EFEITO DE GLIFOSATO EM LIPOXIGENASE DE SEMENTE DE CAUP!'
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RESUMO - Foi obtida, com solugdo de CaCly a 068 mM e pli 7 5, a atividade maxima de lipoxigenase
em sementes de caupi (Vigna unguiculata (1..) Walp). Foram analisadas sementes durante a germinacdo,
¢ observou-se que a atividade especifica de lipoxigenase diminuiu durante o processe. Sementes de
plantas tratadas com o herbicida glifosato (N - (fosfonometil) glicina) como desseeante mostraram sig-
nificante aumento da atividade especitica de lipoxigenase. Isto pode ser resuitado do efcito do herbici-
da nas plantas, Tal conclusio ¢ baseada no tato de que a, a lipoxigenase, que teve suu atividade especi-
fica aumentada pelo glifosato, pode promover a formagio do deida 12-oxo-fitediendico: b. este, por
sua vez, € um possivel precursor do dcido jasménico, um regulador de crescimento que promove senes-
céncia em plantas, explicando-se, desta maneira, a ag¢do do herbicida nelas. Pelo método utilizado, nda
foi cncontrada a enzima em folhas ou outras partes verdes das plantas,

Termos para indexagdo: Vigna unguicwlata. cilcio, germinucdo, plantas.

EFFECT OF GLYPHOSATE ON LIPOXYGENASE OF COWPEA SEED

ABSTRACT - The predominant cowpea seed lipoxygenase was optimally activated by calcium at
0.68 mM and at pH 7.5, Seeds were analyzed during germination and showed a decrease in lipoxygena-
se specific activity with time. Seeds from plants treated with the herbicide glyphosate (N - {phospho-
nomethyl) glycine} showed a significant increase in lipoxygenase content. This could have been a re-
sult of senescence, or the effects of the herbicide on those plants. Such a conclusion is basead on
findings that a, lipoxygenase, the activity of which was enhanced by glyphosate, has been reported to
promote formation of 12-oxo-phytodiencic acid, and b. 12-oxo-phytodienoic acid has been proposed to
be a precursor of jasmonic acid, a growth regulator which promotes senescence of plants, With the

assay technique utilized, no lipoxygenase was found in mature leaves.

Index terms: Vigna unguiculata, calcium, germination, plants.

INTRODUGCAO

O caupi (Vigna unguiculata (L.} Walp.) é uma
importante cultura em diversas regides tropicais do
mundo. A colheita mecinica desta cultura ¢ difi-
cultada pela presenca de vagens de diferentes esti-
dios de maturagio e também pela presenca de fo-
lhas ¢ outras partes verdes da planta. O herbicida
glifosato (N - (fosfonometil) glicina) poderia ser
utilizado como dessecante e, portanto, facilitar a
colheita mecinica (Cole & Cerdeira 1982). Contu-
do, quando o glifosato foi utilizado como desse-
cante, Cole & Cerdeira {1982) mostraram que se-
mentes de caupi provenientes de plantas tratadas
germinaram e cresceram mais vagarosamente que
as de plantas nio tratadas. Qutros estudos {Cer-
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deira et al. 1985) indicaram uma reduc¢do nas pro-
teinas em sementes provenientes de plantas trata-
das. Esta redugdo pode ser explicada pelo modo de
agao do herbicida, que inibe a enzima dcido - 5 -
enolpiriivico - shikimico - 3 - fosfo - sintetase
(Amrhein et al. 1980). A inibi¢io desta enzima pe-
lo glifosato resulta na diminuigio de aminodcidos
aromiticos (Amrhein et al. 1980, Steinrucker &
Amrhein 1980). Foi também proposto que a redu-
¢do destecs aminoacidos limita a quantidade de pro-
teinas que se acumula nas sementes provenientes
de plantas tratadas com glifosato {Cerdeira et al,
1985).

A lipoxigenase (LOX) cataliza a oxidagio de
icidos graxos poli-insaturados contendo formas
cis, cis - 1,4 pentadieno, formando hidroperéxidas
{Galliard & Chan 1980}. Esta enzima ¢ largamente
distribuida no reino vegetal, especialmente nas le-
guminosas, das quais a soja é considerada como a
mais rica fonte {Theorell et al. 1947, Scott 1975,
Koch et al. 1958). A atividade desta enzima pode
ser encontrada em sementes {Dathe et al. 1981,
Holden 1970, Koch 1968) e também nas folhas
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{(Galliard & Chan 1980). Trés diferentes tipos de
lipoxigenase foram encontrados na soja (Crhisto-
pher et al. 1970); uma delas ndo é estimulada pelo
calcio e possui dtima atividade no pH 9.0 com aci-
do linoléico como Segundo Koch
(1968), existe também uma isoenzima estimulada
pelo calcio, possuindo 6tima atividade no pH 7.5
com 4cido linoléico como substrato. Koch (1968)
também reportou uma terceira isoenzima, a qual

substrato.

mostrou Otima atividade com trilinoleina no pH
5.5.

Em sementes de caupi, Truong & Mendoza
{1982} encontraram duas isoenzimas de lipoxige-
nase, sendo que uma forma era inibida pelo Ca,
e outra, ativada por ele. Os mesmos autores de-
terminaram que 94% da atividade total da enzima
estava ligada zos cotilédones. A faixa de pH paraa
atividade de ambas as isoenzimas ficou entre 5 ¢
8.

Com base nestas informagdes, este estudo foi
conduzido para determinar se o glifosato teve al-
gum efeito no contedido de lipoxigenase, uma vez
que estudos preliminares indicaram que a atividade
da enzima pode aumentar apds o tratamento com
o herbicida. O presente trabalho teve também o
objetivo de determinar mudangas na atividade da
lipoxigenase durante os processos de desenvolvi-
mento e germinagdo de sementes de caupl.

MATERIAL E METODOS

Caupi da cultivar Mississippi purple, foi cultivado no
campo, durante o verio de 1982, e em estufa, durante o
outono de 1983 e verdo de 1284, na Universidade Esta-
dual do Mississippi, USA. Na casa de vegetagio, as plan-
tas foram cultivadas em vasos de 15 cm x 20 c¢m, com
a mistura 2:2:1 de solo (**Oktibbeha sandy loam”): areia;
turfa. Apos a emergéneia, as plantas foram desbastadas,
deixando-se duas plantas por vaso, estaqueando-se cada
uma, Nio foi utilizada nerhuma forma de luz ou aduba-
g¢do artificial. Utilizou-se Aldicarb (2 - metil - 2 - metiltio) -
propionaldeido - 0 - metil - carbamoil - oxima) para con-
trole de insctos, com, aproximadamente, 50 mg por vaso,
quando surgia a primeira folha verdadeira na planta. Os
vasas foram irrigados diariamente, na medida do necesd-
rio, e a temperatura foi mantida em, aproximadamente,
259C. A idade das vagens, tanto para plantas de estufa
como de campo, foi determinada marcando-se as flores
assim que elas abrissem. Quando a maioria das vagens al-
cangou a idade apropriada, as plantas foram aspergidas
com glifosato a 1,12 kg/ha em 234 1/ha de dgua, Uma se-
mana apos a aspersio, vagens marcadas provenientes de
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plantas tratadas e ndo tratadas foram colhidas, ¢ as se-
mentes, liofilizadas. Sementes de vdrios estddios de matu-
ridade foram analisadas para lipoxigenase,

Para estudos da atividade da enzima durante a germi-
nagdo, sementes de plantas ndo tratadas foram germinadas
em areia esterilizada, utilizando=se incubador em condi-
¢oes de luz e escuro, A atividade de lipoxigenase foi me-
dida em plintulas liofilizadas colhidas aos dois, quatro,
seis e oito dias apos a semeadura. Com o objetivo de de-
terminar o efeito de glifosato na atividade da enzima em
folhas, as plantas foram aspergidas com o herbicida aos
cinco e dezessete dias apos a semeadura, ¢ as folhas fo-
ram colhidas durante oito dias, com intervalos de dois
dias, liofilizadas e analisadas para lipoxigenase.

Aandlise enzimdtica foi realizada em material biolégico
homogenecizado com almofariz. As proteinas foram ex-
trafdas misturando-se com agitagio 1 g do material em
10 ml de solugio-tampic (10 mM Tris. HCI, pH 7,0) por
30 minutos. A mistura foi filtrada com papel de filtro
(qualitativo, porosidade média), centrifugada a 10.000 x
g por 10 minutos em temperatura ambiente e o sobrena-
dante foi utilizado para a andlise de enzima.

A atividade de lipoxigenase no sobrenadante foi
medida em 3 ml de solugio contendo dcido linoléico
(0,35 mM), trlinoleina (2,7 mM), utilizados separada-
mente, ou em alguns casos EGTA (etileno glicol bis (B -
aminoetil eter) N°, N°, N°, N’, dcido tetracético) foi adi-
cionado com a concentragdo final de 0,83 mM para ina-
tivar qualquer fon de cdlcio que interferisse no processo.
O pH da solugio-tampio utilizado foi de 5,5, 7,5 ou 9,0,
dependendo do caso. A atividade da enzima foi medida
adicionando-se 20 ul do extrato ¢ medindo-se polarografi-
camente o consumo de 05 a 259C utilizando-se monitor
de 05 tipo “Yellow Springs” com eletrodo tipo “'Clark™.
A atividade especifica foi calculada multiplicando=se a
atividade total, expressa em moles de. 05, por 0,78 parzi
afustar a quantidade de 0, na dgua destilada. Entao foi di-
vidido pela quantidade de proteina na amostra e multipli-
cada por 100. A quantidade de proteina no extrato enzi-
matico foi determinada pelo método de Lowry (1951).

O delineamento estatistico utilizado no experimento
com substratos para medir a agiio da enzima (Tabela I)
foi inteiramente casualizado, com cinco repeticSes por
tratamento. A influéncia da luz ¢ o tempo de germinagio
na atividade da enzima, foram estudades com delinea-
mento em parcelas subdividas, com blocos ao acaso, sen-
do a luminosidade a parcela, e o tempo, as subparcelas,
com cinco repetigdes. O delineamento utilizado para o
efcito de glifosato na atividade de lipoxigenase foi de ble-
COS$ 20 acaso com cinco repetigoes por tratamento,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A atividade méxima de lipoxigenase em semen-
tes de caupi foi encontrada com pH 7,5, na presen-
¢a de cilcio e icido linoléico. Esta atividade foi eli-
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TABELA 1. Variagdes das atividades de lipoxigenase com
pH e substrato (UMO,/mg proteina/minu-
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TABELA 2. Atividade de Ca-lipoxigenase de sementes de
caupi germinadas em condigdes de claro e es-

to). curo.
Substrato pH Atividade especifica {uMQ3/mg
(solucdo-tampdo D.AE? proteina/minutol
de imidazole) 7.5 9,0 55 M
Clara Escure

ca® +ALY 3125 026 02¢
EGTAY + AL, 00c  01b 0,6 ab 0 3,1a° 153
EGTA + Trilinoleina 0,5b 0.8a 08a 2 23b 31b
AL 0o6b 00bL 0,4 bc 4 1.7¢ 2.2¢

6 0,8d 1,3d
a 8 0,0e 00e

5 ul de Célcio (Ca Clzta 0,45 M, concentragdo final de
0,75 mM,

5 ul de 4cide linoleico a 0,21 M, concentragdo final
de 0,35 mM.

Médias ndo indicadas com a mesma letra diferem signi-
ficativamente entre si de acordo com o teste de Duncan
ao nivel de 5%, dentro da coluna,

5 ul de etileno - glicol - bis - (3« amina - etil - éter)
N°, N', N’, N, dcido tetraacético a 0,3 M, adicicnado
para bloguear qualquer possivel efeito do Ca; concen-
tragdo finat de 0.83 mM.

50 ul
2,7 mM.

de trilinoleina a2 0,13 M, concentragio final

minada quando EGTA foi adicionado para inativar
o cilcio presente. Tal efeito na presenga de cilcio
(Ca) deveu-se, provavelmente, i Ca - lipoxigenase
descrita por Koch et al. (1968}, Qutra forma de
atividade da enzima foi encontrada quandoe anali-
sada na presenga de trilinolefna ({Tabela 1), Esta
atividade nio foi tdo alta quanto a Ca - lipoxige-
nase, ¢, aparentemente, fol menos afetada pelo
pH da mistura. Duas isvenzimas podem, portanto,
ser destacadas em sementes de caupi: uma, esti-
mulada pelo calcio em pH 7,5, e outra, que possul
um espectro maior de pH para sua atividade. Estes
resultados sio similares aos obtidos por Koch
(1968) e Dillard et al. (1961), os quais encontra-
ram diferengas nas propriedades fisicas de lipoxi-
genases de soja ¢ amendoim. Nio foi detectada ati-
vidade com pH 9,0.

A atividade da enzima foi analisada durante o
infcio do desenvolvimento das plintulas. Sementes
foram germinadas em condi¢des de luz e escuro, e
observou-se que a atividade da enzima diminuiu a
medida que as plintulas tornaram-se mais velhas
{Tabela 2).

Dias apos a embebigdo.

Médias ndo indicadas com a mesma letradiferem signi-
ficativarmnente entre si, dentro da coluna, de acordo com
o teste de Duncan ac nivel de 5%, Ndo houve efeito da
luminosidade na atividade da enzima,

O desenvolvimento da enzima durante a forma-
¢do das sementes foi determinado em condigdes
de casa de vegetagdo. Nestas conidigoes, a ativi-
dade especifica da enzima aumentou de zero para
2,9 uMO;/prot/min, dos cince até os dezenave
dias apds o florescimento (Fig. 1],

Estudos sobre a acumulagio de proteina duran-
te a formagio da semente, e sobre a utilizagao de
proteina durante a germinagio (Cerdeira er al
1985) mostraram um padrdo similar ao da lipoxi-
genase nas sementes, indicando, assim, uma possi-
vel fungio da enzima no processo de germinagio.
Esta possivel fungic foi também proposta por
Gerritsem et al. {1983).

Plintulas e plantas de caupi tratadas com gli-
fosato cinco e dezessete dias apos o plantio ¢ co-
lhidas a intervalos de dois dias apos o tratamento
nio mostraram nenhuma atividade de lipoxigenase
nas folhas, Holden (1970) encontreu a enzima em
folhas de outras espécics, como no feijio {Phaseo-
lus vu[gart's). Isto deve-sc, provavelmeﬂte, ao fato
de diferentes técnicas terem sido utilizadas para a
detecgio da enzima.

Uma vez que a malor atividade da enzima em
caupi foi encontrada com Ca (Tabela 1), os estu-
dos sobre os efeitos de glifosato foram realizados
nestas condigBes.

Em experimentos de campo, mostrou-se que a
atividade da enzima fol significativamente maior
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FIG. 1. Atividade especifica de lipoxigenase em sementes em desenvolvimento provenientes de plantas de caupi ndo

tratadas com glifosato,

em sementes provenientes de plantas tratadas aos
dez, doze ¢ quatorze dias apds o florescimento e
colhidas uma semana depois (Tabela 3). As semen-
tes provenientes de plantas tratadas eram menores
e menos desenvolvidas que as nio tratadas.

Niov se sabe exatamente por que o glifosato au-
mentou a atividade da enzima nas sementes (Ta-
bela 3). Vick & Zimmerman {1983} propuseram
que o écido linoléico era convertido em icido
12 - oxo - fitodiendico através da agio da lipoxi-
genase e hidroperoxido-ciclase, enzimas presentes
no pericarpo de Vicia faba, Os mesmos autores
também identificaram o acido 12 - oxo - fitodie-
néico como precursor do icido jasménico. Este
fato possibilita uma possivel explicagio para o mo-
do de agio do glifosato em relagdo 4 lipoxigenase
e a0 acido jasménico,

O dcido jasmodnico foi identificado como regu-
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TABELA 3. Efeito de glifosato na atividade de lipoxige-
nase em sementes de caupi (uMO;/mg pro-
teina/minuto).

Dias apds o florescimento

10 12 14 16
Controle  1,1b% 14b 1.0b  31a
Tratadas 25a 28Ba 24a 3.9a

8 Médias ndo indicadas com a mesma letra diferem signi-
ficativamente entre si de acordo ¢com o teste de Duncan
ao nivel de 5%, dentro da coluna.

lador de crescimento responsavel pela senescéncia
em plantas (Ueda & Kato 1980, Yamane et al.
1981, Dathe et al. 1981). Como o glifosato au-
mentoua atividade da lipoxigenase, enzima indicada
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como importante para a formagio do icide jas-
ménico, este composto pederia, portanto, ser for-
mado como efeito final do tratamento com glifosa-
to, o que, entdo, acarretaria o processo de senes-.
céncia nas plantas,

CONCLUSHES

1. A atividade méxima de lipoxigenase em se-
mentes de caupi foi encontrada com pH 7,5, na
presenga de cdlcio e icido linoléico.

2. A atividade de lipoxigenase diminuiu grada-
tivamente no decorrer do processo de germinagio
das sementes de caupi.

3. Quando utilizado como dessecante, o herbi-
cida glifosato promoveu um aumento da atividade
de lipoxigenase em sementes provenientes de plan-
tas tratadas com o herbicida, o que foi mais acen-
tuado em sementes em formacio.

4. Nio foi detectada a cnzima nas folhas de
caupi.
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