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EXTRATO

SILVA, Francine Barbosa, M.S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
1999. Caracterizacdo da “via das lipoxigenases” em plantas de soja
submetidas ao ataque de insetos-praga. Orientadora: Maria Goreti de
Almeida Oliveira. Conselheiros: Maurilio Alves Moreira, Elizabeth Pacheco
Batista Fontes e Everaldo Gongcalves de Barros.

Lipoxigenases (EC: 1.13.11.12) sao enzimas que catalisam a
dioxigenacado estereoespecifica de acidos graxos polinsaturados que contém o
sistema cis,cis-1,4-pentadieno, formando hidroperdoxidos que sao posterior-
mente metabolizados e produzem substancias com atividades fisiol6gicas
pronunciadas. As LOXs sdo responsaveis pela formagdo de compostos
organicos responsaveis pelo “beany flavor’” das sementes de soja, que reduz
drasticamente a utilizacdo desta oleaginosa na alimentacdo humana. Uma
estratégia na eliminacdo deste sabor indesejavel é a retirada, através de
manipulacdo genética, das LOXs de semente. Além disso, é descrito o
envolvimento dessas isoenzimas no crescimento e desenvolvimento, na
senescéncia e na biossintese de moléculas regulatérias. Este trabalho avaliou
a capacidade da planta em responder ao ataque de insetos-praga (um
mastigador e outro sugador) pela “via das lipoxigenases”, tendo sido realizadas
analises bioquimicas e cinéticas do “pool” de lipoxigenases foliares e dos

possiveis produtos finais da via. Foram utilizados dois genétipos de soja: um
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normal (variedade IAC-100) e outro com auséncia completa de lipoxigenases
nas sementes (linhagem IAC-100 TN). As plantas foram submetidas a uma
populacdo de insetos-praga (lagarta da soja ou mosca-branca) em gaiolas de
filo. Para lagarta da soja, o primeiro trifoliolo da planta, no estadio V3 de
desenvolvimento, foi coletado 6, 12 e 24 horas apds o0 ataque da planta pelo
inseto. A seguir o inseto foi retirado e o primeiro trifoliolo coletado apés 6, 12,
24 e 48 horas. No caso da mosca-branca, o primeiro trifoliolo da planta, no
estadio V3 de desenvolvimento, foi coletado 12, 24, 48 e 72 horas apés o
ataque da planta pelo inseto. Em seguida o inseto foi retirado e o primeiro
trifoliolo coletado apdés 6, 12, 24 e 48 horas. Os resultados das analises
bioquimico-cinéticas revelaram dois picos mais acentuados de atividade e
atividade especifica de lipoxigenases a pH 4,5 e 6,0 nos dois tratamentos, com
temperatura 6tima de atividade e atividade especifica a 25 °C. Para ambos 0s
genadtipos, as atividades foram maiores nos tratamentos do que nos
respectivos controles. Para a lagarta da soja, os valores de Ky aparente,
determinados no “pool” de lipoxigenases foliares de plantas de soja dos dois
genadtipos analisados, diminuiram a partir de 6 até 24 horas, em presenca do
inseto, e de 6 até 48 horas, apds remocdao do inseto. Para a mosca-branca, 0s
valores de Ky aparente no “pool” de lipoxigenases foliares de plantas de soja
dos dois gendtipos analisados decresceram com o tempo de ataque, ou seja,
de 12 até 72 horas, em presenca do inseto; apos a remoc¢ao do inseto, estes
valores voltaram a aumentar. A variagcao no valor de Ky, aparente para ambos
0s gendtipos sugere uma alteracao do “pool” de lipoxigenases em resposta ao
ataque de insetos. Tanto no experimento com lagarta da soja (Anticarsia
gemmatalis Hiubner) quanto naquele com mosca-branca (Bemisia argentifolii),
observou-se aumento significativo na producdo de inibidores de proteases
ap0s a remocdo dos insetos, para ambos 0s genoétipos analisados. Esses
resultados, aliados aos dados obtidos para as constantes cinéticas, reforcam a
hipétese de que as isoenzimas lipoxigenases sdo enzimas-chave no sistema
de defesa de plantas de soja contra herbivoros e que o acumulo de inibidores
de proteases €, provavelmente, um mecanismo de defesa da planta. As
analises dos niveis de hexanal e aldeidos totais nos dois experimentos
revelaram aumento significativo nos niveis de aldeidos totais ap6s a remocao

dos insetos, para os dois genotipos, no tratamento com lagarta; e aumento



mais significativo para mosca-branca antes da remocao, para a linhagem IAC-
100 TN. Uma producao significativa de hexanal s6 ocorreu para a variedade
IAC-100, no tratamento com mosca-branca. Esses resultados sugerem que o
mecanismo de defesa de plantas de soja submetidas ao ataque de insetos-
praga, pela via das lipoxigenases, também pode seguir o caminho de produc¢éo

de aldeidos.



ABSTRACT

SILVA, Francine Barbosa, M. S., Universidade Federal de Vigosa, August
1999. Caracterization of lipoxygenases pathway of soybean plants
submitted to insect attack. Adviser. Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Committee Members: Maurilio Alves Moreira, Elizabeth Pacheco Batista
Fontes and Everaldo Goncalves de Barros.

Soybeans are the major oil and protein crop producer. Their grains
have a high protein products, but they are less acceptable by the human
consumer because of the “beany flavor” whick are caused by small compounds
organic produced by lipoxygenase(EC: 1.13.11.12) acting upon polinsatured
fatty acid. One strategy for eliminating the “beany flavor” is the removal of
lipoxygenase isoenzymes (LOXs) from the seeds by genetic manipulation.
However LOXs to be associated with the growth, development, senescence,
temporary nitrogen storage, biosynthesis of regulatory molecules and
protection against attack by insects and pathogens. This work evaluated the
capacity of the plant to respond to the attack of the whitefly (sucking insect) and
of the soybean caterpillar (Anticarsia gemmatalis Hubner) via the
lipoxygenases pathway. The Kkinetic characterization of the “pool” of
lipoxygenases and the final products of the pathway were determined. Two
genotypes of soybean were used: one normal (cultivar IAC-100) and the other
devoid of LOXs in the seeds (cultivar IAC-100 TN). The plants were placed in
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contact with the insects and the first trifoliate leaf was collected for the analysis.
The results of the biochemical and kinetic studies showed two pronounced
peaks of lipoxygenase activity at pH 4.5 and pH 6.0 with temperature optimum
at 25 °C. The Kwuapp Values decreased until 24 hours after removing the whitefly
from the soybean and decreased until 48 hours after removing the soybean
caterpillar, suggesting a change in the “pool” of LOX in response to the attack
of the insects. Significant increase in the aldehydes after removing insects was
observed. There was a noticeable increase in protease inhibitors for cultivar
IAC-100 and IAC-100 TN after removing insects. This suggest that the
production of protease inhibitors and aldehydes are involved in the defense
mechanism of soybean plant against whitefly and soybean caterpillar injury.
Genetic removal of LOX from the seeds has not changed the expression of

LOX in the leaves which act on the defense mechanism of the soybean plant.
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1. INTRODUCAO

Lipoxigenases (EC1.13.11.12) catalisam a dioxigenagao estereoespe-
cifica de acidos graxos polinsaturados contendo o sistema cis,cis-1,4-penta-
dieno, com formacao dos respectivos derivados hidroperéxidos, originando,
assim, moléculas reativas com atividades fisiol6gicas pronunciadas. Com base
nas muitas tentativas que vém sendo feitas no sentido de se estabelecerem as
funcBes bioquimica e fisiologica de lipoxigenases em tecidos vegetais,
descreve-se 0 envolvimento destas isoenzimas no crescimento e desenvol-
vimento; na senescéncia; na resposta a ferimentos e a danos causados por
insetos-praga e patdégenos; e na bhiossintese de moléculas regulatérias em
plantas (HILDEBRAND, 1989; SIEDOW, 1991). E sugerido, ainda, que as
isoenzimas lipoxigenases sejam utilizadas como proteinas de reserva
vegetativa no armazenamento temporario de nitrogénio (SMITH et al., 1985).

As lipoxigenases de sementes de soja afetam as propriedades e
qualidades de produtos alimenticios derivados, particularmente, pelas suas
participacbes na formacdo dos compostos responsaveis pelos sabores
indesejaveis caracteristicos desses produtos. O “beany flavor” origina-se da
associacdo de compostos carbonilicos de cadeia curta com a fracao protéica.
Estes compostos organicos sdo produtos finais de uma série de reacdes, que
se iniciam com a hidroperoxidacéo de acidos graxos polinsaturados, catalisada
por lipoxigenases (LOX). Em soja, 0 interesse por essas isoenzimas esta

associado, em grande parte, a sua importancia na determinacdo das



caracteristicas organolépticas de diversos produtos alimenticios (HILDEBRAND,
1989). Recentemente, pesquisadores do Nucleo de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria — BIOAGRO, na UFV, eliminaram geneticamente as
lipoxigenases presentes no grao. Esta é, sem davida, a melhor alternativa para
a eliminacdo do sabor caracteristico da soja, desde que esta manipulacéo
genética ndo altere a composi¢cao e, em consequéncia, as funcdes fisioldgicas
dessas isoenzimas presentes nas folhas de soja, tendo em vista suas
participacbes nos mecanismos de defesa da planta contra insetos-praga e
patdgenos.

As lipoxigenases sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas em plantas, animais superiores (MACK et al., 1987), fungos e
leveduras (HILDEBRAND, 1989). Apesar de essas isoenzimas serem encon-
tradas em muitos tecidos, 0s niveis de expressdo variam entre os diferentes
tecidos e 6rgdos (HILDEBRAND et al., 1988). Em soja, sua atividade também
varia de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta (SIEDOW, 1991).

SEKIYA et al. (1983) encontraram grandes variagdes nas atividades de
lipoxigenases de folhas de 28 espécies de plantas estudadas e observaram
gque as folhas de soja foram as que apresentaram as atividades de
lipoxigenases mais elevadas. Estes autores também encontraram uma
correlacdo positiva entre a atividade destas enzimas e a producao de aldeidos
volateis pelas plantas. GRAYBURN et al. (1991) observaram a presenca de,
pelo menos, trés isoenzimas de lipoxigenases em folhas de soja e
demonstraram que estas séo diferentes daquelas encontradas em sementes e
que pelo menos uma é diferente das encontradas em hipocétilos/radiculas de
plantas de soja. Recentemente, SARAVITZ e SIEDOW (1995) constataram
gue a concentracdo das isoenzimas de lipoxigenases decresce acentua-
damente com a idade das folhas e que as formas mais acidicas sdo mais
abundantes em folhas com idade intermediaria. Apos ferimentos, as mesmas
isoenzimas acidicas tiveram considerado aumento de atividade, quando
comparadas com a atividade observada em plantas normais.

Duas principais vias para o metabolismo dos hidroperéxidos de acidos
graxos produzidos pelas lipoxigenases, chamadas de “Via das Lipoxigenases”,
vém sendo propostas para plantas superiores, para as quais apenas alguns

intermediarios foram identificados até o momento. Assim, os hidroperoxidos



sao posteriormente metabolizados em plantas por diferentes enzimas,
incluindo hidroperdxido liase e hidroperéxido ciclase. A hidroperoxido liase
produz aldeidos de seis carbonos, como o trans-2-hexenal (componente que
da a caracteristica sabor e odor de frutos e folhas) e a traumatina. Tem sido
proposto que os aldeidos formados pela acdo da lipoxigenase inibem o
crescimento de fungos, insetos e protozoarios (CROFT et al., 1993) e, ainda,
poderiam estar agindo como um sinal quimico na atracao do inimigo natural do
herbivoro para a planta danificada (PARE e TUMLINSON, 1997). A traumatina,
também conhecida como horménio do ferimento, e o &cido traumatico séo
compostos que podem estar envolvidos no processo de sinalizacao e divisao
celular em resposta a ferimentos em plantas (ZIMMERMAN e COUDRON,
1979).

A hidroperoxido ciclase produz o acido 12-oxo-fitodiendico, que, apos
uma reducdo e trés b-oxidacdes, da origem ao acido jasmonico, que tem
atividade de fito-horménio e esta envolvido na regulacdo dos processos de
desenvolvimento, bem como na resposta da planta a injuria e patdégenos, ou
seja, inducdo da expressao de genes que codificam inibidores de proteases
(CROFT et al., 1993; GARDNER, 1991; FARMER e RYAN, 1992).

Entre as pragas que atacam as culturas de soja, citam-se a lagarta da
soja (Anticarsia gemmatalis Hibner) e a mosca-branca (Bemisia argentifolii). A
lagarta da soja alimenta-se de folhas jovens e, quando a folhagem é removida,
ataca outras partes da planta. Por se tratar de um inseto mastigador, a lagarta
da soja pode levar a um desfolhamento completo da planta. J& a mosca-
branca, por se tratar de um inseto sugador, ndo causa danos visiveis a planta
quando se alimenta desta (FERREIRA e AVIDOS, 1998). Entretanto, essas
pragas podem levar a planta de soja a morte ou a diminuicdo da producdo,
especialmente quando ha alta densidade populacional do inseto. Quando
esses insetos se alimentam, além de removerem nutrientes, eles injetam
toxinas na planta.

Uma vez que o envolvimento das isoenzimas de lipoxigenases no
mecanismo de defesa de plantas contra injlrias causadas por insetos-praga
tem sido descrito, torna-se cada vez mais importante a caracterizacao
bioguimica e cinética dessas isoenzimas, em especial daquelas presentes nas

folhas; esta caracterizacdo sera util para o esclarecimento das funcdes



bioquimico-genéticas e fisioldgicas relacionadas as funcdes de defesa das
plantas contra danos causados por insetos-praga e patdégenos e para a

regulacdo do metabolismo vegetal pela via das lipoxigenases.



2. REVISAO DE LITERATURA

Lipoxigenases (linoleato: oxigénio oxidorredutase, EC 1.13.11.12)
catalisam a adicdo estereoespecifica de oxigénio molecular no sistema cis,cis-
1,4-pentadieno de acidos graxos polinsaturados, formando hidroperéxidos de
acidos graxos (SIEDOW, 1991). O sistema cis, cis-1,4-pentadieno comumente
ocorre nos acidos graxos di- e tri-insaturados, como o &cido linolénico (Cig:3) €
o acido linoléico (Cig:2), 0s quais sdo 0s principais substratos para lipoxi-
genases em plantas superiores (OHTA et al., 1991). O &cido linoléico € o mais
abundante acido graxo na maioria dos tecidos de plantas, compreendendo
mais que 80% do grupo acil dos lipidios de membrana dos cloroplastos. O
acido linoléico, o mais utilizado em experimentos laboratoriais, encontra-se em
maior concentracao em sementes e embrides (HILDEBRAND et al., 1988). Os
hidroperoxidos formados séo posteriormente metabolizados e produzem varias
substancias com atividades fisioldgicas relevantes (KOCK et al., 1992).

O oxigénio € introduzido em ambas as posi¢des, ou seja, 9- ou 13-
carbono do acido linoléico ou linolénico, formando os &cidos 9- ou 13-
hidroperoxilinoléico ou linolénico, respectivamente (SANZ et al., 1992). A
relacdo entre 9- e 13-hidroperoxidos difere para lipoxigenases de diferentes
espécies de plantas (VICK e ZIMMERMAN, 1987).

Essas isoenzimas sdo amplamente distribuidas na natureza, tendo
sido encontradas em plantas e animais superiores (HATANAKA et al., 1982;
MACK et al., 1987), bem como em fungos e leveduras (HILDEBRAND, 1989).
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Apesar de as lipoxigenases serem encontradas em muitos tecidos de plantas e
animais, os niveis de expressao variam muito entre os diferentes tecidos
(HILDEBRAND et al., 1988). As atividades de lipoxigenases em soja nao
variam somente entre os diferentes 6rgaos, mas também entre os diferentes
estadios de desenvolvimento de um determinado tecido (SIEDOW, 1991).

No sistema animal, as lipoxigenases catalisam o0 primeiro passo na
sintese de compostos regulatérios, como leucotrienos e lipoxinas, que
desempenham funcbes nos processos inflamatérios, na imunidade e
hipersensibilidade e nas rea¢des de defesa do hospedeiro. No sistema vegetal,
acredita-se que as lipoxigenases desempenhem funcdo na germinacao e
senescéncia da semente e em resposta a estimulos ambientais, como injuria e
ataque de patdgenos (SIEDOW, 1991). Sugere-se que produtos da trajetoria
da lipoxigenase estejam envolvidos na resposta da planta a injurias, nas
interacbes patdgeno-hospedeiro, na regulacdo do crescimento e desenvol-
vimento e como compostos que afetam a qualidade dos alimentos (ROSAHL,
1996).

Além da soja, muitas outras culturas vém sendo estudadas com o
objetivo de se determinar o real papel fisiolégico das lipoxigenases, como trigo
(GUSS et al., 1968), ervilha (ANSTIS e FRIEND, 1974), batata (GREEN e
RYAN, 1972), tomate (GREEN e RYAN, 1972; PEARCE et al., 1991; FARMER
e RYAN, 1992), arroz (OHTA et al., 1991), tabaco (RICKAUER et al., 1992,
FARMER e RYAN, 1992) e grao-de-bico (SANZ et al., 1992), dentre outras.

Geralmente, a atividade de lipoxigenase e 0s niveis de proteina e de
transcritos sdo maiores em folhas jovens e declinam com o aumento da idade
da folha (HILDEBRAND et al., 1988; ZHUANG et al., 1992). Além disso, as
lipoxigenases de folhas de soja tém propriedades diferentes daquelas das trés
isoenzimas encontradas nas sementes (HILDEBRAND et al, 1988;
GRAYBURN et al., 1991; ZHUANG et al., 1992, SARAVITZ e SIEDOW, 1995).

Lipoxigenases (TRANBARGER et al., 1991) e proteinas de reserva
vegetativa (FRANCESCHI e GIAQUINTA, 1983a, 1983b, 1983c; FRANCESCHI
et al., 1983) acumulam-se transitoriamente nas células especializadas do
mesofilo paraveinal. A localizacdo celular e subcelular dos produtos dos genes
de lipoxigenases vegetativas (vix) demonstrou que as proteinas VIXA e vIxB

acumulam-se no citosol do mesofilo paraveinal, sugerindo que estas proteinas



possam funcionar como enzimas ativas no transporte de nutrientes da planta.
A localizacdo especifica das proteinas vIXC e vIxD no vacuolo do mesdfilo
paraveinal e seu acumulo em resposta a remocao da parte reprodutiva da
planta sugerem que elas funcionam como proteinas de armazenamento
temporario de nitrogénio (STEPHENSON et al.,, 1998). Isoformas de
lipoxigenase foram ainda detectadas nos cloroplastos de células de tecidos
fotossintéticos e nucleo (FEUSSNER et al., 1995) e citosol (SIEDOW, 1991),
associadas a membrana plasméatica e microssomal (NELLEN et al., 1995) e a
mitocondria de células de alfafa (GROSSMAN et al., 1972). Devido a ampla
distribuicdo das isoenzimas nos tecidos vegetais, torna-se inviavel a afirmacéao
sobre o envolvimento destas num unico papel fisioldgico.

Aumento na expressdo de lipoxigenases tem sido detectado em
plantas durante ou apdés uma variedade de estresse, incluindo ataque de
insetos (HILDEBRAND et al., 1989), infec¢cdo por patégenos (CROFT et al.,
1990; KATO et al., 1992; KOCK et al., 1992; MELAN et al., 1993) e ferimento
mecéanico (HILDEBRAND, 1989; BELL e MULLET, 1993; SARAVITZ e
SIEDOW, 1995). A relevancia fisiolégica da inducdo de lipoxigenases por
condicBes de estresse tem sido estabelecida; e varias propostas tém sido
sugeridas, incluindo degradacdo da membrana durante a resposta de
hipersensibilidade (CROFT et al., 1990), producdo de derivados de &cidos
graxos, moléculas antimicrobianas (OHTA et al., 1991; KATO et al., 1992,
CROFT et al., 1993) e sintese de substancias relacionadas ao crescimento de
plantas, como acido abscisico (CREELMAN et al., 1992) e &acido jasmonico
(FARMER e RYAN, 1992; KOCK et al., 1992).

2.1. Lipoxigenases de sementes

AXELROD et al. (1981) separaram as lipoxigenases de sementes de
soja em trés isoenzimas distintas, que foram originalmente denominadas
lipoxigenases -1, -2 e -3. As trés isoenzimas de semente sdo proteinas
globulares, solaveis em agua e formadas por uma Unica cadeia polipeptidica e
mostram alto grau de homologia entre si, de no minimo 70% na sequéncia de
aminoacidos, com LOX-1 e LOX-2 apresentando homologia de 81% na sua
seqlUéncia priméria (HILDEBRAND et al., 1988). A caracterizagdo subseqiente



de lipoxigenases em varias outras plantas revelou que uma parte da sequéncia
das proteinas era conservada com uma massa molecular de cerca de 95 KDa
(ROSAHL, 1996). A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas das trés
lipoxigenases estudadas (CRISTOPHER et al., 1972; BILD et al., 1977;
HILDEBRAND e KITO, 1984; SHIBATA et al.,, 1987; HILDEBRAND et al.,
1988; COELHO, 1993).

Tabela 1 - Principais propriedades das isoenzimas lipoxigenases de semente

de soja

Propriedades Lipoxigenase-1 Lipoxigenase-2 Lipoxigenase-3
PM 94.038 97.053 96.857
PI 5,68 6,25 6,15
pH(6timo) 9,5 6,5 5,0-9,0
Produto da reacao 95:5 50:50 65:35

13-HPO:9-HPO 13-HPO:9-HPO 13-HPO:9-HPO

Especificidade pelo Acidos graxos Acidos graxos ndo-  Acidos graxos nao-
substrato ionizados ionizados ionizados
Km (mM) acido linoléico, 85 16 340

como substrato

(13-HPO: &cido 13-hidroperoxidolinolénico; 9-HPO: acido 9-hidroperoxidolinolénico)

A LOX-1 é mais efetiva na hidroperoxidacdo de acidos graxos livres,
ao passo que LOX-2 e LOX-3 sao, relativamente, mais efetivas na
hidroperoxidacdo de &cidos graxos neutros, como metil ésteres de &acidos
graxos (BILD et al., 1977). Dentre as trés lipoxigenases, a LOX-1 € a que

apresenta maior atividade “in vitro” e maior estabilidade térmica.

2.2. Lipoxigenases de folhas

Enquanto as lipoxigenases de semente de soja tém sido intensamente

estudadas, a diversidade e as caracteristicas das lipoxigenases de folhas de



soja tém sido menos pesquisadas (GRAYBURN et al., 1991), e pouco se
conhece sob o ponto de vista da relacao estrutura/funcdo dessas enzimas.

Investigacdes recentes indicam que a expressao de pelo menos dois
genes de lipoxigenases é induzida em folhas de soja em resposta a ferimento
(BELL e MULLET, 1993; SARAVITZ e SIEDOW, 1996). KATO et al. (1993)
mostraram que a expressado do gene de soja para LOX-4 aumenta em folha
apos a remocédo do dreno reprodutivo. BUNKER et al. (1995) observaram a
inducéo da expresséo de dois genes adicionais de lipoxigenase (loxA e vIxC)
em folhas ap6s remocéo da vagem. Em folhas de soja feridas, houve aumento
na expressdo de LOX-7 e LOX-8 apds ferimento (SARAVITZ e SIEDOW,
1996).

Por meio da técnica de cromatofocalizagdo, GRAYBURN et al. (1991)
identificaram trés picos distintos de atividade de lipoxigenases em folhas de
soja. Os valores de pl das trés isoenzimas contidas nesses picos foram iguais
a 6,67; 591; e 5,67. As curvas de pH dessas trés isoenzimas revelaram
valores de pH 6timos de 5,5; 6,2; e 8,5.

Durante o crescimento vegetativo, folhas de soja acumulam trés
polipeptideos de aproximadamente 27, 29 e 94 KDa (SMITH et al., 1985).
Esses polipeptideos, que séo proteinas de reserva vegetativa, acumulam-se
durante o crescimento vegetativo normal e, com o desenvolvimento da vagem,
sdo rapidamente degradados, aumentando o "pool® de aminoacidos
disponiveis para os estagios iniciais do enchimento do grdo. A proteina de
reserva vegetativa de 94 KDa apresenta composicdo aminoacidica bastante
semelhante a das lipoxigenases, acreditando-se que ela faca parte da familia
das lipoxigenases (TRANBARGER et al., 1991).

Provavelmente, a funcdo mais importante das proteinas de reserva
vegetativa seja nutricdo de sementes e de folhas nos primeiros estagios do
desenvolvimento devido ao fato de essas proteinas se acumularem nas folhas,
mesmo sob condi¢des de baixa disponibilidade de nitrogénio (TRANBARGER
etal., 1991; KLAUER et al., 1991).

SIEDOW (1991) relata que as maiores atividades de lipoxigenases
ocorrem, em geral, nas folhas mais novas. ZHUANG et al. (1992) também
verificaram que folhas mais novas de soja possuem maior atividade de
lipoxigenases do que folhas mais velhas. SARAVITZ e SIEDOW (1995)



detectaram, em folhas de soja, duas classes distintas de isoenzimas de
lipoxigenases, uma com uma faixa de ponto isoelétrico neutro e outra acida,
sugerindo também haver diferencas entre as isoenzimas das sementes e das
folhas de soja.

Muitas tentativas vém sendo feitas no sentido de estabelecer o papel
das lipoxigenases em tecidos vegetais. HILDEBRAND (1989) e SIEDOW
(1991), citando varios autores, descreveram o envolvimento das lipoxigenases
vegetais em quatro areas principais da fisiologia da planta:

- crescimento e desenvolvimento;

- senescéncia;

- resposta a ferimentos e protecéo contra danos causados por

insetos-praga e patégenos; e

- biossintese de moléculas regulatérias.

2.3. Funcdes fisioldgicas das lipoxigenases em tecidos vegetais
2.3.1. Crescimento e desenvolvimento

Lipoxigenases desempenham importante papel no crescimento e
desenvolvimento de plantas. Altos niveis de atividade de lipoxigenases tém
sido observados em tecidos em crescimento (MELAN et al., 1993).

Aumento na atividade de lipoxigenases durante o desenvolvimento da
semente tem sido observado em um numero variado de espécies de plantas
(SIEDOW, 1991). E curioso que o aumento da atividade de lipoxigenases
observado durante a germinagcdo coincide com o aumento da atividade de
hidroperoxido liase, que é a enzima que catalisa a primeira reacdo na
biossintese de traumatina. O aumento concomitante de lipoxigenase e de
enzimas envolvidas no metabolismo de hidroperéxidos de &acidos graxos
derivados de lipoxigenases € consistente com a funcdo de lipoxigenases na
geracao de reguladores de crescimento derivados de lipidios (MELAN et al.,
1993).

Um grande aumento na atividade de lipoxigenases em hastes de soja
em crescimento (hipocétilo/radicula), apés a germinacéo, foi observado por
PARK e POLACCO (1989). HILDEBRAND et al. (1988), avaliando as
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lipoxigenases em plantas de soja, concluiram que as maiores atividades da
enzima sao detectadas, em geral, no apice das plantas, o que corresponde as
células jovens. SARAVITZ e SIEDOW (1995) observaram que, durante o
desenvolvimento de folhas de soja, as isoenzimas de lipoxigenases da faixa
neutra e a maioria das isoenzimas da faixa acida estavam presentes em maior
abundancia nas folhas jovens, declinando em quantidade com o aumento da
idade das folhas.

A funcédo das lipoxigenases no processo de germinagdo pode estar
ligada a mobilizacdo de lipidios, ou seja, a destruicdo da membrana celular,
permitindo, assim, o transporte de compostos de reserva para 0 embriao
(ROSAHL, 1996). CREELMAN e MULLET (1997) relatam que &cidos
jasmonico e metil jasmonato (produtos da “via das lipoxigenases”) estimulam a
germinacao de sementes inativas e que o aumento observado nos niveis de
acido jasmonico é relacionado com a mobilizacdo de reservas da semente.

A oxidacéo de lipidios de reserva catalisada por lipoxigenase também
é relatada no processo de germinacdo por FEUSSNER et al. (1995). Alguns
lipidios de reserva servem como fonte de nitrogénio da semente durante a
germinacao. A ligacdo de lipoxigenase a substancias lipidicas e sua ativacao
sugerem que esta enzima possa ter uma funcéo especifica durante o processo
de germinacdo (FEUSSNER et al., 1995).

2.3.2. Senescéncia

A perda da integridade da membrana, uma caracteristica inerente da
senescéncia, ocorre via peroxidacao de lipidios, processo este proposto como
sendo iniciado ou promovido por radicais livres ou enzimaticamente, por meio
da acdo de lipoxigenases (LESHEM, 1988). A producédo de anions superoxidos
contribui para a degradacdo da membrana, e a producdo de altos niveis de
radicais oxigénio é dependente da presenca de &cido linoléico, o qual é
substrato das lipoxigenases (ROSAHL, 1996). As lipoxigenases sdo enzimas
que catalisam a reacao direta de acidos graxos polinsaturados com oxigénio,
produzindo hidroperoéxidos, e tém ainda importante funcdo na degradacéo da

membrana lipidica induzida pela senescéncia (RIO et al., 1998).
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Os hidroperoéxidos de acidos graxos, que séo produtos da acéo dessas
enzimas, sdo altamente reativos, podendo causar a senescéncia por varios
mecanismos diferentes, incluindo inativacdo ou inibicdo da sintese de
proteinas, inibicdo da atividade fotoquimica nos cloroplastos e deterioracao
das membranas celulares. Essa alteracdo das membranas leva a um aumento
na permeabilidade, resultando em aumento dos niveis de calcio nas células e
em estimulo de fosfolipases (VICK e ZIMMERMAN, 1987). A producédo de
radicais livres pelas lipoxigenases € um assunto de grande interesse nas
pesquisas de senescéncia de plantas (LESHEM, 1998). SIEDOW (1991) relata
gue varios estudos tém indicado que o aumento na atividade das lipoxigenases
€ uma caracteristica comum da senescéncia de plantas. No entanto, observa-
se claramente que € necessaria uma melhor caracterizacdo desta atividade
das lipoxigenases, a fim de que seu papel, na senescéncia, seja claramente

demonstrado.

2.3.3. Resposta de plantas a estresses

As lipoxigenases de plantas podem também estar envolvidas na
resposta das plantas a ferimentos e outros estresses (GALLIARD, 1978). A
resposta das plantas a ferimentos por um namero variado de mecanismos de
defesa inclui a fortificacdo das paredes celulares, a inducdo de genes relatos
de defesa e a sintese de compostos antimicrobianos (ROSAHL, 1996).

Aumento na atividade de lipoxigenase em resposta a ferimento
mecanico (MELAN et al., 1993) e infec¢éo por patdégenos (CROFT et al., 1990;
RICKAUER et al.,, 1992; OHTA et al.,, 1991; KOCK et al.,, 1992) tem sido
demonstrado. Genes de defesa também sdo induzidos por ferimentos
mecanicos causados por herbivoros, tanto em resposta local quanto em
tecidos distantes. Ferimentos de folhas menores de varias espécies de
plantas resultam no acumulo de proteinas de defesa em folhas feridas e em
nao-feridas (GREEN e RYAN, 1972). A ativacdo de genes de defesa em
plantas é iniciada com a geracdo de sinais no sitio de ataque do inseto ou
patdogeno (HOWE et al., 1996).

Tem sido mostrado que injuria de células de plantas ativa uma

lipoxigenase especifica. Na presenca de oxigénio, esta enzima € ativada e
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catalisa a formacédo de hidroperéxidos de acido linoléico e de outros acidos
graxos polinsaturados (SPITELLER, 1993).

Altas atividades de lipoxigenases sédo observadas quando ocorrem
danos fisicos as células, levando a producdo de hidroperdxidos de acidos
graxos e de radicais livres, que ajudam a estimular a ruptura de membranas
celulares, levando a célula a morte. Quando tecidos de plantas sdo danificados
por patégenos ou mecanicamente, ocorre uma degradacdo seqiencial de
lipidios, o que resulta na formacdo de aldeidos volateis de seis e nove
carbonos (SEKIYA et al., 1983). Os compostos de seis carbonos séo liberados
do tecido da planta e formam a base do odor caracteristico de tecidos de
plantas (BATE et al., 1998). As caracteristicas sabor e odor sdo importantes
determinantes da qualidade de vegetais e frutas frescas (HATANAKA et al.,
1982). Hexanal, por exemplo, € um composto que limita a utilizacdo da soja ha
alimentacdo (MARCZY et al., 1995). Aldeidos volateis de seis carbonos
produzidos por essa rota também tém propriedades antimicrobianas, sugerindo
que eles podem funcionar na defesa da planta (CROFT et al., 1993). Em
adicdo, esses aldeidos de seis carbonos podem inibir a germinacdo de
sementes, sugerindo que eles também podem desempenhar uma funcéo de
sinalizacdo em plantas. Recentemente, foi demonstrado que aldeidos volateis
de seis carbonos também sinalizam uma variedade de genes de defesa em
Arabidopsis (BATE et al., 1998). Assim, estes aldeidos podem representar um
papel importante na resisténcia de plantas a doencas.

Dependendo da origem da enzima, a atividade de lipoxigenases sobre
acido linolénico pode produzir 4cido 9- e 13-hidroperoxidolinolénico ou uma
mistura dos dois, que sao posteriormente metabolizados (CROFT et al., 1993).
Um dos produtos formados é o &cido 12-oxo-cis-9-dodecendico, que € um
precursor do horménio do ferimento em plantas, o acido traumético (SIEDOW,
1991). Outro importante composto produzido é o trans-2-hexenal. Tem-se
sugerido que o trans-2-hexenal possa estar envolvido no mecanismo de
defesa de plantas contra patéogenos (VICK e ZIMMERMAN, 1987). Esse
aldeido foi avaliado em varios experimentos e mostrou-se capaz de inibir o
crescimento de fungos (CROFT et al., 1993), insetos (Basaniak, 1984, citado
por CROFT et al.,, 1993) e protozoarios (Von Schildkeecht e Paucch, 1961,

citados por CROFT et al., 1993). O mecanismo de atividade antimicrobiana do
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trans-2-hexenal ndo € conhecido. CROFT et al. (1993) relataram que bactérias
tratadas com este aldeido apresentam precipitacdo do DNA e lise de algumas
células.

Em experimentos realizados por PARE e TUMLINSON (1997), foi
demonstrado que a aplicacdo de secrecdes orais de lagarta (Gossypium
hirsutum L.) em algoddo aumentou a producdo de aldeidos volateis, o que
pode servir como um sinal quimico que atrai o inimigo natural do herbivoro.
Esses resultados estabelecem que a planta representa um papel ativo e
dindmico, mediando a interacdo entre herbivoros e seus inimigos naturais. No
entanto, a sucessdo de reacfes bioguimicas que ocorrem em resposta ao
herbivoro que se alimenta da planta e que ativam a producdo de aldeidos
volateis ainda ndo é bem entendida (PARE e TUMLINSON, 1997).

2.3.4. Sintese de moléculas regulatorias

As lipoxigenases estdo também envolvidas na sintese de moléculas
regulatérias. Os hidroperéxidos de &cidos graxos, produtos primarios da
reacao enzimatica, sdo moléculas reativas capazes de afetar a integridade de
sistemas biolégicos (SCHEWE et al., 1996). Estes hidroperéxidos podem ser
metabolizados em plantas superiores por diferentes enzimas, que incluem
hidroperoxido liase e hidroperdxido ciclase (Figura 1).

O &cido 13-hidroperoxido linolénico da origem, enzimaticamente, ao
acido 12-oxo-cis-9-dodecendico, por acdo de hidroperéxido liase. Esse
composto pode ser metabolizado a &cido 12-oxo-trans-10-dodecendico,
também conhecido como traumatina (VICK e ZIMMERMAN, 1987). A
traumatina pode ser convertida a &cido traumatico pela oxidacdo do
grupamento carbonila (VICK e ZIMMERMAN, 1987) e pode ser responsavel
pela inducédo da divisao celular e subsequente formacédo de calos em plantas
submetidas a ferimento, bem como estar envolvida na transducéo de sinais em
resposta a ferimentos (ZIMMERMAN e COUDRON, 1979). Outro composto
produzido por acao de hidroperoxido liase é o trans-2-hexenal, que pode estar
envolvido no mecanismo de defesa de plantas contra patégenos (VICK e
ZIMMERMAN, 1987) e insetos (CROFT et al., 1993).
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Figura 1 - Via bioquimica das lipoxigenases, mostrando parte das reacdes em
cascata a partir do acido linolénico. FI: fator de isomerizacéo
(CROFT et al., 1993; GARDNER, 1991; FARMER e RYAN, 1992).
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A cascata de sinalizacdo intracelular que é ativada em resposta ao
ferimento tem mostrado o envolvimento de uma rota derivada de lipidios
direcionada para a sintese de acido 12-oxo-fitodienbico e &cido jasmonico
(FARMER e RYAN, 1992), dois ativadores da transcricao de genes de defesa.
O acido 12-oxo-fitodiendico é produzido enzimaticamente por acdo de
hidroperdxido ciclase sobre o produto primario da reacdo catalisada por
lipoxigenase (acido 13-hidroperoxilinolénico). A seguir, o &cido 12-oxo-
fitodiendico sofre uma reducdo e trés b-oxidacdes, originando o acido
jasmaonico.

O acido jasmobnico tem muitas das caracteristicas gerais de hormdnio
ou regulador do crescimento de plantas, que é definido como substancia
enddgena da planta que age em baixas concentracdes, afetando processos
fisiologicos (DAVIES, 1987). Os jasmonatos estdo envolvidos na transducéo
de moléculas sinais em resposta a estresses vegetais, particularmente
ferimento (CREELMAN e MULLET, 1997) e ataque por patdégenos (FARMER e
RYAN, 1990, 1992; CREELMAN et al., 1992). O acido jasménico e sua forma
de ocorréncia comum, metil jasmonato, afetam uma variedade de processos
fisiolégicos (KODA, 1992), incluindo a expressdo de genes que codificam
inibidores de proteases (FARMER e RYAN, 1990, 1992),

Danos causados em folhas de plantas de tomate por insetos
mastigadores ou outros meios mecanicos resultam numa rapida ativacao
transcricional de inibidores de proteases (GRAHAN et al., 1986). O modelo
proposto por FARMER e RYAN (1992) para genes que codificam inibidores de
protease em plantas de tomate mostra que um sinal sistémico é
aparentemente necessario para a inducao desses genes de defesa (Figura 2).
No modelo, os passos-chave envolvem a interacdo dos sinais com receptores
de membrana plasmética e que conduzem a ativacéo de lipase e o lancamento
de acido linolénico no citoplasma. O acido linolénico seria convertido a acido
12-oxo-fitodiendico (por acdo da lipoxigenase) e posteriormente a acido
jasménico, que é proposto interagir com um receptor, para ativar a expressao
de genes inibidores de proteases. Tem sido sugerido que uma proteina com
200 residuos de aminoacidos (prossistemina), presente na membrana, seja
processada em um polipeptideo com 18 residuos de aminoacidos e que este

polipeptideo atue como um sinal sistémico na via de transducéo de sinais em
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17



plantas atacadas por herbivoros (GREEN e RYAN, 1972; GRAHAN et al.,
1986; FARMER e RYAN, 1992; RYAN e PEARCE, 1998). Devido a mobilidade
deste polipeptideo pelo floema, ele foi denominado sistemina (RYAN e
PEARCE, 1998). PEARCE et al. (1991) demonstraram que sistemina induz a
sintese de dois inibidores de proteases em plantas. GREEN e RYAN (1972)
relatam que o ferimento da folha parece ser a causa priméaria da inducéo e
acumulacao de inibidores de proteases. Resultados obtidos por estes mesmos
autores estabelecem que inibidores de proteases acumulam-se em tecidos
aéreos de plantas de tomate e batata, como uma consequéncia direta de
danos causados por insetos ou ferimento mecéanico em folhas.

O &cido jasmobnico € um produto da via das lipoxigenases, quando a
planta é submetida a estresses, como: ferimento, ataque de insetos-praga e
patdgenos, excesso de sais e baixos niveis de agua. Logo, as isoenzimas de
lipoxigenases estdo relacionadas com o aumento da expressao diferencial
desses genes induzidos por ataque de insetos-praga que atuam no sistema de
defesa da planta. A recente observacdo de que acido jasmonico e metil
jasmonato sdo poderosos indutores da sintese de inibidores de proteases
aumentou a possibilidade de que estes compostos sejam mediadores
secundarios na inducdo da expressdo de genes inibidores de proteases
(STASWICK e WHOWELL, 1992; PENA-CORTEZ et al., 1993; SCHWEIZER
et al., 1997). Entretanto, até o0 momento ndo se conhece a verdadeira fungéo
do acido jasmonico intracelular nas plantas, j& que muitos experimentos tém

sido feitos com aplicacdo exdgena deste composto.

2.4. A interacéo planta-inseto

Na interacdo planta-inseto, as plantas tém utilizado uma variedade de
moléculas protéicas tdxicas para sua protecao. Inibidores de proteases servem
como um mecanismo de defesa da planta (RYAN, 1990). Alguns inibidores de
proteases sao sintetizados constitutivamente, em altos niveis, em érgaos de
reserva, como sementes, enquanto outros sao induzidos em folhas apos
ferimento (GIRI et al., 1998). E postulado que inibidores de proteases tém
efeito em proteger plantas contra danos causados por varios tipos de insetos,
inibindo significativamente atividades proteoliticas de proteases presentes no
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intestino do inseto (HILDER et al., 1987). Os inibidores de serino-proteases,
por exemplo, mostram-se capazes de afetar o crescimento de insetos
herbivoros e podem funcionar como agentes de defesa da planta contra
insetos-praga (JONGMA et al., 1994). Inibidores de tripsina e quimotripsina,
expressos em plantas de tabaco transgénica, resultam na reducdo da
reproducao de mosca-branca (Bemisia tabaci) (THOMAS et al., 1995). HILDER
et al. (1987) sugerem o envolvimento de inibidores de proteases na protecao
de plantas contra predacdo de Lepidoptera. Danos causados em folhas de
plantas de tomate por insetos mastigadores ou por meios mecanicos resultam
numa rapida ativacdo transcricional de genes de defesa induzidos por acido
jasmonico, em folhas feridas e distantes (GREEN e RYAN, 1972; HEITZ et al.,
1997).

A lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis Hibner) é um dos grandes
problemas da agricultura brasileira, e, atualmente, a mosca-branca (Bemisia
argentifolii) também tem se tornado alvo de muitos pesquisadores, devido aos
grandes danos causados.

Por se tratar de uma praga que possui aproximadamente 700 plantas
hospedeiras, a mosca-branca tem atingido um numero variado de culturas,
como soja, tomate, feijdo, abdbora, jil6, meldo, milho, algodado, plantas
ornamentais, etc. E um inseto da ordem Hemiptera e possui tamanho
aproximado de 0,9 mm. Apesar de ser um inseto muito pequeno, tem causado
grandes danos as culturas de soja. E sugador e se alimenta da seiva da
planta, podendo leva-la a morte ou a diminuicdo da producéo, especialmente
quando ha alta densidade populacional do inseto. Além disso, atua como vetor
de geminivirus. Quando a mosca se alimenta, ela, além de remover nutrientes,
injeta toxinas na planta. Ao se alimentar, a mosca-branca excreta uma
substancia pegajosa (honeydew), que pode provocar 0 aparecimento de
fungos e, ainda, abaixar a capacidade fotossintética e outras funcdes
fisiolégicas da planta (FERREIRA e AVIDOS, 1998). Em condi¢cdes de alta
umidade, o acumulo de “honeydew” resulta no desenvolvimento de fumagina,
camada escura sobre a folha, reduzindo a fotossintese e impedindo a
respiracdo. Em altas proporcdes, a fumagina podera interferir na producdo da
cultura, além de poder atingir o fruto, causando-lhe um efeito prejudicial
(GERK, 1993).
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A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae), é uma praga desfolhadora bastante problematica em cullturas
brasileiras (CASTIGLIONI e VENDRAMIM, 1996). Mesmo em baixas
densidades populacionais, este inseto causa grandes danos a lavoura de soja,
gue vai desde o desfolhamento até a destruicdo completa da planta. A lagarta
da soja é um inseto mastigador e se alimenta de folhas jovens. Quando a
folhagem é removida, ela ataca outras partes da planta. O desfolhamento
compromete o enchimento das vagens, com conseqiente reducdo da
producdo de graos. Quando se alimentam, além de removerem nutrientes, as
lagartas injetam toxinas na planta (GALGARO et al., 1998).

Como as lipoxigenases fazem parte da via de transducao de sinais no
mecanismo de defesa de plantas contra insetos-praga, tornam-se cada vez
mais importantes a caracteriza¢do bioquimica e cinética de cada uma das
isoenzimas de lipoxigenase, em especial daquelas presentes nas folhas, e,
consequentemente, o conhecimento das suas fungfes bioquimico-genéticas e
fisiologicas relacionadas as funcbes de defesa das plantas contra danos
causados por pragas e patdgenos e na regulacdo do metabolismo vegetal pela

"Via das Lipoxigenases".
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foram utilizadas plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) da variedade
IAC-100 e da linhagem com auséncia completa de LOX nas sementes (IAC-
100 TN). Sementes de IAC-100 foram fornecidas pelo Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa. A linhagem IAC-100 TN foi
desenvolvida pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do
BIOAGRO/UFV e se encontra na quinta geracao do primeiro retrocruzamento.
Foi realizada selecdo de plantas mais aparentadas a IAC-100 com base em
caracteres morfolégicos. As plantas foram germinadas a 27 °C por 48 horas,
transferidas para vasos com capacidade para 4,0 kg de solo e cultivadas em
condicbes de casa de vegetacao.

Utilizou-se como fonte de enzima a primeira folha trifoliolar de plantas
de soja da variedade IAC-100 e da linhagem IAC-100 TN no estadio V3 de
desenvolvimento (FEHR e CAVINESS, 1977). Os trés foliolos da primeira folha
trifoliolar foram coletados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a
-80 °C.
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3.2. Atague de insetos

3.2.1. Atague de moscas-brancas (Bemisia argentifolii)

Plantas de soja no estadio V3 de desenvolvimento foram colocadas
em gaiolas de fil6 e submetidas a uma populacdo de moscas-brancas (Bemisia
argentifolii). Ap6s 12, 24, 48 e 72 horas, os trés foliolos da primeira folha
trifoliolar foram coletados, para posterior obtencédo de extratos foliares. Apos
estes tempos, os vasos foram transferidos para outra gaiola de fil6, com
auséncia completa dos insetos. O mesmo procedimento de coleta foi efetuado
nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas apés a remocédo do inseto. Com o0 objetivo
de se determinar a resposta da planta, a primeira folha trifoliolar foi utilizada
para a determinacdo dos parametros bioquimicos e cinéticos de lipoxigenases.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos em plantas-controle.

3.2.2. Atague de lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis Huibner)

Plantas de soja no estadio V3 de desenvolvimento foram colocadas
em gaiolas de filé e submetidas a uma populacéo de lagarta da soja (Anticarsia
gemmatalis Hubner). Apés 6, 12, 24 e 48 horas, os trés foliolos da primeira
folha trifoliolar foram coletados, para posterior obtencdo de extratos foliares.
Apods estes tempos, as lagartas foram removidas das plantas e 0 mesmo
procedimento de coleta foi efetuado nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas. Com
0 objetivo de se determinar a resposta da planta, a primeira folha trifoliolar foi
utilizada para a determinacdo dos parametros bioquimicos e cinéticos de
lipoxigenases. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos em

plantas-controle.

3.3. Obtencéo de extratos foliares

O preparo do extrato bruto foi realizado a 4 °C, de acordo com o
método de OHTA et al. (1986), com as seguintes modificaces: tampao fosfato
de sodio 0,05 M pH 6,5 em substituicdo ao tampao fosfato 0,1 M pH 6,5, além

de nao ter sido utilizado Triton x-100.
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Os foliolos pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido
foram triturados em almofariz. O p6 obtido foi macerado em tampéo fosfato de
sédio 0,05 M, pH 6,5, na proporcdo 1:3 (p/v), e, em seguida, centrifugado a
17200xg por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi
utilizado para a determinacao de proteinas pelo método do acido bicinconinico
(SMITH et al., 1985) e para a determinacéo da atividade de lipoxigenase pelo
método espectrofotométrico, utilizando-se linoleato de s6dio como substrato
(AXELROD et al., 1981).

3.4. Métodos analiticos cinéticos

3.4.1. Determinacao da atividade de lipoxigenase

A atividade de lipoxigenase sobre o acido linoléico foi determinada
segundo o método descrito por AXELROD et al. (1981). Neste método, €&
determinado o aumento da absorvancia a 234 nm, resultante da formacao de
um sistema de duplas ligacBes conjugadas no hidroperéxido formado.

Preparou-se uma solucédo-estoque de linoleato de sédio 10 mM,
utilizando-se acido linoléico, aproximadamente 99% (SIGMA), como se segue:
a um erlenmeyer envolvido por papel-aluminio contendo aproximadamente
10 mL de &gua deionizada, previamente fervida, foram adicionados 78 ni de
acido linoléico e 90 niL de tween 20 (SIGMA). Em seguida, homogeneizou-se a
solucdo com auxilio de uma pipeta automatica, de forma a evitar a formacéo
de bolhas. Para o clareamento da solucdo, foram adicionadas gotas de
solucdo de hidréxido de sédio 0,5N. Apds o clareamento, a solugcdo foi
transferida para um baldo volumétrico de 25 mL envolvido por papel-aluminio,
e o volume, aferido. A solucdo-estoque de linoleato de sédio foi armazenada
em tubos eppendorf de 1 mL, envolvidos em papel-aluminio e armazenados a
-20 °C.

Para as analises das atividades de lipoxigenases, misturaram-se
1,0 nL do extrato bruto foliar e 4,0 nL da solucdo-estoque de linoleato de sédio
em 1,0 mL de tampao fosfato 50,0 mM, pH 6,0. A absorvancia da mistura de
reacao foi determinada de 30 em 30 segundos, a 234 nm, por um periodo de

2,5 minutos. Sob as mesmas condicbes procedeu-se com o branco, que
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consistiu da mesma quantidade de substrato e tamp&o. Experiéncia anterior do
laboratério de Enzimologia, BIOAGRO/UFV, demonstrou que nestas condicdes
de reacdo a atividade é linear com o tempo. As velocidades iniciais foram
determinadas pela medida de absor¢édo a 234 nm em funcdo do tempo, utili-
zando-se para os célculos o coeficiente de extincdo molar de 25000 M*cm™

para o produto formado. Todas as incubacfes foram realizadas em triplicatas.

3.4.2. Efeito do pH sobre a atividade de lipoxigenases de plantas de soja

Nas determinacdes dos perfis de pH, foram utilizados os seguintes

sistemas-tampao, na concentracao de 0,05 M:

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

As determinagdes das atividades de lipoxigenases nos respectivos
valores de pH foram realizadas misturando-se 1,0 ni do extrato bruto foliar a
4,0 nL da solucao-estoque de linoleato de s6dio a 1,0 mL de tampéao 0,05 M de
cada um dos respectivos pH descritos anteriormente. Para cada valor de pH
foram feitas andlises em triplicata. A absorvancia da mistura de reacdo a
234 nm foi determinada de 30 em 30 segundos por um periodo de 2,5 minutos,
a 25 °C.

A partir das absorvancias obtidas, foram calculadas as velocidades de
formacao de hidroperéxidos do acido linoléico utilizando-se a equacédo (1); em
seguida, construiu-se um gréfico tendo na ordenada as velocidades de
formacgé&o de hidroperédxidos do acido linoléico e na abscissa os valores de pH
analisados.

24



3.4.3. Efeito da temperatura sobre a atividade de lipoxigenases de plantas
de soja

O efeito da temperatura sobre a taxa de oxidacdo do acido linoléico
catalisada pela acéo das lipoxigenases foi determinado a 20, 25, 30, 35, 40, 45
e 50 °C. Foi utilizado banho-maria para que as solugbes alcancassem as
respectivas temperaturas, como também espectrofotbmetro com sistema de
temperatura controlada, para que elas se mantivessem nos mesmos valores
de temperaturas.

As reacdes foram realizadas utilizando-se 1,0 ml de tampéo fosfato
50 mM pH 6,0; 4,0 i linoleato de so6dio 10 mM como substrato; e 1,0 niL de
extrato foliar de soja. As absorvancias das soluc¢des a 234 nm foram utilizadas
para as determinagdes da atividade de lipoxigenases.

3.4.4. Determinacdo dos parametros cinéticos de lipoxigenases em
plantas de soja

As determinacdes dos parametros cinéticos de lipoxigenases foram
realizadas utilizando-se 1,0 niL de extrato bruto foliar, 1 mL de tampéao fosfato
50 mM pH 6,0 e linoleato de sédio como substrato, nas concentracfes de 1,0 x
10°; 2,0 x 10, 4,0 x 10™; 8,0 x 10°; 16,0 x 10”%; 32,0 x 10™; & 64,0 x 10™ M.

Os parametros cinéticos, no estado estacionario, foram obtidos por
meio da regressdo nao-linear, utilizando-se o programa de computacao
Enzifitter LEATHERBARROW, 1987).

3.5. Quantificacao de proteinas totais no extrato bruto

As determinac¢@es de proteinas foram realizadas pelo método do acido
bicinconinico (SMITH et al.,1985), utilizando-se a albumina sérica bovina como
padrdo, na concentracao de 2,0 mg/mL em agua deionizada.

Para as determinacdes de concentracdes de proteinas, utilizou-se o kit
SIGMA como reagente de trabalho, que se constituiu de uma solucao de acido

bicinconinico e uma solucado de sulfato de cobre (llI) — pentahidratado 4% (p/v).
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Para as dosagens, em triplicatas, a 50 nL da amostra adicionou-se
1,0 mL do reagente de trabalho, 100:2 soluc¢édo de &cido bicinconinico: solucéo
de sulfato de cobre (Il). A solucéo foi agitada e colocada em banho-maria a
37 °C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente por 20 minutos e a absorvancia determinada a 562 nm.

3.6. Determinacgéo de inibidores de proteases

Para a obtencdo do extrato foliar contendo inibidores de proteases,
folhas de soja foram pesadas e maceradas com auxilio de almofariz e pistilo,
em nitrogénio liquido. O p6 obtido foi homogeneizado em tampéo Tris-HCI
0,M pH 8,2 contendo 20 mM de CaCl,, na propor¢cdo 1:3 (p/v). O
homogenato foi centrifugado por 30 minutos a 4 °C, a 17.200 g. A atividade de
inibidores de proteases foi determinada utilizando-se tripsina bovina. A
atividade triptica na presenca ou na auséncia de inibidores consistiu no
seguinte procedimento analitico: para a analise do teste, 100 nL do extrato;
500 niL de Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 contendo 20 mM de cloreto de calcio; e
50 L da solucdo de tripsina 4,7 x 10> M foram adicionados em um tubo de
ensaio. Para o controle da enzima, foram adicionados num outro tubo de
ensaio 600 ni de Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 contendo 20 mM de cloreto de calcio;
e 50 nL da solugdo de tripsina 4,7 x 10 M. Essa mistura contida em ambos os
tubos (teste e controle da enzima) foi incubada por cinco minutos, a
temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacao, 500 ni. dessa mistura de
incubacgéo, do teste e do respectivo controle, foram retirados e adicionados a
outro tubo contendo 500 nL de Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 contendo 20 mM de
cloreto de calcio; e 500 nL da solucdo de D,L-BApNA 1,2 mM. A absorvancia
da solugdo foi determinada a 410 nm durante 2,5 minutos de reagdo. As
analises foram feitas em triplicatas.

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

AXxB

mg de tripsina inibida/grama de proteina= ———— (2)
Cx1.000xP

26



em que

A = absorvancia em 410 nm do padrdo - absorvancia em 410 nm da
amostra;

B = diluicdo da amostra;

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

C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuacao de 1 ng de tripsina
ativa sobre o substrato D,L-BApNA d& uma leitura de absorvancia
em 410 nm. No caso de tripsina, sobre D,L-BapNA = 0,019
(KAKADE et al., 1974).

3.7. Determinacéo de aldeidos totais

Nas determinacgfes de aldeidos totais nos extratos foliares, foi utilizado
0 método colorimétrico desenvolvido por SANTOS et al. (1993), utilizando-se
3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH) como reagente de cor.

A 50 mg de folhas liofilizadas e moidas foram adicionados 4 mL de
etanol 2%. Ap6s ser mantido por duas horas a temperatura ambiente, o
material foi centrifugado a 31.000 g por 15 minutos, a 15 °C. Para a reacao do
teste, tomou-se uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante, a qual foram
adicionados 0,5 mL de solucdo de MBTH 0,1% e 1,25 mL de FeCl; 0,23%.
Exatamente 6 min apés a adicdo de FeCls, adicionaram-se 3 mL de acetona.
Para a reacao do controle, tomou-se uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante,
a qual foram adicionados 3 mL de acetona, impedindo que a reacao ocorresse,
e a seguir 0,5mL de MBTH 0,1% e 1,25 mL de FeCl; 0,23%. As leituras da
absorvancia foram feitas a 635 nm, sendo os resultados expressos como a
diferenca da absorvancia observada ao final da reacdo e na reagao controle.

As analises foram realizadas em trés repeticdes.

3.8. Determinacao de hexanal

A determinacdo de hexanal foi realizada por cromatografia gasosa,
pelo método do “head-space”, segundo UTUMI et al. (1998), em frascos tipo

penicilina, hermeticamente fechados, contendo 50 mg da folhas liofilizadas e
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moidas e 1 mL de tampéo fosfato de sédio 0,5 M, pH 7,0, aquecidos a 40 °C
por 20 minutos. A partir dos gases liberados, 0,8 mL foi injetado automati-
camente em cromatégrafo a gas SHIMADZU, modelo GC-14 B, equipado com
detector de ionizacdo de chama, “head-space sampler” modelo HSS-2B, e
integrador C-R7A. As analises foram realizadas em trés repeticbes, sob as
seguintes condic¢des: temperatura inicial de coluna de 45 °C, programada para
elevar a 7 °C por minuto até 70 °C, temperatura esta mantida por 5 minutos,
elevando-se posteriormente para 15 °C por minuto, até 200 °C; temperatura do
injetor, 200 °C; e do detector, 250 °C. Utilizou-se coluna carbowax (25 m x
0,53 mm), e o gas de arraste foi o nitrogénio, com fluxo de 5,7 mL/min. A
identificacdo de hexanal foi realizada por injecdo prévia de um composto-

padrdo, e os resultados foram expressos em area do pico, em milivolts.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 3 e 4 apresentam os perfis pH versus atividade de lipoxige-
nase sobre a formacdo de hidroperéxidos do &cido linoléico, da primeira folha
trifoliolar de plantas de soja, no estadio V3 de desenvolvimento, da variedade
IAC-100 e da linhagem IAC-100 TN, coletadas 24 horas apos remocéo da
mosca-branca (Bemisia argentifolii) e 48 horas apds a remocao da lagarta da
soja (Anticarsia gemmatalis Hubner), com seus respectivos controles. As
Figuras 5 e 6 mostram os perfis de pH versus atividade especifica, para os
dois tratamentos. Os perfis para os demais tempos de analise, para os dois
genadtipos analisados, nos dois tratamentos, apresentaram-se semelhantes
(dados ndo-mostrados).

Os resultados das Figuras 3 e 4 mostram dois picos mais acentuados
de atividade de lipoxigenases a pH 4,5 e 6,0 para os dois genoétipos analisados
e seus respectivos controles. A existéncia de dois picos distintos sugere a
atuacao de isoenzimas no mecanismo de defesa de plantas de soja pela via
das lipoxigenases. Isto € confirmado através das Figuras 5 e 6, em que a
distancia entre os picos da atividade especifica de lipoxigenase para os dois
gendtipos analisados e seus respectivos controles ndo sofreu variagéo,
mostrando que ndo ocorre ativacdo enzimatica, mas sim atuacado de isoenzi-
mas. Estas figuras mostram ainda que os valores observados de atividade e
atividade especifica se apresentaram maiores nos testes do que nos
respectivos controles. Essa ultima observacdo sugere que as plantas de soja
submetidas ao ataque de mosca-branca e de lagarta da soja responderam a
esses tipos de estresse através do aumento de atividade de lipoxigenases.
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(-¥% ) representa as velocidades da reac@o enzimética em plantas atacadas por
mosca-branca.

(0% %4-0) representa as velocidades da reagdo enzimatica em plantas-controle.

Condigbes experimentais: extrato bruto obtido dos foliolos da primeira folha
trifoliolar no estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apds a remocao
do inseto. Enzima e substrato incubados a 25 °C, nos seguintes tampdes 50 mM:
acido citrico/fosfato dissodico pH 2,0 e 2,5; &cido citrico/citrato de sodio, pH 3,0 e
3,5; &cido acético/acetato de sodio pH 4,0 e 4,5; acido citrico/citrato de sodio, pH
5,0 e 5,5; fosfato mono/dissédico pH 6,0, 6,5 e 7,0; Tris-HCI pH 7,5, 8,0 e 8,5;
acido bérico/borato de sédio pH 9,0, 9,5 e 10. Concentracdo do &cido linoléico
4,0 x 10° M. Quantidade de extrato bruto:1,0 ni.

Figura 3 - Efeito do pH sobre a velocidade de formacao de hidroperoxidos do
acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 (a) e da linhagem IAC-100 TN (b), submetidas
ao ataque de mosca-branca, e seu respectivo controle.
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(%% ) representa as velocidades da reagdo enzimética em plantas atacadas por
mosca-branca.
(0% ¥%4-0) representa as velocidades da reacéo enzimética em plantas-controle.

Condicdes experimentais: extrato bruto obtido dos foliolos da primeira folha
trifoliolar no estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apds a remogéo
do inseto. Enzima e substrato incubados a 25 °C, nos seguintes tampdes 50 mM:
acido citrico/fosfato dissédico pH 2,0 e 2,5; acido citrico/citrato de sddio, pH 3,0 e
3,5; acido acético/acetato de sodio pH 4,0 e 4,5; acido citrico/citrato de sédio, pH
5,0 e 5,5; fosfato mono/dissédico pH 6,0, 6,5 e 7,0; Tris-HCI pH 7,5, 8,0 e 8,5;
acido bdrico/borato de sodio pH 9,0, 9,5 e 10. Concentracdo do &cido linoléico
4,0 x 10° M. Quantidade de extrato bruto:1,0 ni..

Figura 4 - Efeito do pH sobre a velocidade de formacgéo de hidroperoxidos do
acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 (a) e da linhagem IAC-100 TN (b), submetidas
ao atague de lagarta da soja, e seu respectivo controle.
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Foliolos da primeira folha trifoliolar no estaddio V3 de desenvolvimento, coletados
24 horas ap6s a remocéo do inseto, em varios valores de pH.

Figura 5 - Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 (a) e da linhagem IAC-100 TN (b), submetidas
ao atague de mosca-branca, e seu respectivo controle, em varios
valores de pH.
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(-%%a.-) representa as velocidades da reacdo enzimética em plantas atacadas por
mosca-branca.
(0% %4-0) representa as velocidades da reagdo enzimatica em plantas-controle.

Foliolos da primeira folha trifoliolar no estadio V3 de desenvolvimento, coletados
24 horas apo6s a remocao do inseto, em varios valores de pH.

Figura 6 - Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 (a) e da linhagem IAC-100 TN (b), submetidas
ao ataque de lagarta da soja, e seu respectivo controle, em varios
valores de pH.
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Os valores de pH 6timo para a formacédo de hidroperéxidos do acido
linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas da variedade IAC-100 e da
linhagem IAC-100 TN, submetidas ao ataque de mosca-branca e de lagarta da
soja, estdo dentro da faixa de pH 6timo encontrada por outros autores em
outros estudos, como REDGEL et al. (1995) em sementes de ervilha, pH 6timo
6,8; AVDIUSHIKO et al. (1993) em pepino, pH otimo 5,0; MINGUES-
MOSQUEIRA et al. (1993) em pimentéo, pH 6timo 6,5; KOCK et al. (1992) em
folnas de tomate inoculadas com pseudomonas, pH 6timo entre 6,4 e 7,2;
LEONI et al. (1985) em semente de girassol, pH 6timo 6,2; e GALLIARD e
PHILLPS (1971) em tubérculos de batata, pH 5,5-6,0.

Os picos para formacéo de hidroperéxidos de acido linoléico catalisada
por lipoxigenases, determinados neste experimento, também estdo em
concordancia com os resultados obtidos por outros autores em plantas de soja.
KATO et al. (1993) caracterizaram uma lipoxigenase de folha de soja que
aparece apdés a remocdo dos primordios florais, com pico de pH em 6,4,
denominada L-4. LANNA et al. (1996) caracterizaram lipoxigenases de folha de
soja dos genotipos Cristalina e IAC-100 com alta atividade em pH 6,0, do
gendtipo UFV-TN com pH étimo em 7,0 e, ainda, outros picos de atividade em
pH 45 e 7,5. SARAVITZ e SIEDOW (1996) e VIEIRA (1999) também
caracterizaram lipoxigenases de folhas de soja submetidas a ferimento
mecanico observando picos de pH para formacéao de hidroperoxidos em pH 7,0
(SARAVITZ e SIEDOW, 1996) e pH 4,5 e 6,0 (VIEIRA, 1998).

Assim, a faixa de pH observada em neste trabalho € similar aos dados
obtidos na literatura e sugere o envolvimento de isoenzimas lipoxigenase no
mecanismo de defesa de plantas de soja contra o ataque de insetos-praga,
devido a presenca de dois picos distintos de atividade.

As Figuras 7 e 8 apresentam os perfis de temperatura versus atividade
de lipoxigenase de folhas de soja sobre o acido linoléico a pH 6,0 dos
gendtipos IAC-100 e IAC-100 TN, coletadas 24 horas apds a remogdo da
mosca-branca e 48 horas apés a remocéao da lagarta da soja, respectivamente,
com seus controles. As Figuras 9 e 10 apresentam o0s mesmos perfis
expressos em atividade especifica. Os perfis para os demais tempos de

analise nao foram apresentados.
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(%% ) representa as velocidades da reacdo enzimatica em plantas atacadas por
mosca-branca.
(0% %4 0) representa as velocidades da reagdo enzimatica em plantas-controle.

Condicdes experimentais: extrato bruto dos foliolos da primeira folha trifoliolar no
estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apés a remocdo do inseto.
Tampéo acetato de sédio 50,0 mM, pH 6,0, a 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 °C.
Concentracéo do acido linoléico: 4,0 x 10”° M. Quantidade de extrato bruto: 1ni.

Figura 7 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacdo de
hidroperoxidos de acidos linoléicos catalisada pelas lipoxi-
genases de folhas de soja da variedade IAC-100 (a) e da linhagem
IAC-100 TN (b), de plantas atacadas por mosca-branca, e seu
respectivo controle.
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(-%%-) representa as velocidades da reac@o enzimatica em plantas atacadas por
mosca-branca.

(0% %4 0) representa as velocidades da reagdo enzimatica em plantas-controle.

Condicdes experimentais: extrato bruto dos foliolos da primeira folha trifoliolar no
estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apés a remocdo do inseto.
Tampéo acetato de sédio 50,0 mM, pH 6,0, a 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 °C.
Concentracao do &cido linoléico: 4,0 x 10”° M. Quantidade de extrato bruto: 1.

Figura 8 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de formacdo de
hidroperoxidos de &cidos linoléicos catalisada pelas lipoxige-
nases de folhas de soja da variedade IAC-100 (a) e da linhagem
IAC-100 TN (b), de plantas atacadas por lagarta da soja, e seu
respectivo controle.
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Observam-se valores mais acentuados de atividade a 25 °C para os
dois gendtipos e seus respectivos controles. As Figuras 9 e 10 mostram
aumento de atividade de lipoxigenase em folhas de soja submetidas ao ataque
de insetos, em comparacdo com o0s respectivos controles. Os dados de
atividade especifica sugerem uma resposta da planta de soja a este tipo de
estresse, pela via das lipoxigenases.

Os dados deste trabalho concordam com os resultados obtidos por
LANNA et al. (1996) para lipoxigenases foliares de soja no estaddio V4 de
desenvolvimento dos gendtipos IAC-100, UFV-TN e Cristalina e também com
os dados obtidos por VIEIRA (1998) para lipoxigenases foliares de soja, no
estadio V3 de desenvolvimento, de plantas da variedade IAC-100 e da
linhagem IAC-100 TN, submetidas a ferimento mecéanico, em que apresentaram
pico de atividade a 25 °C.

Os graficos de Michaelis-Menten para a variedade IAC-100 e para a
linhagem IAC-100 TN, no tempo de 24 horas apés a remoc¢do da mosca-
branca e 48 horas apdés a remocao da lagarta da soja, encontram-se
representados nas Figuras 11 a 14. Nestas figuras encontram-se ainda
inseridos os graficos de Lineweaver-Burk.

Nos dois tratamentos, ambos 0s genoétipos apresentam graficos de
Michaelis-Menten com curva hiperbdlica, mostrando que o “pool” de
lipoxigenases de folhas de soja submetidas a ataque de insetos segue a
cinética de Michaelis-Menten, na faixa de concentracdo de substrato
analisada. Os graficos para os demais tempos do tratamento apresentam
perfis semelhantes.

Os Quadros 1 e 2 apresentam os valores de Ky app € Vimax app, €M pH
6,0, para as isoenzimas lipoxigenase de folhas de soja, primeira folha trifoliolar
de plantas no estadio V3 de desenvolvimento, dos gendtipos IAC-100 e IAC-
100 TN, submetidas ao ataque de mosca-branca e lagarta da soja, respectiva-
mente, e seus controles, utilizando-se acido linoléico como substrato.

Para os dois genoétipos analisados no tratamento com mosca-branca,
os valores de Ky app determinados no “pool” de lipoxigenases de folhas de soja,
em 12, 24, 48 e 72 horas, em presenca do inseto, foram menores do que 0s
respectivos controles. Além disso, os valores de Ky app diminuiram, para

ambos 0s genadtipos, com o tempo de ataque da planta pelo inseto, ou seja,
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(%% ) representa as velocidades da reacéo enzimatica em plantas atacadas por
mosca-branca.
(0% -%.0) representa as velocidades da reagdo enzimatica em plantas-controle.

Foliolos da primeira folha trifoliolar no estaddio V3 de desenvolvimento, coletados
24 horas ap6s a remocao do inseto, em varios valores de pH.

Figura 9 - Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 (a) e da linhagem IAC-100 TN (b), submetidas
ao ataque de mosca-branca, e seu respectivo controle, em varios
valores de temperatura.
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(-%%-) representa as velocidades da reac@o enzimatica em plantas atacadas por
mosca-branca.
(0%2-%0) representa as velocidades da reacéo enzimética em plantas-controle.

Foliolos da primeira folha trifoliolar no estaddio V3 de desenvolvimento, coletados
24 horas ap6s a remocéao do inseto, em Vvarios valores de pH.

Figura 10 - Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 (a) e da linhagem IAC-100 TN (b), submetidas
ao ataque de lagarta da soja, e seu respectivo controle, em varios
valores de temperatura.
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Condigbes experimentais: extrato bruto preparado a partir dos foliolos da primeira
folha trifoliolar, no estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apos a
remocao do inseto. Reacdo em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25 °C.
Concentracdo do &cido linoléico: 0,01 a 0,64 mM. Quantidade de extrato bruto:
1. Concentragdo de proteina total no extrato bruto: 0,96 mg/mL. A linha
continua foi tracada com base em dados teéricos, utilizando-se a equacgdo de
Michaelis-Menten para a obtengéo de Ky app € Vimax app- OS pontos séo experimen-
tais. Insercéo: gréfico de Lineweaver-Burk.

Figura 11 - Grafico de Michaelis-Menten para a formacdo de hidroperéxido
do &cido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de
soja de plantas do gendétipo IAC-100, submetidas ao ataque de
mosca-branca.
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Condigbes experimentais: extrato bruto preparado a partir dos foliolos da primeira
folha trifoliolar, no estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apos a
remocao do inseto. Reacdo em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25 °C.
Concentracdo do éacido linoléico: 0,01 a 0,64 mM. Quantidade de extrato bruto:
1 L. Concentragdo de proteina total no extrato bruto: 0,96 mg/mL. A linha
continua foi tracada com base em dados tedricos, utilizando-se a equacgdo de
Michaelis-Menten para a obtengéo de Ky app € Vimax app- OS pontos séo experimen-
tais. Insercéo: gréfico de Lineweaver-Burk.

Figura 12 - Grafico de Michaelis-Menten para a formacdo de hidroperéxido
do &cido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de
soja de plantas do gendtipo IAC-100 TN, submetidas ao ataque
de mosca-branca.
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Condicdes experimentais: extrato bruto preparado a partir dos foliolos da primeira
folha trifoliolar, no estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apoés a
remocao do inseto. Reacdo em tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25 °C.
Concentracdo do &cido linoléico: 0,01 a 0,64 mM. Quantidade de extrato bruto:
1 L. Concentragdo de proteina total no extrato bruto: 0,96 mg/mL. A linha
continua foi tracada com base em dados teéricos, utilizando-se a equacgdo de
Michaelis-Menten para a obtengéo de Ky app € Vimax app- OS pontos séo experimen-
tais. Insercédo: grafico de Lineweaver-Burk.

Figura 13 - Gréafico de Michaelis-Menten para a formacao de hidroperdxido
do acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de
soja de plantas do gendétipo IAC-100, submetidas ao ataque de

lagarta da soja.
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Condigbes experimentais: extrato bruto preparado a partir dos foliolos da primeira
folha trifoliolar, no estadio V3 de desenvolvimento, coletados 24 horas apos a
remocao do inseto. Reacdo em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, a 25 °C.
Concentracdo do &cido linoléico: 0,01 a 0,64 mM. Quantidade de extrato bruto:
1. Concentragdo de proteina total no extrato bruto: 0,96 mg/mL. A linha
continua foi tracada com base em dados teéricos, utilizando-se a equacgdo de
Michaelis-Menten para a obtengéo de Ky app € Vimax app- OS pontos séo experimen-
tais. Insercéo: grafico de Lineweaver-Burk.

Figura 14 - Grafico de Michaelis-Menten para a formacdo de hidroperéxido
do &cido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de
soja de plantas do gendtipo IAC-100 TN, submetidas ao ataque
de lagarta da soja.
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Quadro 1 - Parametro cinético da acdo de lipoxigenases de soja sobre acido linoléico, na primeira folha trifoliolar, no estadio V3
de desenvolvimento, de plantas submetidas ao ataque de mosca-branca

IAC-100 IAC-100 TN

Tempo (horas) Controle Mosca-branca Controle Mosca-branca

KM app (nM) Vméx app (I’l M/S) KM app (nM) Vméx app (nM/s) KM app (I’TM) Vméx app (nM/s) KM app (I’TM) Vméx app (I’l M/S)

Em presenca

do inseto
12 122,47 227,70 87,78 131,39 116,74 112,22 96,15 81,92
24 120,74 112,22 79,69 83,64 110,87 105,43 80,84 70,15
48 122,19 179,43 68,65 69,36 114,17 99,26 60,41 61,42
72 125,20 112,17 36,77 71,86 117,85 144,27 54,29 87,06

ApOs remocao

do inseto
6 123,58 98,46 40,19 76,03 116,00 123,83 51,45 84,21
12 121,17 79,21 44,67 60,28 115,91 119,31 44,50 71,87
24 122,98 149,19 58,99 42,99 116,78 105,42 51,23 60,33

48 110,87 109,73 94,48 74,33 119,21 174,88 101,51 95,88




1517

Quadro 2 - Parametro cinético da acdo de lipoxigenases de soja sobre acido linoléico, na primeira folha trifoliolar, no estadio V3
de desenvolvimento, de plantas submetidas ao ataque de lagarta da soja

IAC-100 IAC-100 TN
Tempo (horas) Controle Lagarta Controle Lagarta
K app (MM) Vmax app (NM/s) Kmapp (M) | Vinax app (NM/s) Kmapp (MM) | Vimaxapp (NM/S) Kmapp (MM) | Vimaxapp (NM/s)
Em presenca
do inseto
6 119,44 174,76 105,7150 217,4070 117,91 142,13 118,1620 280,6000
12 122,47 127,70 101,1060 134,6990 116,74 112,22 112,5050 167,6710
24 120,74 112,22 94,0622 228,691 110,87 105,43 92,4810 176,5040
ApOs remocao
do inseto
6 123,58 98,46 66,3952 121,6390 116,00 123,83 65,2444 106,1270
12 121,17 79,21 46,9640 115,8350 115,91 119,31 48,5869 116,3663
24 122,98 149,19 46,8881 81,1135 116,78 105,42 45,0425 77,1612
48 110,87 109,73 31,5046 95,6214 119,21 174,88 32,9958 68,1459




ocorreu decréscimo do valor de Ky app de 12 até 72 horas, em presenca do
inseto, na planta de soja dos genoétipos IAC-100 e IAC-100 TN. Apds a
remocdo do inseto da planta de soja, ou seja, 6, 12, 24 e 48 horas, dos
genotipos IAC-100 e IAC-100 TN, os valores de Ky app do “pool” de lipoxige-
nases foram aumentando novamente e, 48 horas ap0s a remoc¢ao do inseto,
se equipararam aos valores dos controles para IAC-100 e IAC-100 TN. Os
dados sugerem que a planta continua tendo resposta ao ataque de mosca-
branca, através da via das lipoxigenases, até 24 horas apds remocao do inseto.

Para o tratamento com lagarta da soja, os valores de Ky app
determinados no “pool” de lipoxigenases de folhas de soja, em 6, 12 e
24 horas, em presen¢ca do inseto, apresentaram-se menores do que 0S
respectivos controles, para os dois gendtipos analisados. Além disso, o0s
valores de Ky app decrescem para ambos os genotipos com o tempo de ataque
da planta pelo inseto, ou seja, ocorreu decréscimo do valor de Ky app de 6 até
24 horas em presenca do inseto na planta de soja dos gendétipos IAC-100 e
IAC-100 TN. ApdGs a remocdo do inseto da planta de soja, ou seja, 6, 12, 24 e
48 horas, dos gendtipos IAC-100 e IAC-100 TN, os valores de Ky app do “pool”
de lipoxigenases continuam diminuindo até o tempo de 48 horas apos a
remocao do inseto, sugerindo que a planta continuou tendo resposta ao ataque
de lagarta da soja, através da via das lipoxigenases, até 48 horas ap0s esta
remocao.

A diminui¢cdo dos valores de Ky app para os dois genotipos, nos dois
tratamentos, reflete uma alteracéo do “pool” de lipoxigenases em resposta ao
ataque de mosca-branca e de lagarta da soja, demonstrando uma otimizagao
da atuacao destas isoenzimas ao ataque dos insetos.

A diferenga pouco pronunciada nos valores de Ky app, €ntre os dois
genaotipos analisados, sugere que a remoc¢ao genética das trés lipoxigenases
de sementes ndo alterou o mecanismo de defesa da planta de soja contra
insetos-praga, através da via das lipoxigenases.

As Figuras 15 e 16 e os Quadros 3 e 4 representam os resultados de
inibidores de proteases expressos em miligrama de tripsina inibida por grama
de proteina, para a variedade IAC-100 e para a linhagem IAC-100 TN, de
plantas de soja submetidas ao ataque de mosca-branca e lagarta da soja,

respectivamente.
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Figura 15 - Miligrama de tripsina inibida por grama de proteina em folhas de soja, na primeira folha trifoliolar, no estadio V3 de

12

24
Em presenca do inseto

72 6

Tempo (horas)

representa as plantas-controle da variedade IAC-100.

representa as plantas-controle da variedade IAC-100 TN.

12 24
Apds remocao do inseto

representa as plantas submetidas ao ataque de mosca-branca, da variedade IAC-100.

representa as plantas submetidas ao ataque de mosca-branca, da variedade IAC-100 TN.
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desenvolvimento, dos gendtipos IAC-100 e IAC-100 TN, submetidas ao ataque de mosca-branca.




180
160
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40
20 -

mg tripsina inibida /g

6 12 24 6 12 24 48

Em presencga do inseto ApO6s remocao do inseto

Tempo (horas)

representa as plantas-controle da variedade IAC-100.

representa as plantas submetidas ao ataque de mosca-branca, da variedade IAC-100.

representa as plantas-controle da variedade IAC-100 TN.
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representa as plantas submetidas ao ataque de mosca-branca, da variedade IAC-100 TN.

Figura 16 - Miligrama de tripsina inibida por grama de proteina em folhas de soja dos gendétipos IAC-100 e IAC-100 TN,
submetidas ao ataque de lagarta da soja.



Quadro 3 - Inibicdo de tripsina por extratos de folhas de soja dos gendtipos
IAC-100 e IAC-100 TN, submetidas a ataque de mosca-branca

mg tripsina inibida / g

IAC-100 IAC-100 TN
Tempo (horas)
Controle Mosca-branca Controle Mosca-branca
Em presenca do
inseto

12 32,19" 60,29 10,53 bc B 35,81 b A

24 27,97 36,12 13,59b B 27,46 c A

48 57,69 95,89 436¢cB 13,44d A

72 76,20 104,84 48,42 a B 58,47 a A
ApO6s remocao

do inseto

6 728aA 29,.31aAaA 9,10b B 4745bAab A

12 29,35a A 28,86aAaA 29,72 a A 30,93cAbA

24 19,71 aB 57,02aAaA 6,41 bB 2550cAbB

48 9,05aB 4951aAaA 472bB 66,31aAaA

! Valores s&o a média das andlises de trés repeticdes.

Nas colunas, as médias seguidas de uma mesma letra mindscula (ou minascula grifada) ndo
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Nas linhas, as médias seguidas de uma mesma letra mailscula (ou mailscula grifada) ndo
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

As médias que ndo estédo seguidas de letras ndo apresentam interagdo significativa, a 5% de
probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 4 - Inibicdo de tripsina por extratos de folhas de soja, na primeira
folha trifoliolar, no estadio V3 de desenvolvimento, dos genoétipos
IAC-100 e IAC-100 TN, submetidas a ataque de lagarta da soja

mg tripsina inibida / g

IAC-100 IAC-100 TN
Tempo (horas)
Controle Lagarta Controle Lagarta
Em presenca do
inseto
12 8,35" 24,71 3,38 43,01
24 32,19 48,94 10,53 40,18
48 27,97 30,47 13,59 17,57
Apbs remocao do
inseto
6 12,14cB 95,26 b A 13,26 b A 16,15b A
12 32,35bB 87,67b A 14,48b B 16,90b A
24 57,69 ab B 91,06 b A 436¢cB 20,44 b A
48 76,20aB 156,81 a A 48,42 a B 97,23 aA

! Valores s&o a média das andlises de trés repeticdes.

Nas colunas, as médias seguidas de uma mesma letra mindscula (ou minascula grifada) ndo

diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Nas linhas, as médias seguidas de uma mesma letra mailscula (ou mailscula grifada) ndo

diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

As médias que ndo estdo seguidas de letras ndo apresentam interagdo significativa, a 5% de

probabilidade, pelo teste F.
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A Figura 15 e o Quadro 3 mostram aumento significativo na producao
de inibidores de proteases na linhagem IAC-100 TN, em relacdo as plantas-
controle, durante todo o tempo em que as moscas-brancas estavam em
contato com as plantas de soja; porém nao ocorreu interacao significativa para
a variedade IAC-100. Também ndo ocorreu aumento significativo nos niveis de
inibidores de proteases com o decorrer do tempo, apds a remocédo do inseto,
para a variedade IAC-100. Uma diferenca significativa em relagcdo ao controle
s6 ocorreu 24 horas apés a remocao do inseto. Um aumento significativo foi
observado para a linhagem IAC-100 TN, em relacdo as plantas-controle, ap0s
a remocao da mosca; mas a Unica diferenca significativa observada entre os
dois gendtipos s6 ocorreu 24 horas ap0s a remocéo da mosca-branca.

No experimento com lagarta da soja (Figura 15 e Quadro 4), ocorreu
aumento significativo nos niveis de inibidores de proteases, nos dois gendtipos
analisados, com o decorrer do tempo, ap6s a remocédo da lagarta. Observou-
se, ainda, aumento significativo em relacdo aos respectivos controles, porém
nao houve interacao significativa entre os dois genétipos analisados.

Esses resultados, juntamente com os dados de parametros cinéticos,
indicam um possivel mecanismo de defesa da planta de soja ao ataque de
mosca-branca (Bemisia argentifolii), envolvendo a via das lipoxigenases. Isso
parece ocorrer através do aumento da eficiéncia catalitica de lipoxigenases e,
em seguida, da acdo da hidroperoxido ciclase, levando o hidroperdxido
formado a ser convertido em &cido 12-oxo-fitodiendico e, posteriormente, a
acido jasmonico. Este ultimo € proposto interagir com um receptor, a fim de
ativar a expressdo de genes para producdo de inibidores de proteases
(FARMER e RYAN, 1992).

Esses resultados concordam com aqueles obtidos por GREEN e
RYAN (1972), FARMER e RYAN (1992), DAMMAN et al. (1997) e
CREELMAN e MULLET (1997), em que se sugere que o acido jasmonico seja
parte integral de um sistema de transducdo de sinais intracelulares que
regulam a transcricdo de genes que codificam inibidores de proteases. GREEN
e RYAN (1972) mostraram que ferimentos em folhas de batata ou folhas de
tomate pelo besouro Colorado, ou suas larvas, induzem um rapido acumulo de
inibidores de proteases em todos os tecidos aéreos da plantas. THOMAS et al.

(1995) também relataram que a expresséao de inibidores de tripsina em plantas
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de tabaco mostrou reducdo na reproducdo de mosca-branca (Bemisia tabaci).
TAYLOR e LEE (1997) também sugerem que os inibidores de proteases atuam
na protecao de plantas contra Lepidoptera. Assim, inibidores de proteases em
plantas afetam o desenvolvimento de vérios herbivoros (TAYLOR e LEE, 1997;
PENA CORTES et al., 1993; JONGMA et al., 1994; HILDER et al., 1987).

Portanto, os resultados observados reforcam a hipotese de que a
acumulacao de inibidores de proteases em resposta ao ataque de herbivoros é
um provavel mecanismo de defesa da planta.

Os Quadros 5 e 6 apresentam os niveis de hexanal determinados em
plantas de soja, no estadio V3 de desenvolvimento, submetidas ao ataque de
mosca-branca e lagarta da soja, dos gendétipos IAC-100 e IAC-100 TN, da
primeira folha trifoliolar, com seus respectivos controles. Os Quadros 7 e 8
apresentam os niveis de aldeidos totais para os dois genoétipos, nas mesmas
condicoes.

Pelo Quadro 5, observa-se que houve aumento significativo nos niveis
de hexanal de 24 até 48 horas, para a variedade IAC-100, na presenca da
mosca-branca, em relacdo aos respectivos controles, o que n&o ocorreu para a
linhagem IAC-100 TN. Observou-se ainda maior producdo de hexanal para a
variedade IAC-100 em relacéo a linhagem IAC-100 TN, na presenca do inseto.
Apés a remocdao deste, ndo ocorreu interacao significativa.

N&o houve interacdo significativa nos niveis de hexanal, para os dois
genadtipos analisados, no tratamento com lagarta da soja, tanto antes quanto
apos a remocao do inseto (Quadro 6).

Observa-se, através do Quadro 7, que praticamente ndo houve
diferenga significativa, quanto aos niveis de aldeidos totais, entre o0s
tratamentos e seus respectivos controles, na presen¢a de mosca-branca, para
ambos 0s genotipos; porém, a linhagem IAC-100 TN produziu maiores niveis
de aldeidos totais do que a variedade IAC-100. Ap6s a remocdo da mosca,
nao houve interagéo significativa entre IAC-100 TN e seus controles e entre os
dois gendtipos analisados. Ocorreu aumento significativo apenas 6 e 24 horas
apos a remocdo da mosca-branca, para a variedade IAC-100.

O Quadro 8 mostra aumento significativo na producdo de aldeidos
totais para a variedade IAC-100, a 6 e 48 horas ap0s a remocao deste inseto,

em relacao aos respectivos controles. Para a linhagem IAC-100 TN, ndo houve
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Quadro 5 - Niveis de hexanal em folhas de soja, na primeira folha trifoliolar,
no estadio V3 de desenvolvimento, dos gendétipos IAC-100 e
IAC-100 TN, submetidas ao ataque de mosca-branca, com seus
respectivos controles

Niveis de hexanal

IAC-100 IAC-100 TN
Tempo (horas)
Controle Mosca-branca Controle Mosca-branca
Na presenca
do inseto
12 1349,67' a A 1140,33bBbA 550,67 586,33aB
24 1235,67aB 1477,67aAaA 597,00 550,00a B
48 1106,67 a B 1455,67aAaA 578,00 588,33aB
72 1109,00 a A 958,33bAbA 605,00 513,67aB
ApOs remocao
do inseto
6 1079,67 1040,33 685,00 558,67
12 1114,00 1205,67 622,67 577,67
24 1170,33 1205,67 712,33 555,00
48 890,33 1147,33 714,33 382,67

! Valores sdo a média das andlises de trés repeticdes.
Nas colunas, as médias seguidas de uma mesma letra mindscula (ou minascula grifada) nao

diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Nas linhas, as médias seguidas de uma mesma letra mailscula (ou mailscula grifada) ndo

diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

As médias que nao estdo seguidas de letras ndo apresentam interacdo significativa, a 5% de
probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 6 - Niveis de hexanal em folhas de soja, na primeira folha trifoliolar,
no estaddio V3 de desenvolvimento, dos gendtipos IAC-100 e
IAC-100 TN, submetidas ao ataque de lagarta da soja, com seus
respectivos controles

Niveis de hexanal

IAC-100 IAC-100 TN
Tempo (horas)
Controle Lagarta Controle Lagarta
Na presenca
do inseto
12 1266,00" 1282,33 577,00 628,00
24 1349,67 1458,00 550,67 746,33
48 1235,67 1366,67 597,00 834,00
Ap0s remocao
do inseto
6 1359,67 1520,00 590,00 772,33
12 1367,00 1687,67 728,33 932,00
24 1106,67 1362,00 578,00 584,00
48 1109,00 1500,00 605,00 784,67

! Valores sdo a média das andlises de trés repeticdes.

As médias que nao estdo seguidas de letras ndo apresentam interacdo significativa, a 5% de
probabilidade, pelo teste F.



Quadro 7 - Niveis de aldeidos totais em folhas de soja, na primeira folha
trifoliolar, no estadio V3 de desenvolvimento, dos genoétipos
IAC-100 e IAC-100 TN, submetidas ao ataque de mosca-branca,
com seus respectivos controles

Niveis de aldeidos totais

IAC-100 IAC-100 TN
Tempo (horas)
Controle Mosca-branca Controle Mosca-branca
Na presenca
do inseto
12 0,75'b A 0,80bAbB 0,83cB 0,91bADbA
24 0,77b B 0,98aAaA 091bA 091bAbB
48 0,87aA 0,85bAbB 0,99a A 1,0laAaA
72 0,83 ab A 0,85bAbB 1,02aA 0,97aBaA
ApOs remocao
do inseto
6 0,78b B 0,85b A 0,96 0,92
12 0,84 ab A 0,88b A 0,97 0,99
24 0,85ab B 0,98a A 1,14 1,00
48 091aA 0,90 ab A 1,05 0,94

! Valores sdo a média das andlises de trés repeticdes.

Nas colunas, as médias seguidas de uma mesma letra mindscula (ou minascula grifada) nao
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Nas linhas, as médias seguidas de uma mesma letra mailscula (ou mailscula grifada) ndo
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

As médias que nao estdo seguidas de letras ndo apresentam interacdo significativa, a 5% de
probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 8 - Niveis de aldeidos totais em folhas de soja, na primeira folha

trifoliolar,

no estadio V3 de desenvolvimento, dos gendtipos

IAC-100 e IAC-100 TN, submetidas ao ataque de lagarta da soja,
com seus respectivos controles

Niveis de aldeidos totais

IAC-100 IAC-100 TN
Tempo (horas)
Controle Lagarta Controle Lagarta
Na presenca
do inseto
12 0,77" 0,78 0,89aA 0,88a A
24 0,75 0,85 0,83b A 0,89aB
48 0,77 0,91 091aA 0,86 a B
Ap0s remocao
do inseto
6 0,78b B 0,97aAaA 0,85b A 0,76cBbB
12 0,84 ab A 0B0cACcA 0,97 aA 0,84abBaA
24 0,88 ab A 0,87bAbA 0,99aA 0,79bcBabB
48 0,83aB 0,87bAbA 1,02aA 0,85aBaA

! Valores sdo a média das andlises de trés repeticdes.
Nas colunas, as médias seguidas de uma mesma letra mindscula (ou minascula grifada) ndo

diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Nas linhas, as médias seguidas de uma mesma letra mailscula (ou mailscula grifada) ndo

diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

As médias que ndo estédo seguidas de letras ndo apresentam interagdo significativa, a 5% de
probabilidade, pelo teste F.

56



producdo significativa em relacdo as plantas-controle. Comparando os dois
genaotipos, observou-se que 12 e 48 horas apdés a remocdo da lagarta nao
houve diferenca significativa entre os niveis de aldeidos totais, 0 que pode
indicar que a remocao genética das trés isoenzimas lipoxigenases da semente
nao alterou a producédo de aldeidos totais em folhas de soja na linhagem
IAC-100 TN.

Em plantas submetidas ao ataque de patégenos e a outras formas de
estresse, como ferimento e ataque de insetos, varios produtos derivados de
lipidios, incluindo aldeidos com seis carbonos, podem ser formados pela acéo
sequencial de varias enzimas que fazem parte da via das lipoxigenases sobre
acidos graxos, como os acidos linoléico e linolénico (VICK e ZIMMERMAN,
1987). Os resultados deste estudo sugerem que o mecanismo de defesa de
plantas de soja contra ataque de insetos-praga como mosca-branca e lagarta
da soja, através da via das lipoxigenases, também pode seguir o caminho no

qual a hidroperéxido ciclase atua, com conseqiente producao de aldeidos.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho avaliou a capacidade da planta de soja de responder ao
ataque de mosca-branca (Bemisia argentifolii) e lagarta da soja (Anticarsia
gemmatalis Hubner) através da “via das lipoxigenases”. Para isso, analisou-se
o efeito do ataque do inseto em folhas de soja sobre a atividade do “pool” de
lipoxigenases e os possiveis produtos finais da “via das lipoxigenases”. Foram
utilizados dois genoétipos: um normal (variedade IAC-100) e outro com
auséncia completa de lipoxigenases em suas sementes (linhagem IAC-100
TN). As plantas de soja dos dois gendétipos foram submetidas ao ataque de
mosca-branca, e o primeiro trifoliolo, coletado a 12, 24, 48 e 72 horas. O
primeiro trifoliolo submetido a lagarta da soja foi coletado a 6, 12 e 24 horas. A
seguir, o inseto foi retirado e o primeiro trifoliolo, coletado apos 6, 12, 24 e 48
horas, para os dois tratamentos.

Os resultados das analises bioquimico-cinéticas de plantas de soja
atacadas por mosca-branca (Bemisia argentifoli) e por lagarta da soja
(Anticarsia gemmatalis Hubner) revelaram dois picos mais acentuados de
atividade e atividade especifica de lipoxigenases a pH 4,5 e 6,0 nos dois
tratamentos, com temperatura 6tima de atividade e atividade especifica a
25 °C. Para ambos 0s genotipos, as atividades foram maiores nos tratamentos
do que nos respectivos controles. Os valores de KM aparente no “pool” de
lipoxigenases foliares de plantas de soja dos dois genoétipos analisados

decresceram com o tempo de ataque. No tratamento com mosca-branca,
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esses valores decresceram de 12 até 72 horas em presenca do inseto, e, apds
a remocao do inseto, estes valores voltaram a aumentar. No tratamento com
lagarta da soja, os valores de KM aparente decresceram até 48 horas apos a
remocdo do inseto. A variacdo no valor de KM aparente para ambos 0s
genadtipos sugere uma alteracdo do “pool” de lipoxigenases em resposta ao
atague de herbivoros.

No tratamento com mosca-branca, observou-se aumento significativo
na producao de inibidores de proteases antes da remocao para a variedade
IAC-100 e aumento significativo apds a remocéo do inseto, para ambos 0s
gendtipos analisados. No tratamento com lagarta da soja, observou-se
aumento significativo ap6s a remocao do inseto, para ambos 0s genétipos
analisados Esses resultados, aliados aos dados obtidos para as constantes
cinéticas, reforcam a hipotese de que as isoenzimas lipoxigenases sao
enzimas-chave no sistema de defesa de plantas de soja contra herbivoros e
que o acumulo de inibidores de proteases €, provavelmente, um mecanismo
de defesa da planta.

As analises dos niveis de hexanal e aldeidos totais no tratamento com
mosca-branca revelaram aumento significativo nos niveis de aldeidos totais
antes da remocdo do inseto para os dois genétipos analisados e, ainda,
aumento significativo ap6s a remocado, para a variedade IAC-100. Uma
producao significativa de hexanal sé ocorreu para a variedade IAC-100 (antes
da remocédo do inseto). No tratamento com lagarta da soja, as analises dos
niveis de aldeidos totais revelaram aumento significativo ap6s a remoc¢ao do
inseto para a variedade I1AC-100, mas ndo houve aumento significativo nos
niveis de hexanal. Esses resultados sugerem que o mecanismo de defesa de
plantas de soja submetidas ao ataque de mosca-branca, pela via das
lipoxigenases, também pode seguir o caminho de producdo de aldeidos,

porém a producao preferencial, provavelmente, ndo é de hexanal.

59



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AVDIUSHIKO, S.A., YE, X.S., KUE, J., HILDEBRAND, D.F. Lipoxygenase is an
abundant protein in cucumber exudates. Planta, v.193, p.349-357, 1994.

ANSTIS, P.J.P., FRIEND, J. The isozyme distribution of etiolated pea seedling
lipoxigenase. Planta, v.115, p.329-335, 1974.

AXELROD, B., CHEESBROUGH, T.M., LAASKO, S. Lipoxygenases from
soybeans. Methods Enzymol., v.71, p.441-451, 1981.

BATE, N.J., SIVASANKAR, S., MOXON, C., RILEY, J.M.C., THOMPSON, J.E.,
ROTHSTEIN, S.J. Molecular Characterization of an arabidopsis gene
encoding hyfroperoxide liase, a cytochrome P-450 that is wound inducible.
Plant Physiol., v.117, p.1393-1400, 1998.

BELL, E., MULLET, J.E. Caracterization of an Arabidopsis lipoxygenase gene
responsive to methyl jasmonate and wounding. Plant Physiol., v.103, n.4,
p.1133-1137, 1993.

BILD, G.S., RAMADOSS, C.S., AXELROD, B. Effect of substrate polarity on
the activity of soybean lipoxygenases isoenzimes. Lipids, v.12, n.9, p.732-
735, 1977.

BUNKER, T.W., KOETJE, D.S., STEPHENSON, L.C., CREELMAN, R.A.,
MULLET, J.E., GRIMES, H.D. Sink limitation induces the expression of
multiple soybean lipoxygenase mRNAs while the endogenous jasmonic
acid level remains low. Plant Cell, v.7, p.1319-1331, 1995.

CASTIGLIONI, E.A., VENDRAMIM, J.D. Desenvolvimento de lagarta-da-soja
(Anticarsia gemmatalis Hubner) em cultivares de soja com diferentes
densidades larvais de criacdo. Sci. Agric., Piracicaba, v.53, n.1, p.146-
151, 1996.

60



CHRISTOPHER, J.P., PISTORIOUS, E.K., AXELROD, B. Isolation of a third
isoenzyme of soybean lipoxygenase. Biochem. Biophys. Acta., v.284,
p.54-62, 1972.

COELHO, I.C.C. Caracterizacao fisico-quimica das lipoxigenases 1 e 2 da
semente de soja. Vigosa: UFV. 1993. 82p. Dissertacdo (Mestrado em
Agroquimica) — Universidade Federal de Vicosa, 1993.

CREELMAN, R. A., BELL, E., MULLET, J.E. Involvement of lipoxygenase like
enzyme in abscisic acid biosynthesis. Plant Physiolog., v.99, p1258-1260,
1992.

CREELMAN, R.A., MULLET, J.E. Biosynthesis and action of jasmonates in
plants. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., v.48, p. 355-381, 1997.

CROFT, K.P.C., VOISER, C.R., SLUSARENKO, A.J. Mechaism of
hipersensitive cell collapse: Correlation of increase lipoxygenase activity
with membrane damage in leaves of Phaseolus vulgaris (L) inoculated with
Pseudomonas syringae pv phaselicola. Mol. Plant Physiol., v.36, p.49-62,
1990.

CROFT, K.P.C., JUTTNER, F., SLUSARENKO, A.J. Volatile products of the
lipoxygenase pathway evolved from Phaseolus vulgaris (L.) leaves
inoculated with Pseudomonas syringae pv phaseolicola. Plant Physiol.,
v.101, p.13-24, 1993.

DAVIES, P.J. The plant hormones: their nature, occurence, and function. In:
STASWICK, P.E. Plant Physiol., v.99, p.804-807, 1992.

DAMMAN, C., ROJO, E., SANCHEZ-SERRANO, J.J. Abscisic acid and
jasmonic acid activate wound-inducible genes in potato through separate,
organ-specific signal transduction pathways. The Plant J., v.11, n.4, p.773-
782, 1997.

FARMER, E.E., RYAN, C.A. Interplant communication: airborn methyl
jasmonate induces synthesis of proteinase inhibitors in plant leaves. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA., v.87, p.7713-7716, 1990.

FARMER, E.E., RYAN, C.A. Octadecanoid precursors of jasmonic acid activate
the syntesis of wound-inducible proteinase inhibitors. Plant Cell., v.4,
p.129-134, 1992.

FERREIRA, L.T., AVIDOS, M.F.D. Mosca-Branca — presenca Indispensavel no
Brasil. Bio Tecnologia — Ciéncia & Desenvolvimento, v.1, n.4, 1998.

FEUSSNER, I., WASTERNACK, C., KINDL, H., KUHN, H. Lipoxygenase-
catalized oxygenation of storage lipids is implicated in lipid mobilization
during germination. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. v.92, p.11849-11853, 1995.

61



FEHR, W.R., CAVINESS, C.E. Stages of soybean development. Cooperative
Extension Service, lowa State University, Ames, lowa, 1977. 11p. (Special
Report, 80)

FRANCESCHI, V.R., GIAQUINTA, R.T. The paraveinal mesophyll of soybean
leaves in relation to assimilate transfer and comportmentation. I.
Ultrastruture and histochemistry during vegetative development. Planta,
v.157, p.411-421, 1983a.

FRANCESCHI, V.R., GIAQUINTA, R.T. The paraveinal mesophyll of soybean
leaves in relation to assimilate transfer and comportmentation. Il. Structural,
metabolic end compartmental changes during reprodutive growth. Planta,
v.157, p.422-431, 1983b.

FRANCESCHI, V.R., GIAQUINTA, R.T. Specialized cellular arrangements in
legume leaves in relation to assimilate transfer and compartmentation:
comparison of the paraveinal mesophyll. Planta., v.159, p. 415-422, 1983c.

FRANCESCHI, V.R., WITTENBACH, V.A., GIAQUINTA, R.T. The paraveinal
mesophyll of soybean leaves in relation to assimilate transfer and
compartmentarion. Ill. Immunohistochemical localization of specific
glycopeptides in the vacuole after depodding. Plant Physiol., v.72, p.586-
589, 1983.

GALGARO, L., POMPERMAYER, P., PAULILLO, L.C.M.S., SILVA-FILHO,
M.C. Partial characterization of serine proteinase activity in the larval
midgut of the soybean caterpillar, Anticarsia gemmatalis Hueb.
(Lepidoptera: Pyralidae). In: REUNIAO ANUAL DA SBBq, 17, 1998,
Caxambu. Anais... Caxambu: SBQq, 1998. p.21.

GALLIARD, T. Lipolytik and lipoxygenase enzyme in plants and their action in
wounded tissues. In: KAHL, G. (Ed.) Biochemistry of wounded plant
tissue. Berlin, 1978. p.55-201.

GALLIARD, T., PHILLIPS, D.R. Lipoxygenases from potato tubers. Partial
purification and properties of na enzyme that specifically oxigenates the
9-positon of linoleic acid. Journal Biochemistry, n.124, p.431-438, 1971.

GARDNER, H.W. Recent investigation into the lipoxygenase pathway of plants.
Biochem. Phys. Acta., v.1084, p.221-239, 1991.

GERK, A.O. Biologia da mosca-branca-Trialeurodes vaporium (Homoptera:
Aphelinidae) pelo complexo planta-hospedeiro. Vigosa: UFV, 1993.
78p. Dissertagcdo (Mestrado em Entomologia) — Universidade Federal de
Vigosa, 1993.

GIRI, A.P., HARSULKAR, A.M., DESHPANDE, V.V., SAINANI, M.N., GUPTA,
V.S., RANJEKAR, P.K. Chickpea defensive proteinase inhibitors can be
inactivated by podborer gut proteinase. Plant Physiol., v.116, p.393-401,
1998.

62



GRAHAN, J.S., HALL, G., PEARCE, G., RYAN, C.A. Regulation of synthesis of
protinase inhibitors | and Il mRNAs in leaves of wounded tomato plants.
Planta, v.169, p.399-405, 1986.

GRAYBURN, WS., SCHNEIDER, G.R., HAMILTON - KEMP, T.R., BOOKJANS,
G., ALI, K., HILDEBRAND, D.F. Soybean leaves countain multiple
lipoxygenases. Plant Physiol., v.95, p.1214-1218, 1991.

GREEN, T.R., RYAN, C.A. Wound-induced proteinase inhibitor in plant leaves:
a possible defense mechanism against insects. Science, v.175, p.776-777,
1972.

GROSSMAN, S., BEM-AZIZ, A., ASCARELLI I., BUDOWSKI, P. Intracellular
distribution of lipoxygenase-like activity of alfafa leaves. Phytochem., v.11,
p.509-514, 1972.

GUSS, P.L., MACKO, V., RICHARDSON, T., STAHMANN, M.A. Lipoxidase in
early growth of wheat. Plant Cell, v.9, p.415-422, 1968.

HATANAKA, A., KAJIWARA, T., SEKIYA, J., IMOTO, M., INOUYE, S.
Participation and properties of lipoxigenase and hidroperoxidee lyase in
volatile C6-aldehyde formation from C18-unsatured fatty acids in isolated
tea choroplasts. Plant e Cell Physiol., v.23, p.91-99, 1982.

HEITZ, T., BERGEY, D.R., RYAN, C.A. A gene encoding a chloroplast-targeted
lipoxygenase in tomato leaves is transiently induced by wounding,
systemin, and methyl jamonate. Plant Physiol., v.114, p.1085-1093, 1997.

HILDEBRAND, D.F. Lipoxygenases. Physiologia Plantarum, v.76, p.249-
253, 1989.

HILDEBRAND, D.F., KITO, M. Role of lipoxygenase in soybean seed protein
quality. J Agric. Food Chem., v.32, p.815-819, 1984.

HILDEBRAND, D.F., HAMILTON-KEMP, T.R., LEGG, C.S., BOOKJANS, G.
Plant lipoxygenases: occurrence, properties and possible functions.
Current Topics in Plant Biochem. and Physiol., v.7, p.201-219, 1988.

HILDEBRAND, D.F., RODRIGUES, J.G., LEGG, C.S., BROWN, G.C,,
BOOKJANS, G. The effects of wounding and mite infestation on soybean
leaf lipoxygenase levels. Z. Naturforsch, v.44c: p.655-659, 1989.

HILDER, V.A., GATEHOUSE, A.M.R., SHEERMAN, S.E., BARKER, R.F.,
BOULTER, D. A novel mechanism of insect resistance engineered into
tobacco. Nature., v.300, p.160-163, 1987.

HOWE, G.A., LIGHTNER, J., BROWSE, J., RYAN, C.A. Na octadecanoid
pathway mutant (JL5) of tomato is compromised in signaling for defense
against insect attack. The Plant Cell., v.8, p.2067-2077, 1996.

JONGMA, M.A., BAKKER, P.L., PETERS, J., VISSER, B., STIEKEMA, W.J.
Trypsin inhibitor activity in mature tobacco and tomato plants is mainly
induced locally in response to insect attack, wounding and virus infection.
Planta, v.195, p.29-35, 1994.

63



KAKADE, M.L., RACKIS, J.J., McGHEE, J.E., PUSKI, G. Determination of
trypsin inhibitor activity of soy products: a collaborative analysis of na
improved procedure. Cereal Chemistry, v.51, p.376-382, 1974.

KATO, T., MAEDA, Y., HIRUKAWA, T., NAMAI, T., YOSHIOKA, N.
Lipoxigenase activity incremente in infected tomato leaves and oxidation
product of linolenic acid by its in vitro enzyme reaction. Biosci. Biotech.
Biochem., v.56, n.3, p.373-375, 1992.

KATO, T., SHIRANO, Y., IWAMOTO, H., SHIBATA, D. Soybean lipoxigenase
L-4, a component of the 94-kilodalton storage protein in vegetative tissue:
expression and accumulation in leaves induced by pod removal and by
methyl jasmonate. Plant Cell Physiol., v.34, n.7, p.1063-1072, 1993.

KLAUER, S.F., FRANCESCHI, V.R., KU, M.S.B. Protein compositions of
mesophyll and paraveinal mesophyll of soybean leaves at various
developmental stages. Plant Physiol., v.97, p.1306-1316, 1991.

KOCK, E., MEIER, B., EIBEN, H-G., SLUSARENKO, A. A lipoxygenase from
leaves of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) is induced in response to
plant pathogenic pseudomonads. Plant Physiol., v.99, p.571-576, 1992.

KODA, Y. The role of jasmonic acid and related compounds in the regulation of
plant development. Int. Ver. Cytol., v.135, p.155-199, 1992.

LANNA, A.C., OLIVEIRA, M. G.A,, BARROS, E. G., MOREIRA, M.A. Kinetc
parameters of leaf lipoxygenase pools from normal soybean genotypes and
aline devoid of seed lioxigenases. Brazilian Jounal of Plant Physiology,
v.8, n.2, p.87-92, 1996.

LEATHERBARROW, R.J. Enziffiter manual. Biosoft. London, p.13-42, 1987.

LEONI, O., IORI, R., PALMIERI, S. Purification and properties of lipoxygenase
in germinating sunflower seeds. Journal of Food Science, v.50, p.88-92,
1985.

LESHEM, Y.Y. Plant senescence processes and free radical. Free Radical
Biol. Med., v.5, p.39-49, 1998.

MACK, A.J. PETERMAN, T.K., SIEDOW, J.N. Lipoxygenase isoenzymes in
higher plants: biochemical properties and physiological role. Curret Topics
Biolog. Medi. Resear., v.13, p.127-54, 1987.

MARCZY, J.S., SIMON, M.L., MOZSIK, L., SZAJANI, B. Comparative study on
the lipoxygenase activities of some soybean cultivars. J. Agric. Food
Chem., v.43, n.2, p.313-315, 1995.

MELAN, M.A., DONG, X., ENDARA, M.E., DAVIS, K.R., AUSUBEL, F.M.,
PETTERMAN, T.K. An Arabidopsis thaliana lipoxygenase gene can be
induced by pathogens, abscisic acid, and methyl jasmonate. Plant
Physiol., v.101, p.441-450, 1993.



MINGUEZ-MOSQUEIRA, M.l., JAREN-GALAN, M., GARRIDO-FERNANDEZ,
J. Lipoxygenase activity during pepper ripening and processing of paprika.
Phytochemistry, v.32, p.1103-1108, 1993.

NELLEN, A., ROJAHN, B., KINDL, H. Lipoxygenase forms located at the plant
plasma membrane. Z. Naturforsch, v.50, p.29-36, 1995.

OHTA, H., IDA, S., MIKAMI, B., MORITA, Y. Changes in lipoxygenase
components of rice seedling during germination. Plant Cell Physiol., v.22,
n.5, p.911-918, 1986.

OHTA, H., SHIDA, K., PENG, Y.L., FURUSAWA, I., SHISHIYAMA, J., AIBARA,
S., MORITA, Y. A lipoxigenase pathway is activated in rice after infection
with the rice blast fungus Magnaporthe grisea. Plant Physiol., v.97, p.94-
98, 1991.

PARE, P.W., TUMLINSON, J.H. De novo biosyntesis of volatiles inducible by
insect herbivory in cotton plants. Plant Physiol., v.114, p.1161-1167, 1997.

PARK, T.K., POLACCO, J.C. Distinct lipoxygenase species appear in the
hypocotyl/radicle of germinating soybean. Plant Physiol., v.90, p.285-290,
1989.

PEARCE, G., STRYDOM,D., JOHNSON, S., RYAN, C.A. A polipeptide from
tomato leaves induces wound-inducible proteinase inhibitor proteins.
Science, v.253, p.895-898, 1991.

PENA-CORTEZ, H., ALBRECHT, T., PRAT, S., WELLER, E.W.W. Aspirin
prevents wound-induced gene expression in tomato leaves by blocking
jasmonic acid biosynthesis. Planta, n.191, p.123-128, 1993.

REDGEL, D., SCHEWE, T., KUEHN, H. Comparative characteristics of
lipoxygenase isoenzymes from (green pea seeds. Biochemistry
(Moscow)., v.60, n.6, p.715-721, 1995.

RICKAUER, M., BOTTIN, A, ESQUERRE-TUGAYE, M.T. Regulation of
proteinase inhibitor production in tobacco cells by fungal elicitors, hormonal
factors and methyl jasmonate. Plant Physiol. Biochem., v.30, p.579-584,
1992.

RiO, L.A., PASTORI, G.M., PALMA, J.M., SANDALIO, L.M., SEVILLA, F.,
CORPAS, F.J., JIMENEZ, A., LOPEZ-HUERTAS, E., HERNANDEZ, J.A.
The activated oxygen role of peroxysomes in senescence. Plant Physiol.,
v.116, n.1195-1200, 1998.

ROSAHL, S. Lipoxygenases in plants — their role in development and stress
response. Z. Naturforsch., v.51c, p.123-138, 1996.

RYAN, C.A. Genes for improving defences against insects and pathogens.
Annu. Rev. Phytopathol., v.28, p.425-449, 1990.

65



RYAN, C.A., PEARCE, G. Systemin: a polypeptide signal for plant defensive
genes. Annu. Rev. Cell Dev. Biol., v.14, p.1-17, 1998.

SANTOS, I.C., REIS, W.J.P., MOREIRA, M.A., REZENDE, S.T., ROCHA, V.S,,
SEDIYAMA, C.S. Determinacédo de aldeidos totais para avaliar o potencial
de germinacdo de sementes de soja. Revista Ceres, v.40, n.231, p.438-
444, 1993.

SANZ, L.C., PEREZ, A.G., OLIAS, J.M. La lipoxigenasa en el reino vegetal .
Propriedades. Informacion., v.43, p.287-290, 1992.

SARAVITZ, D.M., SIEDOW, J.N. Changes during leaf development, after
wounding, and following reproductive sink removal. Plant Physiol., v.107,
p.535-543, 1995.

SARAVITZ, D.M., SIEDOW, J.N. The differential expression of wound-inducible
lipoxygenase genes in soybean leaves. Plant Physiol., v.110, p.287-299,
1996.

SCHWEIZER, P, BUCHALA, P.S., SESKAR, M., RASKIN, I., METRAUX, J.P.
Jasmonate-inducible genes are activated in rice by pathogen attack a
concomitant increase in endogenous acid levels. Plant physiol., n.114,
p.79-88, 1997.

SEKIYA, J., KAJIWARA, T., MUNECHIKA, K., HATANAKA, A. Distribution of
lipoxigenases and hidroperide lyase in the leaves of various plant species.
Phytochemistry, v.22, n.9, p.1867-1869, 1983.

SCHEWE, T., RAPAPORT, S.M., KUHU, H. Enzymology and physiology of
reticulocyte lipoxygenases. Adv. Enzymol. Mol. Biol., v.58, p.191-272,
1996.

SHIBATA, D., STECzZKO, J.DIXON, J.E., HERMODSON, M,
YAZDANPARAST, R., AXELROD, B. Primary structure of soybean
lipoxygenase L-1. J. Biol. Chem., v.262, p.10080-10085, 1987.

SIEDOW, J.N. Plant lipoxygenase: struture and function. Ann. Rev. Plant
Physiol. Plant Mol. Biol., v.42, p.145-188, 1991.

SMITH, P.K., KROHN, R.l., HERMANSON, G.T., MALLIA, A.K., GARTNER,
F.H., PROVENZANO, M.D., FUJIMOTO, E.K., GOEKE, N.M., OLSON,
B.J., KLENK, D.C. Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal.
Biochem., v.15, p.76-85, 1985.

SPITELLER, G. Review: on the chemistry of oxidative stress. J. Lipid Mediat.,
v.7, n.3, p.199-221, 1993.

STASWICK, P.E.S.U., WHOWELL, S.H. Methyl jasmonate inhibition of root

growth and induction of a leaf protein are decreased in Arabidopsis thaliana
mutant. Proc. Natl. Acad. Sci., n.89, 6837-6840, 1992.

66



STEPHENSON, L.C., BUNKER, T.W., DUBBS, W.E., GRIMES, H.D. Specifc
soybean lipoxygenases localize to discrete subcellular compartments and
their mRNAs are differentially regulated by source-sink status. Plant
Physiol., v.116, p.923-933, 1998.

TAYLOR, M.AJ., LEE, M.J. Trypsin isolated from the midgut of the tobacco
hornworm, Manduca sexta, is inibited by synthetic pro-peptides in vitro.
Bioch. Biophys. Resear. Communicat., v.235, p.606-609, 1997.

THOMAS J.C., ADAMS, D.G., KEPPENNE, V.D., WASMANN, C.C., BROWN,
J.K., KANOST, M.R., BOHNERT, H.J. Plant Physiol. Biochem., v.33,
p.611-614, 1995.

TRANBARGER, T.J., FRANCESCHI, V.R., HILDEBRAND, D.F., GRIMES,
H.D. The soybean 94-kilodalton vegetative storage protein is a
lipoxygenase that is localized in paraveinal mesophyll cell vacuoles. Plant
Cell, v.3, p.973-987, 1991.

UTUMI, M.M., BARROS, E.G., OLIVEIRA, M.G.A., SEDIYAMA, C.S,,
MOREIRA, M.A. Efeito de eliminacdo genética de lipoxigenases e de
polipeptideos de reserva na qualidade da proteina de soja. R. Bras. Fisiol.
Veg., v.10, n.3, p.203-212, 1998.

VICK, B., ZIMMERMAN, D.C. Oxidative systems for modification of fatty acids:
the lipoxygenase pathway. In: STUMPF, P.K., CONN, E.E. (Eds.) The
Biochemistry of Plants. Orlando: Academic Press, 1987. v.9, p.53-97,

VIEIRA, A.A. Caracterizacao da “via das lipoxigenases” de folhas de soja
submetidas a ferimento mecanico. Vigosa: UFV, 1998. 58p. Dissertacao
(Mestrado em Agroquimica) — Universidade Federal de Vigosa, 1999.

ZIMMERMAN, DON C., COUDRON, C.A. Identification of traumatin, a wound
hormone, as 12-oxo-trans-10-dodecenoic acid. Plant Phisiol., v.63, p.536-
541, 1979.

ZHUANG, H., HAMILTON-KEMP, T.R., ANDERSEN, R.A, HILDEBRAND, D.F
Development chage in C6-aldehyde formation by soybean leaves. Plant
Physiol, v.100, p.80-87, 1992.

67



