e 6- Scarlett - 140 dias apos a semeadura.

. . . . " . Sementes Plantulas
interferindo na respiragéAutores como Brand&@o-Junior ¢ o2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

et al. (1999) somente verificaram atividade da fosfatas
acida nas sementes de milho e algodéo que se aprese
vam em avancado grau de deterioracdo. Neste traball
nas plantulas, a atividade da fosfatase acida foi maior q &
nas sementes, consequentemente, maiores danos
embebicdo e maior peroxidagao lipidica podem ter ocori
do. Embora tenham passado 22 dias entre a primeir:
ultima colheita (118 e 140 DAS, respectivamente), a s
mente ndo envelheceu propriamente, mas, sim, perd
agua, esteve sujeita a diferentes condicGes C"mética“?—iﬁura 4. Padrao eletroforético, obtido com o sistema
os cultivares responderam de forma diferente a essas c@Benzimatico Malato Desidrogenase em dois cultivares de cevada
dicoes. colhidos em trés épocas, em sementes e plantulas com emergéncia
Observa-se, pela anélise dos padrées enzimaticosdfesete dias. 1- MN 721 - 118 dias apds a semeadura, 2- MN 721
sementes e plantulas de cevada revelada para a Malafg® dias apos a semeadura, 3- MN 721 - 140 dias apds a
Desidrogenase (MDH, Figura 4), uma maior express&o (érgng_aduraz 4- Scarlett - 118 (flas apos_a sem_eadur,a, 5- Scarlett -
) i ias apos a semeadura e 6- Scarlett - 140 dias apos a semeadura.
enzima nas sementes, contrariamente ao que ocorre para
a enzima Esterase (Figura 1). Sua atividade foi mais inten- Sffaiites Plantulas
sa nos primeiros estadios do processo de germinacdo, 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
que a sintese de novos tecidos da semente requer nf £ e £
enegia para o crescimentassim, nas plantulas, a enzima
MDH apresentou-se com menor nimero e intensidade
bandas, em ambos os cultivares, indicando menor ati
dade respiratéria nessa condigdenzima Malato Desi- |
drogenase catalisa a converséo de malato a oxaloacet
tendo importante funcéo de producéo de NADH para
Ciclo de Krebs e geracao de oxaloacetato, para biossir
ses de amino4cidoSegundo Sattert al.(1994), por se
tratar de uma enzima importante durante o processo res-
piratorio celulayo aumento da sua atividade pode ser d&igura 5. Padréo eletroforético, obtido com o sistema
vido ao aumento da expressio desta enzima, em diferisgenzimatico Alcool Deshidrogenase em dois cultivares de cevada
tes compartimentos celulares, ou & inducéo da ativida hidos em trés épocas, em sementes e plantulas com emergéncia

d . | or int idade das band e sete dias. 1- MN 721 - 118 dias ap6s a semeadura, 2- MN 721
a enzima, expressa pela maior intensidade das bandas.{Jg jjag apos a semeadura 3- MN 721 - 140 dias apos a

aumento da atividade pode ter ocorrido por causa do @émeadura, 4- Scarlett - 118 dias apds a semeadura, 5- Scarlett -
mento da respiracdo nas sementes que se encontravagias apés a semeadura e 6- Scarlett - 140 dias apds a semeadura.

&
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