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EXTRATO

COLOMBO, Lucinete Regina, M. S., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 1999. Efeito do acido jasménico sobre lipoxigenases de folhas de
soja. Orientador: Everaldo Goncgalves de Barros. Conselheiros: Maria Goreti
de Almeida Oliveira e Maurilio Alves Moreira.

Este trabalho foi realizado com a variedade comercial de soja IAC-12 e
a linha quase-isogénica dela derivada (IAC-12 TN), com auséncia de lipoxige-
nase (LOX) em suas sementes, com dois objetivos basicos: verificar o efeito do
acido jasmonico sobre as LOX foliares e analisar se a eliminacdo genética das
LOX das sementes nao alterou o pool de LOX das folhas. Foram determinados
parametros cinético-bioquimicos do pool de LOX dos dois genétipos, nos tem-
pos de 12, 24 e 48 horas apoés o tratamento com acido jasménico. O pH 6timo
foi semelhante entre os dois genotipos, em torno de 6,0. Observou-se também
um segundo pico de atividade, em torno de pH 4,5. As analises de temperatura
indicaram maior atividade em torno de 25°C para o valor de pH 6,0. O parame-
tro cinético Ky aparente (Ky app) foi menor no tempo de 24 horas em ambos
0S gendtipos, tratados ou ndo com acido jasmonico. O gendtipo IAC-12 exibiu
maior Ky app quando tratado com &cido jasmdnico, ao passo que IAC-12 TN
apresentou menor Ky app quando tratado do que o controle, entretanto, em
ambos os casos, as diferencas ndo foram acentuadas. Os dados obtidos
indicaram que a remocao genética das LOX de semente de soja nao influencia
o pool de LOX foliares nem a sua resposta ao acido jasmonico.
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ABSTRACT

COLOMBO, Lucinete Regina, M. S., Universidade Federal de Vigosa, October,
1999. Effects of jasmonic acid on lipoxygenases in soybean leaves.
Adviser: Everaldo Gongalves de Barros. Committee Members: Maria Goreti
de Almeida Oliveira and Maurilio Alves Moreira.

This work was carried out using the commercial soybean variety IAC-12
and a near isogenic line (NIL) derived from it (IAC-12 TN) and lacking seed
lipoxygenases (LOX). This work had two main objectives: investigate the effect
of jasmonic acid on the activity of soybean leaves LOX and analyze if the
genetic elimination of seeds LOX caused any imbalance in the leaves LOX
pool. Kinetic-biochemical parameters were evaluated for both genotypes, at 12,
24 and 48 hours after the jasmonic acid treatment. The optimum pH was similar
for both genotypes, approximately 6.0. A second activity peak, around pH 4.5,
was observed. Temperature analysis indicated a major activity at 25 °C, at pH
6.0. The apparent kinetic parameter Ky (Km app), was lower at 24 hours for both
genotypes, treated or not with jasmonic acid. The IAC-12 genotype exhibited
higher Ky app when treated with jasmonic acid, conversely, IAC-12 TN showed
lower Ky app, compared with the control, however, on both cases, the
differences detected were very slight. The data obtained indicate that the
genetic removal of soybean seeds LOX did not influence the leaves LOX pool

and their response to jasmonic acid.



1. INTRODUCAO

Lipoxigenases (linoleato: oxigénio oxirredutase, EC 1.13.11.12) (LOX)
sdo isoenzimas da classe das oxirredutases que catalisam a hidroperoxidacéo
de &cidos graxos poliinsaturados contendo a estrutura cis, cis—1,4—pentadieno.
O oxigénio é introduzido nos carbonos 9 ou 13 dos &cidos linoléico ou
linolénico, gerando os acidos 9 ou 13 hidroperoxilinoléico ou
hidroperoxilinolénico, respectivamente (MACK et al., 1987). Duas principais
vias para o metabolismo de hidroperéxidos produzidos por essas isoenzimas,
chamadas de “Via das Lipoxigenases”, vém sendo propostas para plantas
superiores (VICK e ZIMMERMAN, 1976; GRIMES et al., 1992; FARMER e
RYAN, 1992), para as quais apenas alguns intermediarios foram identificados
até o momento.

SEKIYA et al. (1983), estudando atividade de LOX de folhas de 28
espécies de plantas, demonstraram gue a soja esta entre as que apresentam
maiores atividades. HILDEBRAND et al. (1988) e ZHUANG et al (1992),
examinando a expressdo dessas isoenzimas em diferentes estadios de
desenvolvimento da soja, verificaram que as maiores atividades ocorrem, em
geral, nas folhas mais jovens. SARAVITZ e SIEDOW (1995) constataram que a
concentracao das isoenzimas LOX decresce acentuadamente com a idade das
folhas, mas que as formas mais acidicas sdo mais abundantes em folhas com

idade intermediéria.



Em soja, os genes que codificam as LOX estdo organizados em uma
grande familia multigénica contendo, pelo menos, oito membros. Destes, trés
S80 expressos na semente durante o seu enchimento; em tecidos vegetativos
de soja sao expressos cinco genes de LOX. A expressado diferencial desses
genes poderia explicar as diversas funcbes atribuidas a essa classe de
enzimas (BUNKER et al., 1995; STEPHENSON et al., 1998

As isoenzimas LOX tém sido relacionadas com diversos processos
fisiologicos em tecidos vegetais, como: crescimento e desenvolvimento
(HILDEBRAND, 1989; SIEDOW, 1991), senescéncia (ROUET-MAYER et al,
1992; MACRI et al., 1995), reserva vegetativa (TRANBARGER et al., 1991,
BUNKER et al., 1995; STEPHENSON et al. 1998), germinacdo de sementes
(KATO et al, 1992; PARK et al., 1994), defesa e resisténcia a pragas e
patégenos (BELL e MULLET, 1993; MELAN et al., 1993; CROFT et al., 1993;
SARAVITZ e SIEDOW, 1995; SARAVITZ e SIEDOW,1996; HEITZ et al., 1997;
BOHLAND et al, 1997; FIDANTSEF e BOSTOCK, 1998) e bhiossintese de
moléculas sinalizadoras e compostos regulatérios, como o acido jasmonico
(ANDERSON et al., 1989; FARMER e RYAN, 1992).

O &cido jasménico, composto derivado da “Via das Lipoxigenases”, €
reconhecido como molécula sinalizadora sintetizada por plantas em resposta a
ferimentos, herbivoria e ataque de patégenos (CREELMAN et al.,, 1992;
FARMER e RYAN, 1992; ALBRECHT et al., 1993). Dentre os varios efeitos
fisiologicos descritos para o acido jasmonico e seus metil esteres em plantas
de soja, podem ser citados: a regulacdo da expressédo de genes que codificam
proteinas de reserva vegetativa (ANDERSON et al., 1989), a transducédo de
sinais relacionados a estresses e inducdo génica de inibidores de proteases
(FRANCESCHI e GRIMES, 1991) e o aumento dos niveis dos transcritos e da
atividade de LOX em plantulas e em folhas de soja (GRIMES et al.,1992;
SARAVITZ e SIEDOW, 1996).

LOX de sementes de soja afetam as propriedades e a qualidade de
produtos alimenticios derivados, uma vez que participam na formacdo de
compostos, como aldeidos e acidos de cadeia curta, responsaveis pelos
sabores indesejaveis caracteristicos desses produtos. O Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja do Nucleo de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), que visa



aumentar a sua aceitabilidade na alimentacdo humana, eliminou geneticamente
as isoenzimas LOX presentes na semente. Considerando que as isoenzimas
LOX tém sido relacionadas com diversos processos fisiolégicos em tecidos
vegetais, torna-se necessério verificar se tal manipulacdo genética na semente
nao alterou processos fisiologicos que seriam normalmente desempenhados
por LOX nas folhas.

O objetivo do presente trabalho foi determinar parametros bioquimicos
e cinéticos do “pool” de LOX foliares na variedade comercial de soja (IAC-12) e
na linha quase-isogénica dela derivada, com auséncia de LOX em suas

sementes (IAC-12 TN), submetidas a aplicacéo de acido jasménico.



2. REVISAO DE LITERATURA

Lipoxigenases (linoleato:oxigénio oxidorredutase, E.C. 1.13.11.12)
(LOX) referem-se a uma classe: oxirredutase que catalisa a adicdo de oxigénio
molecular a moléculas poliinsaturadas contendo o sistema cis, cis-1,4-
pentadieno (AXELROD et al, 1981; MACK et al, 1987). Esse sistema
comumente ocorre nos acidos graxos di- e tri-insaturados, como o acido
linoléico (C18:2) e o acido linolénico (C18:3), os quais sdo 0s principais
substratos para as lipoxigenases de plantas superiores. O oxigénio €
introduzido nos carbonos 9 ou 13 dos acidos linoléico ou linolénico, gerando os
acidos 9 ou 13 hidroperéxidos linoléico ou linolénico, respectivamente (MACK
et al.,1987). O acido linolénico é o acido graxo mais abundante na maioria dos
tecidos das plantas, ao passo que o acido linoléico é encontrado em maior
concentracdo em sementes, sendo o0 mais utlizado como substrato nas
determinacbes de atividade de LOX (HILDEBRAND et al, 1988). Nas
sementes de soja, 0 acido linoléico representa em torno de 57% dos &cidos
graxos, e o acido linolénico corresponde de 7 a 9% destes (KITAMURA et al,,
1984).

LOX estdo amplamente distribuidas na natureza, tendo sido
encontradas em plantas e animais superiores (HATAMAKA et al., 1982; MACK
et al., 1987), bem como em fungos e leveduras (HILDEBRAND, 1989). Apesar
de as LOX serem encontradas na maioria, se ndo em todos os tecidos de

plantas e animais, seus niveis de expressao sao variaveis. Multiplas formas de
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isoenzimas LOX estdo frequentemente presentes nos tecidos. O
sequenciamento de genes que codificam isoenzimas LOX em plantas e
animais revelou regides de grande homologia, indicando origem evolucionaria
comum entre LOX de plantas e animais (HILDEBRAND et al., 1988).

Estudos de localizagdo subcelular revelaram que as LOX sédo enzimas
solaveis localizadas predominantemente no citosol (SIEDOW, 1991;
STEPHENSON et al.,, 1998 ), mas sdo encontradas também em cloroplastos
(FEUSSNER et al.,1995; HEITZ et al., 1997), mitocondrias (GROSSMAN et al.,
1972), vacuolos (TRANBARGUER et al, 1991; STEPHENSON et al.,, 1998) e
corpos lipidicos (FEUSSNER et al., 1995, 1996), assim como em associacao
com microssomos e membrana plasmatica (DROILLARD et al., 1993; MACRI
et al., 1995)

Nos vegetais, os hidroperoxidos oriundos da acdo das LOX sobre os
acidos linoléico e linolénico podem sofrer a acdo de diversas enzimas, o que
leva a uma série de transformagdes, originando diferentes produtos, como 0s
aldeidos, o &cido jasmonico e o &cido traumatico. Em soja, o interesse pelas
LOX esta associado, em grande parte, a sua importancia na determinacao das
caracteristicas sensoriais de diversos produtos alimenticios. Em sementes com
altos niveis de LOX e acido linoléico, como a soja, a proporcdo de hexanal
liberado é bastante elevada. O hexanal, um dos produtos indiretos da acdo de
LOX, mesmo quando presente em concentracdes muito baixas da ordem de 5
ppb, possui odor altamente indesejavel (HILDEBRAND, 1989), que é retido nos
alimentos derivados da soja.

As sementes maduras de soja normalmente contém trés tipos de
isoenzimas LOX (LOX 1, LOX 2 e LOX 3), as quais sao codificadas por trés
genes simples, sendo dois deles ligados entre si (KITAMURA et al., 1984). As
principais caracteristicas bioquimicas das LOX de sementes de soja sao
apresentadas no Quadro 1 (CHRISTOPHER et al., 1972; BILD et al., 1977,
HILDEBRAND e KITO, 1984; SHIBATA et al., 1987; HILDEBRAND et al., 1988;
COELHO, 1993).

As trés isoenzimas sdo proteinas globulares, sollveis em &agua e
consistem de uma unica cadeia polipeptidica (SIEDOW, 1991). Mostram alto

grau de homologia entre si (ho minimo 70% na sequéncia de aminoéacidos),



Quadro 1 — Propriedades bioquimicas das isoenzimas lipoxigenases de
sementes 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 5,0-90
Especificidade do 955 50:50 65:35
produto 13HPO/9HPO* 13HPO/9HPO 13HPO/9HPO
Estabilidade Alta Baixa Média
Especificidade pelo  Acidos graxos Acidos graxos Acidos graxos
substrato ionizados nao-ionizados nao-ionizados

* HPO = hidroperoxido.

ressaltando-se que as LOX-1 e -2 apresentam homologia de 81% com a
sequéncia de aminoacidos (HILDEBRAND et al., 1988).

SEKIYA et al. (1983), estudando a atividade de LOX de folhas de 28
espécies de plantas, demonstraram que a soja esta entre as que apresentam
maiores atividades. HILDEBRAND et al. (1988) e ZHUANG et al. (1992),
examinando a expressdo dessas isoenzimas em diferentes estadios de
desenvolvimento da soja, verificaram que as maiores atividades ocorrem, em
geral, nas folhas mais jovens. SARAVITZ e SIEDOW (1995) constataram que a
concentracdo das isoenzimas LOX decrescem acentuadamente com a idade
das folhas, mas que as formas mais acidicas sdo mais abundantes em folhas
com idade intermediaria.

Em soja, os genes que codificam as LOX estdo organizados em uma
grande familia multigénica contendo, pelo menos, oito membros. Destes, trés
Sao expressos na semente durante o seu enchimento; em tecidos vegetativos
de soja sdo expressos cinco genes de LOX. A expressao diferencial desses
genes poderia explicar as diversas funcfes atribuidas a essa classe de
enzimas (BUNKER et al., 1995; STEPHENSON et al., 1998).

Por meio da técnica de cromatofocalizacdo, GRAYBURN et al. (1991)
identificaram trés picos distintos de atividade de LOX em folhas de soja

correspondentes a isoenzimas distintas. Os valores de pl das LOX desses trés



picos foram de 6,67; 5,91; e 5,67. As curvas de pH dessas isoenzimas dos trés
picos revelaram valores de pH 6timo de 6,2; 5,5; e 8,5, respectivamente.

Diversas espécies vegetais vém sendo estudadas com o objetivo de
determinar as funcgdes fisiologicas das LOX, a saber: soja (GRAYBURN et al.,
1991; SARAVITZ e SIEDOW, 1995, 1997); trigo (BOHLAND et al, 1997),
cevada (REINBOTHE et al., 1997), batata (GEERTS et al., 1994; FIDANTSEF
e BOSTOCK, 1998), tomate (PEARCE et al.,, 1991; HEITZ et al., 1997), arroz
(OTHA et al.,, 1991), tabaco (RICKAUER et al., 1997) e Arabidopsis thaliana
(BELL e MULLETE 1993; MELAN et al., 1993), dentre outras.

Em diversas espécies vegetais foi detectado aumento na atividade de
LOX em resposta a ferimento, e os produtos da “Via das Lipoxigenases” tém
sido relacionados a resposta das plantas a esse estresse. Em plantas de soja
que tiveram suas folhas submetidas a danos mecanicos, quatro novas
isoenzimas LOX foram detectadas, observando-se tanto uma resposta local
quanto uma sistémica (SARAVITZ e SIEDOW, 1995). Além disso, apds
ferimento, dois genes que codificam as isoenzimas LOX7 e LOX8 de folhas de
soja apresentaram aumento na sua expressao (SARAVITZ e SIEDOW, 1996).
Outras espécies respondem ao ferimento, aumentando a expressao de LOX,
como: Arabidopsis thaliana (BELL e MULLET, 1993), batata (GEERTS et al,,
1994), tomate (HEITZ et al., 1997) e trigo (MAUCH et al., 1997).

Quando tecidos vegetais sdo danificados por patdégenos ou
mecanicamente ocorre degradacdo sequencial de lipidios, o que resulta na
formacédo de aldeidos volateis de seis e nove carbonos (HATANAKA et al.,
1982). A degradacéo inicia-se quando os &cidos graxos insaturados, linoléico e
linolénico sdo dioxigenados em hidroperoxidos pela acdo de LOX, os quais sdo
clivados pela hidroperéxido liase, formando aldeidos (GARDNER, 1991).
Produtos da acdo das LOX podem atuar como agentes toxicos a invasao de
patdbgenos. Os aldeidos sdo capazes de inibir crescimento de fungos
(VAUGHN e GARDNER 1993) e bactérias (CROFT et al.,1993). Assim, esses
compostos podem representar papel importante na resisténcia de plantas a
doencas.

A remocao dos primordios florais ou vagens que funcionam como
orgaos-dreno leva ao aumento de transcritos para multiplas LOX em folhas de
soja. KATO et al. (1993) verificaram acumulo de mRNA para LOX 4, proteina



de reserva vegetativa de 94 KDa. BUNKER et al. (1995) observaram acumulo
de transcritos para quatro LOX vegetativas em folhas maduras de soja.
Aparecimento de novas formas de LOX acidicas (SARAVITZ e SIEDOW, 1995)
e aumento dos transcritos para LOX 7 e LOX 8 (SARAVITZ e SIEDOW, 1996)
foram observados em folhas de soja apds a remocao dos drenos reprodutivos.
STEPHENSON et al. (1998) verificaram aumento dos niveis de mRNA em
cinco LOX vegetativas em folhas de soja, em resposta a remocao das vagens.
Estudos de imunolocalizacdo indicaram que, com a remocado das vagens,
isoformas especificas dessas isoenzimas acumularam-se no vacuolo das
células do mesdfilo paravenal e da bainha do feixe vascular, indicando que
estas teriam papel no armazenamento temporario de nitrogénio, ao passo que
outras funcionariam como enzimas ativas na particdo de assimilados, visto
terem acumulado no citosol das células do mesdfilo paraveinal e da bainha do
feixe vascular.

Um dos produtos da “Via das Lipoxigenases” é o acido jasménico, o
qual é sintetizado a partir do acido linolénico. Inicialmente, ele é sintetizado na
forma de (+)-7-iso-acido jasménico, que apresenta alta atividade fisiolOgica,
podendo ser rapidamente convertido para seu estereoisomero estavel (-)-acido
jasménico, o qual é menos ativo fisiologicamente (WASTERNACK e
PARTHIER, 1997).

Os niveis de acido jasmonico nas plantas variam em funcéo do tecido e
tipo de célula, do estaddio de desenvolvimento e da resposta a diversos
estimulos ambientais; em plantas intactas, geralmente varia de 10 ng a 3 ny
por grama de matéria fresca. O &cido jasmoénico € reconhecido como molécula
sinalizadora sintetizada por plantas em resposta a ferimentos, herbivoria e
ataque de patégenos (CREELMAN et al., 1992; FARMER e RYAN, 1992;).

Os niveis de acidos linoléico e linolénico em folhas de plantas de
tomate danificadas mecanicamente aumentam significativamente. O nivel
maximo € atingido uma hora apés o ferimento, coincidindo com o aumento
maximo nos niveis de acido jasménico (CONCONI et al., 1996). Os niveis de
acido jasmonico em plantas de aveia aumentam ap6s 10 minutos do ferimento,
atingindo o seu ponto maximo aos 30 minutos e declinando rapidamente a

partir de entdo. Tratamento de suspensao de células de tabaco com o fungo



Phytophthora parasitica var. nicotianae induz aumento nos niveis de &acido
jasmonico (RICKAUER et al.,1997).

Vérios fatores podem atuar na transducdo do sinal da regido de
ferimento até o complexo enzimatico que leva a formagéo do acido jasmoénico.
Em plantas de tomate e batata deficientes de acido abscisico (ABA)
submetidas a ferimento ou corrente elétrica ndo houve aumento nos niveis de
acido jasmonico e tampouco acumulo de mRNA do inibidor de protease Pin2,
gue normalmente responde ao acido jasménico (HERDE et al.,1996). Tendo
como base dados obtidos em plantas de tomate e batata por diversos autores,
SEO et al. (1997) relataram que sistemina, ABA, etileno e corrente elétrica
desempenham papel importante na resposta ao ferimento mediada por &cido
jasmonico.

Dentre os varios efeitos fisiolégicos descritos para o acido jasmonico e
seu metil éster em plantas de soja, podem ser citados: regulacdo da expressao
de genes que codificam proteinas de reserva vegetativa (ANDERSON et al.,
1989), transducao de sinais relacionados a estresses e a inducdo génica de
inibidores de proteases (FRANCESCHI e GRIMES, 1991) e o aumento dos
niveis dos transcritos e da atividade de LOX em plantulas e folhas (GRIMES et
al., 1992; SARAVITZ e SIEDOW, 1996).

O acumulo de LOX em resposta a metil jasmonato em plantulas de soja
ocorreu no vacuolo das células do mesdéfilo paraveinal das folhas primarias. Em
outros 6rgdos, no entanto, LOX acumulou-se no vacuolo e nos plastidios de
células epidérmicas e corticais (GRIMES et al., 1992). Plantas de soja tratadas
com metil jasmonato tiveram em suas folhas, apds 12 horas, aumento da
expressao dos genes de LOX7 e LOX8, porém, apds 24 horas, os niveis dos
transcritos ndo foram significativamente diferentes dos do controle (SARAVITZ
e SIEDOW, 1996). Os niveis basais de acido jasmonico ndo se alteraram em
folhas de soja ao longo de cinco semanas de continua remoc¢ao das vagens,
entretanto os niveis de MRNA da LOX vIxC e da proteina de reserva vegetativa
vspB aumentaram em torno de seis vezes com relacdo ao controle, ndo sendo
observado correlacdo entre 0s niveis desses transcritos e os de acido
jasmoénico (BUNKER et al., 1995).

O efeito de jasmonatos na inducdo génica de LOX foi também

analisado em outras espécies. Em folhas de tomate, os niveis de mRNA Tom



LoxD alcancaram o maximo entre uma e duas horas apos as plantas terem
sido expostas a metil jasmonato (HEITZ et al., 1997). Em batatas, FIDANTSEF
e BOSTOCK (1998), trabalhando com folhas destacadas, observaram maxima
atividade de LOX utilizando a concentracdo de 90 nmM de metil jasmonato. Os
transcritos de LOX apareceram seis horas apdés o inicio do tratamento,
imediatamente antes do surgimento da atividade da enzima. A atividade
permaneceu elevada até 96 horas apos o tratamento. BELL e MULLET (1993)
e MELLAN et al. (1993), trabalhando com Arabidopsis thaliana, constataram
inducéo de LOX em resposta ao metil jasmonato.

Inibidores de proteases sé&o prontamente induzidos quando plantas sao
feridas ou tratadas com metil jasmonato (MUELLER, 1997). Precursores
octadecandicos do acido jasmdnico, quando pulverizados na superficie foliar de
plantas de tomate, ativam a sintese de inibidores de proteases (FARMER e
RYAN, 1992). Acredita-se que esses inibidores sejam componentes essenciais
na resposta de resisténcia ao ataque de insetos e patdégenos. Foi observado
gque um mutante de tomate, deficiente na biossintese de acido jasmonico, ndo
acumula inibidor de proteases em resposta a ferimento e apresenta
suscetibilidade ao ataque de insetos (HOWE et al., 1996).

Em folhas de batata, a proteina fosfatase é requerida para a expressao
do gene de inibidor de protease pin2 e de outros genes que séo induzidos por
jasmonato. Em raizes, a atividade dessa enzima ndo é necessaria para a
expressao de um gene de inibidor de protease homdlogo a pin2, embora este
também seja induzido por jasmonato. Esses dados indicam a existéncia de
diferentes vias de transducdo para os sinais do &cido jasmonico nesses dois
orgaos (DAMMANN et al., 1997). Em batata, FIDANTSEF e BOSTOCK (1998),
trabalhando com folhas destacadas, detectaram transcritos de inibidores de
proteases PIN2 seis horas apds o tratamento com acido jasménico, 0s quais se
acumularam em altos niveis. Quando as folhas foram inoculadas com
patdégeno, ndo houve inducao significativa de mRNA de PIN2.

FARMER e RYAN (1992) relataram que plantas de tomate produzem
um oligopeptidio de 16 aminoacidos (sistemina) quando feridas por insetos ou
que ocorre liberacdo de polissacaridio (oligouronidios) presente na parede
celular de plantas atacadas por um patdégeno. Assim, tanto a sistemina quanto

o oligouronidio possuiriam receptores especificos localizados na membrana
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plasmatica. Quando sistemina ou oligouronidio se ligassem aos respectivos
receptores ocorreria ativagcdo de uma lipase localizada na membrana
plasmética, que liberaria acido linolénico no citosol. Este acido graxo seria,

entdo, convertido em &cido jasménico por meio da “Via das Lipoxigenases”.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Neste trabalho foram utlizadas plantas de soja (Glycine max (L.)
Merrill) da variedade comercial IAC-12 e da linhagem derivada dessa variedade
com auséncia completa de LOX nas sementes (IAC-12 TN). Sementes de
IAC-12 foram fornecidas pelo Banco de Germoplasma do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vicosa, MG. A
linhagem IAC-12 TN foi desenvolvida pelo Programa de Melhoramento da
Qualidade da Soja do Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) da UFV e se encontrava, por ocasido deste estudo, no quinto
retrocruzamento (RCsF3). As plantas foram cultivadas em condi¢des de casa de

vegetacao, em vasos com capacidade para 4,0 kg de solo.

3.2. Tratamento

Plantas no estadio V3 de desenvolvimento (FEHR e CAVINESSI, 1977)
tiveram suas folhas pulverizadas com solucdo aquosa de acido jasménico
(Sigma Chemical Co.) 50 nmM contendo 0,05% de Tween 20. Essa solugéo foi
preparada a partir de uma solucao-estoque de acido jasménico 0,237 M em
etanol. As plantas-controle foram pulverizadas com a mesma solucdo utilizada

no preparo do acido jasménico. Doze, 24 e 48 horas ap0s o tratamento, a
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segunda folha trifoliolada foi coletada e imediatamente imersa em nitrogénio
liquido e armazenada a —80°C, para posterior avaliacdo da resposta. Todas as

pulverizacdes foram feitas no inicio da manha.

3.3. Obtencéao de extratos foliares

Os extratos foliares foram obtidos a 4°C, de acordo com o método de
OHTA et al. (1986), com modificacdes. Foliolos de plantas de soja do
tratamento com acido jasménico e controle foram triturados, usando-se
almofariz e pistilo. O p6 obtido foi homogeneizado em tampéo fosfato de sédio
0,05 M, pH 6,5, na proporcéo 1:3 (p/v). O homogenato obtido foi centrifugado a
17.200 g por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi
utilizado na determinacdo da atividade de LOX pelo método
espectrofotométrico (AXELROD et al., 1981) e na dosagem de proteinas pelo
método do &cido bicinconinico (SMITH et al.,1985).

3.4. Determinacéo da atividade de LOX

3.4.1. Preparo da solucao de linoleato de sodio

Preparou-se uma solucéo-estoque de linoleato de sédio 10 mM, da
seguinte maneira: a um frasco erlenmeyer envolvido por papel-aluminio
contendo aproximadamente 10 mL de agua deionizada, previamente fervida,
foram adicionados 78,0 nL de acido linoléico e 90 nL de Tween 20. Em
seguida, homogenizou-se a solucdo, succionando-a com uma pipeta
automatica e evitando a formacdo de bolhas. Para clareamento da solucéo
foram adicionadas gotas de solucdo de hidréxido de sédio 0,5 M. Apds o
clareamento, a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL
envolvido em papel-aluminio e o volume, completado para 25 mL com agua
deionizada fervida. A solugdo-estoque de linoleato de sodio foi dividida em
aliquotas de 1,0 mL e armazenadas a—20°C.
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3.4.2. Atividade de LOX

A atividade de LOX foi determinada tendo como substrato o acido
linoléico, segundo o nétodo descrito por AXELROD et al. (1981). Por esse
método, foi medido o aumento da absorvancia a 234 nm, resultante da
formacdo de um sistema de duplas ligacdes conjugadas no hidroperdxido
formado.

A analise da atividade de LOX foi feita, adicionando-se a 1,0 mL de
tampao fosfato de sddio 0,05 M, pH 6,0, 4,0 nL da solucédo-estoque de linoleato
de soédio 10 mM e 1,0 nL do extrato bruto foliar. A mistura foi agitada e a
absorvancia da solucéo, determinada a 234 nm, de 30 em 30 segundos, por
um periodo de 2,5 min. Nessas mesmas condi¢cfes, procedeu-se as reacoes-
controle, as quais ndo continham o extrato bruto. Todas as incubacdes foram
realizadas em triplicata.

A partir dos valores de absorvancia foram calculadas as velocidades de
formacéao dos produtos, utilizando-se a seguinte equacéao:

A

V = 234 (1)
ec.t

em que
Azzs = absorvancia a 234 nm;
e = coeficiente de extin¢gdo molar dos hidroperéxidos do &cido;
linoléico em 234 nm (e = 25.000 M t.cm™);
t = tempo de reacado (120 segundos); e

¢ = caminho 6tico (1,0 cm).

3.5. Efeito do pH sobre a atividade de LOX

Nesta analise foram utilizados o0s seguintes sistemas-tampé&o, na

concentragéo de 0,05 M:

TAMPAO Faixa de pH
Acido citrico/fosfato dissédico 2,0-2,5
Acido citrico/citrato de sodio 3,0-35
Acido acético/acetato de sodio 4,0-4,5
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Acido citrico/citrato de sédio 5,0-5,5

Fosfato monossédico/fosfato dissddico 6,0-7,0
Tris-HCI 7,5-8,5
Acido bérico/borato de sédio 9,0-10

A atividade de LOX em cada valor de pH foi determinada como descrito
no item 3.4.2. Para cada valor de pH foram realizadas andlises em triplicata. A
partir das absorvancias obtidas, calcularam-se as velocidades de formacéo de

hidroperéxidos do &cido linoléico, utilizando a equacéao 1.

3.6. Efeito datemperatura sobre a atividade de LOX

O efeito da temperatura sobre a atividade de LOX foi determinado a 20,
25, 30, 35, 40, 45 e 50°C. Foi utilizado banho-maria para que as solucdes
alcancassem as respectivas temperaturas, como também espectrofotdmetro
com controle de temperaturas, para que estas se mantivessem estaveis
durante as medidas de absorvancia.

Em todas as temperaturas testadas, as reacdes foram determinadas
em pH 4,5 (tampédo acetato 50 mM) e pH 6,0 (tampao fosfato 50 mM). A
atividade de LOX em cada temperatura foi determinada como descrito no item
3.4.2. Para cada valor de temperatura foram realizadas analises em triplicata.

As absorvancias das solugbes a 234 nm foram utilizadas para

determinacao da atividade de LOX pela equacéo 1.
3.7. Determinacdo dos parametros cinéticos de LOX

A atividade de LOX foi determinada em pH 6,0 (tampé&o fosfato 50 mM),
a temperatura de 25°C, utilizando-se linoleato de sodio como substrato, nas
concentracdes de 1,0 x 10; 2,0 x 10™>; 4,0 x 10>; 8,0 x 10™>; 16,0 x 10°>; 32,0 x
107°; 64,0 x 10°; e 128,0 x 10° M. A atividade de LOX foi determinada pelo
método descrito no item 3.4.2.

Os parametros cinéticos, no estado estacionario, foram obtidos por
meio da regressdo néo-linear, tendo sido utilizado o programa de computacéo
Enzifitter LEATHERBARROW, 1987).
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3.8. Determinacéao de proteinas totais no extrato bruto

As determinacfes de proteinas foram realizadas pelo método do &cido
bicinconinico (SMITH et al., 1985), utilizando-se albumina sérica bovina como
padrdo, na concentracéo de 2,0 mg/mL.

O reagente de trabalho para as determinagdes constituiu de solucao de
acido bicinconinico Sigma Chemical Co.) e solucdo de sulfato de cobre (II) —
pentaidratado 4% (p/v).

Para as dosagens em triplicata, a 50 nL de extrato bruto adicionou-se
1,0 mL do reagente de trabalho [100:2 solucdo de &cido bicinconinico: solucao
de sulfato de cobre]. A solucédo foi colocada em banho-maria a 37°C, onde
permaneceu por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados a

temperatura ambiente por 20 minutos, sendo a absorvéancia lida a 562 nm.

3.9. Inibidores de proteases

3.9.1. Obtencéo de extratos foliares

Para determinagdo dos teores de inibidores de proteases, extratos
foliares foram obtidos a 4°C. Foliolos de plantas de soja do tratamento com
acido jasmonico e controle foram triturados em almofariz e pistilo. O p6 obtido
foi homogeneizado em tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo CaCk 20 mM,
na proporcao 1:3 (p/v). O homogenato obtido foi centrifugado a 17.200 g por 30
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para determinagdo dos teores de
inibidores de proteases e para dosagem de proteinas pelo método do acido
bicinconinico (SMITH et al., 1985).

3.9.2. Determinacéo de inibidores de proteases

Inicialmente, foi preparada uma solugédo-estoque de tripsina
pancreatica bovina tipo Il (Sigma Chemical Co.) em HCI 1 mM e uma solucéo-
estoque de substrato sintético N-benzoil-D,L-arginina-p-nitroanilida (D,L-
BApNA) 60 mM em dimetilsulféxido, ambas armazenadas a —-20°C. A

concentracdo da solucdo de BApNA utilizada nas andlises foi de 1,2 mM em
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tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo CaCl, 20 mM, a qual foi preparada na
hora do uso, mantendo-se estavel por cerca de duas horas.

A determinacdo dos teores de inibidores de tripsina nos extratos
foliares foi feita com base na inibicdo da atividade de tripsina contida em uma
solucdo-padrdo. A atividade de tripsina foi feita pelo método descrito por
ERLANGER et al. (1961). O extrato foliar (100 niL) foi primeiramente incubado
em uma solucdo contendo 0,5 mL de tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, e CaCl,
20 mM e 50 nL da solugéio de tripsina 4,166 x 10 M. Na reacéo controle, o
extrato foliar foi substituido pelo tampao Tris-HCI. A solucdo foi agitada
levemente e deixada a temperatura ambiente por cinco minutos. Apoés esse
periodo, procedeu-se a determinacdo da atividade de tripsina, misturando 0,5
mL da solugédo de incubacéo; 0,5 mL de tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, e
CaCl, 20 mM; e 0,5 mL da solucdo de D,L-BApNA (1,2 x 10 M). A mistura foi
agitada rapidamente, e sendo a absorvancia da solucdo medida em
espectrofotometro a 410 nm durante dois minutos. As analises foram feitas em
triplicata.

Os resultados foram convertidos em mg de tripsina inibida por grama
de proteina, de acordo com a seguinte equacao:

A" B

mg de tripsina inibida/grama de proteina = 2
g P g P 0,197 1000° P @

em que

A = absorvancia a 410 nm do controle enzimético - absorvancia da
amostra;

B = diluigdo da amostra;

0,19 = fator de tripsina, que é igual a 0,019, ou seja, absorvancia a
410 nm resultante da hidrélise do substrato D,L-BApNA por 1 ng de
tripsina, nas condicdes da analise (KAKADE et al., 1974); e

P = concentracdo de proteina em g/mL no extrato, determinada pelo

meétodo do acido bicinconinico (BCA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito do pH sobre a atividade de LOX

Nas Figuras 1 e 2 estdo apresentados os resultados da atividade de
LOX em diferentes valores de pH, de extratos foliares de plantas de soja da
variedade IAC-12 e da linhagem IAC-12 TN, coletadas 24 horas apés a
pulverizacdo de acido jasmoénico. Os resultados para os tempos 12 e 48 horas
apés a pulverizagdo se mostraram semelhantes aos de 24 horas e, por isso,
nao foram apresentados.

A atividade méxima das LOX de folhas da variedade IAC-12 e da
linhagem IAC-12 TN, apds o tratamento com acido jasménico e controle, foi
obtida a pH 6,0. Além do pico maximo, observou-se um pico de atividade na
faixa de pH mais acidica, em torno de 4,5.

Estudando LOX de folhas de plantas de soja no estaddio V4 de
desenvolvimento, LANNA et al. (1996) verificaram atividade 6tima em pH 6,0
para as variedades IAC-100 e Cristalina. Uma linhagem de soja com auséncia
das trés LOX da semente derivada de IAC-100 apresentou atividade 6tima em
pH 7,0. Os trés genodtipos também apresentaram menor atividade em pH 4,5.
As pequenas diferencas entre os valores de pH Otimo determinados por
LANNA et al. (1996) e aqueles aqui relatados particularmente para o material

triplo nulo, deveram-se, muito provavelmente, aos diferentes genotipos
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Figura 1 — Efeito do pH sobre a atividade de lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-12 tratadas com &cido jasménico e o controle,
coletadas apds 24 horas. Quantidade de proteinas por reacao:
IAC-12 tratada com JA, 0,89 mg e IAC-12-controle, 0,83 mg/mL.
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Figura 2 — Efeito do pH sobre a atividade de lipoxigenases de folhas de soja da
linhagem IAC-12 TN tratadas com &cido jasmonico e o controle,
coletadas apOs 24 horas. Quantidade de proteinas por reacéo:
IAC-12TN tratada com JA, 0,79 mg e IAC-12TN-controle,
0,96 mg/mL.
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utilizados, aos diferentes graus de isogenia com relacdo aos progenitores
recorrentes e, ou, ao estadio de desenvolvimento analisado.

O acido jasmonico € reconhecido como molécula sinalizadora
sintetizada por plantas em resposta a ferimentos, herbivoria e ataque de
patdgenos (CREELMAN et al., 1992; FARMER e RYAN, 1992). Analisando o
efeito do ferimento em folhas da variedade IAC-100 e da linhagem derivada
IAC-100 TN de soja, foram observados dois picos de atividade, a pH 4,5 e 6,0,
sendo a resposta local mais pronunciada a pH 4,5 e a sistémica, a pH 6,0
(VIEIRA, 1999).

GRAYBURN et al. (1991), isolando trés fracdes ativas do extrato foliar
de soja, concluiram que as LOX das fracdes 1 e 2, que apresentaram atividade
Otima a pH 6,2 e 5,5, estariam localizadas no vacuolo. Ja as LOX da fracao 3,
cuja atividade otima foi a pH 8,5, estariam localizadas no estroma do
cloroplasto. STEMPHENSON et al. (1998) verificaram a presenca de LOX no
vacuolo e citosol de células foliares de soja, concluindo que as LOX presentes
no vacuolo ndo atuariam como enzimas ativas e sim como proteinas de reserva
vegetativa, ao passo que as LOX localizadas no citosol atuariam como enzimas
ativas no processo de particdo de nitrogénio e outros assimilados.

A atividade especifica nos diferentes valores de pH analisados apo6s 24
horas da aplicacéo de &cido jasmonico tendeu a ser maior nas plantas tratadas
com &cido jasmonico. Essa tendéncia € particularmente evidente quando se
compara IAC-12TN tratada com o respectivo controle (dados ndo mostrados).
Pelos dados apresentados na literatura (GRIMES et al.,, 1992), é provavel que
as plantas tenham respondido a aplicacdo de acido jasmonico, aumentando a
expressao de genes que codificam para LOX.

Em tecidos vegetais, as LOX estdo envolvidas na via de sintese de
acido jasmonico, e este atua na ativacdo génica de uma série de genes, dentre
eles os que codificam para LOX. O acumulo de transcritos de LOX em resposta
a metil jasmonato em plantulas de soja ocorreu no vacuolo das células do
mesofilo paraveinal das folhas primarias, ao passo que em outros 6rgaos LOX
se acumulou no vacuolo e em plastidios de células epidérmicas e corticais.
Além do aumento dos transcritos, houve aumento da atividade de LOX em

resposta ao metil jasmonato (GRIMES et al., 1992).
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4.2. Efeito datemperatura sobre atividade de LOX

O efeito da temperatura, a pH 6,0, sobre a atividade de LOX foliares da
variedade IAC-12 e da linhagem IAC-12 TN, apés 24 horas de aplicagdo de
acido jasmaonico, pode ser constatado nas Figuras 3 e 4. Os dados obtidos para
os tempos de 12 e 48 horas se mostraram semelhantes aos de 24 horas, por
isso foram omitidos. A atividade de LOX da variedade IAC-12 apresentou
pequeno aumento a 25°C, decrescendo gradativamente até a temperatura de
50°C (Figura 3). No caso da linhagem tripla nula, houve pequena variacédo de
atividade de LOX na faixa de temperatura de 20 a 50°C. Observou-se, no
entanto, maior atividade a 25 e 40°C. Em ambos os casos, as plantas-controle
apresentaram a mesma tendéncia das plantas tratadas com é&cido jasmonico.
No entanto, os valores obtidos nas plantas-controle foram, geralmente,
menores que os das plantas tratadas (Figuras 3 e 4).

LANNA et al. (1996) obtiveram maiores atividades de LOX foliares a
25°C, a pH 6,0, nas variedades IAC-100 e Cristalina e na linhagem tripla nula
derivada de IAC-100. VIEIRA (1999) também verificou que a atividade de LOX
é mais acentuada a 25°C, tanto nas plantas feridas como nas plantas-controle
da variedade IAC-100 e da linhagem IAC-100 TN.

As andlises do efeito da temperatura a pH 4,5 sobre a atividade de LOX
foliares da variedade IAC-12 e da linhagem IAC-12 TN, apés a aplicacdo de
acido jasmonico, indicaram aumento gradativo da atividade de LOX com o
aumento da temperatura, tanto nas plantas-controle como nas tratadas
(Figuras 5 e 6). Portanto, é praticamente impossivel separar o efeito da
temperatura sobre a atividade de LOX da sua acdo sobre a solubilidade do
linoleato de sddio. E possivel que tais resultados reflitam caracteristicas
bioquimicas do pool de LOX foliares nas condi¢des testadas, no entanto se
deve salientar que o substrato linoleato de sddio apresenta baixa solubilidade
em pH acido. Com o aumento da temperatura, deve ocorrer elevacao da
solubilidade do substrato, ocasionando incremento gradativo da atividade de
LOX.
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Figura 3 — Efeito da temperatura sobre a atividade de lipoxigenase em tampao
fosfato de sédio, a pH 6,0, de folhas de soja da variedade IAC-12
tratadas com &cido jasmonico e o controle, coletadas ap6s 24 horas.
Quantidade de proteinas por reacao: IAC-12 tratada com JA,
0,69 mg e IAC-12-controle, 0,64 mg/mL.
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Figura 4 — Efeito da temperatura sobre a atividade de lipoxigenase em tampao
fosfato de sddio, a pH 6,0, de folhas de soja da linhagem IAC-12 TN
tratadas com é&cido jasmonico e o controle, coletadas apos 24 horas.

Quantidade de proteinas por reacdo: IAC-12TN tratada com JA,
0,78 mg; IAC-12TN-controle, 0,84 mg/mL.
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Figura 5 — Efeito da temperatura sobre a atividade de lipoxigenase em tampéo
a pH 4,5 de folhas de soja da variedade IAC-12 tratadas com acido
jasmoénico e o controle, coletadas apos 24 horas Quantidade de
proteinas por reagdo: IAC-12 tratada com JA, 0,69 mg e IAC-12-
controle, 0,64 mg/mL.
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Figura 6 - Efeito da temperatura sobre a atividade de lipoxigenase em tampéo a
pH 4,5 de folhas de soja da linhagem IAC-12 TN tratadas com acido
jasmoénico e o controle, coletadas ap0s 24 horas. Quantidade de
proteinas por reacdo: IAC-12TN tratada com JA, 0,78 mg e
IAC-12TN-controle, 0,84 mg/mL.
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4.3. Determinacao dos parametros cinéticos Ky e Vmax de LOX

Nas Figuras 7, 8, 9 e 10 estdo apresentados os graficos do duplo
reciproco (Lineweaver-Burk) para formacdo de hidroperéxidos do &cido
linoléico pelas LOX de folhas de plantas de soja da variedade IAC-12 e da
linhagem IAC-12TN, coletadas 24 horas ap0s a pulverizacdo de acido
jasmonico e os respectivos controles. Os graficos dos demais tempos de
tratamento mostraram perfis semelhantes, por isso ndo foram apresentados.

Os valores de Ky aparente (Ky app) e a velocidade maxima aparente
(Vmax. app) para formacéo de hidroperoxidos do acido linoléico pelas LOX (V,
nM/s) de folhas de plantas de soja da variedade IAC-12 e da linhagem IAC-12
TN coletadas 12, 24 e 48 horas apés a pulverizacdo com acido jasmonico e 0s
respectivos controles s&o apresentados no Quadro 2. Os dados foram
ajustados por regressdo nao-linear pelo método da hipérbole retangular,
utilizando-se o software Enzifitter.

A linhagem IAC-12 TN quando tratada com acido jasmonico
apresentou menor Ky app que o controle em todos os tempos. Ja na variedade
IAC-12 o Kyv app foi menor nas plantas-controle em relagédo as tratadas com
acido jasménico em todos os tempos. Entretanto, em ambos os casos, as
diferencgas nao foram acentuadas.

Os valores de Ky app nos dois genoétipos praticamente nao
apresentaram diferencas nos varios tempos analisados, apesar do fato de, em
24 horas, o gendtipo IAC-12 TN ter apresentado menores valores de Ky, tanto
no tratamento com acido jasménico quanto no controle em relacdo a IAC-12.

LANNA et al. (1996) verificaram que o valor de Ky app das LOX foliares
de plantas de uma linhagem tripla nula de soja derivada da variedade IAC-100
foi cerca de quatro vezes maior do que o das LOX das variedades IAC-100 e
Cristalina. Esses autores relataram que a remocdo genética de LOX de
semente teria alterado o pool de LOX presente na folha. Os resultados deste
trabalho ndo seguiram nessa direcdo. A semelhanca entre os valores de Ky
app das LOX dos dois gendtipos indicou que o pool de LOX foliar ndo foi
alterado com a remocdo das LOX de sementes. A discrepancia entre os
resultados aqui relatados e aqueles obtidos por LANNA et al. (1996) deveu-se,

muito provavelmente, aos diferentes genotipos utilizados nos dois trabalhos,
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Figura 7 — Gréfico do duplo reciproco (Lineweaver-Burk) para formacdo de

hidroperéxidos do &cido linoléico pelas LOX, a pH 6,0 e temperatura
de 25°C, de folhas de plantas de soja da linhagem IAC-12 coletadas
24 horas ap0s o tratamento-controle. Quantidade de proteinas por
reacdo: 0,89 mg/mL. A reta foi ajustada pelo método de regresséo
linear, sendo o coeficiente de correlagdo para esse ajuste de
0,9903.
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Figura 8 — Gréfico do duplo reciproco (Lineweaver-Burk) para formacdo de
hidroperoxidos do &cido linoléico pelas LOX, a pH 6,0 e temperatura
de 25°C, de folhas de plantas de soja da linhagem IAC-12 coletadas
24 horas ap0s o tratamento com acido jasménico. Quantidade de
proteinas por reacdo: 0,73 mg/mL. A reta foi ajustada pelo método
de regressao Inear, sendo o coeficiente de correlacdo para esse
ajuste de 0,9918.
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Figura 9 — Gréfico do duplo reciproco (Lineweaver-Burk) para formacdo de
hidroperéxidos do &cido linoléico pelas LOX, a pH 6,0 e temperatura
de 25°C, de folhas de plantas de soja da linhagem IAC-12 TN
coletadas 24 horas ap0s o tratamento-controle. Quantidade de
proteinas por reacdo: 0,98 mg/mL. A reta foi ajustada pelo método
de regresséao linear, sendo o coeficiente de correlacdo para esse
ajuste de 0,9936.
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Figura 10 — Grafico do duplo reciproco (Lineweaver-Burk) para formacédo de
hidroperéxidos do acido linoléico pelas LOX, a pH 6,0 e
temperatura de 25°C, de folhas de plantas de soja da linhagem
IAC-12 TN coletadas 24 horas apdés o tratamento com &cido
jasménico. Quantidade de proteinas por reacdo: 0,84 mg/mL. A
reta foi ajustada pelo método de regressdo linear, sendo o
coeficiente de correlacdo para esse ajuste de 0,9906.
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Quadro 2 — Parametro cinético, Ky aparente (Ky app) e velocidade méaxima
aparente (Vmax. app) para formacdo de hidroperoxidos do acido
linoléico pelas LOX foliares de plantas de soja da variedade IAC-12
e da linhagem IAC-12 TN tratadas com acido jasménico (JA) e
seus controles (Cont) apds 12, 24 e 48 horas (h). Os parametros
foram obtidos por meio de regressdo ndao-linear, utilizando-se o
programa de computacao Enzifitter

Tratamento Kmapp (nM) Vmax. app (V, nM/s)
IAC-12 Cont 12 h 496 373,95
IAC-12 JA 12 h 497 343,80
IAC-12 TN Cont 12 h 555 345,43
IAC-12TNJA12h 548 345,23
IAC-12 Cont 24 h 457 314,93
IAC-12 JA 24 h 490 319,45
IAC-12 TN Cont 24 h 330 252,05
IAC-12 TN JA 24 h 266 275,33
IAC-12 Cont 48 h 840 357,95
IAC-12 JA 48 h 971 451,18
IAC-12 TN Cont 48 h 844 345,50
IAC-12 TNJA 48 h 763 401,98

aos diferentes graus de isogenia entre o material triplo nulo e as variedades
comerciais de onde foram derivados e, ou, ao estadio de desenvolvimento, nos
guais as plantas se encontravam durante as analises.

VIEIRA (1999) relatou que o pool de LOX que atua na resposta a
ferimento da variedade IAC-100 € semenhante ao da linhagem IAC-100 TN,
uma vez que os valores de Ky foram semenhantes com relagdo aos dois
genotipos analisados, indicando que a remocéo genética das LOX de semente
nao esta interferindo na expressdo de genes que codificam para as LOX que
atuam no mecanismo de defesa da planta de soja a danos causados por

ferimento.

4.4. Determinacéao dos teores de inibidores de proteases

No Quadro 3 estdo apresentados os resultados de inibicdo da atividade

de tripsina por extratos de folhas de soja da variedade IAC-12 e da linhagem
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Quadro 3 — Inibicdo da atividade de tripsina por extratos foliares de plantas de
soja da variedade IAC-12 e da linhagem IAC-12 TN tratadas com
acido jasmoénico (AJ) e o controle (Cont) ap6s 12, 24 e 48 horas (h)

Tratamento Mg de tripsina inibida/grama de proteina
IAC-12 Cont 12 h 0
IAC-12JA 12 h 0,09 + 0,05*
IAC-12 TN Cont 12 h 0,25+ 0,37
IAC-12TNJA 12 h 0,82+0,11
IAC-12 Cont 24 h 1,18+0,16
IAC-12 JA 24 h 1,2+0,08
IAC-12 TN Cont 24 h 1,24 £ 0,08
IAC-12 TN JA 24 h 2,28+0,12
IAC-12 Cont 48 h 2,4+0,74
IAC-12 JA 48 h 2,57 - 0,01
IAC-12 TN Cont 48 h 4,26 +0,13
IAC-12 TN JA 48 h 502+0,14

* valores sdo a média das analises em triplicata + desvio-padrédo

IAC-12 TN coletadas 12, 24 e 48 horas ap0s o tratamento com acido jasmoénico
e 0s respectivos controles. Na variedade IAC-12, ndo se observou aumento da
inibicdo da atividade triptica no tratamento com acido jasmonico, enquanto na
linhagem IAC-12 TN houve aumento da inibicAo em resposta a esse
tratamento, em todos os tempos analisados.

Genes para inibidores de proteases podem ser ativados como
resultado indireto da atividade de LOX via metil jasmonato. Os resultados de
inibicdo de proteases aqui encontrados podem ser em decorréncia direta do
acido jasmonico aplicado, bem como do &cido jasménico enddégeno produzido
pelo aumento da atividade de LOX, cujos genes também sdo ativados por esse
composto. FARMER et al. (1992) demonstraram que em folhas de tomate a
expressdo génica dos inibidores de proteases € regulada por jasmonatos.
FIDANTSEF e BOSTOCK (1998), trabalhando com folhas destacadas de
batata, detectaram transcritos de inibidores de proteases PIN2 seis horas apos

o tratamento com &cido jasmonico, 0s quais se acumularam em altos niveis.
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Acredita-se que o0s inibidores de proteases sejam componentes
essenciais na resposta de resisténcia ao ataque de insetos e patégenos. Foi
observado que um mutante de tomate, deficiente na biossintese de acido
jasménico, ndo acumula inibidor de proteases em resposta a ferimento e
apresenta suscetibilidade ao ataque de insetos (HOWE et al, 1996). Os
resultados obtidos para o gendtipo com auséncia de lipoxigenases na semente
indicaram que a remocao genética dessas isoenzimas ndo alterou a resposta
de defesa da planta a agentes externos que levam a sintese de inibidores de
proteases.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de avaliar se a eliminacdo genética de lipoxigenases
(LOX) das sementes de soja nao alterou processos fisiolégicos que seriam
normalmente desempenhados por LOX foliares, determinaram-se parametros
bioguimicos do pool de LOX em variedade comercial de soja (IAC-12) e em
linha quase-isogénica dela derivada, com auséncia de LOX em suas sementes
(IAC-12 TN), submetidas a aplicacdo de acido jasmonico. Os resultados do
estudo cinético-bioquimico do pool de LOX foliares revelaram que o pH 6timo
foi semelhante entre os dois genotipos, em torno de pH 6,0. Observou-se
também um segundo pico de atividade na faixa de pH mais acidica, em torno
de pH 4,5. As andlises de temperatura indicaram maior atividade, em torno de
25°C em pH 6,0, em ambos os gendétipos. O parametro cinético Ky aparente foi
menor no tempo de 24 horas em ambos 0s genotipos, tratados ou ndo com
acido jasmonico. O gendtipo IAC-12 apresentou maior Ky app quando tratado
com &cido jasmoénico, ao passo que IAC-12 TN exibiu menor Ky app quando
tratado do que o controle, entretanto, em ambos 0s casos, as diferencas nao
foram acentuadas. Os valores de inibigdo da atividade de tripsina aumentaram
no genotipo IAC-12 TN em resposta a aplicacéo de acido jasmonico.

Os dados indicaram que a remocao genética das LOX de semente de
soja nao tem influenciado o pool de LOX foliares nem a sua resposta ao acido

jasmaonico.
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