26° Encontro Anual d.e‘lnicjogd.o C[e.nﬂﬂc,o. 16 e 17 de outubro de 2017
6° Encontro Anual de Iniciagc&o Cientifica Junior

ATIVIDADES DE ENZIMAS DO METABOLISMO DE NITROGENIO NA
PLANTA DANINHA Ipomoea grandifolia

Isabela de Carvalho Contesoto (PIBIC/CNPg/FA/Uem), Marcio Shigueaki
Mito, Gislaine Cristiane Mantovanelli, Emy Luiza Ishii-lwamoto (Orientador),
e-mail: eliwamoto@uem.br.

Universidade Estadual de Maringd/Departamento de Bioquimica/Maringa,
PR.

Area e subarea do conhecimento: Bioquimica/ Metabolismo e
Bioenergética

Palavras-chave: planta daninha, nitrito redutase, glutamina sintetase
Resumo:

Os compostos naturais liberados por plantas de cobertura podem alterar a
emergéncia de plantas daninhas por interferéncia no metabolismo de
nitrogénio. Neste trabalho foram padronizadas as metodologias de avaliagéo
das enzimas nitrato redutase (NR), nitrito redutase (NRi) e da glutamina
sintetase (GS) na planta daninha Ipomoea grandifolia L. Foram também
avaliadas as respostas dessas enzimas ao tratamento com o extrato de uma
espécie de cobertura* (fracdo acetato de etila, FAE) e de um composto
isolado desta fracdo, o acido p-cumarico. Foi possivel avaliar com sucesso
as enzimas GS e NRi nas raizes e folhas de I. grandifolia. O tratamento com
acido p-cumarico inibiu a atividade da GS, mas a FAE foi inativa. As
medidas das atividades de enzimas do metabolismo de nitrogénio sdo uma
ferramenta importante para a elucidagcdo do modo de acg&o de produtos
naturais com atividade herbicida.

Introducao

Plantas de cobertura utilizadas em sistema de plantio direto podem reduzir a
emergéncia das plantas daninhas no campo por meio da liberacdo de
compostos quimicos que interferem sobre um processo bioguimico essencial
da planta daninha. O nitrogénio (N) € um elemento essencial para as
plantas. O nitrato pode ser reduzido a nitrito (NO;), no citosol, através da
enzima nitrato redutase (RN) e, logo a seguir, convertido a aménio (NH4") no
plastidio pela enzima nitrito redutase (RNi). O amonio €, entdo, incorporado
em aminoacidos pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase
(GOGAT), formando glutamina, glutamato e outros aminoacidos e seus
metabdlitos. Para investigar se os compostos ativos liberados pelas plantas
de cobertura afetam o metabolismo de nitrogénio da planta daninha, neste
trabalho foram padronizadas metodologias para avaliacdo das enzimas RN,
RNi e GS na planta daninha Ipomoea grandifolia L. Os efeitos de um extrato
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isolado de uma espécie de cobertura* que demonstrou ser ativa na |.
grandifolia e de um composto isolado desta fracdo, o acido p-cumarico,

foram também avaliados.
(*) Devido a clausulas de confidencialidade do convénio UEM/BASF o nome desta espécie ndo pode ser divulgado.

Materiais e métodos

Germinacdo e crescimento de I. grandifolia. Para o desenvolvimento inicial
das plantulas por 96 horas, 50 sementes foram colocadas em gerbox,
contendo 10 mL de solucédo nutritiva. Para o desenvolvimento por 30 dias as
sementes foram adicionadas em vasos contendo perlita como substrato
(12g/vaso) e diariamente os vasos receberam 10 mL de solucédo nutritiva (pH
6,0) (Hogland e Arnon, 1950). Para o tratamento, a fragdo obtida apds
extracdo da palhada da planta de cobertura com o solvente acetato de etila
(FAE) ou o &cido p-cumérico foram acrescentados ao meio de incubacgdo na
concentracdo de (500 pg mL™Y). A incubacéo dos gerboxes ou dos vasos foi
feita em uma germinadora com fotoperiodo de 12 horas, a 30 °C, umidade
relativa de 60% e fluxo de fétons de 600 pmol m?s™.

Obtencdo dos extratos enzimaticos das plantulas de I. grandifolia. Para a
atividade da RN e RNi, cerca del g de raizes ou folhas foram macerados no
meio descrito por Redinbaugh (1981): tampao fosfato 50 mM, cisteina 5 mM
e EDTA 0,5 mM (pH 7,5). Para a determinacédo da atividade da GS o meio
de extracdo continha: tampéao imidazol-HClI 50 mM (pH 7,2), DTT 1 mM,
EDTA 0,5 mM, Triton X-100 0,1% e mercaptoetanol 5 mM. Apos
centrifugacédo, o sobrenadante foi utilizado como fonte das enzimas. A
proteina dos extratos foi determinada pelo método de Bradford (1976).

Determinacéo da atividade da nitrato redutase (NR) e nitrito redutase (NRi).
A NR foi avaliada no meio de tampéao Hepes/fosfato 72 mM/8,5 mM (pH 7,5),
KNO3 11 mM, NADH 0,5 mM e extrato enzimatico (Redinbaugh, 1981).
Apds 12 min, a 30 °C, a reacdo foi paralisada pela adicdo de acetato de
zinco 0,5 M e metassulfato de fenazina 0,15 mM (Scholl et al., 1974). Apés
centrifugacdo, ao sobrenadante (500 pL) foi adicionado 250 pL de
sulfanalamida (em HCL 1,5 M) e 250 uL de 1-naftil-etilenodiamino-dicloreto
0,02%. A absorbancia foi determinada, a 540 nm. A atividade foi expressa
pela producéo de nitrito (NO,) em nmol min™ proteina™ ou massa fresca™>. A
atividade da NRi foi avaliada em tamp&o Tris-HCL 50 mM (pH 7,5), NaNO;
2mM, metilviologénio 1,5 mM e extrato enzimatico (Nagaoka et al., 2014). A
reacdo foi iniciada com Na,C,0, 21,5 mM. Apés 5 min, a 30 °C, foi
adicionado 100 pl de Zn(CH3COO), 1 M. Apds centrifugacédo, a uma aliquota
do sobrenadante (25 pL) foi adicionada 250 pL de sulfanalamida em HCL 1,5
M e 250 pL de 1-naftil-etilenodiamino-dicloreto 0,02%. A absorbancia foi
determinada em 540 nm. A atividade da enzima foi expressa como NO;
consumido em nmol min™ proteina™ ou massa fresca™.
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Determinagcdo da atividade da glutamina sintetase. O meio de reagéo
continha tampéao Imidazol-HCI| 40 mM pH 7,2, MgCl, 45 mM, hidroxilamina 5
mM, glutamato 75 mM, ATP 5 mM e extrato enzimatico. Apds incubacao por
40 min, a 30 °C, a reacdo foi paralisada com solugcdo de ClFe;. A
absorbancia do sobrenadante foi medida em espectrofotdmetro, a 540 nm. A
atividade da enzima foi expressa pela produgcao de y-glutamil hidroxamato
em umol min™ g de proteinas™ ou peso fresco de tecido™.

Resultados e Discussao

Para cada nova espécie de planta daninha a ser estudada, é essencial
atestar se a atividade enzimatica medida € diretamente proporcional a
quantidade de enzima teoricamente presente no extrato enzimatico. Assim
foram realizadas curvas de atividade das enzimas em funcdo do volume de
extrato enzimatico. A partir destes dados os resultados foram expressos em
funcdo do contetdo de proteinas existentes no extrato ou em fungéo do
material fresco das partes das plantulas (raiz ou folha). A Figura 1 mostra as
curvas de atividade da enzima GS de raizes e folhas de I. grandifolia
crescida por 30 dias. A velocidade de formacédo do produto (y-glutamil
hidroxamato) por minuto aumentou gradativamente com o aumento do
volume de extrato utilizado (Figuras 1A e D).
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Figura 1 — Atividade da enzima GS de raizes (A, B, C) ou de folhas (D, E, F) de Ipomoea
grandifolia crescida por 30 dias. A atividade enzimatica foi expressa como quantidade de y-
glutamil hidroxamato formado por minuto (A, D); ou por minuto por mg de proteina (B, E); ou

por minuto por mg de massa fresca (C, F). Os valores sdo média * erro padrao, n=2-4.

Quando os valores foram expresso pela quantidade de proteina (mg) (Figs.
1B e E) ou pela massa fresca (Figs.1C e F) foram obtidas curvas
decrescentes. Este fenbmeno pode ser decorrente de perda de sensibilidade
das medidas espectrofotométricas. O decréscimo foi mais acentuado em
folhas do que em raizes provavelmente devido as dificuldades
metodoldgicas adicionais decorrentes da presenca dos pigmentos foliares.
Assim, para os ensaios da GS em raizes de I. grandifolia crescidas por 30
dias a concentracdo de proteina deve ser fixada na faixa de 0,040 — 0,100
mg de proteinas e nas folhas de 0,150 — 0,300 mg de proteinas no extrato
enzimatico. Nao foi possivel detectar a presenca de atividade da NR nas
plantulas pelos métodos utilizados. As figuras 2A e 2B mostram que o
tratamento da |. grandifolia, crescida por 96 horas, com a FAE ou o acido p-
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cumarico ndo alterou a atividade da NRi, mas o &cido p-cumarico inibiu a
atividade da GS.
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Figura 2 — Efeito da FAE e do acido p-cumarico (500 pug mL'l) sobre a atividade das
enzimas NRi (A) e GS (B) em raizes de I. grandifolia crescidas por 96 horas. Os valores sao
média + erro padréo, n=5-6. (*) Diferenca significativa em relagéo ao controle de acordo com

teste t-pareado, p<0,05.

Conclusodes

Foi possivel padronizar com sucesso as metodologias para avaliagdo das
enzimas GS e NRi nas plantulas de I. grandifolia. Verificou-se que o acido p-
cumarico inibe a atividade da GS, indicando que uma interferéncia sobre o
metabolismo de nitrogénio pode contribuir para o efeito inibidor da palhada
de cobertura estudada sobre a planta daninha I. grandifolia.
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