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EXTRATO 
 

 
 
 
 
 

CARLI, Alessandra de Paula, M.S., Universidade Federal de Viçosa, outubro  
 de 1999. Efeito do ácido jasmônico na síntese de lipoxigenase e de  
 inibidores de proteases em sementes de explantes de soja. Orientador:  
 Maurílio Alves Moreira. Conselheiros: Maria Goretti de Almeida Oliveira e  
 Everaldo Gonçlaves de Barros.  

 

 

 Este trabalho consistiu em utilizar o sistema de cultivo de explantes de 

soja para estudar o efeito do ácido jasmônico, no sistema “in vitro”, em 

sementes de linhagens normais e com ausência de lipoxigenases, derivados 

das variedades CAC-1, Itamarati e Cristalina na síntese de lipoxigenases (LOX) 

e do inibidor de protease Kunitz (KTI).  Ácido jasmônico foi adicionado aos 

meios de cultivo em que os explantes foram cultivados. As avaliações 

basearam-se nos efeitos do ácido jasmônico sobre o conteúdo do inibidor de 

tripsina Kunitz (KTI) e da atividade específica de LOX1 e LOX 2 e 3. Os 

explantes foram cultivados em meios de cultura líquidos, sob condições semi-

assépticas, os quais continham nutrientes minerais, glutamina e sacarose. O 

pH da solução nutritiva foi mantido em torno de 5,0. Cada explante constou de 

uma vagem completamente expandida, com duas sementes de, 

aproximadamente, 100 mg, conectada a um segmento de caule de 45 mm de 

comprimento. Os explantes foram excisados a partir do quinto nó, da base para 

o ápice. Os tratamentos testados foram: A = 0, B = 200 e C = 400 µM de ácido 
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jasmônico. O experimento foi conduzido sob irradiância de 80 umol de fótons 

m-2s-1 a 25oC, por 8 dias. O delineamento experimental adotado foi o 

inteiramente casualizado, com quatro repetições. Os resultados obtidos 

evidenciaram que nos tratamentos que receberam ácido jasmônico notou-se 

um aumento significativo da atividade específica de LOX e no conteúdo de KTI 

em sementes de variedades normais. No entanto, em explantes de linhagens 

triplo-nulas (desprovidas de LOX), o ácido jasmônico não aumentou o conteúdo 

de KTI. Estes resultados sugerem, fortemente, que a síntese  de inibidores de 

proteases em sementes de soja é induzida por ácido jasmônico via indução da 

síntese de lipoxigenases e que, em sementes triplo nulas esse efeito não é 

observado devido à ausência completa de lipoxigenases. 
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ABSTRACT 

 

 

 

CARLI, Alessandra de Paula, M.S., Universidade Federal de Viçosa,  
 October 1999.  Effect of jasmonic acid in the synthesis of  
 lipoxygenases and  inhibitors of proteases in soybean seeds explants.  
 Adviser: Maurílio  Alves Moreira. Committee members: Maria Goreti de  
 Almeida Oliveira and Everaldo Gonçalves de Barros. 

 

 

This work consited in utilizing a soybean explant culture system to study 

the effect of jasmonic acid, in vitro system, in normal lineages and in absence of 

lipoxygenases, derived from varieties, CAC-1 Itamarati and Cristlina in the 

lipoxygenases synthesis and of proteases inhibitors. The explants were cultured 

in liquid medium, under semi-asseptic conditions containing mineral nutrients, 

glutamine and sucrose. The pH of the nutritive solution was maintained about 

5.0. Each explant includs a completly expanded bean, with two seeds of 

approximately 100 mg each one, connected to a stem segment of 45 mm 

length. The explants were excized off from the fifth node to the base to apex. 

The evaluations were based on the effects of Jasmonic Acid, added to the 

culture medium on the level of tripsine inhibitor and in the specific activity of 

Lipoxygenase 1,2 and 3. Tested treatments were 0, 200 and 400 µM of 

jasmonic acid. The experiment was conducted under irradiance of 80 mmol of 

fotons m-2s-1 at 250C, during 8 days. The entirely randomized experimental 

design was used with four repetitions. The results that were obtained showed 



 x 

that jasmonic acid caused a significative increase of the specific activity of 

lipoxygenases and in the level of proteases inhibitors in seeds of normal 

genotypes. However, in explants of triple-null lineages (without lipoxygenases), 

the jamonic acid did not  provocate increase in the level of proteases inhibitors. 

These results suggest that the synthesis of protase inhibitors in soybean seeds 

is inducted by jasmonic acid through the synthesis induction of lipoxygenases. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 
 

 

Os inibidores de proteases são considerados os principais fatores 

antinutricionais da soja, ocorrendo em quantidades relativamente elevadas em 

suas sementes, onde representam cerca de 6% das proteínas totais. A redução 

da inibição de atividade tríptica e quimiotríptica por extratos de sementes de 

soja de linhagens com ausência de lipoxigenases comparadas com variedades 

normais forneceu evidências de que a eliminação genética de lipoxigenases 

acarreta diminuição acentuada na síntese dos inibidores de proteases 

(CARVALHO,1997).  

Em tecidos foliares, tem sido demonstrado o envolvimento de 

lipoxigenases na via de síntese de jasmonatos, que, por sua vez podem induzir 

a síntese de inibidores de proteases em resposta à ferimentos. Esta via 

metabólica foi evidenciada em folhas de tomate por FARMER e RYAN (1992). 

O ácido jasmônico e seus metil ésteres, produzidos pela ação das 

lipoxigenases, são mensageiros químicos potenciais (ANDERSON et al.,1989). 

Eles são considerados moléculas sinais por sua capacidade de promover 

senescência (CREELMAN, et al. 1995). A senescência induzida por ácido 

jasmônico em tecido foliar de várias espécies vegetais tem sido demonstrada 

pela promoção no decréscimo do conteúdo de clorofila, pelo aumento na 

respiração e proteólise, pela redução na taxa de fotossíntese e da atividade de 

enzimas do cloroplasto (WEIDHASE et al., 1987).  
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Outra possível função atribuída ao metil jasmonato é a de regulador do 

crescimento e desenvolvimento de plantas (CREELMAN e MULLET, 1997). Na 

realidade, o jasmonato pode exercer efeitos antagônicos, ou seja, inibir ou 

promover o crescimento e o desenvolvimento, em plantas ou de órgãos de 

plantas (FRANCESCHI e GRIMES,1991). Ácido jasmônico na concentração de 

10-7 a 10-6 M estimula o crescimento e exerce efeito inibitório acima de 10-5 M 

(BELL e MULLET, 1991).  

Um importante papel de jasmonato parece estar relacionado com a 

defesa de plantas, no qual induz a síntese de inibidores de proteases em 

folhas, submetidas ao ataque de insetos e atuam como intermediários na 

resposta induzida pelo peptídeo sistemina (KODA e KIHUTA, 1994) . 

Ácido jasmônico pode complementar o grupo de fitohormônios 

clássicos, pois influencia uma multiplicidade de processos fisiológicos de  

plantas (PARTHIER, 1993). O nível de ácido jasmônico em plantas varia em 

função do tipo de células, tecido e estádio de desenvolvimento e em resposta a 

vários estímulos ambientais (WASTERNACK e PARTHIER, 1997). 

A origem biossintética do ácido jasmônico e sua estrutura similar aos 

eicosanóides em mamíferos são consistentes com seu papel de molécula 

regulatória, derivada de lipídeo, na expressão de genes em plantas 

(GARDNER, 1995). 

Tem sido observado que em plântulas de soja, metil jasmonato tem 

várias funções, que podem incluir: assimilação e partição de nitrogênio, 

regulação da expressão de genes das proteínas de reserva vegetativa, sinal de 

transdução de estresses, modulação do fotocontrole na biossíntese de 

antocianina e indução dos genes que expressam inibidores de proteases  

(FRANCESCHI e GRIMES, 1991). 

Os experimentos realizados neste trabalho visaram otimizar um 

sistema in vitro de cultivo de explantes que permitisse, com base no modo de 

ação do ácido jasmônico, estudar o efeito deste composto, na síntese de 

inibidores de proteases e atividade de lipoxigenases em sementes de soja com 

e sem lipoxigenases, em face da inexistência de estudos na literatura sobre a 

avaliação dos efeitos do ácido jasmônico em sementes de soja. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1. Características gerais do ácido jasmônico 

 

Diversos compostos químicos derivados de plantas foram identificados 

e podem regular a expressão dos genes que codificam os inibidores de 

proteases. Dentre eles, estão os oligouronídeos, ácido abscísico, metil 

jasmonatos, ácido jasmônico e sistemina (polipeptídeo com 18 resíduos de 

aminoácidos) (KODA et al., 1994). 

Metil jasmonatos foram primeiramente isolados e identificados 

quimicamente como um constituinte essencial do óleo de Jasminum 

grandiflorum (DEMOLE et al., 1962). Metil jasmonatos são compostos 

lipofílicos, voláteis à temperatura ambiente. Esta volatilidade pode ser um fator 

importante na sua atividade fisiológica, pois ele pode agir como um hormônio 

gasoso em plantas, análogo ao etileno (FARMER e RYAN, 1990). 

A base da estrutura química que caracteriza o grupo jasmonatos é um 

anel de ciclopentanona. A molécula de ácido jasmônico apresenta dois centros 

quirais localizados no C3 e C7, que geram quatro possíveis estereoisômeros na 

configuração absoluta R ou S (WASTERNACK e PARTHIER, 1997). A 

estrutura orgânica fisiologicamente ativa dos jasmonatos é: anel pentanona 

planar, uma cadeia pentenil inserida no C7; um acetil no C3 e um grupo 

carbonila no C6. A redução do grupo carbonila para um grupo hidroxila leva a 
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formação do ácido cucúrbico e seus derivados (WASTERNACK e PARTHIER., 

1997).  

Ácido jasmônico é estruturalmente similar aos eicosanóides como as 

prostaglandinas em espécies animais. Estas são sintetizadas a partir do ácido 

araquidônico (GARDNER, 1995 ) e o ácido jasmônico é sintetizado a partir do 

ácido linolênico. MULLER (1997) mostrou que a aplicação de ácido linolênico 

em plantas de soja resulta no acúmulo de ácido jasmônico, indicando que o 

nível de ácido linolênico pode determinar a taxa de síntese do ácido jasmônico. 

PENÃ-CORTÉS et al. (1995) propôs um modelo de produção e de 

ação de ácido jasmônico (AJ) e ácido abiscísico (ABA) em tomateiro. De 

acordo com este modelo o polipeptídeo sistemina estimularia um aumento de 

ABA em folhas tratadas com ácido jasmônico. O aumento nos níveis de ABA 

endógeno ativaria a biossíntese de ácido jasmônico pela via dos 

octadecanóides. Esses hormônios apresentam similaridades em suas 

estruturas, podem inibir crescimento, promover senescência e atuarem como 

moléculas sinais que ativam genes de inibidores de proteases e de catepsina 

D, genes de proteínas de reserva vegetativa, genes que codificam para 

sistemina, leucina aminopeptidase e treonina deaminase, os quais acumulam 

sistemicamente após ferimento da planta. PRETROVIC et al. (1997) mostraram 

o papel do ácido jasmônico na interação vírus-planta demonstrando que a 

infecção viral sistêmica induz a síntese de jasmonatos endógenos. 

Jasmonatos estão envolvidos em vários processos fisiológicos. Em 

quase todos, os sintomas induzidos por metil jasmonatos coincide com o 

aparecimento de uma proteína denominada JIP (proteína induzida por 

jasmonatos). Os genes JIPs em cevada são transcritos quatro horas depois do 

tratamento com metil jasmonatos, causando sintomas como senescência e 

degradação da Rubisco(Ribulosebifosfatocarboxilase) e outros constituintes do 

cloroplasto, levando a morte celular (REINBOTHE e PARTHIER,1997). 

Estresse osmótico ou tratamento com ácido abiscísico aumentam o 

nível de jasmonatos levando a síntese de uma proteína idêntica a JIP em 

folhas de ervilhas (LEHMANN et al., 1995).  

Ácido jasmônico induz ambos, VSP-α e VSP-β, em folhas de soja 

(ANDERSON et al., 1989). Estudos imunológicos mostram que as VSP 

(proteína de reserva vegetativa) são encontradas em flores, folhas e 
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cotilédones nas formas diméricas α2, αβ e β2. Trabalhos desenvolvidos por 

MULLET e MASON (1990) mostraram que a aplicação de 30 µM de ácido 

jasmônico ou metil jasmonato em folhas de soja intactas induziu aumento no 

nível de mRNA de VSP em folhas maduras, após 12 horas da aplicação.  

A expressão de genes VSP é complexa e varia de acordo com o órgão, 

tecido, estádio de desenvolvimento e em resposta a ferimentos (MASON et al., 

1991). Ácido jasmônico e metil jasmonatos são potentes indutores da 

expressão de genes VSP em folhas de soja (SIMPSOM e GARDNER, 1995 ). 

KATO et al. (1994) mostraram que a VSP 94, uma das três proteínas de 

reserva vegetativa que acumula em altos níveis em folhas de soja, é uma 

lipoxigenase (denominada LOX 4) e que metil jasmonatos induz a síntese de 

LOX 4 em folhas. 

Estudos recentes mostraram que ácido jasmônico exógeno pode 

promover senescência, fechamento dos estômatos e induzir resistência 

sistêmica de plantas (CREELMAN e MULLET, 1997). 

Evidências bioquímicas e genéticas têm demonstrado que ácido 

jasmônico é uma molécula sinal indispensável na via de transdução em 

resposta a ferimentos. SEO et al. (1997) mostraram que sistemina, ABA, 

etileno e sinais elétricos transmitem sinais de ferimentos provocando a síntese 

de ácido jasmônico. Este por sua vez provoca acumulação de inibidores de 

proteases.  

 

2.2. Lipoxigenase como uma enzima envolvida na síntese de ácido 
jasmônico 

 

Os produtos da ação de lipoxigenases, tais como traumatina, ácido 

jasmônico, olefinas e aldeídos voláteis têm papel no sinal transducional em 

resposta a ferimentos (ROSAHL, 1995). 

Ácido jasmônico e metil jasmonato são derivados do ácido linolênico 

pela via das lipoxigenases (MULLER, 1997). O produto da ação da 

lipoxigenase sobre o ácido linolênico, o ácido 13-hidroperóxido linolênico, é 

transformado pela enzima hidroperóxido ciclase em ácido 12-oxo-fitodienóico, 

que é o precursor para a formação do ácido jasmônico (SIEDOW, 1991). Além 

da ação inicial da lipoxigenase, a biossíntese de jasmonato depende de 
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hidroperóxidos dehidratases e de uma série de outros eventos, conforme pode 

ser observado na Figura 1, como ciclização, saturação de cadeias e oxidação, 

até estabelecer-se um equilíbrio de aproximadamente 9:1 entre (-) ácido 

jasmônico e (+) 7 – iso jasmonato (GRIMES et al., 1992).  

Em tecidos foliares, tem sido demonstrado o envolvimento de 

lipoxigenases na via de síntese de jasmonatos, que, por sua vez, atuam na 

indução da síntese de inibidores de proteases em resposta a ferimentos e, 

portanto, como uma reação à infestação por pragas e patógenos (FARMER e 

RYAN, 1992). Tratamentos de plantas com inibidores de lipoxigenases reduz a 

síntese de ácido jasmônico (BELL et al., 1995). 

Lipoxigenases são dioxigenases que catalisam a oxigenação 

estereoespecífica do ácido linolênico em hidroperóxidos. Estudos recentes 

indicam que ferimentos e elicitores são sinais extracelulares na via da 

lipoxigenase. Estes sinais provocam ativação de lipases que contribuem na 

degradação da membrana iniciando a via octadecanóide para síntese de ácido 

jasmônico (GARDNER, 1995).  

Em folhas de plântulas de soja, GRIMES et al. (1992) mostraram que 

metil jasmonatos induz a expressão e acúmulo de lipoxigenases em vários 

tipos de células. 

AXELROD et al. (1981) isolaram as lipoxigenases de semente de soja 

em quatro isoenzimas distintas, que foram designadas LOX-1, LOX-2, LOX-3a 

e LOX-3b. Contudo, existem marcadas similaridades tanto no comportamento 

quanto na composição das isoenzimas LOX-3a e LOX-3b e, portanto, os 

autores consideram, para efeito analítico, a existência de somente uma 

isoenzima, a LOX-3. As três isoenzimas são globulares, solúveis em soluções 

salinas diluídas, sendo cada uma formada por uma única cadeia polipeptídica 

(SIEDOW,1991). As lipoxigenases de sementes de soja têm sido bastante 

estudadas, devido a sua importância na determinação da qualidade dos 

produtos de soja (HILDEBRAND, 1988). 
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Figura 1 - Modelo proposto por VICK e ZIMERMMAN (1984) para a biossíntese 
do ácido jasmônico. 

 

A lipoxigenase LOX 1 de soja é a melhor caracterizada, sendo a mais 

efetiva na hidroperoxidação de ácidos graxos livres, enquanto que a LOX 2 e a 

LOX 3 são mais efetivas na hidroperoxidação de ácidos graxos neutros, como 

metil ésteres de ácidos graxos (BILD et al.,1977). Dentre as três lipoxigenases, 

a LOX 1 é a que apresenta maior atividade “in vitro” e maior estabilidade 
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térmica. As três lipoxigenases de sementes são proteínas monoméricas 

similares, com massas moleculares entre 94 e 97 kD, apresentando pontos 

isoelétricos distintos (HILDEBRAND, 1988).  

As lipoxigenases de soja apresentam homologia estrutural com 

lipoxigenases de animais (GARDNER, 1995). No entanto, em plantas as 

lipoxigenases metabolizam o ácido linoléico e linolênico, enquanto que as 

lipoxigenases de animais metabolizam o ácido araquidônico produzindo 

prostaglandinas e leucotrienos. 

Os produtos primários da ação das lipoxigenases, os hidroperóxidos de 

ácidos graxos, são moléculas altamente reativas, capazes de danificar 

sistemas biológicos (SCHEWE et al., 1986).  

Estas enzimas estão amplamente distribuídas na natureza. Atividade 

de lipoxigenases em soja não variam somente entre os diferentes órgãos e 

tecidos, mas também entre os diferentes estádios de desenvolvimento da 

planta (MULLER, 1997). 

Uma das funções fisiológicas das lipoxigenases em plantas está 

relacionada com a síntese de inibidores de proteases em resposta a ferimentos 

causados por pragas e patógenos nos mecanismos bioquímicos de defesa da 

planta. Em particular, a atividade de lipoxigenases aumenta durante interações 

incompatíveis em vários sistemas planta-patógeno (ROSAHL, 1995). 

As lipoxigenases têm sua expressão aumentada em folhas, quando da 

ocorrência de ferimentos (BOHLAND et al.,1997). Plantas respondem a 

ferimentos por uma variedade de mecanismos de defesa, incluindo fortificação 

da parede celular, indução de genes de defesa, síntese de compostos 

antimicrobianos. O ácido jasmônico é um produto do caminho da LOX 

envolvido em resposta a ferimentos (PARTHIER, 1993). 

O envolvimento dessas enzimas no crescimento e desenvolvimento 

tem sido proposto, uma vez que foi observado aumento na atividade de 

lipoxigenase em tecidos em fase de crescimento (MACK et al.,1987). A atuação 

de lipoxigenases no processo de senescência de plantas tem sido sugerido 

pela participação dessas enzimas na síntese de ácido jasmônico, que é, 

sabidamente, um promotor de senescência em células vegetais (VICK e 

ZIMMERMAN, 1984). 
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Metil jasmonato é um importante indutor de genes em resposta a 

ferimentos e regula a expressão de genes de lipoxigenases em várias espécies 

de plantas. As características deste composto indicam que ele é um forte 

candidato como um dos componente da via dos octadecanóides na defesa das 

plantas (HEITZ et al., 1997). O nível de lipoxigenase foliar é regulado por ácido 

jasmônico e metil jasmonato em soja (BELL E MULLET, 1991), em batata 

(GEERTS et al., 1994) e em ervilha (FEUSSNER et al., 1995). 

 

 

2.3. Ácido jasmônico envolvido na síntese de inibidores de proteases 

 

Os inibidores de proteases de grãos de soja são representados pelo 

inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e pelo inibidor de quimotripsina e tripsina 

Bowman-Birk (BBI) (STAHLHUT e HYMOWITZ, 1983). O uso de produtos 

derivados de soja que contêm esses inibidores ativos, por tempo prolongado, 

em cobaias, promove o desenvolvimento de hiperplasia nodular pancreática e 

adenomas celulares (BRANDON e BATES, 1989). Cerca de 80% da inibição da 

atividade tríptica em sementes de soja é causada pela ação do KTI (BRANDON 

et al., 1993). Por outro lado, tem sido mostrado que o BBI inibe forte e 

preferencialmente quimotripsina (BRANDON et al., 1987). O KTI foi o primeiro 

inibidor de proteases vegetais a ser amplamente estudado, tendo sido 

caracterizados sua estrutura, seu mecanismo de ação e sua significância para 

a saúde e nutrição humana e animal (BRANDON et al., 1987). 

A estrutura primária do KTI é constituída por 181 resíduos de 

aminoácidos, com duas pontes bissulfídricas, que, uma vez rompidas, 

acarretam perda da atividade biológica desse inibidor. O BBI é constituído de 

uma única cadeia polipeptídica, com 71 resíduos de aminoácidos. Cada sítio 

inibitório da molécula está localizado numa alça de peptídio, com nove resíduos 

de aminoácidos. A molécula de BBI apresenta estrutura rígida e alta 

estabilidade térmica, que são garantidas por sete pontes bissulfídricas. Estima-

se que o grupo de inibidores chamados genericamente de BBI de grãos de soja 

seja responsável por cerca de 20% da inibição de tripsina (BRANDON et al., 

1993). 
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Em folhas, ferimentos resultantes de ataque de insetos levam ao 

aparecimento de sinais que ativam a síntese de inibidores de proteases no 

local do ferimento, como também em folhas mais distantes. Vários compostos 

para sinal sistêmico tem sido sugerido, incluindo ácido jasmônico, 

oligogalacturonídeos, ácido abscícico, sistemina e sinais elétricos (FARMER et 

al., 1994).  

FARMER e RYAN (1992) pesquisaram vários intermediários 

octadecanódes da via das lipoxigenases. Como ácido jasmônico, estes 

intermediários podem ser aplicados nas plantas em baixas concentrações de 

maneira não destrutiva. Ácido linolênico, hidroperoxilinolênico e ácido 

fitodienóico foram todos indutores da síntese de inibidores do tipo I e II. A 

especificidade da ativação de genes de inibidores pelos intermediários do ácido 

jasmônico pode ser absoluta. Assim, octadecanóides bem como jasmonatos 

podem estar envolvidos no complexo sinal que regula a expressão de genes de 

defesa em plantas. 

FARMER e RYAN (1992) demonstraram que em folhas de tomateiro a 

expressão gênica dos inibidores de proteases é regulada por jasmonatos.  

No modelo proposto na Figura 2, o passo chave envolve a interação 

dos sinais extracelulares com os receptores da membrana plasmática levando 

a ativação de lipases e com liberação do ácido linolênico dentro do citoplasma. 

O ácido linolênico é convertido pela via das lipoxigenases à ácido jasmônico, o 

qual interage com um receptor e ativa a expressão de genes de inibidores de 

proteases.  
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Receptor I Receptor II
Membrana plasmática

Lipases PK

Ácido linolénico
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Dehidrase
β-oxidação

Ácido Jasmônico
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ácido jasmônico

Patógenos
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sistêmicos
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Figura 2 - Modelo  da via  de sinalização para expressão gênica de inibidores 
de proteases, proposto por FARMER e RYAN (1992).  

 

 

 

FARMER et al. (1994) verificaram que a indução de inibidor de 

protease I em folhas de tomateiro em resposta a ferimentos foi fortemente 

inibida por DIECA (ácido dietilcarbâmico) que inibe a atividade de LOX. Isto 

demonstra que o intermediário hidroperóxido está envolvido no sinal para a 

ativação de genes de inibidores de proteases, da via octadecanóide. 

RICKAUER et al. (1997) demonstraram que a indução da síntese de 

inibidores de proteases em células de folha de tabaco por ácido jasmônico era 

precedida por um aumento na atividade de lipoxigenases. Tem-se questionado 

se os inibidores de proteases e outras proteínas tem importante papel na 

proteção contra ataque por fungos. Estudos demonstraram que ferimentos e 

elicitores induzem a atividade de lipoxigenases (MELAN et al., 1993), indicando 

que a enzima pode estar envolvida na resposta contra a infecção. 

O trabalho desenvolvido por SCHWEIZER et al. (1997) mostrou que 

plantas de arroz oriundas de sementes tratadas com ácido jasmônico ou de 
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sementes inoculadas com o fungo Magnaporthe grisea  acumulam em suas 

folhas as proteínas PR1 (anti-fúngica), PR2 (β, 1,3 glucanase), PR3 (quitinase), 

PR5 (traumatina), PR9 (peroxidase), sugerindo um papel para o ácido 

jasmônico como molécula sinal no mecanismo de defesa à doença. 

O ácido salicílico inibe a síntese de inibidores de proteases induzida 

por ferimentos, oligouronídeos, ácido jasmônico e sistemina, pois ele inibe a 

conversão do ácido 13-S-hidroperóxido linolênico para 12-oxo-fitodienóico, 

bloqueando a síntese de ácido jasmônico (DOARES et al., 1995). 

DAMMANN et al. (1997) submeteram raízes de batata a ferimento 

mecânico e a tratamentos com ABA, ácido jasmônico e água (controle). 

Quando as raízes foram tratadas com ácido jasmônico, foram observados altos 

níveis de mRNA de inibidor de protease II, inibidor de catepsina D, leucina 

aminopeptidase e treonina deaminase nas folhas. Entretanto, nas raízes não 

tratadas não foi detectada quase nenhuma expressão destes mRNAs. Um novo 

gene homólogo de inibidor de protease (Pin II) específico da raiz se acumula 

nestes tecidos (reposta local), o qual não foi observado nas folhas (resposta 

sistêmica). Logo, estes dados sugerem a existência de uma complexa rede de 

transdução de sinais, que regulam os efeitos dos hormônios ABA e ácido 

jasmônico na expressão de genes induzidos por ferimentos nos diferentes 

órgãos da planta. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

 
 
 
3.1. Material vegetal e condições de cultivo 

 

Neste trabalho foram utilizadas sementes de soja (Glycine max (L.) 

Merrill) das variedades comerciais Cristalina ,CAC-1 e Itamarati e de linhagens 

com ausência completa de lipoxigenases em suas sementes (TN), CR4TN, 

U142TN e CAC-1TN), fornecidas pelo Núcleo de Biotecnologia Aplicada a 

Agropecuária (BIOAGRO) da Universidade Federal de Viçosa. As linhagens TN 

originaram-se de cruzamentos entre as variedades comerciais e o genótipo 

UFV TN do programa de Melhoramento da Qualidade e do Sabor da Soja em 

desenvolvimento no BIOAGRO.  

As sementes foram semeadas em vasos de polietileno, contendo como 

substrato: solo misturado com esterco curtido, areia lavada, calcário dolomítico 

e superfosfato simples. O substrato foi desinfetado quimicamente com brometo 

de metila. Após germinação, as plântulas obtidas foram mantidas em casa-de-

vegetação, sob condições naturais de luz, temperatura e umidade relativa. 

Após 10 dias, quando as plântulas apresentaram o primeiro trifolíolo 

completamente expandido, foi efetuado um desbaste, mantendo-se apenas 

duas plantas por vaso. As plantas foram irrigadas diariamente. As plantas 

permaneceram nestas condições até que o pericarpo formasse completamente  

e as sementes atingissem um peso fresco em torno de 100 mg cada. 
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As plantas foram, então, transferidas para uma casa de apoio para 

instalação do cultivo dos frutos de soja in vitro, em condições semi-assépticas, 

mantendo plantas in situ, como controle. 

 

 

3.2. Cultivo in vitro em condições semi-assépticas 
 

O cultivo de explantes em condições semi-assépticas seguiu a 

metodologia descrita por MOSQUIM e SODEK (1991). Cada explante foi 

constituído de uma vagem completamente expandida, contendo duas 

sementes de, aproximadamente 100 mg, conectada a um segmento de caule 

de 45 mm de comprimento (Figura 3a). Os explantes foram excisados a partir 

do quinto nó, da base para o ápice e cultivados em meios de cultivo líquidos, 

conservando-se o banho de gelo (Figura 3b). 

Os volumes dos meios de cultivo foram de 6,5 mL por frasco, 

preparados segundo CHANDLER et al. (1983), para os macronutrientes e 

THOMPSON et al. (1977), para os micronutrientes. A solução de ferro, 

preparada a parte. A solução de FeEDTA foi preparada a partir da dissolução, 

a quente e em separado, de FeSO4 (557 mg) e de Na2EDTA (745 mg), 

procedendo-se à mistura posteriormente e complentando-se o volume final, 

para 100 ml, com água deionizada. Como fonte de nitrogênio foi utilizada 

glutamina . Como fonte de carboidratos, sacarose a 5% (p/v). O pH da solução 

nutritiva foi ajustado para 5,0. O experimento foi conduzido sob um nível de 

irradiância de 80 µmolm-2s-1 e temperatura de 25oC (Figura 3c). O ácido 

jasmônico foi obtido da SIGMA e adicionado nos meios de cultura líquidos no 

momento da instalação do experimento. O período de cultivo foi de 204 horas.  

No experimento foram utilizadas as linhagens de soja descritas 

anteriormente, com ausência e presença de lipoxigenases. Estes genótipos 

foram analisados e selecionados, previamente, em laboratório.  

Inicialmente, foram avaliados os efeitos de concentrações crescentes 

de ácido jasmônico na amplitude de 0 a 400 µM, em intervalos equidistantes de 

50 µM, sobre o incremento de matéria fresca, atividade específica de  
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Figura 3 - Explante de soja constituído de uma vagem completamente 
expandida (a); cultivo em meio líquido com a manutenção de 
banho de gelo (b); condução do experimento (c); vagens 
separadas em pericarpo e sementes (d). 
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lipoxigenase e níveis de inibidores de proteases de sementes oriundas dos 

explantes cultivados in vitro da variedade Itamarati. Foram também testadas 

diferentes variedades (Cristalina, CAC-1 e Itamarati com e sem lipoxigenases 

nas sementes), com concentrações fixas de 200µM e 400µM de ácido 

jasmônico. 

 

 

3.3. Determinação de matéria fresca 

 

As vagens, uma vez colhidas, foram separadas em pericarpos e 

sementes (Figura 3d) e as massas frescas das sementes, correspondentes a 

cada repetição, foram determinadas em seguida. Logo após, as sementes 

foram congeladas em nitrogênio líquido, colocadas em papel-alumínio e 

armazenadas a -800 C até a ocasião das análises bioquímicas. 

 

 

3.4. Obtenção de extrato da semente 

 

 Amostras de 10 mg de sementes foram extraídas com tampão 

apropriado para cada análise. Para análise de KTI estas amostras foram 

maceradas em gral, com 0,5 mL de tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 contendo 

CaCl2 20 mM. O extrato obtido foi centrifugado a 7.500 x g, por 15 minutos, à 

temperatura ambiente. Para análise de LOX as amostras foram extraídas com 

0,6 mL de Tris-HCl 50 mM, pH 6,8 e o extrato centrifugado a 13.600 x g, por  

20 minutos, a 4oC. O sobrenadante foi utilizado nos ensaios de atividade 

enzimática e nas análises eletroforéticas por SDS-PAGE.  

 

 

3.5. Análise eletroforética de KTI e LOX 

 

Foram utilizados géis de poliacrilamida contendo SDS, no sistema 

descontínuo descrito por LAEMMLI (1970): 
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a) Para análise de KTI o gel de concentração foi de 6% de acrilamida-

bisacrilamida em tampão Tris-HCl, 0,15 M, pH 6,8, contendo 0,4 % de SDS e o 

gel de separação foi de 14% de acrilamida-bisacrilamida em tampão Tris-HCl  

0,9 M, pH 8,8, contendo 0,4 % de SDS. A corrida foi feita em cuba vertical com 

tampão de corrida contendo Tris-HCl 0,05 M, pH 8,5, glicina 0,192 M e 0,1 % 

de SDS. 

b) Para análise de LOX o gel de separação foi de 9,0 % acrilamida-

bisacrilamida em tampão Tris 1,07 M, pH 8,8 contendo 0,4 % SDS e o gel de 

concentração 4,5% de acrilamida-bisacrilamida em tampão Tris-HCl 0,125 M, 

pH 6,8, contendo 0,4 % de SDS. A corrida foi feita em cuba vertical em tampão 

de corrida Tris-HCl, 0,075 M, pH 8,3, glicina 0,576 M, contendo SDS 0,1 %. Os 

géis foram corados com “Coomassie Brilliant Blue” R-250. A imagem do gel foi 

fotodocumentada em equipamento Eagle Eye II (Stratagene) e analisada com 

“software” One Dscan (Scanlytics). 

c) A partir do gel de lipoxigenase obtido do modo semelhante ao 

descrito acima fez-se a análise de “Western blotting”.  

Após a separação, as proteínas foram transferidas a 100 V durante  

1 hora, para membrana de nitrocelulose 0,45 µ, em aparelho BIO-RAD, usando 

tampão TGM. Este tampão é preparado usando 10% de tampão TG ( 3,03% 

Tris, 14,4% glicina) acrescido de 20% de metanol. 

Após a transferência, a membrana foi lavada com TTBS (0,0015 M de 

NaCl, 0,01 M de Tris pH 7,6 e 500 µL de Tween 20) por 30 minutos e depois 

em TBS + 3% de leite desnatado por 60 minutos. A membrana foi incubada 

com o anticorpo primário específico preparado pelo Laboratório de Proteína – 

BIOAGRO) diluído em TBS + 3% de leite desnatado (1:500) por uma noite, 

com agitação. Novamente foi lavada em TTBS por 3 vezes durante 5 minutos, 

incubada com o anticorpo secundário (anti IgG de coelho, conjugado com 

fosfatase alcalina) diluído em TBS (1:30000 e 1:20000) por 2 horas, sob 

agitação. A membrana foi então lavada em TTBS por 5 minutos por 3 vezes e 

depois com água destilada por 30 segundos, corada com solução contendo  

44 µL de NBT (75 mg/mL) e 33 µL de BCIP (50 mg/mL) em 10 mL de tampão 

para fosfatase alcalina (100 mM Tris, pH 9,6, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2), 

agitando até formação de cor. Para paralisar a reação de coloração a 
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membrana foi lavada em água destilada, e depois secada em papel-filtro e 

fotodocumentada com Scanlytics. 

 

 

3.6. Testes colorimétricos para detecção de lipoxigenases 

 

Foram utilizados testes colorimétricos não-destrutivos para detecção de 

LOX1 e LOX 2 e 3 segundo metodologias propostas por OLIVEIRA et al. 

(1997), tomando-se uma pequena porção do cotilédone, do lado oposto ao eixo 

embrionário, das sementes, para seleção de indivíduos com ausência de 

lipoxigenaseses e, também, para confirmar os resultados obtidos por 

eletroforese e atividade enzimática. 

 

 

3.7. Determinação de atividade de lipoxigenases 

 

 A atividade de lipoxigenase sobre o ácido linoléico foi realizada segundo 

o método de AXELROD et al (1981). Nesse método, é medido o aumento da 

absorvância a 234 nm, resultante da formação de um sistema de duplas 

ligações conjugadas no hidroperóxido formado. 

 Para tanto, preparou-se uma solução-estoque com 156 µL de ácido 

linoléico, 180 µL Tween – 20 e aproximadamente 40 mL de água deionizada, 

previamente fervida. A homogeneização, em um béquer coberto por papel 

alumínio, foi feita succionando a solução com uma pipeta automática, para 

evitar bolhas. Para o clareamento da solução, usou-se de hidróxido do sódio 

0,5 M. Em seguida, transferiu-se a solução para um balão volumétrico, também 

coberto com papel-alumínio, e completou-se o volume para 50 mL com água 

deionizada fervida. A concentração final do ácido linoléico nesta solução foi de 

10 mM. 

 Para a análise da atividade de lipoxigenase 1, misturaram-se 4 µL do 

extrato bruto da semente e 6 µL da solução estoque de ácido linoléico em  

1 mL de tampão borato de sódio 0,1 M, pH 9,5, a 25oC. Para a análise da 

atividade de lipoxigenase 2 e 3, misturaram-se 4 µL do extrato bruto da 
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semente e 6 µL da solução de ácido linoléico em 1 mL de tampão fosfato de 

sódio 0,2 M, pH 6,8, a 25oC. 

 A absorvância a 234 nm foi determinada de 30 em 30 segundos, por um 

período de 2 minutos. Sob as mesmas condições procedeu-se com o branco, 

que consistiu da mesma quantidade de substrato e tampão, e com o controle 

que consistiu da mesma quantidade de extrato e tampão. Todas as análises 

foram realizadas em triplicatas.  

 Os valores de absorvância a 234 nm foram determinados, e as 

velocidades de formação dos produtos foram calculadas. 

 

 

3.8 Determinação de proteínas nos extratos de grãos de soja 

 

As determinações de proteínas nos extratos foram realizadas pelo 

método do ácido bicinconínico (BCA), descrito por SMITH et al. (1985). Utilizou-

se soroalbumina bovina (BSA) como padrão. O reagente de trabalho utilizado 

para as determinações consistiu da mistura do reagente A com o reagente B, 

na proporção da 100:2. Reagente A: ácido  biciconínico e reagente B: solução 

de sulfato de cobre. 

O procedimento analítico consistiu em pipetar 50 µL de extrato em um 

tubo, ao qual foi adicionado 1 mL do reagente. A mistura foi agitada e colocada 

em banho-maria a 370C, por 30 minutos.  

Após este tempo, os tubos foram resfriados à temperatura ambiente e 

a absorvância, determinada a 562 nm. Os extratos das amostras foram 

analisados em triplicata.  

O preparo das diluições seriadas da proteína-padrão consistiu na 

diluição do estoque de BSA 0,24% (p/v) em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2, 

ressaltando-se que as concentrações de BSA variaram de 12 a 72 µg de 

proteína/mL de solução.  
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3.9. Determinação de inibidores de proteases 

 

Foram efetuados ensaios de inibição de tripsina para determinação do 

nível de inibidor de tripsina nas sementes de soja. 

Foram utilizadas tripsina pancreática bovina (tipo III) e o substrato 

sintético N benzoil-D,L-arginina-p-nitroanilida (D,L-BApNA). Soluções estoque 

de tripsina foram preparadas em HCl 1,0 mM e armazenadas a -20 0C. Durante 

a determinação da atividade, a enzima foi mantida em banho de gelo. 

A solução estoque de D,L-BapNA, 60 mM, foi preparada em 

dimetilsulfóxido e armazenada a -200C. A concentração da solução utilizada 

nos ensaios foi de 1,2 mM em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 contendo  

CaCl2 mM. A solução foi preparada na hora do uso, mantendo-se estável por 

cerca de 2 horas. 

A determinação da atividade de tripsina, dos extratos, foi feita pelo 

método descrito por ERLANGER et al. (1961). No processo de incubação,  os 

testes foram realizados adicionando-se a 0,5 mL de tampão Tris-HCl 0,1 M,  

pH 8,2 contendo CaCl2 20 mM, 50 µL da solução de tripsina 4,166 x 10-5  M e 

50 µl do extrato. Os controles da atividade da enzima na ausência de inibidores 

foram preparados substituindo-se o extrato por tampão  

Tris-HCl 0,1M, pH 8,2 contendo CaCl2 20 mM. Esta mistura foi agitada 

lentamente e deixada à temperatura ambiente por 2 minutos. Após o período 

de incubação, procedeu-se à determinação da atividade enzimática 

adicionando-se a 0,5 mL de tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 contendo  

CaCl2 20 mM e 0,5 ml da solução de D,L-BApNA (1,2 mM), 0,5 ml da solução 

de incubação. A reação ocorreu durante 3 minutos. A absorvância da solução 

foi determinada em  410 nm. 

 

 

3.10. Análise estatística 

 

 O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado 

com 4 repetições. Cada unidade experimental foi composta de 6 explantes 

contento um total de 12 sementes. As análises de laboratório implicaram em 

três determinações por unidade experimental. As médias obtidas foram 
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submetidas ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para análise de 

variância e teste de médias, foi utilizado o Sistema para Análise Estatística e 

Genética, SAEG, Universidade Federal de Viçosa (1997). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 

 

Verifica-se, no Quadro 1, que não houve efeito significativo das 

concentrações de ácido jasmônico, a 1% de probabilidade, sobre a massa de 

matéria fresca das sementes dos explantes de soja cultivados in vitro. No 

entanto, para todas as outras características avaliadas ocorreu efeito 

significativo.  

 

 

 

Quadro 1 -  Análises de variância dos dados de massa de matéria fresca, 
atividade específica de LOX 1 e LOX 2, 3, níveis de inibidores de 
proteases de sementes de explantes de soja cultivados in vitro, da 
variedade Itamarati em função de concentrações crescentes de 
ácido jasmônico 

 
 

  QUADRADO MÉDIO 

FV GL Matéria fresca Lox 1 Lox  2 e 3 Inibiçào tríptica 

Ác. Jasmônico 4 0,00057413ns 3.267,875** 1.337,561** 69341,52** 

Resíduo 12 0,00018567 25,37589 1,25081 1613,482 

CV (%)  5,482 11,585 3,882 6,695 
 
ns: não-significativo. 
** significativo a 1% de probabilidade. 
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A atividade específica de LOX1 das sementes dos explantes de soja 

aumentou, em função das concentrações de ácido jasmônico, até a 

concentração de 400 µM. No entanto, de 200 a 400 µM percebeu-se que houve 

um declíneo maior no aumento da atividade (Figura 4). Entre a concentração 0 

e 400 µM de ácido jasmônico ocorreu um aumento de  

5,3 vezes na atividade específica de lipoxigenase 1. 
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Figura 4 - Efeito de concentrações crescentes de ácido jasmônico sobre a 

atividade específica de LOX 1 de sementes do cultivar Itamarati 
oriundas de explantes de soja. 

 

 

Foi observado um aumento expressivo da atividade específica de LOX 

2 e 3 à medida que aumentou a concentração de ácido jasmônico  na solução 

nutritiva (Figura 5). Entre a concentração 0 e 400 µM de ácido jasmônico 

ocorreu um aumento de 4,6 vezes na atividade específica de lipoxigenases  

2 e 3.  
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Figura 5 - Efeito de concentrações crescentes de ácido jasmônico sobre a 

atividade de LOX 2 e 3 de sementes do cultivar Itamarati oriundas 
de explantes de soja 

 

 

GRIMES et al. (1992), trabalhando com plântulas de soja, observaram 

que a exposição das mesmas a baixos níveis de metil jasmonato atmosférico 

induziu a expressão e acúmulo de lipoxigenases nos folíolos.  

Esses experimentos demonstraram que a atividade de lipoxigenase é 

aumentada de 2,5 vezes após exposição da plântula de soja a metil jasmonato. 

Segundo esses autores existem duas possíveis explicações para o 

aumento da atividade de lipoxigenases após a exposição das plântulas de soja 

ao metil jasmonato. Primeiro, o metil jasmonato pode estabilizar a lipoxigenase 

durante o crescimento da plântula. Segundo, o metil jasmonato pode induzir a 

expressão de transcritos de lipoxigenases.  

Na Figura 6, estão apresentados os resultados de inibição da atividade 

tríptica por inibidores de proteases presentes em extratos de sementes da 

variedade Itamarati. Observa-se um aumento na inibição de tripsina expressa 

em (miligrama de tripsina inibida por grama de proteína) em extratos das 

sementes de explantes de soja cultivadas em meios contendo concentrações  
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Figura 6 - Efeito de concentrações crescentes de ácido jasmônico sobre a 

síntese de inibidores de proteases de sementes do cultivar 
Itamarati oriundas de explantes de soja. 

 

 

crescentes de ácido jasmônico até 100 mM, a partir do qual ocorre uma 

tendência à estabilização. 

Estes resultados aliados aos das Figuras 4 e 5 sugerem que o ácido 

jasmônico está envolvido na expressão gênica dos inibidores de proteases em 

sementes de soja, pela via das lipoxigenases. 

FARMER et al. (1994) demonstraram que o caminho de transdução de 

sinais para a síntese de inibidores de proteases, em folhas de tomate feridas  e 

tratadas com sistemina, envolve a síntese de um intermediário hidroperóxido 

octadecanóide derivado do ácido linolênico pela ação das lipoxigenases, visto 

que a adição de DIECA (ácido dietilcarbamico) inibidor de LOX promoveu a 

inibição da síntese de inibidor de protease.  

Logo, sugere-se que a expressão de inibidores de proteases em 

sementes de soja é induzida pela via metabólica do ácido jasmônico, visto que, 

a presença de ácido jasmônico exógeno, no sistema in vitro, provocou aumento 

no nível de inibidor de tripsina em sementes de soja. 

Assim, os resultados desta primeira etapa sugerem que a lipoxigenase 

é ativada por ácido jasmônico e este promove aumento na síntese de inibidores 
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de proteases em sementes de soja contendo lipoxigenase, e que a melhor 

concentração de ácido jasmônico está na faixa de 200 µM para uso no cultivo 

de explantes em condições semi-assépticas. 

O trabalho desenvolvido por CARVALHO (1997) forneceu evidências 

de que a eliminação genética de lipoxigenases acarreta diminuição acentuada 

na síntese de inibidores de proteases em sementes de soja. Em face destes 

resultados, tornou-se oportuno realizar experimentos objetivando determinar se 

ácido jasmônico exógeno estimularia a síntese de inibidores de proteases em 

sementes desprovidas de lipoxigenases. 

Os resultados apresentados nas Figura 7 para a variedade Itamarati e 

Itamarati TN , Cristalina e Critalina TN, CAC-1 e CAC-1 TN demonstram que há 

maior crescimento das sementes in vitro do que in situ. Nota-se também, que o 

ácido jasmônico não promoveu aumento significativo no conteúdo de matéria 

fresca destas variedades, quando comparamos controle in vitro com amostras 

que receberam tratamento com ácido jasmônico. 

Em sementes Itamarati, CAC-1 e Cristalina normal, a atividade 

específica de LOX1 (Figura 8) e LOX 2 e 3 (Figura 9) aumentou 

significativamente, quando comparados com o controle em casa de vegetação 

e o controle in vitro. Estes resultados indicam que ácido jasmônico induz a 

síntese de lipoxigenases em sementes de soja. 

A não-interferência do ácido jasmônico sobre a atividade específica de 

lipoxigenase 1, 2 e 3  em sementes das linhagens Itamarati TN, CAC-1 TN, e 

Cristalina TN foi atribuída ao fato destas sementes não apresentarem os genes 

que codificam para LOX1 e LOX 2 e 3. 

SARAVITZ e SIEDOW (1996) observaram um aumento da expressão 

de genes de lipoxigenase, quando submetidas a vários tipos de estresses em 

plantas de soja e batata. Mostraram também que transcritos de genes que 

codificam LOX 7 e 8 estão presentes em folhas não feridas e aumentam a 

transcrição após o ferimento. ROYO et al. (1996) mostraram que LOX 1, 2 e 3 

de batata estão envolvidas na síntese de ácido jasmônico, e que estas 

isoformas apresentam diferentes papéis após ferimento. 
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Figura 7 - Matéria fresca (g) de sementes de explantes de soja. Inicial = valores iniciais; 

In situ = controle de casa de vegetação; I = controle in vitro; II = 200 µM de 
ácido jasmônico; e III = 400 µM de ácido jasmônico. Letras minúsculas 
comparam diferentes tratamentos, dentro do mesmo genótipo. Letras 
maiúsculas comparam os dois genótipos, no mesmo tratamento. As médias 
seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% 
de probabilidade. 
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Figura 8 -   Atividade específica de lipoxigenase 1 de sementes de explantes de soja. 

Inicial = valores iniciais; In situ = controle de casa de vegetação;  
SM = semente madura; I = controle in vitro; II = 200 µM de ácido jasmônico 
e III= 400 µM de ácido jasmônico. Letras minúsculas comparam diferentes 
tratamentos, dentro do mesmo genótipo. As médias seguidas pelas 
mesmas letras não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 
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Figura 9 - Atividade específica de lipoxigenase 2 e 3 de sementes de explantes de soja. 

Inicial = valores iniciais; In situ = controle de casa de vegetação;  
SM = semente madura; I = controle in vitro; II = 200 µM de ácido jasmônico e 
III = 400 µM de ácido jasmônico. Letras minúsculas comparam diferentes 
tratamentos, dentro do mesmo genótipo, e letras maiúsculas comparam os 
dois genótipos, no mesmo tratamento. As médias seguidas pelas mesmas 
letras não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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O envolvimento das lipoxigenases no crescimento e desenvolvimento 

tem sido proposto uma vez que foi observado aumento da atividade de 

lipoxigenases em tecidos em fase de rápido crescimento (MACK et al.,1987). 

As lipoxigenases também tem sido associadas à resposta a ferimentos e 

senescência foliar. Dessa forma, verifica-se que a participação de 

lipoxigenases em processos fisiológicos em folhas de diversas espécies de 

vegetais tem sido relativamente bem estudada. Entretanto, a presença de 

lipoxigenases em sementes de espécies vegetais continua sem ter função 

fisiológica específica determinada. Assim, a expressão e o acúmulo de 

proteínas de reserva vegetativa em soja são regulados por ácido jasmônico 

(FRANCESCHI e GRIMES, 1991). 

Para comprovar os resultados obtidos a partir de análises 

espectrofotométricas, fez-se a análise de lipoxigenases por SDS-PAGE (Figura 

10). Observa-se claramente aumento de lipoxigenase em sementes que 

receberam tratamento com ácido jasmônico.  

Na Figura 11 são apresentados os padrões de precipitação obtidos via 

técnica de “western blotting” onde as lipoxigenases após terem sido separadas 

eletroforeticamente e transferidas para uma matriz sólida (membrana de 

nitrocelulose) foram submetidas a reações contra o anticorpo. Pode-se 

perceber na Figura 11 que a única canaleta na qual a banda de lipoxigenase 

não aparece trata-se da linhagem com ausência de lipoxigenase. Observa-se 

ainda que houve uma maior intensidade na banda de LOX de sementes que 

foram cultivadas em meio contendo ácido jasmônico.  

Nas Figuras 12 (a,b,c) estão apresentados os resultados de inibição da 

atividade tríptica por extratos de semente das variedades comerciais  

e de suas linhagens derivadas com ausência de lipoxigenases. Para a 

variedade Critalina, CAC-1 e Itamarati observou-se um aumento no conteúdo 

de inibidores de proteases avaliados em miligrama de tripsina inibida por grama 

de proteína, comparado com o controle in vitro e in situ. No entanto, para as 

linhagens TN, não se observou aumento de inibição da atividade de tripsina. 
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Figura 10 - Padrão  eletroforético de lipoxigenase em gel de poliacrilamida da 
variedade Cristalina, onde: S = semente madura normal;  
T = semente madura TN; C = controle in vitro e J = 400 µM de 
ácido jasmônico. 
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Figura 11 - Padrão de precipitação obtido via técnica de” Western blotting” 
utilizando antissoro contra lipoxigenase de sementes de soja da 
variedade cristalina, onde: S = semente madura; T = semente 
madura TN; C = controle; J = 400 µM de ácido jasmônico. 

 

 

Segundo a literatura, ácido jasmônico é um mensageiro intracelular ou 

intercelular na maioria das plantas. Baixos níveis de ácido jasmônico podem 

induzir a expressão de inibidores de proteases em folhas de tomate e acúmulo 

de proteínas de reserva vegetativa (GRIMES et al., 1992). 
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Figura 12 - Miligramas  de tripsina inibida/g de proteína de sementes de explantes de 

soja. Inicial = valores iniciais; In situ = controle de casa de vegetação;  
SM = semente madura; I = controle in vitro; II = 200 µM de ácido jasmônico 
e III = 400 µM de ácido jasmônico. Letras minúsculas comparam diferentes 
tratamentos, dentro do mesmo genótipo, e letras maiúsculas comparam os 
dois genótipos, no mesmo tratamento. As médias seguidas pelas mesmas 
letras não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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No presente trabalho, ácido jasmônico exógeno promoveu aumento 

significativo na síntese de inibidores de proteases em sementes de explantes 

de soja cultivados in vitro. No entanto, a ação do ácido jasmônico exógeno 

como molécula indutora da síntese de inibidores de proteases em sementes de 

soja com ausência de lipoxigenases não foi observada. Esses resultados 

sugerem que, em sementes de soja, a síntese de inibidores de proteases 

dependente da via das lipoxigenases não é revertida por ácido jasmônico 

Figura 12. 

Pode ser observado também que não ocorreu aumento na 

porcentagem de inibição da atividade tríptica em extratos das linhagens CAC 

TN, Itamarati TN e Cristalina TN (Figura 13) quando comparadas com 

variedades normais (com presença de lipoxigenases).  

Os resultados do presente trabalho indicam que o ácido jasmônico 

induz a síntese de inibidores de proteases em sementes de soja, via caminho 

dependente de lipoxigenase, visto que nas sementes com ausência de 

lipoxigenases, não houve aumento na expressão de inibidores de proteases. 
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Figura 13 - Inibição  de tripsina (%) por extratos de sementes de explantes de soja. 

Inicial = Valores iniciais; In situ = controle de casa de vegetação; I= controle 
in vitro; II= 200 µM de ácido jasmônico e III = 400 µM de ácido jasmônico. 
Letras minúsculas comparam diferentes tratamentos, dentro do mesmo 
genótipo, e letras maiúsculas comparam os dois genótipos, no mesmo 
tratamento. As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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5. RESUMO E CONCLUSÕES 
 
 

 

 

O sistema de cultivo in vitro mostrou-se ideal para testar os efeitos do 

ácido jasmônico em sementes de soja, em razão de sua grande 

reprodutibilidade, condições controladas e perfeito isolamento dos efeitos dos 

tratamentos testados. 

Assim, os resultados obtidos permitiram concluir que o fornecimento 

exógeno de ácido jasmônico aos meios  em que os explantes de soja foram 

cultivados, induz a síntese de lipoxigenases nas sementes de linhagens 

normais, com concomitante aumento significativo da síntese de inibidores de 

proteases. No entanto, em sementes de linhagens desprovidas de 

lipoxigenases, o fornecimento exógeno de ácido jasmônico não foi capaz de 

induzir a síntese de inibidores de proteases dependentes de lipoxigenases.  

Conclui-se, portanto, que o ácido jasmônico somente é capaz de 

induzir a síntese de inibidores de proteases em sementes de soja via indução 

de lipoxigenases. Assim, em sementes que apresentam ausência completa 

dessas enzimas não observou efeito do ácido jasmônico no que concerne à 

indução da síntese de inibidores de proteases. 
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