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--- resposta sistémica (foliolos da segunda folha trifoliolar)
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em tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25°C.
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Grafico de Michaelis-Menten para a formacao de hidrope-
réxido do acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de
folhas de plantas de soja da variedade IAC-100, coletadas
168 horas apds o tratamento. Resposta sistémica (foliolos
da segunda folha trifoliolar). Condi¢cdes experimentais: rea-
cdo em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25°C.
Concentracdo do &cido linoléico: 0,01 mM a 1,28 mM.
Quantidade de extrato bruto: 1 nL.. Concentragéo de protei-
na total no extrato bruto: 1,09 mg/mL. A linha continua foi
tracada com base em dados tedricos, utilizando-se a
equacao de Michaelis-Menten para a obtengdo de km app €
Vmax app- OS pontos sdo experimentais. Inser¢do: grafico de
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Grafico de Michaelis-Menten para a formacédo de hidrope-
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coletadas 168 horas apds o tratamento. Controle (foliolos
da primeira folha trifoliolar). Condi¢cbes experimentais:
reacdo em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25 °C.
Concentracdo do acido linoléico: 0,01 mM a 1,28 mM.
Quantidade de extrato bruto: 1,0 nL. Concentracdo de
proteina total no extrato bruto: 1,14 mg/mL. A linha conti-
nua foi tracada com base em dados tedricos, utilizando-se
a equacao de Michaelis-Menten para a obtengao de Kwyapp
Vapp € Vmax app- OS pontos sd@o experimentais. insercgao:
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folha trifoliolar). Condigbes experimentais: reacdo em
tampéao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25°C. Concen-
tracdo do &cido linoléico: 0,01 mM a 1,28 mM. Quantidade
de extrato bruto: 1 niL. Concentracdo de proteina total no
extrato bruto: 1,07 mg/mL. A linha continua foi tracada com
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EXTRATO

VIEIRA, Angélica Aparecida, M.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de
1999. Caracterizacdo da via das lipoxigenases de folhas de soja
submetidas a ferimento. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Conselheiros: Maurilio Alves Moreira, Everaldo Goncalves Barros e
Elizabeth Pacheco Batista Fontes.

No presente trabalho foi avaliada a capacidade da planta de soja de
responder ao ferimento mecanico através da via das lipoxigenases. Para isso,
foi analisado o efeito do ferimento mecénico em folhas de soja sobre a
atividade do “pool” de lipoxigenases (LOXs) e os possiveis produtos finais da
via. Foram utilizados dois genotipos: um normal (variedade IAC-100) e outro
com auséncia de LOXs em suas sementes (linhagem IAC-100 TN). Folhas de
plantas de soja dos dois gendtipos foram submetidas a ferimento mecanico e
coletadas 0, 6, 12, 24, 48 e 168 horas apés o ferimento. Foram analisadas a
resposta local e a resposta sistémica. Os resultados do estudo bioquimico e
cinético das LOXs de folhas de soja dos gendtipos revelaram dois picos mais
acentuados de atividade de LOXs a pH 4,5 e 6,0, tanto na resposta local
quanto na sistémica. O valor da temperatura 6tima das isoenzimas de LOXs a
pH 6,0 foi a 25°C; valores de Ky aparente na resposta local e na sistémica

aumentaram consideravelmente seis horas apos o ferimento e diminuiram a
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partir de 12 horas, tendo em 168 horas o menor valor. O menor valor de Kyapp
em 168 horas sugere uma alteracdo do “pool” de LOXs em resposta ao
ferimento nos dois genoétipos analisados. Estes resultados indicam que a
remocdo genética das LOXs de semente de soja nao esta interferindo na
expressao dos genes que codificam para as LOXs que atuam no mecanismo
de defesa da planta de soja contra danos causados por ferimento. Os
resultados do estudo dos produtos da via das lipoxigenases revelaram que nos
dois genotipos ocorreu aumento de inibicao triptica apés ferimento na resposta
local e na sistémica. Os valores em mg de tripsina inibida de proteina foram
maiores em 6, 12, 24, 48 e 168 horas. Os resultados deste trabalho reforcam a
hipotese de que em folhas de soja ocorre aumento da producdo de inibidores
de proteases em resposta a ferimento. Em ambos os genétipos estudados
ocorreu ligeiro aumento dos niveis de hexanal em 48 e 168 horas e de aldeidos
totais em 168 horas apos tratamento. Neste estudo, os resultados mostraram
que ocorreu aumento da atividade de lipoxigenases e de inibidores de
proteases nas plantas de soja submetidas a ferimento. A remoc¢ao genética de
LOXs da semente de soja no gendtipo IAC 100 TN néo interferiu na defesa da

planta, pela via das lipoxigenases, em resposta ao ferimento mecanico.
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ABSTRACT

VIEIRA, Angélica Aparecida, M.S., Universidade Federal de Vicosa, May, 1999.
Characterization of the lipoxygenase pathway of soybean leaves
submitted to wounding. Adviser. Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Committee Members: Maurilio Alves Moreira, Everaldo Gongalves Barros
and Elizabeth Pacheco Batista Fontes.

In the present work the capacity of the soybean plant was evaluated to
response to the mechanical wound through the pathway of the lipoxygenases.
For that the effect of the mechanical wound was analyzed in soybean leaves
about the activity of the " lipoxygenases pool " (LOXs) and the possible end
products of the pathway. Was used: a normal genotype (variety IAC-100) and
another with absence of LOXs in its seeds (lineage IAC-100 TN). Leaves of
plants of soybean genotypes were submitted to mechanical and collected 0, 6,
12, 24, 48 and 168 hours, after the wound. The local response and response
systemic were analyzed. The results of the biochemical and kinetic study of
LOXs of leaves of soybean of the two genotypes revealed: two accentuated
picks of activity of LOXs the pH 4,5 and 6,0, so much in the local response as in
the systemic. The value of the great temperature of the enzymes of LOXs the
pH 6,0 went for 25 °C, values of apparent Ky, in the local response and systemic

increased considerably 6 hours after the wound and it decreased starting from
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12 hours, tends in 168 hours the smallest value. The smallest value of Kyapp in
168 hours suggests an alteration of the " pool " of LOXs in response to the
wound in the two analyzed genotypes. These results indicate that the genetic
removal of LOXs of soy seed is not interfering in the expression of the enzymes
that act in the defense mechanism of the soybean plant to damages caused by
wound. The results of the study of the products of the road of the lipoxygenases
revealed that in the two genotypes happened increase of inhibition tryptic after
wound in the local answer and systemic. The values in mg of inhibited trypsin of
protein were larger in 6, 12, 24, 48 and 168 hours. Our results reinforce the
hypothesis that in soybean leaves happens increase of the production of
proteinases inhibitors in response to wound. In both studied genotypes it
happened a slight increase of the levels of hexanal 48 and 168 hours and of
total aldehydes in 168 hours after treatment. Our results showed that happened
increase of the lipoxygenases activity and of proteinases inhibitors in the
soybean plants submitted to wound. The genetic elimination of LOXs of the
soybean seed didn't affect in the defense of the plant, for the pathway of the

lipoxygenases, in response to the mechanical wound.
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1. INTRODUCAO

Lipoxigenases (linoleato: oxigénio oxidorredutase, E.C. 1.13.11.12),
pertencentes a classe das oxirredutases, sdo dioxigenases que catalisam a
adicao de oxigénio molecular a moléculas de &cidos polinsaturados contendo o
sistema cis, cis-1,4-pentadieno. Este sistema ocorre comumente nos acidos
graxos di e triinsaturados, como o &cido linoléico e o &cido linolénico, os quais
sao os principais substratos para lipoxigenases em plantas superiores. O &acido
linolénico é o mais abundante acido graxo na maioria dos tecidos de plantas,
compreendendo mais de 80% do grupo acil dos lipideos de membrana dos
cloroplastos. O &cido linoléico € encontrado em maior concentracdo em
sementes e embrides (HILDEBRAND et al., 1988).

As lipoxigenases (LOXs) sdo amplamente distribuidas na natureza,
tendo sido encontradas em plantas e animais superiores (HATANAKA et al.,
1982; MACK et al., 1987), bem como em fungos e leveduras (HILDEBRAND,
1989). Os niveis de expressdo variam enormemente entre diferentes tecidos
(HILDEBRAND et al., 1988). As atividades de LOXs em soja variam também
entre os diferentes estadios de desenvolvimento da planta (SIEDOW, 1991).

Em grdos de soja, os produtos derivados da oxidacdo de lipideos
catalisada pelas LOXs constituem um problema na industria de alimentos, por
serem responsaveis pela reducado da aceitabilidade da soja pelo consumidor. A
eliminacdo genética das LOXs no gréo é a melhor alternativa para solucionar

este problema. Entretanto, esta alternativa s6 € viavel se ndo afetar a



sobrevivéncia da planta, uma vez que as LOXs participam de varios processos
fisiologicos (SIEDOW, 1991). No caso da soja, existe ainda pouca informacéao
sobre o papel dessas enzimas na fisiologia da planta. A disponibilidade de
genodtipos com auséncia completa de LOXs, em suas sementes, oferece uma
oportunidade impar para estudos que visem elucidar o papel da via das LOXs
em plantas de soja. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do
ferimento na via das LOXs em genétipos com e sem LOXs, para inferir o papel
fisiologico de LOXs, o que, sem duvida, podera ser de importancia fundamental
em estudos que visem a manipulacdo genética e a obtencdo de cultivares
resistentes ao ataque de insetos.

O objetivo geral deste trabalho foi a caracterizacdo bioquimica e
cinética do “pool” de lipoxigenases de folhas de plantas de soja submetidas a
ferimento mecéanico, na variedade comercial IAC-100 e em uma linhagem dela
derivada por retrocruzamentos, com auséncia completa de lipoxigenases em
suas sementes (IAC-100 TN).

Foram os seguintes os objetivos especificos deste estudo:

- Construir uma curva de tempo (Agss versus tempo) e determinar um
intervalo de tempo linear para as analises de atividade de lipoxigenases.

- Verificar o efeito de pH sobre a taxa de oxidacdo do acido linoléico,
catalisada pela lipoxigenase.

- Verificar o efeito da temperatura sobre a taxa de oxidacdo do acido
linoléico, catalisada pela lipoxigenase.

- Determinar os parametros cinéticos Ky aparente e Vnmax aparente das
lipoxigenases nas respostas local e sistémica de folhas de plantas de soja
submetidas a ferimento.

- Verificar se ha aumento da atividade das lipoxigenases nas respostas local
e sistémica de folhas de plantas submetidas a ferimento.

- Avaliar a inducdo da producdo de inibidores de proteases e aldeidos, como
resposta da planta a ferimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cinética das lipoxigenases

O mecanismo da reacdo de LOX foi mais extensivamente estudado
utilizando LOX 1 de soja, e estima-se que o comportamento de LOX 2 e LOX 3
seja similar (GARDNER et al., 1991; SIEDOW, 1991). O cofator da reacéo € o
fon Fe*? associado a forma inativa da enzima e o Fe*® associado & forma ativa
(SHILSTRA et al., 1993).

Um modelo para descrever o comportamento cinético das LOXs foi
proposto por LAGOKI et al. (1976). Este modelo mostra a ligacdo simultanea
de duas moléculas ligantes a enzima, evidenciando assim a existéncia de dois
sitios: um catalitico e outro secundario. No sitio secundario ocorre a
acomodacédo do produto ou de seu derivado, requisito basico para a reacéo
ocorrer quando a enzima se encontra na forma Fe*?. Por outro lado, quando o
substrato se liga ao sitio secundario, a acdo enzimatica é impedida, logo, ele
nao é transformado em produto. Por meio do esquema mostrado na Figura 1,
podem-se visualizar dois complexos: E— S e P - E - S, por meio dos quais a
enzima transforma quimicamente o substrato em produto.

TAPPEL (1962) verificou que LOX 1 de semente de soja, a pH 7,0, em
presenca de baixas concentracdes de substrato, obedece a cinética de
Michaelis-Menten, o que esta em concordancia com a hipotese descrita por

LAGOKI et al. (1976). A funcdo do hidroperéxido, no sitio secundario, é a de
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Fonte: LAGOKI et al. (1976).

Figura 1 - Modelo que descreve o comportamento cinético das lipoxigenases.

transformar a forma inativa da enzima (LOX-Fe*?) na forma ativa (LOX-Fe*).

Na sua auséncia, observa-se um periodo de inducdo na reacdo aerobica.
Portanto, uma das caracteristicas da reacdo enzimatica das LOXs é o periodo
inicial de inducao (SANZ et al., 1992). Este periodo foi verificado também por
SCHILSTRA et al. (1993), que avaliaram o efeito da redistribuicdo transitéria da
enzima nas formas Fe*? e Fe*® durante o processo da reacdo e demonstraram
que a duracdo do periodo de inducdo € inversamente proporcional a
concentracdo da enzima. Além disso, SMITH e LANDS (1972) mostraram que

a reacdo aerdbica esta sujeita a inibicdo por excesso de substrato e que tal

inibicdo foi mais pronunciada em concentracdes baixas de oxigénio.

2.2. Lipoxigenases de sementes de soja

A semente de soja € uma fonte rica em isoenzimas de LOX e, por isso,
tem sido o material biol6gico mais utilizado para os estudos enzimaticos dessa
enzima. Atualmente, pesquisas revelaram que sementes de soja apresentam
trés isoenzimas distintas, denominadas LOX 1, 2, 3 (AXELROD et al., 1981).



As trés LOXs de semente de soja podem ser agrupadas em dois tipos:
I e ll. Atipo | inclui a isoenzima LOX 1, assim denominada em razdo de seu pH
de acao alcalino, sendo seu pH 6timo em torno de 9,5. A tipo Il inclui as duas
restantes, denominadas acidicas, com pH 6timo entre 5,8 e 6,2 (GALLIARD e
CHAN, 1980). As trés isoenzimas apresentam um atomo de ferro ndo-hémico
por molécula de enzima e uma grande similaridade na composi¢cdo de
aminoacidos. LOX 1 apresenta 838 residuos de aminoacidos com peso
molecular de 94.038; LOX 2, 865 residuos com peso molecular de 97.035; e
LOX 3, 859 residuos com peso molecular de 96.541. Além disso, apresentam
de 4 a 7 residuos de cisteina, 13 residuos de triptofano e 6 residuos de
histidina, dos quais 4 deles mantém o &tomo de ferro ligado ao centro ativo da
enzima, sendo importantes na catalise enzimatica (SHIBATA et al., 1987).

LOXs 1 e 2 foram originalmente separadas de LOX 3 com base em
seus diferentes pontos isoelétricos, sendo eles em pH 5,68; 6,25; e 6,15
(CHRISTOPHER et al., 1972). As trés isoenzimas sao proteinas globulares,
cada uma constituida de um unico polipeptideo (AXELROD et al., 1981).

As trés LOXs de semente de soja catalisam a hidroperoxidacdo de
varios substratos, incluindo &cido linoléico, &lcool linolil, hidroxamatos, metil
linoleato, 6leos de sementes fracionados e mono e dilinoleinas (ESKIN et al.,
1977). LOX 1 é a mais reativa ao acido linoléico, ao passo que LOXs 2 e 3
apresentam maior afinidade por metil linoleato (AXELROD et al., 1981). A
hidroperoxidacdo do &cido linoléico catalisada por LOX 2 levou a formagéo do
13- e 9-hidroperdéxido linoléico em igual proporcdo; LOX 3 produziu os dois
hidroperoxidos na proporcao de 35:65, respectivamente. LOX-1 da como
produto quase que exclusivamente o 13-hidroperéxido linoléico na proporcao
95:5 (AXELROD et al., 1981).

LOX 1 pode também catalisar reacdes secundarias e ter como
produtos hidroperéxidos e cetodienos na auséncia de oxigénio; por outro lado,
a LOX 3 catalisa reacBes secundarias e forma cetodienos até mesmo em
presenca de oxigénio. JA4 a LOX 2 nado catalisa a formacdo de produtos
secundarios, nao produzindo cetodienos (GALLIARD e CHAN, 1980).

A maioria das LOXs € inibida por agentes antioxidantes ou substancias

analogas e alguns agentes quelantes, como 4-nitrocatecol e compostos



o-fendlicos, por interagirem com o0 grupo prostético, ou seja, o ferro ndo-hémico
da enzima (SANZ et al., 1992).

SHIBATA et al. (1987) estudaram a estrutura da LOX 1 de soja por
meio de espectroscopia de massa e difracdo de raio-X e concluiram que a LOX
1 possui uma estrutura constituida de dois dominios: um apresenta uma
conformacéo b-cilindrica associada a uma a-hélice e o outro oito conformacgdes
em b-pregueada associada a 22 em a-hélice.

As principais propriedades bioquimicas das isoenzimas lipoxigenases
de soja estao resumidas no Quadro 1.

Quadro 1- Propriedades bioquimicas das isoenzimas lipoxigenases de soja

Isoenzimas

Parametros

LOX 1 LOX 2 LOX 3
Peso molecular 94.038 97.053 96.857
Ponto isoelétrico 5,68 6,25 6,15
pH (6timo) 9,5 6,5 50-9,0
Produto formado *13-HPO:** 9-HPO 95:5 13-HPO: 9-HPO 50:50 9-HPO:13-HPO 65:35
Estabilidade alta baixa média
Especificidade pelo acidos graxos ionizados acidos graxos acidos graxos
substrato néo-ionizados néo- ionizados

* 13-HPO: 13- hidroperdxido linoléico.
** 9-HPO: 9-hidroperdxido linoléico.

2.3. Caracterizacao de lipoxigenases de folhas

As LOXs de semente de soja tém sido extensivamente estudadas, ao
passo que as LOXs de folhas vém sendo pouco pesquisadas. As LOXs de
folnas desempenham diversas func¢des na fisiologia da planta, e pouco se
conhece da relacao estrutura/funcdo dessas isoenzimas (GRAYBURN et al.,
1991).

Estima-se que haja de 10 a 12 genes para lipoxigenases de soja. LOXs

1, 2, 3 de sementes de soja tiveram seus genes sequenciados por



SHIBATA et al. (1987). KATO et al. (1993) mostraram que a expressao do gene
para LOX 4 é aumentada em folhas de soja apés a remocédo dos primordios
florais. BUNKER et al. (1995) observaram aumento na expressao dos genes de
LOXs 5 e 6 em folhas de soja apds a remocédo da vagem. Mais recentemente,
SARAVITZ e SIEDOW (1996) identificaram dois genes de LOXs 7 e 8 que
tiveram sua expressdo aumentada em folhas de soja submetidas a ferimento.

Embora a expressdao de LOX 7 e LOX 8 seja aumentada apds o
ferimento e ap6s a aplicacdo de metil jasmonato, ela também aparece em
niveis elevados em folhas jovens, flores e tecidos embrionarios imaturos. E
possivel que a LOX 7 e a LOX 8 desempenhem papéis fisioldégicos importantes,
estando presentes em todos os estadios de desenvolvimento da planta e
sempre servindo como fase inicial no mecanismo de defesa desta (SARAVITZ
e SIEDOW, 1996).

KLAUER et al. (1991) investigaram o envolvimento das LOXs durante a
fase de crescimento vegetativo e verificaram o acimulo de um polipeptideo de
aproximadamente 94 kDa no vacuolo de células do tecido do mesdbfilo
paraveinal de folhas de plantas de soja. Esse polipeptideo faz parte das
proteinas de reserva vegetativa, que se acumulam durante o crescimento
vegetativo normal e, com o desenvolvimento da vagem, sdo rapidamente
degradadas, aumentando o “pool” de aminoacidos disponiveis para os estadios
iniciais do enchimento do gréo. Logo, sugere-se que LOXs de plantas sejam
proteinas bifuncionais capazes de catalisar a peroxidacdo de lipideos e
também de auxiliar no armazenamento temporario de nitrogénio durante o

crescimento vegetativo.

2.4. FuncOes fisiologicas das lipoxigenases de folhas

Vérios estudos tém sido feitos com o objetivo de esclarecer o papel
das LOXs na fisiologia da planta. As LOXs tém sido estudadas em plantas de
soja (AXELROD et al., 1981; PETERMAN e SIEDOW, 1985; PARK e
POLACCO, 1989; GRAYBURN et al.,, 1991; SARAVITZ e SIEDOW, 1995 e
1996), trigo (MAUCH et al., 1997; BOHLAND et al., 1997), cevada
(REINBOTHE et al.,, 1997), tabaco (RICKAUEAR et al, 1997), tomate



(FARMER e RYAN, 1992), batata (GEERTS et al., 1994), cha preto
(MAHANTA et al., 1995), dentre outras.

HILDEBRAND (1989) e SIEDOW (1991), citando varios autores,
descreveram o envolvimento das lipoxigenases vegetais em quatro areas
principais da fisiologia da planta : crescimento e desenvolvimento; senescéncia;
resposta a ferimentos e protecado contra danos causados por insetos-praga e
patégenos; e biossintese de moléculas regulatorias, além de elas fazerem
parte das proteinas de reserva vegetativa da soja (TRANBARGER et al., 1991).

O nivel de expressao de LOX pode ser regulado por varios compostos,
como: acido abscisico (ABA), acido jasmoénico e seus metil jasmonatos, o0s
quais induzem a expresséo de genes de LOX em soja (BELL e MULLET, 1991;
ANDERSON et al., 1989; GRIMES et al., 1992), Arabidopsis thaliana (MELAN
et al., 1993), batata (FIDANTSET et al., 1993; GEERTS et al., 1994), cevada
(FEUSSNER et al., 1995) e arroz (SCHWEIZER et al., 1997). Além disso,
outros fatores, como ferimento (HILDEBRAND et al., 1989) e patdgenos
(YAMAMOTO e TANI, 1986; OCAMPO et al., 1986; OHTA et al., 1991; ROJAS
et al., 1993), também aumentaram o nivel de expressao de LOX.

STEPHENSON et al. (1998) estudaram a relacdo entre os genes de
LOXs e a localizacdo subcelular de proteinas de reserva vegetativa em folhas
de plantas de soja e sugeriram a existéncia de uma funcdo diferencial
especifica para os genes que codificam LOX. Os genes designados vixa e vixb
codificariam as LOXs ativas durante os estadios vegetativos e reprodutivos da
planta; os genes vixc e vixd codificariam as LOXs inativas que atuam como
proteina de reserva vegetativa; e o gene vixe codificaria as LOXs que sao
expressas e aumentam a atividade em resposta ao ferimento.

LOXs tém sido detectadas em grande numero de plantas (SIEDOW,
1991). Embora as isoformas ocorram em varias células da planta, o tecido
especifico expressando alto nivel de LOX na planta pode variar bastante,
dependendo do estddio de desenvolvimento e das condicdes ambientais.
Normalmente, em tecidos mais novos e em crescimento, como raizes,
cotilédones, hipocodtilos, folhas, flores e sementes, a sua atividade enzimatica
pode variar amplamente (PINSKY et al., 1971).

Estudos para determinar a localizacéo subcelular de LOXs revelaram a

presenca de isoformas predominantemente no citosol (SIEDOW, 1991;



STEPHENSON et al.,, 1998), mas também em cloroplastos de células de
plantas de soja (DOUILLIARD e BERGEROM, 1981; FEUSSNER et al., 1995),
nucleo (FEUSSNER et al., 1995), corpos lipidicos (FEUSSNER e KINDL, 1992)
e associadas a membrana microssomal e plasmatica (DROILLARD et al., 1993;
MACRI et al., 1994; NELLEN et al., 1995) e a vacutolos de células de tecidos do
mesofilo paraveinal (TRANBARGER et al., 1991; STEPHENSON et al., 1998).
LOX também foi encontrada em mitocéndrias e citoplasma de células de
plantas de alfafa (GROSSMAN et al.,, 1972). VERNOOY-GERRITSEN et
al.(1984) estudaram a atividade de LOX em soja, durante a germinacdo e o
desenvolvimento da planta, e verificaram a presenca de LOX em citoplasma e
vaclUolos de células jovens do parénquima e de células epidermais dos
cotilédones. Em raizes, LOX tem sido encontrada associada a vacuolos
(WARDALE e GALLIARD, 1977).

A expressao de LOXs pode ser estimulada em tecidos de plantas que
sofreram infeccdo por patégeno ou que sdo expostas a pragas. Lipideos de
células danificadas podem ser oxidados pelas LOXs para formar
hidroperoxidos de acidos graxos, 0s quais sdo rapidamente degradados para
formar varios produtos, incluindo aldeidos. Compostos como o 2-hexanal,
3-hexanal e 2-nonenal exercem efeito inibitério sobre o crescimento de fungos
fitopatogénicos (VAUGHN e GARDNER, 1993). Assim, estes aldeidos podem
ter um papel importante na resisténcia de plantas a doencas. Na Figura 2 esta
apresentada parte das reacdes em cascata da via das LOXs, em que é
formado o cis-3-hexenal.

Altas atividades de LOXs sdo observadas quando ocorrem danos
fisicos as células, levando a producéo de hidroperdxidos de acidos graxos e de
radicais livres, que ajudam a estimular a ruptura de membranas celulares,
levando a célula a morte. Quando tecidos de plantas sdo danificados por
patbgenos ou mecanicamente, ocorre uma degradacao sequencial de lipideos,
0 que resulta na formacdo de aldeidos volateis de seis e nove carbonos. A
degradacéo inicia-se quando os acidos graxos insaturados, acidos linoléico e
linolénico, sdo dioxigenados pelas LOXs em hidroperoxidos, que sdo entao
clivados pela hidroperéxido liase, formando aldeidos (GARDNER, 1991;
ZHUANG et al., 1992). Os aldeidos de seis carbonos, hexanal, cis-3-hexenal e

trans-2-hexenal, sdo importantes componentes do aroma de folhas verdes, e



os aldeidos de nove carbonos, cis-3-nonenal, cis-6-nonadienal e outros, sdo
encontrados em frutos (HATANAKA et al.,1982).

Os produtos da acdo das LOXs podem também atuar como agentes
toxicos a invasdo de patégenos (HILDEBRAND et al., 1988). Diversos aldeidos
insaturados e volateis, produzidos via LOX a partir de acidos graxos
polinsaturados, foram testados por VAUGHN e GARDNER (1993), com o
objetivo de verificar o seu efeito no crescimento de isolados dos fungos
Colletotrichum truncatum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Dentre os
aldeidos testados estavam o 2-hexenal, 2-nonenal, 3-nonenal e 4-hidroxi-2-
nonenal, os quais podem sair dos locais onde foram produzidos, alcancando
alvos extracelulares (ESTERBAUER et al.,, 1991). VAUGHN e GARDNER
(1993) observaram que os aldeidos foram capazes de inibir o crescimento de
fungos quando presentes no meio de cultura. Os fungos R. solani e S. rolfsii
mostraram-se menos resistentes a estes aldeidos do que o C. truncatum. O
aldeido trans-2-hexanal foi avaliado em varios experimentos e foi capaz de
inibir o crescimento de fungos, insetos e protozoarios. O mecanismo de
atividade antimicrobiana desse composto ndo é conhecido. CROFT et al.
(1993) relataram que bactérias tratadas com este aldeido apresentam
precipitacdo do DNA e lise de algumas células. A Figura 2 mostra uma parte
das reacdes em cascata da via das lipoxigenases, em que é formado o
trans-2-hexenal (CROFT et al., 1993).

As plantas respondem ao ferimento por meio de um variado
mecanismo de defesa, incluindo fortificacdo da parede celular, aumento da
expressdo de genes de defesa, sintese de moléculas antimicrobianas, bem
como a iniciacdo de processos que levam a cicatrizacdo (ROSAHL, 1996).
Quando o inseto se alimenta de planta, ele provoca danos e, em resposta a
esse dano, a planta produz niveis elevados de compostos volateis, os quais
podem servir como sinais quimicos que atraem 0s inimigos naturais do inseto.
Sao produzidos terpenos aciclicos, bem como chiquimatos, butiratos e
compostos volateis como o 3-hexenal, produzidos pela via das LOXs, quando
folhas s&o danificadas (PARE e TUMLINSON, 1997).
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Figura 2 - Via das lipoxigenases mostrando parte das reacdes em cascata a
partir do acido linoléico.
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2.5. Sintese de moléculas regulatorias

As LOXs estdo envolvidas na sintese de moléculas regulatérias. Os
hidroperoxidos de acidos graxos, produtos primarios da reacdo enzimatica, sdo
moléculas reativas capazes de afetar a integridade de sistemas bioldgicos.
Estes hidroperoxidos podem ser metabolizados em plantas superiores por meio
de um complexo mecanismo e da origem a dois compostos: acido traumatico e
acido jasmonico, de acordo com a Figura 2.

Esses dois compostos estdo envolvidos na resposta da planta a
ferimentos. O acido traumatico € conhecido como horménio do ferimento e o
acido jasménico é um potente indutor de inibidores de proteases quando
plantas séo injuriadas (MUELLER, 1997), além de ser indutor da expresséo
génica de LOXs em folhas primarias, hipocétilos e cotilédones (GRIMES et al.,
1992).

Os niveis e as func¢des do acido jasmonico variam nas plantas nao
somente nas células dos diferentes tipos tecidos, mas também nos diferentes
estadios de desenvolvimento e em resposta a diferentes estimulos ambientais
(CREELMAN e MULLET, 1997). Os niveis de acido jasmonico em semente de
soja é baixo, mas ele € encontrado em altos niveis em folhas, células de
tecidos jovens de raizes, flores e frutos em crescimento (CREELMAN e
MULLET, 1995). RICKAUEAR et al. (1997) investigaram a funcdo do acido
jasmodnico no sistema de defesa de plantas de tabaco, utilizando culturas de
células de tabaco tratadas com o patégeno Phytophthora parasitica var.
nicotianae, e constataram que este induziu atividade de LOXs e um rapido
aumento nos niveis de acido jasménico.

FARMER e RYAN (1992) postularam que o acido jasménico é parte
integral de um sistema de transducao de sinal intracelular que regula genes de
defesa (inibidores de proteases). Segundo FARMER e RYAN (1992), quando a
planta é ferida por insetos, € produzido um sinal sistémico: sistemina (um
peptideo constituido de oito residuos de aminoacidos); ou quando a planta &
ferida por um patégeno, é produzida uma molécula-sinal: oligouronideo
(polissacarideo presente na parede celular de plantas, liberado pela acdo
de patogenos). Entretanto, RICKAUEAR et al. (1992) verificaram que

oligogalacturonideos e quitosan (polissacarideos liberados da parede celular de
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fungos) também atuam como moléculas-sinais. Tanto a sistemina quanto o
oligouronideo possuem um receptor especifico, localizado na membrana
plasmatica. Quando a sistemina se liga ao receptor | ou quando o
oligouronideo se liga ao receptor Il, ocorre a ativacdo de uma lipase localizada
na membrana plasmatica; esta libera acido linolénico da membrana para o
citosol e entdo ocorre acdo enzimatica das LOXs, sendo o &cido linolénico
convertido em acido 13-hidroperoxido linolénico. O &cido 13-hidroperéxido
linolénico formado é convertido em acido jasmonico por acdo enzimatica de
uma deidratase, uma redutase e trés ciclos de b- oxidagbes. Em seguida, o
acido jasmonico e uma proteina cinase (requerida para a ativagao) ligam-se a
um receptor, ativando a expressao de genes de inibidores de proteases. O
mecanismo de ligacdo do acido jasmbnico ao receptor para a ativacao génica
nao é conhecido (FARMER e RYAN, 1992). A Figura 3 mostra a representacdo
do modelo de sinalizacao proposto por FARMER e RYAN (1992).

2.6. Resposta a ferimentos

O aumento na expressdo de genes de LOXs foi detectado em plantas
submetidas a varios tipos de estresses, incluindo ataque por insetos
(HILDEBRAND et al., 1989), infeccdo por bactérias e fungos patogénicos
(YAMANOTO e TANI, 1986; PAUTOT et al., 1991), baixos niveis de agua
(BELL e MULLET,1991) e ferimentos mecénicos (HILDEBRAND et al., 1989;
GEERTS et al.,1994; SARAVITZ e SIEDOW, 1996). Embora haja aumento da
expressdo de genes de LOXs associado ao estresse, a sua funcao fisioldgica
ndo estda bem estabelecida. Varias propostas tém sido feitas, incluindo a
degradacdo da membrana durante a resposta de hipersensibilidade (CROFT
etal.,, 1993), a producdo de derivados de acidos graxos e moléculas
antimicrobianas (CROFT et al., 1993) e a sintese de substancias que regulam o
crescimento e que estdo associadas ao estresse, como ABA (CREELMAN
et al., 1992) e acido jasmonico (FARMER e RYAN, 1992).

SARAVITZ e SIEDOW (1996) sugeriram ainda a existéncia de no
minimo dois genes de LOX que codificam LOX 7 e LOX 8, presentes em folhas

ndo-feridas, e que tém a sua transcricdo aumentada oito horas apés o
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ferimento. O gene que codifica LOX 8 apresenta resposta local, enquanto o
gene que codifica LOX 7 apresenta resposta sistémica. Segundo SARAVITZ e
SIEDOW (1996), ainda é néo € claro o papel das LOXs no sistema de defesa
das plantas, devido a existéncia de uma complexa via de transduc¢éo de sinais,
da qual as lipoxigenases fazem parte.

Vérios experimentos tém sido realizados para verificar o aumento da
expressdo de genes de inibidores de proteases, como a aplicacdo de &cido
jasménico (REINBOTHE et al.,, 1997) ap6s ferimento e inoculagdo com
patdgenos em plantas de tomate e batata (PENA-CORTES et al., 1989), folhas
de trigo (BOHLAND et al., 1997) e suspensdes de células de tabaco
(RICKAUEAR et al., 1997). Tém sido estudados intensivamente os efeitos dos
acidos jasmoénico e abscisico, os quais sdao componentes importantes da
resposta da planta a ferimentos. Estes sdo fito-hormbénios que provocam o
aumento da expressao de genes induzidos por ferimento, quando séo
aplicados nas partes externas da planta ou quando esta € ferida
(HILDEBRAND et al., 1992; REINBOTHE et al., 1997; DAMMANN et al., 1997).
DAMMANN et al. (1997) estudaram a expressdo diferencial de genes de
inibidores de proteases, catepsina D, leucina aminopeptidase e de treonina
deaminase em raizes e folhas de batata tratadas com &cidos abscisico e
jasmonico e submetidas a ferimento. Verificaram que apdés o ferimento
mecanico, nas raizes e nos tecidos de folhas de batata, ocorre aumento de
acido jasmoénico enddgeno e subseqlente ativacdo e aumento da expressao
destes genes em diferentes partes da planta. Esses autores sugeriram ainda a
existéncia de uma complexa via de transducédo de sinais especifica, presente
em cada 6rgao da planta que regula os efeitos desses fito-horménios. Segundo
DAMMANN et al. (1997), é preciso esclarecer a funcéo bioquimica e fisiolégica
das isoenzimas de lipoxigenases, uma vez que o acido abscisico e o jasmonico
sdo produzidos pela via das LOXs, quando a planta é submetida a estresses
como ferimento, ataque de insetos e pragas, excesso de sais e baixos niveis
de agua; logo, as isoenzimas de LOXs estdo relacionadas com o aumento da
expressao diferencial de genes induzidos por ferimento que atuam no sistema
de defesa da planta.

GIRI et al. (1998) identificaram sete isoformas de inibidores de

proteases em grado-de-bico e descreveram o acumulo diferencial destes
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inibidores durante o desenvolvimento de sementes, bem como a inducdo e o
aumento da atividade destas isoformas em sementes imaturas apds o ataque
de larvas de Helicoverpa armigera, uma praga que destréi plantacdes dessa
leguminosa. No entanto, estas isoformas de inibidores foram inativadas por
proteases do intestino das larvas. Alguns inibidores de proteases séo
constitutivamente expressos em altos niveis em sementes e 0rgaos de reserva,
ao passo que outros sdo induzidos nas folhas, em resposta ao ferimento (GIRI
et al., 1998).

Em recentes pesquisas, varios outros compostos e proteinas foram
identificados, evidenciando a via de sinalizacdao (WASTERNACK e PARTHEIR,
1997). Um deles foi a prosistemina, um polipeptideo contendo 200 residuos de
aminoécidos que da origem a sistemina (sinal sistémico induzido, expresso
apos ferimento, que pode ser translocado via floema e alcancar as partes
aéreas da planta). O modelo mais recente para descrever a via do mecanismo
de sinalizacédo foi proposto por WASTERNACK e PARTHEIR (1997). Neste
mecanismo, uma LOX localizada dentro dos cloroplastos, denominada LOX
13, uma aleno oxido-sintetase, uma aleno oxido-ciclase e trés ciclos de
b-oxidacbes sdo necessarios para formar o acido jasménico, que atua na
ativacdo de genes inibidores de proteases. A ativacdo desta via € iniciada pelo
acido linolénico, sendo necessario um &cido abscisico enddégeno. Sugere-se
também a necessidade de etileno juntamente com &cido jasmonico e atuacao
de oligogalacturonideos, quitosan e outros sinais locais externos, como luz
ultra-violeta, que podem também acionar a via de sinalizacdo em cascata. A
Figura 4 mostra essa via de sinalizacdo. Pouco se conhece a respeito da
funcdo dos demais componentes intracelulares produzidos que também atuam
na ativacdo da via de sinalizacdo de expressdo de genes induzidos por
ferimento e outros tipos de estresse (WASTERNACK e PARTHEIR, 1997).

A via de transducéo de sinais do acido jasmonico ainda ndo esta bem
esclarecida. Presume-se que ele interaja com receptores de sinais de
membranas, os quais ativam a via de sinalizacdo, resultando assim na ativacao
de genes de inibidores de proteases em resposta a ferimento, bem como na
ativacdo de outros genes que influenciam o crescimento, o desenvolvimento, a
resposta a patdégenos e o amadurecimento de frutos (CREELMAN e MULLET,
1997).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Reagentes

Todos as solucbes utilizadas neste trabalho foram preparadas com
agua deionizada.

Os reagentes utilizados nos experimentos tiveram as seguintes
procedéncias: acido acético, bicarbonato de sodio, borato de sdodio, carbonato
de sodio, citrato de sédio, fosfato monossédico, fosfato dissédico, acetato de
sodio, &cido linoléico, &cido bicinconinico, albumina sérico bovina, tripsina
pancreatica bovina (tipo lll), N-benzoil-D,L-arginina-p-nitroanilina (D,L-BApNA),
cloreto de célcio diidratado -SIGMA CHEMICAL CO, &cido bdrico, tris
(hidroximetilaminometano)-HCI, hidroxido de sdédio, acido cloridrico, 3-metil-2-
benzotiazolinona hidrazona (MBTH), etanol, acetona, cloreto de ferro lll, sulfato
de cobre -MERCK.

3.1.2. Equipamentos

Balanca analitica modelo AT 200 - METTLER
Banho-maria — modelo 100 — FANEM LTDA.
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Centrifuga — modelo 5415C

Centrifuga — modelo J2-MI - BECKMAN

Cromatografo Shimadzu, modelo 14B, equipado com detector de
ionizagdo de chama, coluna carbowax (25 m x 0,52 mm), “head-space”
modelo 2B e integrador CR-7A para as analises de hexanal.

Crondémetro modelo Mondaine

Espectrofotdmetro - modelo DU 650 — BECKMAN

Espectrofétometro - modelo DU 70 — BECKMAN

Potenciémetro - modelo B374- MICRONAL

3.1.3. Materiais genéticos

Utilizaram-se como fontes de enzima folhas de soja da variedade
IAC100 e da linhagem IAC100-TN no estadio V3 de desenvolvimento (FEHR e
CAVINESS, 1977). A variedade IAC-100 possui as trés isoenzimas de
lipoxigenases na semente e é resistente a insetos. A linhagem triplo Nulo
(IAC-100 TN), desprovida das isoenzimas de lipoxigenases na semente, faz
parte do programa de melhoramento da soja da UFV. Esta linhagem apresenta
heranca genética mendeliana simples, na qual os genes de LOXs 1 e 2 estdo
ligados e LOX 3 é independente, e foi obtida inicialmente a partir de dois
retrocruzamentos, utilizando como projenitor recorrente a variedade 1AC-100.
Na geracdo F2 do segundo retrocruzamento, foram selecionadas sementes
com auséncia de LOXs 1, 2 e 3. Foram selecionadas plantas com
caracteristicas fenotipicas semelhantes as da variedade IAC-100, as quais
foram autofecundadas até a geracdo F6, a fim de multiplicar sementes e
proceder a mais selecdes de plantas que se assemelhassem com a variedade
IAC-100. As plantas da geracdo F6 foram novamente selecionadas e
submetidas ao tratamento. As plantas de soja da variedade e da linhagem
IAC-100 foram cultivadas em casa de vegetacdo, em vasos com capacidade
para 4,0 kg de solo, sendo cultivadas quatro plantas por vaso. Os trés foliolos
da primeira folha trifoliolar danificados e os trés foliolos da segunda folha
trifoliolar foram coletados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados

a -80 °C, para posterior analise.
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3.2. Métodos

3.2.1. Ferimento das plantas

Foram feitos sete ferimentos nos trés foliolos da primeira folha trifoliolar
de plantas de soja no estadio V3, com o auxilio de uma pinc¢a, construida de
modo que seus dentes ndo danificassem a folha totalmente e os ferimentos
fossem bem uniformes, conforme mostram as Figuras 5 e 6. Apos 0, 6, 12, 24,
48 e 168 horas de ferimento, os trés foliolos da primeira e segunda folhas
trifoliolares completamente expandidas foram coletados, para posterior
obtencdo de extratos foliares. A resposta local aos ferimentos foi determinada
na primeira folha trifoliolar, submetida aos ferimentos. A resposta sistémica foi
determinada na segunda folha trifoliolar, nao-ferida. Os resultados e as
analises bioquimicas foram comparados com aqueles determinados em

plantas-controles.

3.2.2. Obtencéao de extratos foliares

O preparo do extrato bruto foi realizado a 4°C, de acordo com o
método de OHTA et al. (1986), acrescido das seguintes modificacfes: tampao
fosfato de sodio 0,05 M, pH 6,5 em substituicdo ao fosfato 0,1 M, além de néo
ter sido utilizado Triton x-100.

Trés foliolos foram pesados, imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e triturados em almofariz. O pé obtido foi macerado em tampao fosfato
de sédio 0,05 M, pH 6,5, na proporcéo 1:3 (p/v) e, em seguida, transferido para
tubos de centrifuga e centrifugado a 17.200 g por 30 minutos, a 4°C. O
sobrenadante, denominado extrato bruto, foi submetido a dosagem de

proteinas e a determinagéo da atividade de lipoxigenase.

3.2.3. Determinacdao de proteinas totais no extrato bruto

As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método do acido
bicinconinico (SMITH et al.,, 1985), tendo a albumina sérico bovina como

padrdo, na concentracdo de 2,0 mg/mL. Para o preparo do reagente A,
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Figura 5 - Folha ferida nas nervuras centrais e secundarias

Figura 6 - Planta ferida na primeira folha trifoliolar, no estadio V3 de
desenvolvimento.
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dissolveram-se 1,0 g de bicinconinato de sddio, 160,0 mg de tartarato de
sédio, 1,8 g de carbonato de sédio, 400,0 mg de hidréxido de sodio e 950,0 mg
de bicarbonato de sédio em 100 mL de agua deionizada, e o pH foi ajustado
para 11,3. Para o preparo do reagente B, dissolveram-se 4,0 g de sulfato de
cobre em 100 mL de agua deionizada. Para as dosagens, em triplicatas, a
50 nL da amostra adicionou-se 1,0 mL do reagente de trabalho (50 partes do
reagente A e 1 parte do reagente B). A solucdo foi agitada e colocada em
banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados a

temperatura ambiente e a absorvancia foi lida a 562 nm.

3.2.4. Métodos analiticos cinéticos
3.2.4.1. Medida da atividade de lipoxigenases

A atividade foi determinada segundo o método descrito por AXELROD
et al. (1981). Neste método é medido o aumento da absorvancia a 234 nm,
resultante da formacdo de um sistema de duplas ligagdes conjugadas no
hidroperéxido formado apés a acao enzimatica das LOXs.

Preparou-se uma solucao-estoque de acido linoléico 10 mM, como se
segue: a um frasco erlenmeyer envolvido por papel-aluminio contendo
aproximadamente 10 mL de &agua deionizada, previamente fervida, foram
adicionados 78 nL de acido linoléico e 90 nL de Tween 20. Em seguida,
homogeneizou-se a solugdo succionando com uma pipeta automaética,
evitando-se a formacao de bolhas. Para o clareamento da solugcédo foram
adicionadas gotas de solucdo de hidroxido de sbédio 0,5 M. Apds o
clareamento, a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL,
envolvido por papel-aluminio, e o volume completado para 25 mL com agua. A
solucéo-estoque do acido linoléico foi dividida em aliquotas de 1 mL, em
microtubos envolvidos em papel-aluminio, e armazenadas a -20°C. Para a
andlise da atividade de lipoxigenases, misturaram-se 1 nL do extrato bruto
foliar e 4 nL da solucdo-estoque de &cido linoléico em 1 mL de tampéo acetato
0,05 M, pH 4,5, ou em 1 mL de tampao fosfato 0,05 M, pH 6,0. A absorvancia

da mistura de reacdo a 234 nm foi determinada de 30 em 30 segundos por um
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periodo de 2,5 minutos. Sob as mesmas condicfes, procedeu-se com O
branco, que consistiu apenas de substrato e tampao. Todas as determinacdes
foram realizadas em triplicatas. A partir dos valores de absorvancia obtidos em
234 nm, foram calculadas as velocidades de formacdo dos produtos, utilizando-
se a seguinte equacao:

V - A234
elt

em que
Aoz = absorvancia a 234 nm;
e = coeficiente de extincdo molar dos hidroperoxidos do acido linoléico
em 234 nm (e = 25000 M*.cm™);
t = 120 segundos (tempo de incubacéo); e

1 = caminho ético (1,0 cm).

3.2.4.2. Efeito do pH sobre a velocidade de formacédo de hidroperéxidos
do &cido linoléico

Nestes experimentos foram utilizados os seguintes sistemas-tampéo,

na concentracao de 0,05 M:

TAMPAO Faixa de pH
acido citrico/fosfato dissodico 2,0-2,5
acido citrico/citrato de sodio 3,0-3,5
acido acético/acetato de sédio 4,0-4,5
acido citrico/citrato de sodio 5,0-5,5
fosfato monos sodico/fosfato dissodio 6,0-7,0
Tris-HCI 7,5-8,5
acido borico/borato de sodio 9,0-10,0

Para obter o perfil de atividade de LOX em fungdo do pH, foi
determinada a atividade de LOX, conforme o item anterior, em cada um dos
valores de pH descritos anteriormente. Apos a determinacéo das velocidades,
construiu-se um grafico, alocando na ordenada as velocidades de formacao de
hidroperéxidos do &cido linoléico e na abscissa os valores de pH testados.
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3.2.4.3. Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacao de
hidroperdéxidos do acido linoléico

O efeito da temperatura sobre a taxa de oxidacdo do acido linoléico
catalisada pela acédo das lipoxigenases foi determinado a 20, 25, 30, 35 e
40°C. Foi utilizado banho-maria para que as solugdes alcancassem as
respectivas temperaturas, como também espectrofotdmetro com aquecimento,
para que as mesmas se mantivessem nos mesmos valores de temperaturas.
Os experimentos foram feitos a pH 4,5 e 6,0, utilizando-se o0s respectivos

sistemas tamponantes ja mencionados.

3.2.4.4. Determinacdo dos parametros cinéticos de lipoxigenases em
plantas de soja submetidas a ferimentos foliares

A atividade de lipoxigenases foi determinada conforme anteriormente
descrito, em tampéao fosfato pH 6,0, utilizando-se acido linoléico com substrato,
nas concentracdes de 1 x 10™; 2 x 10™; 4 x 10™; 8 x 10; 16 x 10™; 32 x 10™;
64 x 10° e 128 x 10° M.

Os parametros cinéticos, no estado estacionario, foram obtidos por
meio da regresséo nao-linear, tendo sido utilizado o programa de computacao
Enzifitter LEATHERBARROW, 1987).

3.3. Determinacao de inibidores de proteases
3.3.1. Preparo do extrato

As folhas de soja pesadas foram transferidas para um almofariz. Em
seguida, adicionou-se nitrogénio liquido, para que fossem maceradas, e ao po
obtido adicionou-se tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de
calcio, na proporcéao 1:3 (1 grama de folha para 3 mL de solu¢do-tampao). O
extrato bruto foi levado para centrifuga durante 30 minutos a 4 °C, a 17.200 g.
A seguir, transferiu-se o sobrenadante para um tubo eppendorf, submetendo-o
a uma nova centrifugacao. O extrato obtido foi mantido em banho de gelo.
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3.3.2. Determinacéao de inibidores de proteases

A determinacao de inibidores de proteases foi realizada por meio da
atividade da tripsina na presenca ou na auséncia de inibidores e consistiu no
seguinte procedimento analitico: analise do teste: 100 niL do extrato e 500 niL
de tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de célcio e 50 nL da
solucdo de tripsina (3,58 x 10 M), foram adicionados em um tubo de ensaio.
Para andlise do controle da enzima, foram adicionados num outro tubo de
ensaio 600 niL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de calcio
e 50 niL da solucdo de tripsina (3,58 x 10™ M). Essa mistura contida em ambos
0os tubos (teste e controle da enzima) foi incubada por cinco minutos, a
temperatura ambiente. Apds esse tempo, 500 nL dessa solucdo (teste e
controle da enzima) foram retirados e adicionados a outro tubo contendo
500 nL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, com 20 mM de cloreto de célcio e com
500 ni da solucéao de D,L-BApNA (1,2 mM). A mistura foi agitada rapidamente,
e a absorvancia da solucdo foi medida em espectrofotbmetro a 410 nm,
durante dois minutos. As andlises foram feitas em triplicatas. A porcentagem de
inibicdo foi calculada a partir das leituras de absorvancia do controle da enzima
e do teste. Os resultados foram convertidos em miligrama (mg) de tripsina pura
inibida por grama (g) de proteina, de acordo com a seguinte formula:

mg de tripsina inibida/grama de proteina = C 1000° P fooz 5
em que

A (410 nm) = absorvancia do padréo - absorvancia da amostra;

B = diluigdo da amostra;

P = concentracdo, em g/ml, de proteina dos extratos; e

C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuacao de 1 ng de tripsina
ativa sobre o substrato D,L-BApNA da uma leitura de absorvancia em
410 nm de 0,019 (KAKADE et al., 1974).

3.4. Determinacdao de aldeidos totais

Nas determinacdes de aldeidos totais, nos extratos foliares, foi utilizado
0 método colorimétrico que tem o 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH)
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como reagente de cor. Os foliolos foram liofilizados e moidos; em seguida
pesaram-se 50 mg do p6 obtido e adicionaram-se 4 mL de etanol 2%. Apés
duas horas a temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 31.000 g por
15 minutos, a 15 °C. Tomou-se uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante e
adicionaram-se 0,5 mL de solucdo de MBTH 0,1% e 1,25 mL de FeCl; 0,23%.
Exatamente seis minutos apés o tratamento com FeCls, adicionaram-se 3 mL
de acetona. As leituras da absorvancia foram feitas a 635 nm, sendo os
resultados expressos como a diferenca entre a absorvancia observada ao final
da reacédo e a absorvancia da reacdo-controle, na qual a acetona foi adicionada

antes da adicdo do MBTH. As analises foram realizadas em triplicatas.

3.4.1. Determinacao de hexanal

A determinacdo de hexanal foi realizada por cromatografia gasosa,
pelo método do “head-space”, adaptado por Rezende et al. (1986). O método é
baseado na analise do conteddo do espaco livre de frascos hermeticamente
fechados, contendo 50 mg da amostra liofilizada e moida e 1 mL de tampéao
fosfato de sodio 0,5 M, pH 7,0, aquecidos a 40 °C por 20 min; entdo, o
conteudo € injetado automaticamente na coluna carbowax (25 m x 0,52 mm) do
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance), equipado com detector de
ionizacdo de chama “head-space”, modelo 2B, e integrador CR-7A. As analises
foram realizadas em triplicatas, sob as seguintes condi¢cdes: temperatura inicial
de coluna de 45 °C programada para elevar a 7 °C por minuto, até 70 °C, que
foi mantida por cinco minutos, elevando posteriormente a 15 °C por minuto, até
200 °C; a temperatura do injetor foi de 200 °C, e a do detector, de 250 °C.

Utilizou-se nitrogénio como géas de arraste.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito do pH sobre a velocidade de formacédo de hidroperéxidos do
acido linoléico

As Figuras 7, 8, 9 e 10 apresentam os perfis pH-atividade de
lipoxigenase sobre a formacg&do de hidroperoxidos do &cido linoléico nas
respostas local e sistémica de plantas da variedade IAC-100 e da linhagem
IAC-100 TN, coletadas 168 horas apds ferimento, com seus respectivos
controles. Os perfis para os tempos 0, 6, 12, 24 e 48 horas apds o ferimento,
dos dois genoétipos analisados, apresentaram-se semelhantes aos de 168
horas (dados ndo mostrados).

Os resultados mostram dois picos mais acentuados de atividade de
lipoxigenases a pH 4,5 e 6,0 para os dois genétipos, nos testes e nos
respectivos controles, tanto na resposta local quanto na resposta sistémica. Os
dados mostram que houve tendéncia de aumento da atividade de LOX nas
respostas local e sistémica ao ferimento mecanico.

Observa-se ainda que na resposta local o pico em pH 4,5 apresenta-se
mais acentuado do que o pico em pH 6,0, para os dois gendtipos com 0s seus
respectivos controles. J& para a resposta sistémica observa-se que 0 pico em
pH 6,0 apresenta-se mais acentuado do que em pH 4,5.

Os valores de pH 6timo das LOXs de folhas da variedade IAC-100 e do

gendtipo IAC-100 TN, submetidas a ferimento mecéanico, estdo dentro da faixa
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Figura 7 - Efeito do pH sobre a velocidade de formacéo de hidroperéxidos do
acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100. --- resposta local (foliolos da primeira folha
trifoliolar) de plantas feridas e -0- controles coletados 168 horas apos
ferimento mecéanico. Condi¢cdes experimentais: enzima e substrato
incubados a 25°C, nos seguintes tampdes 0,05M: &cido
citrico/fosfato dissodico pH 2,0 e 2,5; acido citrico/citrato de sodio,
pH 3,0 e 3,5; acido acético/acetato de sddio pH 4,0 e 4,5; acido
citrico/citrato de sodio, pH 5,0 e 5,5; fosfato monossédico/ dissodio
pH 6,0, 6,5 e 7,0; Tris-HCI pH 7,5, 8,0 e 8,5; acido bérico/borato de
sédio pH 9,0, 9,5 e 10. Concentracédo do &cido linoléico: 4,0 x 10™ M.
Quantidade de extrato bruto:1 nL. Concentracdo de proteina total:
folhas de plantas feridas (resposta local): 1,58 mg/mL; folhas de
plantas-controle: 1,82 mg/mL.
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Figura 8 - Efeito do pH sobre a velocidade de formacéo de hidroperdxidos do
acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100. -- - resposta sistémica (foliolos da segunda folha
trifoliolar) de plantas feridas e -o- controles coletados 168 horas apos
ferimento mecanico. Condi¢cdes experimentais: enzima e substrato
incubados a 25°C, nos seguintes tampdes 0,05 M: acido citrico/
fosfato dissodico pH 2,0 e 2,5; &cido citrico/citrato de sodio, pH 3,0 e
3,5; acido acético/acetato de sédio pH 4,0 e 4,5; acido citrico/citrato
de sddio, pH 5,0 e 5,5; fosfato monossédico/dissédio pH 6,0, 6,5 e
7,0; Tris-HCI pH 7,5, 8,0 e 8,5; acido bdrico/borato de sédio pH 9,0,
9,5 e 10. Concentracdo do &cido linoléico 4,0 x 10 M. Quantidade
de extrato bruto:1 nmL. Concentracdo de proteina total (resposta
sistémica) - 1,58 mg/mL; controles: 1,82 mg/mL.
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Figura 9 - Efeito do pH sobre a velocidade de formacéo de hidroperoxidos do
acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja do
genadtipo IAC-100 TN. --- resposta local (foliolos da primeira folha
trifoliolar) de plantas feridas e -o- controles coletados 168 horas ap0s
ferimento mecéanico. Condi¢cdes experimentais: enzima e substrato
incubados a 25°C, nos seguintes tampdes 0,05 M: &cido citrico/
fosfato dissadico pH 2,0 e 2,5; &cido citrico/citrato de sodio, pH 3,0 e
3,5; acido acético/acetato de sédio pH 4,0 e 4,5; &cido citrico/citrato
de sddio, pH 5,0 e 5,5; fosfato monossédico/dissédio pH 6,0, 6,5 e
7,0; Tris-HCI pH 7,5, 8,0 e 8,5; acido borico/borato de sédio pH 9,0,
9,5 e 10. Concentracdo do acido linoléico: 4,0 x 10° M. Quantidade
de extrato bruto:1,0 nL. Concentracdo de proteina total: folhas de
plantas feridas (resposta local): 1,72 mg/mL; folhas de plantas-
controles - 1,70 mg/mL.
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Efeito do pH sobre a velocidade de formacéo de hidroperdxidos
do acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas do
gendtipo IAC 100 TN. --- resposta sistémica (foliolos da segunda
folha trifoliolar) de plantas feridas e -o- controles coletados
168 horas apods ferimento mecéanico. Condi¢Bes experimentais:
enzima e substrato incubados a 25°C, nos seguintes tampdes
0,05 M: acido citrico/fosfato dissoédico pH 2,0 e 2,5; acido
citrico/citrato de sodio pH 3,0 e 3,5; acido acético/acetato de sédio
pH 4,0 e 4,5; &cido citrico/citrato de sédio, pH 5,0 e 5,5; fosfato
monossadico/dissodio pH 6,0, 6,5 e 7,0; Tris-HCI pH 7,5, 8,0 e
8,5; &cido bdrico/borato de sodio pH 9,0, 9,5 e 10. Concentracdo
do 4cido linoléico 4,0 x 10 M. Quantidade de extrato bruto: 1 ni.
Concentragao de proteina total (resposta sistémica) - 1,71 mg/mL;
controles: 1,81 mg/mL.
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de pH 6timo verificada para as LOX de outras fontes, como por exemplo: as
LOXs das variedades IAC-100 e cristalina, pH 6timo 6,0, linhagem “Triplo
Nulo”, pH 6timo 7,0 (LANNA et al., 1996); LOXs de tubérculos de batata, pH
5,5-6,0 (GALLIARD e PHILLPS, 1971); LOXs de semente de girassol, pH
6timo 6,2 (LEONI et al., 1985); e LOXs de pimentéo, pH 6timo 6,5 (MINGUEZ-
MOSQUEIRA et al., 1993).

Os resultados sugerem que as LOXs que atuam em pH 4,5 e pH 6,0
respondem tanto no local do ferimento quanto sistemicamente.

SARAVITZ e SIEDOW (1996) e HILDEBRAND et al. (1989) traba-
Iharam com plantas de soja submetidas a ferimento mecanico e observaram o
aumento da expressdo de genes que codificam LOXs, apés o ferimento. O
mesmo foi observado por GEERTS et al. (1994), que trabalharam com batata,
e MAUCH et al. (1997), com trigo. Portanto, os resultados sugerem que o
aumento da atividade de lipoxigenase tanto na resposta local quanto na
sistémica, nos dois genotipos, talvez seja devido ao aumento da expressao e

transcricdo de genes de lipoxigenases que respondem ao ferimento.

4.2. Efeito datemperatura sobre a taxa de formacéo de hidroperdoxidos do
acido linoléico

O efeito da temperatura na atividade de LOXs diante do &cido linoléico
a pH 4,5 para os gendétipos IAC-100 e IAC 100-TN, coletados 168 horas ap6s
ferimento, com seus respectivos controles, esta apresentados nas Figuras 11 e
12. Os perfis para os tempos de 0, 6, 12, 24 e 48 horas colhidos pos-ferimento,
dos gendtipos, apresentaram-se semelhantes aos de 168 horas (dados ndo
mostrados). Além disso, observa-se atividade mais acentuada a 25°C, na
resposta local, para os dois genétipos e seus respectivos controles. No caso da
resposta sistémica, observa-se aumento da atividade de LOX, com aumento da
temperatura nos dois gendtipos analisados e em seus respectivos controles.
Observa-se que nédo foi possivel determinar a temperatura 6tima de atuacao
das isoenzimas de lipoxigenases na resposta sistémica, devido ao aumento da
atividade de lipoxigenase, com aumento da temperatura nos dois genaotipos
analisados e em seus respectivos controles, na faixa de temperatura testada.
Assim, foi escolhida a temperatura de 25°C para determinar a atividade de
LOXs.
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Figura 11 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacdo de

hidroperéxidos de acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases
de folhas da variedade IAC-100 a pH 4,5. --- resposta local
(foliolos da primeira folha trifoliolar) e -o- controles coletados
168 horas apds o ferimento. CondicBes experimentais: tampéao
acetato de sédio 0,05 M, pH 4,5, a 20, 25, 30, 35 e 40°C.
Concentracdo do &cido linoléico: 4,0 x 10° M. Quantidade de
extrato bruto: 1 niL. Concentracdo de proteina total: folhas de
plantas feridas - 0,63 mg/mL; folhas de plantas-controles -
1,09 mg/mL.
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Figura 12 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacao de
hidroperdxidos de acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases
de folhas da linhagem IAC-100 TN a pH 4,5. --- resposta local
(foliolos da primeira folha trifoliolar) e -o- controles coletados
168 horas apds o ferimento. Condi¢cdes experimentais: tampao
acetato de sbédio 0,05 M, pH 4,5, a 20, 25, 30, 35 e 40°C.
Concentracdo do Acido linoléico: 4,0 x 10° M. Quantidade de
extrato bruto: 1 nL. Concentracdo de proteina total: folhas de
plantas feridas - 1,23 mg/mL; folhas de plantas-controles -
1,32 mg/mL.



O efeito da temperatura na atividade de LOXs diante do acido linoléico
a pH 6,0, para os genotipos IAC-100 e IAC 100 TN, coletados 168 horas ap6s
ferimento mecéanico, com seus respectivos controles, encontra-se representado
nas Figuras 13, 14, 15 e 16. Os perfis para os tempos de 0, 6, 12, 24 e
48 horas colhidos pos-ferimento, dos dois gendtipos, apresentaram-se
semelhantes aos de 168 horas (dados ndo mostrados). Observa-se atividade
mais acentuada a 25 °C para os dois genoétipos e seus respectivos controles,
tanto na resposta local quanto na sistémica. Em pH 6,0, a atividade dos testes
apresentou-se marcadamente mais elevada do que 0s respectivos controles na
faixa de valores de temperatura estudados.

Os dados obtidos sugerem que os dois gendtipos apresentam dois
picos mais acentuados de pH, sendo um em pH 4,5 e outro em 6,0, em
respostas local e sistémica com seus respectivos controles, para todos 0s
tempos de resposta ao ferimento.

LANNA et al. (1996) analisaram as lipoxigenases foliares dos gendétipos
da variedade IAC-100, Cristalina e do genétipo ‘Triplo Nulo’ e verificaram que a
temperatura 6tima de atuagdo foi de 25°C, sendo, portanto, a mesma
temperatura obtida. Os dados obtidos sugerem ainda que os dois genoétipos
responderam ao ferimento e que as isoenzimas de LOXs que atuam em
resposta ao ferimento, em pH 4,5 e 6,0, aumentam sua velocidade de formacéo
de hidroperéxidos do &cido linoléico. SARAVITZ e SIEDOW (1996),
trabalhando com plantas de soja submetidas a ferimento mecanico, isolaram
dois cDNA que codificam LOXs, designados LOX 7 e LOX 8. As mensagens
correspondentes a esses cDNAs tém a sua expressao apos o ferimento. LOX 7
aumentou sistemicamente 8 horas apés o ferimento, e LOX 8, a partir de 8 até
72 horas apés o ferimento. Em analogia, talvez nos resultados esteja ocorrendo
aumento de expressao de genes que codificam para LOX-7 e LOX-8, como
sugerido por SARAVITZ e SIEDOW (1996) em seus experimentos.

4.3. Determinacé&o dos parametros cinéticos de Ky app € Vmax. app

As Figuras 17, 18, 19 e 20 apresentam, respectivamente, os gréaficos
de Michaelis-Menten da atividade de LOX sobre o acido linoléico, a pH 6,0, dos
gendtipos IAC-100 e IAC-100 TN, respostas local e sistémica, 168 horas apés
ferimento, com seus respectivos controles. Nestas figuras estao inseridos os
gréaficos de duplo reciproco (Lineweaver-Burk).
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Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacdo de
hidroperoxidos de acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases
de folhas da variedade IAC-100 a pH 6,0. --- resposta local
(foliolos da primeira folha trifoliolar) e -o- controles coletados
168 horas ap6s o ferimento. CondicGes experimentais: tampao
fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,0, a 20, 25, 30, 35 e 40°C.
Concentracdo do Aacido linoléico: 4,0 x 10° M. Quantidade de
extrato bruto: 1 niL. Concentracdo de proteina total: folhas de
plantas feridas - 1,13 mg/mL; folhas de plantas-controles -
1,09 mg/mL.
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Figura 14 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacdo de

hidroperoxidos de acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases
de folhas da variedade IAC-100 a pH 6,0. --- resposta sistémica
(foliolos da segunda folha trifoliolar) e -o- controles coletados
168 horas ap6s o ferimento. Condi¢cdes experimentais: tampao
fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,0, a 20, 25, 30, 35 e 40°C.
Concentracéo do &cido linoléico: 4,0 x 10”°. Quantidade de extrato
bruto: 1 niL. Concentracdo de proteina total: folhas de plantas
feridas (resposta sistémica) - 0,85 mg/mL; folhas de plantas-
controles - 1,16 mg/mL.
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Figura 15 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacédo de
hidroperoxidos de acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases
de folhas da linhagem IAC-100 TN a pH 6,0. --- resposta local
(foliolos da primeira folha trifoliolar) e -o- controles coletados
168 horas ap6s o ferimento. Condi¢cdes experimentais: tampao
fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,0, a 20, 25, 30, 35 e 40°C.
Concentracdo do Acido linoléico: 4,0 x 10° M. Quantidade de
extrato bruto: 1 niL. Concentracdo de proteina total: folhas de
plantas feridas - 1,23 mg/mL; folhas de plantas-controles -
1,32 mg/mL.
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Figura 16 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacdo de

hidroperéxidos de acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases
de folhas da linhagem IAC-100 TN a pH 4,5. --- resposta
sistémica (foliolos da segunda folha trifoliolar) e -o- controles
coletados 168 horas apés o ferimento. Condi¢cdes experimentais:
tampéo fosfato de sédio 50,0 mM, pH 6,0, a 20, 25, 30, 35 e
40 °C. Concentracdo do &cido linoléico: 4,0 x 10° M. Quantidade
de extrato bruto: 1 ni. Concentracdo de proteina total: folhas de
plantas feridas (resposta sistémica) - 1,23 mg/mL; folhas de
plantas-controles - 1,33 mg/mL.
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Figura 17 - Grafico de Michaelis-Menten para a formacao de hidroperéxido do

acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de plantas
de soja da variedade IAC-100, coletadas 168 horas apds o
tratamento. Resposta local (foliolos da primeira folha trifoliolar).
Condicdes experimentais: reacdo em tampado fosfato de sdodio
50 mM, pH 6,0, a 25 °C. Concentragéo do &cido linoléico: 0,01 mM
a 1,28 mM. Quantidade de extrato bruto: 1 niL. Concentracéo de
proteina total no extrato bruto: 1,14 mg/mL. A linha continua foi
tracada com base em dados teéricos, utilizando-se a equacao
de Michaelis-Menten para a obtencdo de Ky app € Vmax app- OS
pontos sdo experimentais. Insercdo: grafico de Lineweaver-Burk.
(r=0,9623).

40



270

225

180

135

V nM.s™?

90

45

0

0,1 1
0,08
0,06

1V (nM.s)

0,04 4

0,02 4

1s (UM™)

0

250 500 750 1.000 1.250 1.500

[substrato], uM

Figura 18 - Grafico de Michaelis-Menten para a formacao de hidroperéxido do

acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de plantas
de soja da variedade IAC-100, coletadas 168 horas apdés o
tratamento. Resposta sistémica (foliolos da segunda folha
trifoliolar). CondicOes experimentais: reacdo em tampéao fosfato
de sbédio 50 mM, pH 6,0, a 25°C. Concentracdo do A&cido
linoléico: 0,01 mM a 1,28 mM. Quantidade de extrato bruto: 1 ni.
Concentracdo de proteina total no extrato bruto: 1,09 mg/mL. A
linha continua foi tracada com base em dados tedricos, utilizando-
se a equacdo de Michaelis-Menten para a obtengdo de Km app €
Vmax app- OS pontos sdo experimentais. Insergdo: grafico de
Lineweaver-Burk (r = 0,9480).
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Figura 19 - Grafico de Michaelis-Menten para a formacao de hidroperéxido do
acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de plantas
de soja controles da variedade IAC-100, coletadas 168 horas
apoés o tratamento. Controle (foliolos da primeira folha trifoliolar).
Condicdes experimentais: reacdo em tampado fosfato de sodio
50 mM, pH 6,0, a 25 °C. Concentragado do &cido linoléico: 0,01 mM
a 1,28 mM. Quantidade de extrato bruto: 1,0 ni.. Concentracao de
proteina total no extrato bruto: 1,14 mg/mL. A linha continua foi
tracada com base em dados tedricos, utilizando-se a equacao de
Michaelis-Menten para a obtencdo de Kwapp Vapp € Vmax app- OS
pontos sdo experimentais. insercao: grafico de Lineweaver-Burk
(r=0,9841).
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Figura 20 - Gréfico de Michaelis-Menten para a formacao de hidroperéxido do

acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de plantas
de soja da variedade IAC-100, coletadas 168 horas apos o
tratamento. Controle (foliolos da segunda folha trifoliolar).
Condi¢Bes experimentais: reacdo em tampédo fosfato de soédio
50 mM, pH 6,0, a 25 °C. Concentracao do acido linoléico: 0,01 mM
a 1,28 mM. Quantidade de extrato bruto: 1 ni. Concentracdo de
proteina total no extrato bruto: 1,07 mg/mL. A linha continua foi
tracada com base em dados tedricos, utilizando-se a equacao
de Michaelis-Menten para a obtengdo de Kmapp € Vmaxapp- OS
pontos sdo experimentais. Insercdo: grafico de Lineweaver-Burk
(r=0,9810).
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As LOXs foliares dos dois gendtipos seguem cinética de Michaelis-
Menten, demonstrando curva hiperbdlica de velocidade versus concentracdo
de substrato nas concentracdes de substrato definidas nos experimentos, para
todos os tempos estudados, nas respostas local e sistémica.

Os valores de Ky app € Vmax app das isoenzimas de LOXs foliares, em pH
6,0, presentes nas respostas local e sistémica, com 0S seus respectivos
controles, de plantas de soja dos genoétipos IAC-100 e IAC-100 TN submetidas
a ferimento mecéanico e coletadas apos 0, 6, 12, 24, 48 e 168 horas, estdo
apresentados nos Quadros 2 e 3. Observa-se que os valores de Ky aparente
das isoenzimas de lipoxigenases foliares dos dois genoétipos, comparados aos
valores de Ky aparente dos controles, aumentam consideravelmente no tempo
de 6 horas apés o ferimento e diminuem a partir de 12 horas, tendo em
168 horas o menor valor tanto na resposta local quanto na sistémica,
mostrando que houve respostas local e sistémica nos dois genotipos.

O menor valor de Ky aparente em 168 horas apos o ferimento, nos
dois genotipos, sugere uma alteracdo do “pool” de LOXs em resposta a
ferimento, otimizando assim a cinética dessas isoenzimas. Como 0s resultados
obtidos de cinética enzimatica sdo semelhantes para os dois gendétipos
estudados, os dados sugerem que a remocao genética de LOXs de semente
de soja ndo afeta a expressdo de LOXs de folhas do genétipo IAC 100 TN, em
virtude do ferimento mecanico.

Com relagdo a velocidade maxima aparente (Vmax app ), UM parametro
cinético das lipoxigenases que atuam em pH 6,0, observa-se que na variedade
IAC-100, em geral, Vmaxapp @aumentou na resposta local apds o ferimento,
enquanto na resposta sistémica ele diminuiu. Por outro lado, no genotipo
IAC-TN, Vmaxapp diminuiu tanto na resposta local quanto na sistémica. No
entanto, os dados ndo sao conclusivos, uma vez que Vmna depende da
concentragcao da enzima pura e os trabalhos nédo foram efetuados com ela.

Como o valor da constante de Michaeles-Menten é caracteristico para
um substrato e uma enzima, pode-se dizer que, provavelmente, o “pool” de
lipoxigenases que atuam na resposta a ferimento da linhagem IAC-100 TN é
semelhante ao “pool” de LOXs da variedade IAC-100. Esses resultados
indicam que a remocao genética das LOXs de semente ndo esta interferindo na
expressdo dos genes que codificam para as LOXs que atuam no mecanismo
de defesa da planta de soja em resposta a ferimento mecanico.
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Quadro 2 - Parametro cinético, Ky aparente (Ku app) € velocidade maxima
aparente (Vwmaxapp) das lipoxigenases que atuam em pH 6,0,
obtidos por meio de regressao nao-linear, utilizando o programa de
computagdo Enfifitter. Valores de Ky app € Vmaxapp determinados
nas respostas locais (foliolos da segunda folha trifoliolar) e
sistémicas (foliolos da primeira folha trifoliolar) da variedade
IAC-100 submetida a ferimento mecénico, coletada apos 0, 6, 12,
24, 48 e 168 horas

Resposta local Resposta sistémica
Tempo
(horas) Kwm app (MM) Vmex.app (NM/SeQ) Kwm app (MM) Vmaxapp ("M/Seg)
288,00(c) 241,98(c) 375,10(c) 340,02(c)

0 354,16 159,09 155,85 143,85

6 635,04 382,85 302,04 227,46

12 275,94 303,68 197,67 109,37

24 234,68 148,31 219,19 200,65

48 275,28 286,30 198,82 360,00

168 186,24 272,20 102,05 195,05

Condigdes experimentais: tampéo fosfato de sddio 0,05 M, pH 6,0. Concentragao do &cido linoléico: 1,0 x
10° a 128 x 10°. Quantidade de extrato bruto: 1. Concentracdo de proteina total no extrato bruto de
folhas de plantas coletadas apoés 0, 6, 12, 24, 48 e 168 horas. Resposta local (foliolos da primeira folha
trifoliolar) : 1,29; 1,59; 1,82; 0,66; 0,74; 1,14 mg/ml.I Controles:1,37; 0,92; 1,54; 1,45; 1,42; 1,14 mg/mL.
Resposta sistémica (foliolos da segunda folha trifoliolar): 1,22; 2,82; 1,49; 1,26; 0,99; 1,09 mg/mL.
Controle: 1,37; 1,60; 1,54; 1,16; 1,52; 1,07 mg/mL

Quadro 3 - Parametro cinético, Ky aparente (Kwapp) € velocidade maxima
aparente (Vwmaxapp) das lipoxigenases que atuam em pH 6,0,
obtidos por meio de regressao nao-linear, utilizando o programa de
computacdo Enzifitter. Valores de Kyapp € Vmaxapp determinados
nas respostas locais (foliolos da primeira folha trifoliolar) e
sistémicas (foliolos da segunda folha trifoliolar) do genétipo
IAC-100 TN submetido a ferimento mecéanico, coletado apés 0, 6,
12, 24, 48 e 168 horas

Resposta local Resposta sistémica
Tempo
(horas) Km app (nM) VMéx_app (nM/ Seg) Kwm app (TTM) VMéx.app (anseg)
234,70(c) 370,02(c) 140,62(c) 480,62 (c)

0 231,20 190,65 292,76 262,50

6 379,99 190,65 288,48 255,48

12 234,72 339,34 276,12 125,25

24 282,08 173,05 388,60 368,75

48 241,66 297,61 291,66 239,92

168 173,05 220,00 142,28 186,56

Condigbes experimentais: tampéo fosfato de sddio 0,05 mM, pH 6,0. Concentracdo do acido linoléico: 1,0
x 10° a 128,0 x 10°. Quantidade de extrato bruto: 1ni. Concentracao de proteina total no extrato bruto de
folhas de plantas coletadas apés 0, 6, 12, 24, 48 e 168 horas, Resposta local (foliolos da primeira folha
trifoliolar): 1,05; 1,40; 0,96; 1,73; 1,07; 1,32 mg/ml. Controle: 0,91; 1,25; 0,75; 0,83; 1,48; 1,23 mg/mL.
Resposta sistémica (foliolos da segunda folha trifoliolar):: 1,30; 1,13; 1,34; 1,48; 1,40; 1,08 mg/mL.
Controle: 1,22; 1,42; 0,79; 0,98; 1,27; 1,17 mg/mL.
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4.4. Niveis de inibidores de proteases

A determinacado dos inibidores de proteases em folhas de plantas de
soja tem seus respectivos resultados apresentados no Quadro 4, para a
variedade IAC-100, e no Quadro 5, para o genétipo IAC-100 TN. Em todos os
tempos, ocorreu aumento de inibicdo triptica apos ferimento, ou seja, tanto na
resposta local quanto na sistémica. Os valores em mg de tripsina inibida por g
de proteina foram maiores nos testes do que nos respectivos controles em 6,
12, 24, 48 e 168 horas apos ferimento mecanico. Novamente aqui pode-se
notar que ocorreu resposta da planta de soja a ferimento, por meio do aumento
de inibidores de proteases, tanto na variedade quanto na linhagem IAC-100
TN. Portanto, os dados sugerem que plantas de soja submetidas a ferimento
mecanico apresentaram respostas local e sistémica nos dois genoétipos
analisados, por meio do aumento de inibidores de proteases. Esses resultados
sugerem ainda um possivel mecanismo de defesa da planta de soja a
ferimento, passando pela via das LOXs através do caminho no qual ocorrem
modificagbes quimicas no &cido linolénico, causadas pela acdo enzimética de
LOX, hidroperoxido ciclase, redutase e trés ciclos de b-oxidacbes com a
producédo de acido jasménico e subsequente inducéo da producéo de inibidores
de proteases (Figura 2).

Os resultados estdo de acordo com o modelo proposto por FARMER e
RYAN (1992), DAMMANN et al. (1997), WASTERNACK e PARTHIER (1997) e
CREELMAN e MULLET (1997), em que o acido jasmodnico é parte integrante
de um sistema de transducdo de sinal intracelular que regula a transcricdo de
genes de inibidores de proteases. O modelo proposto por esses autores mostra
que, quando a planta é ferida por insetos, € produzido um sinal sistémico:
sistemina. Quando a sistemina liga-se ao receptor |, localizado na membrana
plasmatica, ocorre a ativacdo de uma lipase, a qual libera &cido linolénico da
membrana para o citosol, e entdo ocorre agdo enzimatica das LOXs e o acido
linolénico € convertido em &cido 13-hidroperéxido linolénico. O acido 13-
hidroperoxido linolénico formado é convertido em acido jasménico por acao
enzimatica de uma deidratase, uma redutase e trés ciclos de b- oxidacdes. O
acido jasmonico produzido junto com uma proteina cinase (requerida para a
ativacao) liga-se ao receptor e ativa a expressao de genes de inibidores de
proteases (Figuras 2 e 3).
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Quadro 4 - Inibicdo de tripsina por extratos de folhas de soja do gendtipo IAC-
100 submetidas a ferimento mecanico

mg de tripsina inibidagllgrama de proteinal/ no extrato bruto

Tempo

(horas) recs(:)r(];;(t);elgcial Resposta local Contrgliitg?nirs:pOSta Resposta sistémica

0 1,835 +0,072% 1,830 + 0,406 2,786 £ 0,111 2,621 +£0,131

6 1,795 + 0,050 3,152 + 0,354 1,914 + 0,513 3,829 £ 0,580

12 1,883 £ 0,879 6,825 + 0,630 2,756 £ 0,315 7,223 +£ 0,558

24 1,929 + 0,940 6,240 £ 0,594 3,821 +0,576 7,171 +£ 0,158

48 1,539 + 0,913 5,924 + 0,857 3,773 £ 0,602 7,322 £0,670

168 1,199 + 0,070 5,530 + 0,218 4,622 + 0,005 6,470 = 0,225

Y as concentracdes de proteina nos extratos foram determinadas pelo método do acido bicinconinico
(Material e Métodos).
Z valores s&o a média das analises em triplicata + desvio-padrao.

Extracdes com tampédo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo cloreto de célcio a 20 mM e a concentragdo de
tripsina na reagdo 9,16 x 10 M e de D,L-BApNA 4,0 x 10 na reacao.

IA inibicdo de tripsina, expressa em mg de tripsina inibida por grama de proteina, foi calculada através da
equacao 2 (Material e Métodos).

Quadro 5 - Inibicéo de tripsina por extratos de folhas de soja do gendtipo IAC-
100 TN submetidas a ferimento mecéanico

mg de tripsina inibida¥/grama de proteina¥ no extrato bruto

;}%T;S ControleI c?(; Iresposta Resposta local Contrcs)liztg?n ir(t:a;posta Resposta sistémica
0 1,794 + 0,2622’ 1,561 £ 0,189 4,240 + 0,189 4,030 £ 0,223
6 1,528 £ 0,871 3,332 £0,182 1,603 £ 0,125 5,462 £ 0,456
12 1,158 £ 0,100 4,276 £ 0,276 2,365 £ 0,085 3,621 £ 0,039
24 2,184 £ 0,236 3,355+£0,171 2,150 £ 0,146 4,155 + 0,346
48 2,870 £ 0,151 4,079 + 0,354 2,223+0,115 5,005 + 0,258
168 1,777 £ 0,332 4,094 + 0,387 2,369 £ 0,203 4,539 + 0,337

Y As concentracBes de proteina nos extratos foram determinadas pelo método do &cido bicinconinico

(Material e Métodos).
2 valores s&o0 a média das analises em triplicata + desvio-padréo.

Extracdes com tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo cloreto de célcio a 20 mM e a concentragdo de

tripsina na reacdo 9,16 x 10 M e de D,L-BapNA 4,0 x 10 na reacao.

IA inibicdo de tripsina, expressa em mg de tripsina inibida por grama de proteina, foi calculada através da

equacao 2 (Material e Métodos).
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RICKAUEAR et al. (1992), estudando a producé&o de inibidores de
proteases em células de tabaco tratadas com extrato do fungo Phytophthora
parasitica e com metil jasmonato, verificaram que apds 40 horas as células
apresentaram aumento na atividade de inibidores de proteases. GIRI et al.
(1998) identificaram sete isoformas de inibidores de proteases em planta gréo-
de-bico ap6s o ataque de larvas de uma praga, Helicoverpa armigera.

Os resultados reforcam a hipotese de que as isoenzimas de LOXs séo
enzimas-chave no sistema de defesa da planta, por iniciarem a via de producéo

de inibidores de proteases.

4.5. Niveis de aldeidos totais e hexanal

Os Quadros 6 e 7 apresentam os niveis de hexanal determinados em
plantas de soja submetidas a ferimento, dos genoétipos IAC-100 e IAC-100 TN,
com seus respectivos controles, coletadas nos tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e
168 horas apods submetidas a ferimento mecanico. Ocorreu ligeiro aumento dos
niveis de hexanal 48 e 168 horas ap6s o tratamento, nos dois genétipos
estudados. Os Quadros 8 e 9 apresentam o0s niveis de aldeidos totais em
plantas de soja submetidas a ferimento, dos genoétipos IAC-100 e IAC-100 TN,
respostas local e sistémica, com seus respectivos controles, coletadas nos
tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 168 horas ap0s submetidas a ferimento mecanico.
Ocorreu ligeiro aumento dos niveis de aldeidos totais 168 horas apds o
tratamento, nos dois genotipos estudados.

Observa-se que, nos dois genétipos, a producdo de hexanal e de
aldeidos totais foi pequena em resposta a ferimento. Parece que a via das
LOXs esta sendo ativada, mas ndo segue a via de producdo de aldeidos
proposta por GARDNER (1991) e CROFT et al. (1993). E possivel que a
planta, em resposta ao ferimento mecanico, ative a via das LOXs e, apés a
formacg&o de hidroperéxidos, ocorra a acado enzimatica de uma hidroperoxido
ciclase, seguindo a via de producdo de &cido jasmbnico e subsequente
ativacdo e expressdo de genes de inibidores de proteases, uma vez que 0
ferimento mecanico é uma simulacdo de uma injdria na planta provocada por

insetos herbivoros.
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Quadro 6 - Niveis de hexanal em folhas de soja da variedade IAC-100
submetidas a ferimento mecéanico, com seus respectivos controles

Niveis de hexanal - Area do pico em mvolts

Tempo
(horrfs) Controlel(;j(ilresposta Resposta local Contr(;liztgﬁ]irce;posta Resposta sistémica
0 2.363,001/ +41,00 2.295,50 £ 19,50 2.841,50 = 89,50 2.982,00 £ 11,00
6 1.238,50 + 88,50 1.524,00 = 87,00 2.086,50 * 44,50 1.986,00 + 99,00
12 1.552,00 £ 102,30 1.528,33 £91,87 2.326,00 £ 118,90 1.552,00 £ 110,22
24 1.024,00 £ 73,44 1.528,66 + 128,85 1.353,00 + 4,00 1.327,66 + 69,06
48 2.206,00 £ 129,00 2.995,50 £ 82,50 2.188,70 £ 112,68 2.990,00 = 25,00
168 1.375,70 £ 279,00 1.997,50 £ 20,50 1.693,00 £ 74,00 2.241,00 £ 55,00

= Valores sdo a média das analises de trés repeti¢des + desvio-padrao.

Quantidade de folhas liofilizadas: 50,0 mg. Tampéao de extragdo: fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0. As
determinagfes de hexanal foram realizadas por cromatografia gasosa, pelo método do “head-space”,
adaptado por Rezende (Material e Métodos).

Quadro 7 - Niveis de hexanal de folhas de soja do genétipo IAC-100 TN
submetidas a ferimento mecéanico, com seus respectivos controles

Niveis de hexanal - Area do pico em mvolts

;,%T;S Controle da resposta Controle da resposta o
local Resposta local sistémica Resposta sistémica
0 1.638,30Y + 73,50 1.433,50 £ 92,50 2.186,00 £ 18,00 2.479,66 + 106,49
6 1.475,50 £ 99,94 1.478,00 + 37,55 2.143,00 + 20,41 2.186,00 + 107,42
12 1.611,00 £ 93,50 2.067,00 £+ 32,50 2.466,30 £ 95,00 2.363,66 * 69,18
24 1.520,50 £ 90,00 1.794,66 + 36,32 1.799,00 + 2,50 1.617,70 £ 108,32
48 1.659,73 £ 91,00 2.050,50 + 93,50 1.854,00 £ 6,00 1.906,00 * 86,07
168 1.430,70 £ 93,37 1.439,00 £ 47,00 1.655,00 + 2,00 1.937,50 + 51,50

Valores sdo a média das analises de trés repeti¢cdes * desvio-padréao.

Quantidade de folhas liofilizadas: 50,0 mg. Tampéao de extragdo: fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0. As
determinagfes de hexanal foram realizadas por cromatografia gasosa, pelo método do “head-space”,
adaptado por Rezende (Material e Métodos).
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Quadro 8 - Niveis de aldeidos totais em folhas de soja da variedade IAC-100
submetidas a ferimento mecéanico, com seus respectivos controles

Niveis de aldeidos totais - Absorvancia em 635 nm

&%T;Sc; Controle da resposta Resposta local Control_e cAja resposta Resposta sistémica
local sistémica

0 O,9751y +0,0845 0,8944 + 0,010 0,949 £ 0,030 0,9294 + 0,011

6 0,7166 + 0,0190 0,7233 £ 0,022 0,7733 £ 0,034 0,7073 £ 0,014

12 0,7061 + 0,0230 0,7056 + 0,034 0,7656 + 0,011 0,7495 + 0,021
24 0,7124 +0,0130 0,7181 + 0,011 0,7652 + 0,011 0,7831 + 0,009
48 0,8661 + 0,0210 0,9005 * 0,006 0,8391 + 0,0106 0,9037 + 0,009
168 0,8585 £ 0,0090 1,0724 £ 0,028 1,0201 + 0,001 1,1476 £ 0,012

= Valores sdo a média das analises de trés repeti¢des + desvio-padrao.

Quantidade de folhas liofilizadas: 50,0 mg. Tampéao de extragdo: fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0. As
determinagfes de hexanal foram realizadas por cromatografia gasosa, pelo método do “head-space”,
adaptado por Rezende (Material e Métodos).

Quadro 9 - Niveis de aldeidos totais em folhas de soja do gendtipo IAC-100
TN submetidas a ferimento mecanico, com seus respectivos

controles
Tempo Niveis de aldeidos totais - Absorvancia em 635 nm

(horas) Controlu’;\lgglresposta Resposta local Controsliitg?nirg:posta Resposta sistémica

0 0,9249Y + 0,005 0,8726 + 0,012 1,037 £ 0,040 1,0545 + 0,004

6 0,6755 £ 0,0276 0,7177 = 0,019 0,7344 + 0,017 0,7636 = 0,030

12 0,6746 +0,0100 0,6640 + 0,021 0,7659 + 0,015 0,7476 + 0,015

24 0,7020 £ 0,0120 0,7523 £ 0,011 0,7560 + 0,012 0,7401 + 0,029

48 0,6953 £+ 0,0220 0,7275 + 0,021 0,7480 = 0,024 0,7192 + 0,009

168 0,8944 + 0,0080 0,9795 + 0,067 1,0156 + 0,005 0,9765 + 0,067

adaptado por Rezende (Material e Métodos).
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determinagdes de hexanal foram realizadas por cromatografia gasosa, pelo método do “head-space”,



5. RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho foi avaliada a capacidade da planta de soja de
responder ao ferimento mecéanico através da via das lipoxigenases. Para isso,
foram analisados o efeito do ferimento mecéanico em folhas de soja sobre a
atividade do “pool” de lipoxigenases e os possiveis produtos finais da via das
lipoxigenases. Foram utilizados dois gendtipos: um normal (variedade IAC-100)
e outro com auséncia completa de lipoxigenases em suas sementes (linhagem
IAC-100 TN). As plantas dos dois genétipos foram submetidas a ferimento
mecanico e coletadas 0, 6, 12, 24, 48 e 168 horas apés o ferimento. Foram
analisadas a resposta local (foliolos da primeira folha trifoliolar) e a resposta
sistémica (foliolos da segunda folha trifoliolar) de plantas dos dois genotipos.

Os resultados do estudo bioquimico e cinético das lipoxigenases de
folnas para os dois genoétipos analisados, utilizando &cido linoléico como
substrato, revelaram:

- Dois picos mais acentuados de atividade de lipoxigenases a pH 4,5 e
6,0 nos testes e nos respectivos controles, tanto na resposta local quanto na
sistémica. Nos testes, houve aumento de atividade em resposta ao ferimento
mecanico.

- Aumento da atividade de lipoxigenase tanto na resposta local quanto
na sistémica, nos dois genotipos estudados, a pH 4,5 e 6,0.

- O valor da temperatura 6tima das isoenzimas de lipoxigenases a pH

6,0, em respostas local e sistémica, foi de 25 °C.
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- Os valores de Ky aparente das isoenzimas de lipoxigenases foliares,
em relacdo aos controles, aumentaram consideravelmente seis horas apés o
ferimento e diminuiu a partir de 12 horas, tendo em 168 horas o menor valor
tanto na resposta local quanto na sistémica, mostrando, assim, respostas local
e sistémica nos dois genotipos estudados.

- O menor valor de Kuapp €m 168 horas apos ferimento nas respostas
local e sistémica de ambos os genoétipos sugerem uma alteracdo do “pool” de
lipoxigenases em resposta a ferimento.

- Os resultados dos dados de cinética enzimética sdo semelhantes
para os dois genotipos estudados, indicando, possivelmente, que a remocao
genética das lipoxigenases de semente ndo esté interferindo na expresséo dos
genes que codificam para as lipoxigenases que atuam no mecanismo de
defesa da planta de soja contra danos causados por ferimento.

- Nos dois gendétipos analisados, ocorreu aumento de inibicao triptica
apos ferimento, tanto na resposta local quanto na sistémica. Os valores em mg
de tripsina inibida/grama de proteina foram maiores nos testes do que nos
controles em 6, 12, 24, 48 e 168 horas apos ferimento mecanico.

- Ocorreu resposta da planta de soja a ferimento, através do aumento
de inibidores de proteases, tanto na variedade quanto no genétipo IAC-100 TN.
Assim, pode-se também verificar que a remocéao de lipoxigenases de semente
de soja néo alterou a producéao de inibidores de proteases nas folhas.

- Os resultados apresentados sugerem ainda um possivel mecanismo
de defesa da planta de soja contra ferimento, que passa pela via das
lipoxigenases e tem como produto final inibidores de proteases.

- Ocorreu ligeiro aumento dos niveis de hexanal e de aldeidos totais 48
e 168 horas ap6s tratamento, nos dois genétipos estudados. Esses resultados
sugerem que o mecanismo de defesa de plantas de soja contra ferimento,
através da via das lipoxigenases, ndo passa pelo caminho que tem como
produto final aldeidos (Figura 2).

- E possivel que a planta, em resposta ao ferimento mecanico, ative a
“via das lipoxigenases” e, apos a formacao de hidroperoxidos, ocorra a acao
enziméatica de uma hidroperéxido ciclase, seguindo a via de producao de &cido
jasmodnico e subseqlente ativacdo e expressao de genes que expressam
inibidores de proteases, uma vez que ferimento mecéanico é uma simulacéo da
injuria, provocada por insetos herbivoros, na planta.
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