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NOTA CIENTIFICA

ALTERACOES FISIOLOGICAS EM SEMENTES DE ARROZ EXPOSTAS
AO FRIO NA FASE DE GERMINACAO!

LILIANE MARCIA MERTZ?, FERNANDO AUGUSTO HENNING?, RODRIGO CASTRO SOARES?,
ROSANE FATIMA BALDIGA?, FABRICIO BECKER PESKEZ DARIO MUNT DE MORAES?.

RESUMO - O frio é um dos principais problemas para o cultivo do arroz irrigado no Rio Grande do
Sul, ja que a grande maioria das cultivares em uso sdo de origem tropical. A ocorréncia de baixas
temperaturas pode causar sérios danos ao estabelecimento da lavoura, diminuindo o estande inicial
e favorecendo por conseqiiéncia, o estabelecimento de plantas daninhas. O objetivo desse trabalho
foi avaliar alteragdes fisiologicas em diferentes cultivares de arroz, quando submetidos a baixa
temperatura durante a fase de germinacdo. Foram utilizadas sementes provenientes das cultivares
BRS Agrisul, BRS Chui, Lemont e Oro, as quais foram avaliadas em relagdo a tolerancia a baixa
temperatura através do teste de frio. Para avaliagdo das alteragdes fisiologicas, realizou-se analise das
isoenzimas esterase ¢ alcool desidrogenase, nas temperaturas de 25°C (ideal a germinagdo) e 13°C
(baixa temperatura). As demais caracteristicas avaliadas foram germinag@o, indice de velocidade
de germinagdo (IVG), comprimento do coledptilo e massa seca, a 25°C e 13°C. De acordo com os
resultados do teste de frio, as sementes das cultivares Lemont e Oro, foram as que melhor toleraram
a baixa temperatura. Na andlise isoenzimatica, o frio provocou diminui¢do na expressdo da enzima
esterase e aumento na expressao da enzima alcool desidrogenase. Em relagdo as demais avaliagdes,
o frio influenciou negativamente em todas as caracteristicas avaliadas, principalmente nas cultivares
BRS Agrisul ¢ BRS Chui.

Termos para indexagdo: Oryza sativa, isoenzimas, eletroforese.

PHYSIOLOGICAL CHANGES IN RICE SEEDS EXPOSED TO COLD IN THE
GERMINATION PHASE

ABSTRACT - Cold is one of the main problems for rice cultivation in Rio Grande do Sul because
the vast majority of cultivars in use are of tropical origin. The occurrence of low temperatures
combined with the susceptibility of the materials used can cause serious damage to the establishment
of the crop reducing the plant stand. The objective of this study was to evaluate the physiological
changes in different rice cultivars, when exposed to low temperature during germination. Seeds from
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four cultivars, BRS Agrisul, BRS Chui, Lemont and Oro were used and evaluated regarding low

temperature tolerance by the cold test. To evaluate the physiological changes, isoenzyme analyses of
alcohol dehydrogenase and esterase were performed at temperatures of 25 °C (ideal for germination)
and 13 °C (low temperature). The other characteristics evaluated were germination, germination
speed, coleoptile length and dry weight at 25 °C and 13 °C. According to cold test results, seeds of

the Lemont and Oro cultivars presented better tolerance to the low temperature. In the isoenzyme

analysis, the cold caused an increase in the expression of the isoenzyme alcohol dehydrogenase and

reduction in the esterase isoenzyme expression. For the other ratings, the cold caused damage to all
the characteristics evaluated, especially in the BRS Agrisul and BRS Chui cultivars.

Index terms: Oryza sativa, cold, electrophoresis.

INTRODUCAO

O arroz ¢ cultivado nas mais diversas condigdes
ambientais, porém quando comparado a outros cereais
como a aveia ou o trigo, ¢ muito mais sensivel as baixas
temperaturas (Okuno, 2003).

A ocorréncia de frio € um dos principais problemas para
o cultivo do arroz irrigado no Rio Grande do Sul, ja que a
grande maioria das cultivares em uso ¢ de origem tropical. A
ocorréncia de baixas temperaturas, aliadas a suscetibilidade
dos materiais utilizados pode causar sérios danos no
estabelecimento da lavoura, diminuindo o estande inicial e
favorecendo por conseqiiéncia o estabelecimento de plantas
daninhas (Cruz, 2001).

A produtividade do arroz irrigado no Rio Grande
do Sul tem sofrido fortes oscilagdes ao longo dos anos,
ocasionadas, fundamentalmente, pelas condigdes climaticas,
onde a ocorréncia de baixas temperaturas tem sido um dos
principais fatores determinantes dessa variabilidade nos
niveis de produtividade (Steinmetz et al., 1996).

A temperatura ideal para o desenvolvimento do arroz
situa-se entre 25 °C e 30 °C (Yoshida, 1981). Temperaturas
abaixo desse intervalo podem ocasionar um estresse por
frio, o qual ¢ considerado um dos estresses abidticos mais
importantes para o arroz.

Os danos mais graves sdo observados no periodo
reprodutivo  (microsporogénese e florescimento). Na
microsporogénese o frio ocasiona a esterilidade das
espiguetas por meio da inviabilidade do pdlen, enquanto
no florescimento o frio prejudica a deiscéncia das anteras
e o crescimento do tubo polinico, resultando em uma baixa
fecundacdo das espiguetas (Yoshida, 1981; Cruz e Milach,
2000).

A resisténcia a baixas temperaturas ¢ buscada nas fases

iniciais da planta (germinagdo/emergéncia e plantula), com
a inten¢do de antecipar a semeadura e evitar que a etapa
reprodutiva coincida com a época de inicio de frio (marco),
quando contornar o problema se torna mais dificil. Além
disso, com a semeadura antecipada, o periodo reprodutivo
acontece numa época de maior intensidade de radiagdo
solar (dezembro/janeiro), favorecendo o aumento da
produtividade.

Na germinagao, a avaliagdo da tolerancia ao frio tem sido
feita submetendo-se as sementes a temperaturas que variam
desde 10 até 25°C por periodos de trés até trinta e cinco
dias. As caracteristicas mais comumente avaliadas sdo a
porcentagem e a velocidade de germinagdo e o comprimento
do coledptilo e da radicula (Bertin et al., 1996; Sthapit e
Witcombe, 1998).

As isoenzimas s3o produtos da expressdo génica e
conseqiientemente, altamente influenciadas pelo ambiente.
O termo isoenzima faz referéncia as diferentes formas
moleculares que uma determinada enzima pode apresentar,
porém, reagindo sempre com o mesmo substrato (Market
e Moller, 1959). Estresses ambientais, como estresses
ocasionados pela exposi¢do de plantas ao frio, podem levar a
alterag@o nos padrdes de expressao dessas enzimas.

O sistema isoenzimatico esterase ¢ constituido por um
complexo e heterogéneo grupo de enzimas reativas com
uma ampla gama de substratos especificos (Scandalios,
1969). As variantes destas proteinas encontradas em plantas,
por exemplo, sdo geralmente monoméricas ou diméricas
(Weeden e Wendel, 1990), com um alto nivel de variabilidade
(Gillespie e Langley, 1974). Em razdo disso, Esterase ¢ um
dos sistemas isoenzimaticos mais polimoérficos em plantas
(Weeden e Wendel, 1990) e o mais estudado em arroz (Endo
¢ Morishma, 1983).

A enzima Alcool Deshidrogenase (ADH) é de vital
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fun¢do durante o ciclo da glicose em condi¢des anaerobicas,
sendo encarregada pela reciclagem do NAD+, reduzindo o
piruvato a etanol (Sachs e Freeling, 1978). O processo de
acumulagao de etanol envolve a oxidagdo de NADH e resulta
na produc¢do de pequenas quantidades de ATP, fundamental
para a sobrevivéncia de varias espécies sob condi¢des de
estresse (Kennedy et al., 1992).

O objetivo desse trabalho foi avaliar alteragdes
fisiolégicas que ocorrem em diferentes cultivares de
arroz, quando submetidos a baixa temperatura durante a
germinagao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quatro cultivares de arroz BRS-Agrisul,
BRS-Chui, Lemont e Oro, sendo as duas primeiras oriundas
da Embrapa Clima Temperado pertencentes a subespécie
Indica. As cultivares Lemont e Oro pertencem a subespécie
Japonica, sendo a cultivar Lemont de origem americana e a
cultivar Oro de origem chilena.

As cultivares foram avaliadas em relagdo a tolerancia
a baixa temperatura por meio do teste de frio. Para avaliar
as alteracdes fisioldgicas provocadas pelo frio, realizou-se
analise das isoenzimas alcool desidrogenase e esterase, nas
temperaturas de 13 °C (baixa temperatura para germinagao)
e 25 °C (temperatura ideal para germinagdo). As demais
caracteristicas avaliadas foram: germinagdo, indice de
velocidade de germinagdo (IVG), comprimento do coledptilo
e massa seca de plantulas.

Andlise de isoenzimas: as andlises das isoenzimas
esterase e alcool desidrogenase foram realizadas utilizando-
se o sistema de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida.
O material vegetal foi composto de 100 sementes por cultivar,
as quais foram colocadas para germinar nas temperaturas de
13°C e 25°C e coletadas em diferentes épocas (0, 1, 2, 3,
5 e 7 dias apds a semeadura), utilizando-se um total de 10
sementes por cada época de amostragem. Apds a coleta, as
amostras foram maceradas e aproximadamente 200mg de cada
extrato vegetal foi colocado em tubo um de microcentrifuga
acrescentando-se solugdo extratora composta pelo tampao do
gel (Lithium Borate 0,2M a pH 8,3 + Tris Citrato + 0,2M a pH
8,3) + 0,15% de 2-mercaptoetanol) na proporgao 1:2 (p/v).
Utilizando cubas eletroforéticas, realizou-se a eletroforese
em g¢is de poliacrilamida 7%, aplicando-se 20uL de cada
sobrenadante coletado por amostra. Para coloragdo dos
géis foram utilizados os sistemas descritos por Scandalios
(1969) e Alfenas (1998). A interpretagdo dos resultados foi
baseada na analise visual dos géis de eletroforese, levando
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em consideragdo a presenga/auséncia, e a intensidade de
expressao de cada uma das bandas.

Teste de frio: para cada cultivar, foram utilizadas trés
repeticdes de 200 sementes (12 sub-amostras de 50), as
quais foram semeadas em rolos de papel toalha (Germitest)
umedecidos. As amostras foram colocadas no interior de
sacos plasticos e incubadas em temperatura constante de
10°C por um periodo de sete dias. Transcorrido esse periodo,
as amostras foram colocadas em temperatura constante de
25°C, sendo a avaliagdo realizada ao sétimo dia onde foram
contabilizadas apenas as plantulas normais seguindo os
mesmos padrdes do teste de germinaga@o estabelecidos pelas
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992).

Teste de germinac¢fo: no teste de germinagdo foram
utilizadas trés repetigdes com oito sub-amostras de 50
sementes (400 sementes por repeti¢ao) para cada cultivar. As
sementes foram colocadas para germinar em rolos de papel
umedecidos com quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes
o peso do substrato, seguindo os critérios estabelecidos pelas
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992). Foram
utilizadas duas temperaturas de germinacgdo, a temperatura
de 25°C e uma temperatura sub-6tima 13°C. A contagem de
plantulas normais foi realizada aos 14 dias ap6s a semeadura
para a temperatura de 25° C e aos 21 dias para a temperatura
de 13°C.

Comprimento do coleéptilo: na avaliagio do
comprimento do coleoptilo foram utilizadas quatro repetigdes
de 15 sementes para cada cultivar. As sementes foram
semeadas em rolo de papel umedecido, sendo o comprimento
do coleoptilo medido aos 14 dias apds a semeadura para a
temperatura de 25° C e aos 21 dias apds a semeadura para
a temperatura de 13° C. Os resultados foram expressos em
mm.

Matéria seca: para a avaliacdo da massa seca, foram
utilizadas as plantulas oriundas da avaliacdo de comprimento
do coledptilo, utilizando-se 0 mesmo numero de plantulas e
de repeticdes. As amostras foram mantidas dentro de sacos
de papel, em estufa, a 60°C, por 48 horas. Em seguida, as
repeticdes foram pesadas em balanga de precisdo 0,001g e
o valor obtido da soma de cada amostra foi dividido pelo
nimero de plantulas utilizadas, com os resultados expressos
em mg./plantula’’.

Indice de velocidade de germinacdo (IVG): na
determinacdo do IVG, foram utilizadas trés repetigdes
com oito sub-amostras de 50 sementes para cada cultivar,
colocadas para germinar em rolos de papel umedecidos,
nas temperaturas de 13 °C e 25 °C. As avalia¢des foram
realizadas diariamente e a germinagdo contabilizada assim
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que a radicula apresentasse no minimo dois milimetros de
comprimento.

Analise estatistica: Os resultados de avaliacdo de todas
as caracteristicas foram submetidos a analise de varidncia,
com delineamento inteiramente casualizado. A comparag¢ado
entre as médias das temperaturas dentro de cada cultivar
foi efetuada pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
utilizando-se o software SASM-AGRI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de frio possibilitaram classificar
as cultivares com relagdo a tolerancia ao frio na fase
da germinacdo, sendo que as cultivares Lemont e Oro
pertencentes a subespécie Japonica, apresentaram maior
tolerancia em relacdo as cultivares BRS Agrisul ¢ BRS
Chui. As cultivares Oro ¢ Lemont, mantiveram média
de plantulas normais de 82% e 90% respectivamente,
mesmo mediante estresse por frio (Figura 1). Em trabalho
conduzido por Cruz e Milach (1999), a tolerancia ao frio
na germinacdo foi avaliada em 24 genotipos de arroz das
subespécies Indica e Japonica. Os resultados demonstraram
a existéncia de variabilidade entre os genoétipos estudados,
no entanto, os maiores valores de crescimento de coleoptilo
foram observados em alguns genétipos da subsespécie
Japonica. Alguns gendtipos pertencentes a subespécie
Indica, porém, mostraram-se similares aos da subespécie
Japonica de tolerancia intermediaria. Na California, Mackill
e Lei (1997) estudaram 137 cultivares de arroz classificadas
nas subespécies Indica e Japonica através de marcadores
moleculares RAPD com relagdo a tolerancia ao frio no
estadio de plantula. Os resultados obtidos comprovam o
maior grau de tolerancia das cultivares Japdnicas em relagdo
aos da subespécie Indica. Apesar disso, segundo Jennings
et al. (1979), ha algumas cultivares da subspécie Indica
provenientes de regides de latitude elevada, como Nepal,
que apresentam tolerancia moderada ao frio, sendo uma boa
alternativa ao uso de cultivares Japonicas.

Com relacdo as alteracdes fisiologicas ocorridas
em decorréncia do frio, pode-se constatar que o estresse
ocasionado pelas baixas temperaturas provocou prejuizos
a germinacdo em todas cultivares avaliadas (Figura 2). No
entanto, as cultivares Lemont e Oro mantiveram taxas de
germinagdo acima de 70% confirmando a maior tolerancia.
Para as cultivares BRS Agrisul e BRS Chui, as taxas de
germinacao foram reduzidas a valores proximos de zero (6%
e 1% respectivamente).
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FIGURA 1. Porcentagem média de plintulas normais
obtidas pelo teste de frio em sementes de
arroz de diferentes genoétipos.
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FIGURA 2. Porcentagem de germinacio de sementes
de arroz de diferentes genétipos, nas
temperaturas de 25°C e 13°C.

No teste de IVG, o frio induziu uma reducdo drastica
na velocidade da germinag¢do, mesmo nas cultivares que
se mostraram mais tolerantes (Figura 3). No estadio de
germinagado, os sintomas de danos pelo frio mais comumente
observados, sdo o atraso e a diminui¢d0o na porcentagem
de germinagdo. Durante o estadio de plantula, o frio pode
provocar atraso no desenvolvimento, redug¢do na estatura
e amarelecimento das folhas. No periodo reprodutivo, os
sintomas de dano pelo frio s3o ma inser¢do da panicula,
esterilidade e manchas nas espiguetas (Souza, 1990).

Assim como os demais parametros avaliados, os valores
de comprimento do coleodptilo e de matéria seca de plantulas
também se mostraram reduzidos na temperatura de 13°C
(Figuras 4 e 5).
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FIGURA 3. Indice de velocidade de germinagio de
sementes de arroz de diferentes genétipos,
nas temperaturas de 25°C e 13°C.
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FIGURA 4. Comprimento de coleoptilo de plintulas
de arroz, de diferentes genétipos, nas
temperaturas de 25°C e 13°C.
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FIGURA 5. Massa seca de plantulas de arroz, de
diferentes genétipos, nas temperaturas de
25°C e 13°C.

Pelos padroes isoenzimaticos da enzima esterase foi
possivel observar a presenca de dois alelos. No alelo 1,
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verificou-se uma reducdo acentuada da expressdo desta
enzima em sementes de arroz expostas ao frio (Figura
6). A enzima esterase participa de reagdes de hidrélise
de ésteres e, portanto, atua diretamente no metabolismo
de lipideos. Branddo Junior et al. (1999) observaram a
diminui¢do do numero e intensidade de bandas de esterase
com a perda da viabilidade das sementes. No entanto,
em trabalho conduzido por Cruz et al. (2007), avaliando
o comportamento dessa enzima em sementes de milho,
observaram maior intensidade das bandas a 10°C do que
a 25°C, provavelmente devido a um metabolismo mais
acelerado em temperaturas Otimas, sugerindo que oS
materiais de reserva ja haviam sido metabolizados aos sete
dias da germinagdo, o que provavelmente ndo ocorreu aos
14 dias na temperatura de 10°C. O mesmo pode ter ocorrido
nesse trabalho, onde a temperatura de 13°C provocou uma
diminui¢do no metabolismo fazendo com que a expressdao
dessa enzima inicia-se apenas ao sétimo dia do teste de
germinagdo, enquanto que, na temperatura ideal, ja foi
possivel observar uma maior intensidade das bandas ao
terceiro dia da germinagdo. O sistema esterase, se apresenta
como uma provavel ferramenta na sele¢do de cultivares de
arroz tolerante ao frio. Neste sistema isoenzimatico, dois
locos, 0 Est-2 e Est-3 ja foram associados a tolerancia ao frio
em arroz (Majumder et al., 1989; Nagamine e Nakagahra,
1991). No primeiro, o alelo Est-20 foi encontrado em
genotipos tolerantes e os alelos Est-21 e Est-22 em sensiveis,
independente da subespécie a que pertenciam. Além disso, o
padrao isoenzimatico identificado variou conforme o estadio
de desenvolvimento em que o genotipo se mostrava tolerante,
sendo identificado o alelo Est-20 no estadio vegetativo
onde havia tolerancia ao frio ¢ o alelo Esz-22 no estadio
reprodutivo, onde era sensivel (Majumder et al., 1989).

Na Figura 7, observa-se o resultado da enzima alcool
desidrogenase. A referida enzima atua no metabolismo
anaerobico, reduzindo acetaldeido a etanol e oxidando
NADH a NAD+ (Bray et al., 2000). A temperatura de 13°C
induziu o aumento na atividade dessa enzima em comparagio
a temperatura de 25°C. Estudos relacionados a atividade da
enzima alcool desidrogenase em resposta ao frio, sugerem
que o etanol seria responsavel pela manutencao da fluidez da
membrana plasmatica em condi¢des de estresse por frio. Em
plantulas de arroz expostas a baixa temperatura, ocorre rapido
incremento na expressdao do gene que codifica para enzima
alcool desidrogenase (Christie et al., 1991; Minhas e Grover,
1999). A alcool desidrogenase ¢ uma enzima envolvida
na fermentacdo alcodlica, em resposta a uma condi¢dao
de anaerobiose. Estudos conduzidos por Kato-Noguchi
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e Yasuda (2007) indicam que o frio induz a fermentagdo  dos lipideos dessa camada, o que sugere que, a produgdo
alcodlica em raizes e plantulas de arroz, levando a produgdo  de etanol através de fermentacao alcodlica pode conduzir a
de etanol. O etanol é conhecido por prevenir a degradagdo de  uma adaptac@o das plantulas de arroz a baixas temperaturas,
lipidios em membranas e por promover o aumento na fluidez ~ alterando as propriedades fisicas dos lipidios de membrana.
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FIGURA 6. Padrades eletroforéticos da enzima esterase, em sementes de quatro genétipos de arroz, germinadas nas
temperaturas de 13°C (baixa temperatura) e 25°C (temperatura ideal), em diferentes épocas (0, 1, 2, 3, 5
e 7 dias apds a semeadura). A-BRS Agrisul 13°C; B-BRS Agrisul 25°C; C-BRS Chui 13°C; D — BRS Chui
25°C; E-Lemont 13°C; F-Lemont 25°C; G-Oro13°C; H-Oro 25°C.
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FIGURA 7. Padrdes eletroforéticos da enzima alcool desidrogenase, em sementes de arroz de diferentes genétipos,
germinadas nas temperaturas de 13°C (baixa temperatura) e 25°C (temperatura ideal). A-BRS Agrisul
13°C; B-BRS Agrisul 25°C; C-BRS Chui 13°C; D — BRS Chui 25°C; E-Lemont 13°C; F-Lemont 25°C;
G-0Oro13°C; H-Oro 25°C. Pelotas, UFPel — 2007.

As baixas temperaturas induzem a peroxidagdo dos  fase de gel, o que levaria a uma maior tolerancia ao frio
lipideos da membrana fazendo com que a membrana passe  (Frenkel e Erez, 1996; Saltveit et al., 2004).
de uma forma mais liquida para uma fase de gel (Uemura

eYoshida, 1986; Feng et al., 2000). O incremento na CONCLUSOES
concentracdo de etanol promove o aumento da fluidez das
membranas, prevenindo essa transi¢do da fase liquida para O frio influencia negativamente a germinagio de
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sementes ¢ o desempenho inicial de plantulas de arroz.

As cultivares Lemont e Ouro sdo mais tolerantes ao frio
que as cultivares BRS Agrisul ¢ BRS Chui.

O frio provoca aumento na expressdo da enzima alcool
desidrogenase e diminuicdo da enzima esterase, tornando-
as promissoras para estudos de mecanismos relacionados a
tolerancia ao frio.
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