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RESUMO

LANNA, Anna Cristina, D. S., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2002.
Efeito da temperatura sobre a regulacédo da sintese de acidos graxos
polinsaturados em soja. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Conselheiros:
Maria Goreti de Almeida Oliveira e Everaldo Gongalves de Barros.

A soja € uma leguminosa de grande importancia socioeconémica por
apresentar grandes quantidades de proteina e 6leo em seu grdao. O Oleo de
soja € o lider mundial dos 6leos consumidos no mundo, no entanto apresenta
alta porcentagem de &cidos graxos polinsaturados, nominalmente &cido
linoléico (18:2) e acido linolénico (18:3), responsaveis, em grande parte, pela
baixa estabilidade oxidativa do 6leo. Linhagens de soja com baixo teor de acido
linolénico ja estdo sendo obtidas, porém a variacdo no teor de &cidos graxos
polinsaturados nessas linhagens, em razdo da temperatura de crescimento e
do desenvolvimento das plantas, € um sério problema que os programas de
melhoramento estdo enfrentando. No presente trabalho, foram utilizadas
linhagens de soja quase-isogénicas que se contrastam com relacéo ao teor do
acido linolénico: CAC-1, variedade comercial com teor normal do &cido
linolénico; e CC4, linhagem mutante com baixo teor desse acido. Foram
avaliados: teor do &cido linolénico, atividade das enzimas
colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina aciltransferase e nivel de regulacéo

da colinafosfotransferase em sementes produzidas em duas condi¢cdes de
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temperatura: 34/28 e 22/13 °C — dia/noite. Na analise da variacdo do teor do
acido linolénico, a linhagem mutante (CC4) apresentou-se mais estavel diante
das temperaturas de crescimento e desenvolvimento das plantas, ou seja, a
variacdo do teor de acido linolénico foi de apenas 3%, chegando a 5% na
variedade comercial (CAC-1), apesar de ter ocorrido variagdo semelhante no
teor de acidos graxos polinsaturados, nos genaétipos estudados. Com relacéo
as enzimas que enriguecem o pool de acil-CoA citoplasmético com &cidos
graxos polinsaturados, denominadas colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina
aciltransferase, verificou-se que ambas sdo mais ativas quando as plantas de
soja cresceram em baixa temperatura (22/13 °C — dia/noite). Isso indica a
participacdo das duas enzimas no aumento do nivel de acidos graxos
polinsaturados para a biossintese do 6leo, em condicdes de baixas
temperaturas. A colinafosfotransferase é uma enzima-chave no metabolismo
de lipideos, uma vez que produz tanto os lipideos estruturais de membrana
quanto os de reserva. Portanto, pela sua importancia na fisiologia da semente e
pelo fato de ter sido detectado alta atividade em baixa temperatura, ficou
evidente a necessidade de entender sua regulacdo. A analise de Northern blot
evidenciou que seu controle ndo € em nivel transcricional, ndo havendo
diferenca de acumulo de transcritos da colinafosfotransferase quando mRNAs
de sementes produzidas a 34/28 e 22/13 °C foram analisados.
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ABSTRACT

LANNA, Anna Cristina, D. S., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2002.
Effect of temperature on polyunsaturated fatty acid synthesis in
soybean seeds. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee members:
Maria Goreti de Almeida Oliveira and Everaldo Goncalves de Barros.

Soybean, with its high protein and oil contents, is a legume crop of great
social and economic importance. Worldwide, soybean oil occupies the top
position among consumable oils, in spite of its high percentage of
polyunsaturated fatty acids, mainly linoleic (18:2) and linolenic acid (18:3),
which are, to a great extent, responsible for the low oxidative stability of the
soybean oil. Soybean lines with low linolenic acid contents are currently being
genetically breed, although the dependence of temperature of growth and plant
development impose remarkable obstacles for breeding purposes. Two
soybean lines were used in our study. CAC-1, a normal linolenic acid content
variety (around 9 to 10%) and CC4 a near isogenic line with low content of this
fatty acid (about 3%). In this work, fatty acid composition, choline
phosphortransferase and lysophosphatidylcholine acyltransferase enzymes
activities, and the regulation of the choline phosphotransferase in seeds
produced under high and low temperature conditions (34/22 °C and 28/13 °C
day/night) were investigated. With regard to linolenic acid content, CC4 line

proved to be more stable when was grown under low temperature. However,
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similar variations pattern for fatty acid contents were observed among both
lines. In relation to the enzymes choline phosphotransferase and
lysophosphatidylcholine acyltransferase that enrich the acyl-CoA cytoplasmic
pool with polyunsaturated fatty acids, higher activities of both were observed
when the soybean plants were grown at low temperatures (22 °C/13 °C
day/night). These results suggest that at low temperatures, the two enzymes
are activated and both contribute to raise the polyunsaturated fatty acid level
which are used in the biosynthesis of the oil fraction. The choline
phosphotransferase is a key-enzyme in the lipid metabolism, since it catalyze
the production of both membrane as well as storage lipids. The observation that
this enzyme showed high activity at low temperatures led us to investigate the
level of its regulation. The regulation of the enzyme activity does not seem to
occur at the transcriptional level as shown by Northern blot analysis. There was
no detectable difference in transcript accumulation in seeds grown at high
(34/22 °C) as compared to low (28/13 °C) temperatures.
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INTRODUCAO GERAL

Em células vegetais, a biossintese de lipideos envolve dois estadios que
se sobrepb6em: a biossintese de &cidos graxos, juntamente com a producao
dos lipideos estruturais das membranas plastidiais; e a sintese de
triacilglicerdis, concomitantemente com a producédo dos lipideos estruturais das
membranas extraplastidiais (Figura 1). Enzimas plastidiais sdo responsaveis
pela biossintese de acidos graxos a partir de precursores acetil-CoA; a partir
dai, ocorre uma bifurcacdo em dois diferentes caminhos: um no reticulo
endoplamatico liso (caminho “eucariético”) e o outro no plastidio (caminho
“procariético”), levando a diferentes produtos. No minimo, 30 reacfes
enzimaticas tém sido identificadas; algumas sdo comuns em ambos 0s
compartimentos, ao passo que outras sdo especificas de cada organela
(MEKLEDOQV et al., 2000).

A primeira sequéncia de reacdes, ou seja, a biossintese dos &cidos
palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e oléico (C18:1), no interior do plastidio, é
catalisada pela acido graxo sintase. Em células vegetais, a acido graxo sintase
€ um complexo multienzimatico que tem como funcéo adicionar unidades de
dois carbonos a cada ciclo até formar o palmitoil-ACP (ACP — proteina
carreadora de grupamentos acil). Esse complexo € constituido de quatro
enzimas: b-cetoacil-ACP sintase (KAS), b-cetoacil-ACP redutase, b-hidroxiacil-
ACP desidratase e enoil-ACP redutase (YADAV, 1996), as quais sao
polipeptideos individuais e, portanto, permitem alteracdes na estequiometria
das reacdes catalisadas pelo uso de diferentes isoenzimas em diversos tipos
de células e diferentes substratos (SOMERVILLE e BROWSE, 1991).
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Figura 1 — Representacao esquematica da biossintese do 6leo em plantas. O
caminho biossintético de glicerolipidios, nos plastidios, é improvéavel
de ser significativo em sementes oleaginosas em desenvolvimento.
A linha tracejada entre DAGs (diacilglicerois) plastidiais e
extraplastidiais denota troca de glicerolipideos entre os dois
compartimentos por mecanismo(s) desconhecido(s). Mutantes nos
passos de dessaturacdes, em Arabidopsis, séo indicados. CPT —
colinafosfotransferase, LPCAT — lisofosfatidilcolina aciltransferase e
DAGAT - diacilglicerol aciltransferase (YADAV, 1996).

Para elongacdo do palmitoil-ACP a estearoil-ACP, a enzima requerida é
a b-cetoacil sintase Il (KAS IlI), a qual ocorre na forma de isoenzimas. A
isoenzima Il parece iniciar a sintese da cadeia acil, a isoenzima | elonga a
cadeia acil para palmitoil-ACP e a isoenzima Il é especificamente requerida
para elongacdo de palmitoil-ACP para estearoillACP (SOMERVILLE e
BROWSE, 1991).

A conversédo do estearoil-ACP em oleoil-ACP ¢é catalisada pela estearoil-
ACP dessaturase ou d-9 dessaturase, a Unica dessaturase solluvel conhecida
que introduz a primeira dupla ligacdo e requer O/ferredoxina reduzida como
doadores de elétrons. Pelo fato de essa enzima nao dessaturar palmitoil-ACP,

o controle da elongacdo de palmitoil-ACP a estearoil-ACP € um ponto-chave



em determinar o nivel de acidos graxos saturados encontrados tanto nos
lipideos de membrana quanto nos de reserva (SOMERVILLE e BROWSE,
1991).

Palmitoil-ACP, estearoil-ACP e oleoil-ACP podem servir como substrato
para as transferases, como também para as tioesterases, ou seja, estes
compostos podem permanecer no plastidio para sintese dos lipideos
estruturais de membranas cloroplastidiais, como também podem ser
exportados para o citosol para producdo do 6leo de reserva e lipideos
estruturais de membranas extracloroplastidicas. Os acidos graxos liberados,
pelas tioesterases, sado exportados como acil-CoA (CoA — coenzima A) para o
citoplasma. Portanto, acidos graxos polinsaturados podem ser sintetizados no
reticulo endoplasmatico e, ou, no plastidio. Em ambos, a biossintese do acido
linoléico (C18:2) e do acido linolénico (C18:3) é catalisada pela oleoil e linoleaoll
dessaturase, respectivamente. As dessaturases plastidiais catalisam reacdes
dependentes de O,, tendo como substrato primario os galactolipideos,
especialmente monogalactosil-diacilglicerol e digalactosildiacilglicerol, e
utilizam como doador de elétrons ferredoxina, enquanto as dessaturases
microssomais usam como doador de elétrons o citocromo bs e, como substrato
primario, a fosfatidilcolina (YADAV, 1996; SHANKLIN e CAHOON, 1998; LOS e
MURATA, 1998).

Ambos os caminhos operam nos tecidos foliares com significativas
trocas entre os intermediarios dos dois caminhos, enquanto a via do reticulo
endoplasmatico predomina durante a biossintese do 6leo em sementes em
desenvolvimento e em outros tecidos n&o-fotossintetizantes (YADAYV, 1996).

Durante a biossintese de triacilglicerdis, no reticulo endoplasmatico
ocorre adicdo sequencial de grupamentos acil nas posicées 1 e 2 do glicerol-3-
fosfato, catalisada pela glicerol-3-P aciltransferase, resultando na sintese do
acido fosfatidico. Este, por sua vez, é convertido em diacilglicerol (DAG) pela
acido fosfatidico fosfatase. Diacilglicer6is sdo um ponto de ramificacdo para a
biossintese de lipideos de membrana ou de reserva. Por exemplo, para a
biossintese de lipideos de membrana, diacilglicerbis podem ser,
reversivelmente, convertidos em fosfatidilcolina pela colinafosfotransferase.
Fosfatidilcolina serve como substrato para a biossintese de acidos graxos
polinsaturados, os quais podem retornar ao pool de acil-CoA citoplasmético
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pela acdo da lisofosfatidilcolina transferase. No entanto, o DAG pode sofrer
acilacao final na posicdo 3 da molécula de glicerol para formar triacilgliceroéis
(TAG); essa reacao é catalisada pela diacilglicerol aciltransferase (YADAV,
1996).

Os niveis do acido linoléico e do &cido linolénico no 6leo dependem
tanto das taxas de biossintese quanto de suas disponibilidades para a
biossintese do 6leo. Existem dois mecanismos pelos quais a disponibilidade de
acidos graxos polinsaturados pode ocorrer: (a) reacdo reversivel da
colinafosfotransferase, a qual converte fosfatidilcolina contendo &cidos graxos
polinsaturados em DAG, que pode ser utilizado para a biossintese do 6leo via
diacilglicerol aciltransferase; e (b) reacdo reversivel da lisofosfatidilcolina
aciltransferase, cuja funcao € catalisar a troca de grupamentos acil, geralmente
entre oleoil-CoA e um grupo acil polinsaturado da posicédo 2 da fosfatidilcolina.
Isso resulta no enriquecimento do pool de acil-CoA com &acidos graxos
polinsaturados para uso na biossintese do 6leo (YADAV, 1996).

A composicdo de &cidos graxos nos triacilglicerdis € espécie e,
freqientemente, variedade especifica. As proporcdes relativas dos acidos
graxos constituintes dos triacilglicerdis também diferem consideravelmente
(ROUGHAN e SLACK, 1982).

Os triacilglicerdis estao presentes, nas células, em pequenas e discretas
organelas intracelulares, denominadas corpos lipidicos. Estes sdo constituidos
de uma matriz de triacilglicerdis circundada por uma camada de fosfolipideos.
Por toda a superficie do corpo lipidico, encontra-se uma proteina denominada
oleosina, que interage com e cobre toda a camada de fosfolipideos e a matriz
de triacilglicerdis. Ela forma uma espécie de barreira, impedindo que a camada
de fosfolipideos dos corpos lipidicos adjacentes se coalesgcam. A carga liquida
das oleosinas, exposta ao citossol, € negativa, ocorrendo repulsao eletrostatica
entre os corpos lipidicos (TZEN e HUANG, 1992).

Em adicdo ao papel estrutural, as oleosinas podem servir como
receptores (sinais de identificacdo) nas superficies dos corpos lipidicos para a
ligagdo das lipases sintetizadas de novo durante a germinagdo. Pelo fato de
serem muito pequenos, os corpos lipidicos fornecem grande area superficial
por unidade de triacilglicerol, o que poderia facilitar a ligacdo de lipases e

posterior hidrélise durante a germinacdo (HUANG, 1996).
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Durante o desenvolvimento da semente, os corpos lipidicos séo
sintetizados, no reticulo endoplasmatico, por um processo denominado
vesiculacdo. Triacilglicerbis séo sintetizados e encapsulados por uma camada
de fosfolipideos também formados nas membranas do reticulo endoplasmético,
gerando uma vesicula. Simultaneamente, oleosinas sdo sintetizadas nos
polirribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico sem apreciavel
processamento co ou pos-traducional. Dessa forma, as oleosinas movem-se
para as particulas de TAGs em desenvolvimento, guiadas, presumivelmente,
por um dominio central hidrofébico (HUANG, 1996).

A composicdo e a distribuicdo dos acidos graxos em uma molécula de
triacilglicerol determinam a qualidade do 6leo, o valor nutricional, o sabor e
propriedades fisicas, como a estabilidade oxidativa. O alto teor de acidos
graxos polinsaturados é responsavel pela reducédo da estabilidade a oxidacao
e da qualidade (sabor e odor) do 6leo de soja (ALONSO e MAROTO, 2000). O
processamento industrial utilizado para que haja maior estabilidade oxidativa
no 6leo de soja € a hidrogenacdo quimica (KINNEY, 1996). Isso reduz,
substancialmente, o contetdo de acidos graxos polinsaturados; no entanto,
além de reduzir o atrativo econémico de se usar a fracdo Oleo de soja, gera
quantidades significativas de isbmeros trans de acidos graxos, principalmente
0 &cido transoléico (YADAV, 1996).

Mutacdes génicas que levam a reducao no contetdo de acido linolénico
nos triacilgliceréis das sementes tém sido identificadas em linho, canola e soja.
Tanto o milho quanto o girassol parecem ser, naturalmente, deficientes na
linoleoil dessaturase, porque o contetado do acido linolénico € negligenciavel
(1% ou menos do contelido de acidos graxos nos TAGS) (KINNEY, 1994).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento da genética de biossintese de
acidos graxos em plantas tem propiciado a clonagem de genes, ressaltando-se
que os primeiros a serem clonados foram das enzimas plastidiais: [I-ceto acil-
ACP sintase, [J-9 dessaturase e tioesterases. Entretanto, as enzimas extra-
cloroplastidicas, envolvidas na biossintese dos lipideos de reserva e
estruturais, sao proteinas integrais da membrana do reticulo endoplasmatico e,
portanto, mais dificeis de serem purificadas e estudadas. Felizmente,
abordagens genéticas estdo fornecendo subsidios para a clonagem de alguns

desses genes, por exemplo oleato e linoleato dessaturases, acido
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lisofosfatidico aciltransferase e colinafosfotransferase. Conseqiientemente,
mutantes de soja e de outras culturas, economicamente importantes, com
composicdo de acidos graxos modificada, estdo sendo obtidos. Os mutantes
séo (teis tanto como material de melhoramento quanto como ferramenta para
estudar a regulacéo da biossintese do 6leo (YADAV, 1996).

O Programa de Melhoramento Genético da Qualidade de Oleo e
Proteina da Soja conduzido na Universidade Federal de Vigosa, visando
desenvolver linhagens especiais de soja para a agroindustria, criou um valioso
germoplasma, que inclui, dentre outras, linhagens com baixos teores de acido
linolénico. Dentro desse contexto, a principal meta desse programa é aumentar
a estabilidade oxidativa do 6leo pela reducao do conteudo de &cido linolénico e
pelo aumento do contetudo de acido oléico (MOREIRA, 1999). Este acido ndo é
estavel como os acidos graxos saturados, entretanto € cerca de 10 vezes mais
estavel que o acido linoléico e, pelo menos, 20 vezes mais que o linolénico
(ECONOMIC, 1990).

Niveis de &acidos graxos polinsaturados, especialmente do &cido
linolénico, aumentam em plantas quando estas sdo expostas a baixas
temperaturas (KODAMA et al., 1995). Alteracbes nos niveis de insaturacfes
dos acidos graxos, induzidas por baixa temperatura, sdo explicadas em termos
de regulacédo da fluidez de membrana, o que € necesséario para o adequado
funcionamento das membranas bioldgicas (MURATA e WADA, 1995).

De acordo HAMADA et al. (1998), estudos usando mutantes de
Arabidopsis com composicao alterada de glicerolipideos tém evidenciado que
acidos graxos polinsaturados sao requeridos para o crescimento e tolerancia
das plantas em baixas temperaturas, porém nao-congelantes. Por exemplo, 0s
mutantes fad 5 e fad 6, os quais sao deficientes nos passos de dessaturacao
que ocorrem no plastidio, apresentaram clorose foliar, reducédo das taxas de
crescimento e enfraguecimento no desenvolvimento de cloroplastos (HUGLY e
SOMERVILLE, 1992). No entanto, o mutante fad 2, deficiente nos passos de
dessaturacdo que ocorrem no reticulo endoplasmatico, apresentou aumento de
injarias pelo frio, como inibicdo da elongacdo do caule a 12 °C e perda de
viabilidade a 6 °C (MIQUEL et al., 1993).

O mecanismo pelo qual a temperatura induz o aumento de &acidos

graxos polinsaturados ndo esta totalmente conhecido; porém, parece que o
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efeito € mais pronunciado em linhagens mutantes do que em linhagens
normais (KINNEY, 1994).

De posse de linhagens quase-isogénicas que contrastam para teor de
acido linolénico na fracéo 6leo, este trabalho teve como objetivo esclarecer, em
nivel bioquimico-molecular, a regulacdo dos niveis de acidos graxos
polinsaturados no 6leo de soja em plantas crescidas em duas condicfes de
temperatura: 34/28 e 22/13 °C (dia/noite). Para isso, foram utilizados os
gendtipos CAC-1, variedade comercial com nivel normal de é&cido linolénico
(8%); e CC4, linhagem mutante derivada do cultivar CAC-1, que apresenta

baixo teor desse acido (4%).
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CAPITULO |

EFEITO DA TEMPERATURA NO CONTEUDO DE OLEO E DE ACIDOS
GRAXOS DO GRAO DE SOJA DURANTE O SEU ENCHIMENTO

1. INTRODUCAO

Os oOleos vegetais constituem um dos principais produtos derivados da
agricultura, sendo o 6leo de soja o lider mundial, responsavel por 20 a 24% de
todas as gorduras e 6leos consumidos no mundo. No Brasil, o 6leo de soja
contabiliza bem acima dos 50% de todos os Oleos e gorduras dos produtos
alimenticios (MOREIRA, 1999). Além disso, € 0 que apresenta menor custo de
producdo, visto que é um co-produto do farelo de soja (alimento rico em
proteinas) (YADAYV, 1996).

A soja € a Unica, entre as leguminosas, que possui alto teor de 6leo e
proteina (KINNEY, 1996), componentes que representam mais de 50% do peso
seco total da semente (RUBEL et al., 1972). Na maturidade fisiolégica, a soja
contém cerca de 21% de 6leo, 40% de proteina, 34% de carboidratos e 5% de
cinzas (BURTON, 1997), embora cultivares com menos de 18% de 6leo ou
mais de 50% de proteina possam ser encontrados (YADAV, 1996).

O d6leo é composto de triacilgliceréis, os quais sédo constituidos de trés
acidos graxos, iguais ou diferentes entre si, esterificados a uma molécula de

glicerol. A composicdo e distribuicdo dos &acidos graxos, na molécula de
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triacilglicerol, determinam a qualidade do 6leo — valor nutricional, flavour e
propriedades fisicas, como estabilidade oxidativa e ponto de fusdo. O 6leo de
soja, como a maioria dos 6leos comestiveis, € composto, principalmente, por
cinco acidos graxos: acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0), acido oléico
(18:1), acido linoléico (18:2) e acido linolénico (18:3). Os &cidos palmitico e
estedrico sao acidos graxos saturados contendo 16 e 18 &tomos de carbono,
respectivamente. Os &cidos oléico, linoléico e linolénico sdo acidos graxos
insaturados de 18 carbonos contendo uma, duas e trés duplas ligacbes cis
interrompidas por um grupo metileno, respectivamente. As posi¢ces das duplas
ligacOes na cadeia acila a partir da extremidade carboxila séo [1-9 em 18:1, [1-9
e 12 (ou -6, contando a partir da extremidade metila) em 18:2 e [1-9 e —12 (ou
0-6) e =15 (ou 0-3) em 18:3; 18:1 é também referido como &cido graxo
monoinsaturado, enquanto 18:2 e 18:3 sdo também considerados &cidos
graxos polinsaturados (YADAYV, 1996).

Os mesmos acidos graxos encontrados no 6leo sao também os
principais constituintes das membranas bioldgicas, afetando a sua fisiologia e o
desenvolvimento da planta como um todo. Portanto, acidos graxos s&o
sintetizados em todas as células, e sua sintese deve ser rigidamente
controlada, de forma a balancear a oferta e a demanda por grupamentos acilas.
A necessidade da sintese pode ser altamente variavel, dependendo do estadio
de desenvolvimento, da hora do dia ou da taxa de crescimento. Além disso, em
alguns tipos de células a demanda pela sintese de &cidos graxos é
substancialmente maior; exemplos disso sdo as sementes oleaginosas, que
durante o desenvolvimento chegam a acumular cerca de 60% do seu peso,
como triacilglicer6is (OHROGGE e JAWORSKI, 1997).

O dleo de soja, normalmente, consiste de 11% de &cido palmitico, 4% de
acido esteérico, 24% de acido oléico, 54% de &cido linoléico e 7% de &cido
linolénico, com a ressalva de que os polinsaturados perfazem a maior parte
(KINNEY, 1996). Em decorréncia desse fato, a qualidade do 6leo de soja nédo é
ideal para fins industriais, principalmente por causa da sua baixa estabilidade
oxidativa. Atualmente, o processamento industrial utilizado para que haja maior
estabilidade oxidativa no O6leo de soja € a hidrogenacdo quimica
(HILDEBRAND e COLLINS, 1998). Esse processo diminui substancialmente o

conteudo de &cidos graxos polinsaturados, no entanto, além de reduzir o
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atrativo econdbmico de se usar a fracdo Oleo de soja, gera quantidades
significativas de acidos graxos saturados e de isbmeros trans de acidos graxos,
principalmente o acido transoléico. O consumo desses compostos esta
relacionado com doencas cardiacas (Yadav, 1996, citado por GESTEIRA,
1997, e MORAES, 1999).

Pelo fato de essa composicdo de acidos graxos ndo ser adequada,
existe consideravel interesse em modificar a composicdo do Oleo por
melhoramento tradicional ou pelo uso de novas técnicas de biologia molecular.
Para tanto, modificacbes genéticas na composicdo do Oleo de culturas
oleaginosas, para produzirem O6leos com atributos nutricionais e funcionais
desejaveis, ja estdo sendo obtidas em varios laboratérios (WANG e
HILDEBRAND, 1988; OSORIO et al., 1995; KINNEY, 1996). De acordo com
MOUNTS et al. (1994), 6leos com reduzido teor de acido linolénico, produzidos
a partir de linhagens com baixo teor desse &cido, foram mais eficientes em
minimizar o sabor desagradavel (off-flavour) em alimentos fritos quando
comparados com o 6leo comercial hidrogenado.

O conteudo relativo de acidos graxos polinsaturados é altamente
dependente da temperatura durante o crescimento da semente (OSORIO et al.,
1995), e, de acordo com HAMMOND e FEHR (1984), associada a variacdo
ambiental, existe também variacdo na composicdo de acidos graxos entre
sementes de uma mesma planta e entre plantas de um mesmo genotipo.

Uma relacao inversa se verifica entre o aumento na quantidade de
acidos graxos polinsaturados e o decréscimo da temperatura, isto €, o nimero
de insaturacdo aumenta tanto nos acidos graxos constituintes dos lipideos de
membrana quanto nos de reserva durante a diminuicdo da temperatura. Acidos
graxos insaturados possuem ponto de fusdo mais baixo do que os &cidos
graxos saturados e, assim, podem conferir maior fluidez a membrana,
proporcionando a manutencdo de seu funcionamento, em condi¢cdes de baixa
temperatura. O mesmo principio é valido para os triacilglicerdis, ou seja, alto
conteddo de acidos graxos polinsaturados, em condicbes de baixa
temperatura, proporciona uma consisténcia liquida ao 6leo presente dentro dos
corpos lipidicos (HEPPARD et al., 1996).

De acordo com PORANKIEWIEZ et al. (1998), plantas e bactérias que

vivem em condicbes de baixa temperatura aumentam o namero de acidos
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graxos insaturados em seus lipideos como um dos mecanismos de tolerancia
ao frio. Portanto, ao mesmo tempo que ha necessidade de elevar niveis de
acidos graxos polinsaturados — porque isso € crucial para a aclimatacdo ao
frio —; esse aumento € prejudicial para a estabilidade oxidativa dos lipideos de
reserva de culturas oleaginosas quando eles sé&o processados (WILCOX e
CAVINS, 1992).

Gendtipos de soja com composicdo modificada de acidos graxos estédo
sendo considerados para producao comercial, no entanto a estabilidade dessa
composicdo, em uma série de condicdes ambientais, € um fator importante
para os usuarios finais dos novos 6leos de soja. Com isso, 0s objetivos deste
trabalho foram determinar: (a) o conteddo dos acidos palmitico, esteérico,
oléico, linoléico e linolénico durante o desenvolvimento da semente de soja da
variedade comercial CAC-1 (teor normal do &cido linolénico) e da linhagem
mutante CC4 (baixo teor do &cido linolénico), cultivadas em duas condicdes de
temperatura: 34/28 e 22/13 °C (dia/noite); e (b) avaliar a extensdo da
variabilidade na composicdo desses acidos graxos, em ambos 0s genoétipos,
em decorréncia da temperatura de crescimento e desenvolvimento das plantas.
Tais informacdes serdo Uteis para efeito de melhoramentos quantitativo e

qualitativo da fracdo 6leo desta leguminosa.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Sementes de soja ( Glycine max (L.) Merrill) do cultivar comercial CAC-1
e da linhagem CC4, derivada desse cultivar, foram utilizadas neste
experimento. CAC-1 possui teor normal do acido linolénico (8%) e CC4, baixo
teor (3%).

A linhagem CC4 é resultante do cruzamento entre a variedade comercial
CAC-1 e o0 acesso BARC-12. Este, com menos de 3% do &cido linolénico, foi
desenvolvido pelo USDA-ARS em Beltsville, Maryland (EUA), o qual foi
também cruzado com o cultivar comercial CAC-1, obtendo-se a geracédo F1. As
plantas F1 foram autofecundadas, produzindo a geracdo F2. Sementes F2
selecionadas para baixo teor de acido linolénico foram plantadas em casa de
vegetacao e retrocruzadas com CAC-1. Tal procedimento de retrocruzamento
foi seguido de autofecundacbes e a selecdo de sementes, realizada até o
terceiro ciclo de retrocruzamento, produzindo, dessa forma, linhagens quase-
isogénicas (RC3F4) de CAC-1, que apresentam baixo teor de acido linolénico.
Essas linhagens fazem parte do germoplasma do Programa de Melhoramento
da Qualidade da Soja desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa,
visando a criacdo de germoplasma para sua maior aceitabilidade na
alimentacdo humana e maior estabilidade oxidativa do 6leo.
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As plantas foram cultivadas no periodo de maio a setembro de 2000. Até
o inicio do periodo reprodutivo, elas foram crescidas a uma temperatura média
diaria de 31 °C e, entdo, transferidas para duas casas de vegetacdo: uma com
sistema de ventilacdo, em que a temperatura maxima média era de 22 °C e a
minima média, de 13 °C. Na outra, com sistema de aquecimento artificial, as
temperaturas maxima e minima médias foram de 34 e 28 °C, respectivamente.
As medidas de temperatura, por meio de um higrébmetro, foram feitas
diariamente, as 17 h.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticbes por planta, por ambiente de temperatura, totalizando 45
vasos com capacidade para 4,0 kg de solo.

As sementes foram coletadas em um periodo de aproximadamente trés
meses, separadas em seis estadios de desenvolvimento, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a —80 °C, para posteriores analises.

O contetudo de 6leo e dos seus cinco acidos graxos constituintes foi
determinado nos seis estadios de desenvolvimento, os quais foram definidos
com base no peso fresco da semente: 1° -0 a 75 mg, 2° — 76 a 150 mg, 3° -
151 a 225 mg, 4° — 226 a 300 mg, 5° — 301 a 375 mg e 6° — 376 a 450 mg.
Esses estadios compreenderam, praticamente, todo o periodo de enchimento
do gréo, com o ultimo estadio precedendo a maturidade fisiolégica da semente.
No minimo, 100 sementes por estadio foram coletadas.

Aproximadamente 8 g de sementes em desenvolvimento foram
liofilizados e moidos para andlise do contetdo de 6leo e 1 g o foi para analise
dos teores dos acidos palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico.

2.2. Determinacéo do conteudo de 6leo bruto

Oleo bruto nas sementes, em cada estadio de desenvolvimento, foi
determinado em aparelho extrator de Soxhlet, utilizando-se éter de petroleo
como solvente, segundo o procedimento descrito em Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985), com refluxo por 10
horas.
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2.3. Obtencao dos metil-esteres de acidos graxos

Teores de acidos graxos no 6leo das sementes de soja foram
determinados por cromatografia gasosa. Aproximadamente 150 mg de
semente liofilizada e moida foram colocados em microtubos de 1,5 mL, sendo
realizadas trés repeticdes para cada estadio de desenvolvimento da semente.
A cada amostra foi adicionado 1 ml de hexano, sendo a mistura mantida a 4 °C
por cerca de 16 horas, sob a atmosfera de N,. Apdés esse tempo, a solucao de
lipideos em hexano foi transferida para outro tubo, e duas lavagens sucessivas
com 0,5 mL de hexano foram feitas para extracao completa do 6leo. A solucao
de lipideos em hexano (2 mL) foi vertida em tubos de ensaio e o solvente,
evaporado por borbulhamento em N,. Para obtencao dos ésteres metilicos, foi
utilizada a metodologia descrita por JHAM et al. (1982).

Apos a derivatizacdo, aliquotas de 1 [L foram injetadas em
cromatdgrafo a gas GC-17A, equipado com auto-injetor AOC-17 e integrador
C-R7A, marca SHIMADZU. Foram utilizadas coluna carbowax (30 m x 0,32
mm) e temperaturas de 225 °C para a coluna, 245 °C para o injetor e 280 °C

para o detector. O gas de arraste foi o nitrogénio, com um fluxo de 1,1 mL/min.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura de crescimento e desenvolvimento das plantas € um fator
importante na determinacdo da composicdo dos acidos graxos constituintes
dos lipideos estruturais constituintes de membranas e dos lipidios de reserva
(fracéo 6leo) (GIBSON e MULLEN, 1996).

Os resultados obtidos nos Quadros 1, 2, 3 e 4 indicam o
desenvolvimento da semente de soja da variedade comercial CAC-1 e da
linhagem CC4, bem como a sintese do 6leo e de seus acidos graxos
constituintes. Um indicador da idade cronoldgica, dias apo6s florescimento
(DAF), esta incluido nesses quadros. Para estimar tal parametro, foram
observados e anotados a data do inicio do florescimento e o dia referente a
primeira coleta das sementes inerentes a cada estadio de desenvolvimento.
Para isso, tomou-se por base a coleta aleatéria das sementes no conjunto de
135 plantas.

Os seis estadios de desenvolvimento da semente de soja foram
determinados com o objetivo de abranger todo o periodo de sintese do 6leo, ou
seja, todo o periodo de acumulo linear de matéria seca no grao. Apds o0 sexto
estadio de desenvolvimento (sementes com até 450 mg de peso fresco), as
sementes comecaram a apresentar coloracdo amarelada, sendo, portanto,
consideradas “maduras fisiologicamente”, mesmo com alto conteudo de
umidade. No sétimo estadio, as sementes apresentavam-se secas, no ponto de

colheita.
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Quadro 1 — Estadios de desenvolvimento, idade cronolégica, contetdo e
composicdo do Oleo das sementes de soja da variedade CAC-1,
crescidas a temperatura de 34/28 °C (dia/noite)

Semente

ED Peso fresco DAE Sleo bruto ComDOS|%ao do éleo
— b peso seco %
mg/semente
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
1 0-75 20 6,72 16,40 5,44 13,93 39,06 25,17
2 76 — 150 23 11,27 14,72 4,79 22,65 41,87 15,97
3 151 — 225 25 15,15 12,15 4,62 21,07 50,54 11,63
4 226 — 300 30 16,80 11,00 4,14 24,08 52,20 8,58
5 301 -375 35 17,85 11,13 4,31 22,08 53,21 9,28
6 376 — 450 40 19,03 10,94 4,26 26,98 48,37 9,45
7 Semente madura 60 16,50 10,18 3,41 41,15 37,87 7,39
(~ 280 mg)

Os resultados do contetdo de 6leo e acidos graxos constituem a média de trés repeticdes.
ED — Estadio de desenvolvimento.
DAF — Dias ap0s o florescimento.

Quadro 2 — Estadios de desenvolvimento, idade cronoldgica, conteudo e
composicdo do 6leo das sementes de soja da variedade CAC-1,
crescidas a temperatura de 22/13 °C (dia/noite)

Semente P . .
ED Peso fresco DAF Slegsgrstéicc)) Com005|%/zao do 6leo
mg/semente °p 0
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
1 0-75 20 7,77 14,44 4,68 15,11 38,51 27,26
2 76 — 150 26 10,75 11,94 4,14 20,06 45,23 18,62
3 151 — 225 34 13,53 11,07 3,62 18,75 50,68 15,99
4 226 — 300 38 15,72 11,38 4,16 22,27 48,98 13,20
5 301 - 375 43 15,68 10,29 3,13 18,03 54,03 14,53
6 376 — 450 50 16,03 10,48 3,86 19,21 53,50 12,96
7 Semente madura 70 17,64 10,70 3,06 17,98 55,77 12,49
(~ 280 mg)

Os resultados do contetdo de 6leo e &cidos graxos constituem a média de trés repeticdes.
ED — Estadio de desenvolvimento.
DAF — Dias ap0s o florescimento.
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Quadro 3 — Estadios de desenvolvimento, idade cronolégica, contetdo e
composicdo do 6leo das sementes de soja da linhagem CC4,
crescidas a temperatura de 34/28 °C (dia/noite)

Semente

ED Peso fresco DAE Sleo bruto Comp05|%ao do éleo
— 0 peso seco %
mg/semente
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
1 0-75 20 4,56 16,12 5,54 17,37 42,14 18,83
2 76 — 150 23 10,44 14,95 4,82 20,37 47,23 12,64
3 151 — 225 26 16,00 11,67 4,25 22,17 55,34 6,56
4 226 — 300 32 16,80 12,19 4,67 30,38 44,74 8,03
5 301 -375 37 19,81 10,96 4,11 23,71 56,40 4,82
6 376 — 450 43 18,85 11,33 4,48 29,95 47,48 6,76
7 Semente madura 65 17,00 9,62 3,42 4453 38,54 3,89
(~280 mg)

Os resultados do contetido de dleo e acidos graxos constituem a média de trés repeticdes.
ED — Estadio de desenvolvimento.
DAF — Dias ap0s o florescimento.

Quadro 4 — Estaddios de desenvolvimento, idade cronoldgica, conteudo e
composicdo do Oleo das sementes de soja da linhagem CC4,
crescidas a temperatura de 22/13 °C (dia/noite)

Semente P . .
ED Peso fresco DAF Slegscl?rstéicc)) Com005|%/zao do 6leo
mg/semente °p 0
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
1 0-75 23 10,10 14,31 4,62 16,03 43,98 21,06
2 76 — 150 28 11,86 12,71 3,92 19,32 45,09 18,96
3 151 — 225 37 13,35 11,41 3,73 20,50 53,68 10,68
4 226 — 300 40 15,28 10,36 3,71 21,45 55,14 9,34
5 301 -375 45 17,58 9,93 3,97 22,75 54,93 8,42
6 376 — 450 52 16,95 10,31 3,23 19,08 58,22 9,17
7 Semente madura 73 18,27 10,25 3,04 21,55 58,24 6,92
(~ 280 mg)

Os resultados do contetido de 6leo e acidos graxos constituem a média de trés repeticdes.
ED — Estédio de desenvolvimento.
DAF — Dias ap0s o florescimento.
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A temperatura de 34/28 °C (dia/noite), a variedade comercial CAC-1
apresentou teor de 6leo crescente até o 6° estadio de desenvolvimento e a
linhagem CC4, até o 5° O teor de dleo bruto chegou a aproximadamente
18,9%. Na maturidade fisiolégica, verificou-se um declinio nesse teor, atingindo
apenas 16,7%.

A temperatura de 22/13°C (dia/noite), ambos o0s gendtipos
apresentaram teor de 6leo sempre crescente até a maturidade fisioldgica, em
que se verificou um teor de aproximadamente 17,9%. Assim, plantas crescidas
em condicbes de alta temperatura apresentaram concentracdo de Oleo
ligeiramente inferior aquelas produzidas em condi¢des de baixa temperatura.

De acordo com GIBSON e MULLEN (1996), as concentracdes de
proteina e Oleo estdo relacionadas com a temperatura ambiente durante o
enchimento do grdo de soja: a concentracdo de proteina declina entre 21 e
27 °C e aumenta quando a temperatura também aumenta para 35 °C, enquanto
a concentracao de Oleo se eleva entre 21 e 29 °C e, entdo, decresce quando a
temperatura sobe para 35 °C. Essa relacdo pode explicar a contradicdo de
experimentos anteriores, em que se relatou uma correlacéo positiva entre altas
temperaturas e concentracdo de 6leo (HOWELL e CARTTER, 1958; WOLF et
al., 1982). Adicionalmente, tanto a temperatura maxima quanto a minima,
durante todo o desenvolvimento da semente, sdo importantes em determinar a
concentracdo de proteina e 6leo; a temperatura maxima tem efeito maior na
concentracdo do 6leo 20 a 40 dias antes da maturidade fisiologica (GIBSON e
MULLEN, 1996).

Segundo BAO e OHLROGGE (1999), um fator limitante para sintese de
triacilglicerois é o suprimento de &cidos graxos, e, portanto, a alta temperatura
pode também estar influenciando a sintese de acidos graxos nos plastidios.

A composicdo do 6leo de soja, particularmente os teores dos acidos
graxos polinsaturados, foi também marcadamente alterada quando plantas
cresceram em alta e baixa temperaturas. Os contetdos dos acidos palmitico e
estedrico permaneceram estaveis nas sementes produzidas nas duas
temperaturas avaliadas, ao passo que os teores dos acidos graxos oléico,
linoléico e linolénico foram, significativamente, influenciados pelas

temperaturas de crescimento e desenvolvimento das plantas.
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Nos gendtipos CAC-1 e CC4, cultivados em baixa temperatura, o teor do
acido oléico (acido graxo monoinsaturado — 18:1) diminuiu, enquanto os teores
dos &cidos linoléico e linolénico (acidos graxos polinsaturados — 18:2 e 18:3)
aumentaram.

O acido oléico atingiu, em média, 43% nas sementes de ambos o0s
genatipos, crescidas em alta temperatura, enquanto nas sementes crescidas
em baixa temperatura o conteddo médio chegou a apenas 20%. Os &cidos
linoléico e linolénico apresentaram, sob alta temperatura, conteddos medios de
38 e 6% e sob baixa temperatura, 57 e 10%, respectivamente. Portanto, acidos
graxos polinsaturados perfazem um total de 44%, em média, nos genotipos
cultivados em alta temperatura, enquanto em baixa temperatura esse total
chega a 67%, aproximadamente. Logo, a diferenca significativa no teor relativo
de 18:1 foi acompanhada por diferencas compensatérias nas concentracdes de
18:2 e 18:3.

A composicdo do Oleo de soja deve ser alcancada por meio de
diferentes taxas de sintese dos varios acidos graxos e, dessa forma, também
ser rigorosamente controlada, uma vez que ocorre variacdo nos conteudos
relativos até o periodo da maturidade fisiolégica. Portanto, a diferenca na
composicdo dos acidos graxos no 6leo de soja, produzidos em alta e baixa
temperaturas, indica que consideravel efeito ambiental pode existir nas
atividades enziméticas responséaveis pela composicao final do 6leo (CHERRY
et al., 1985).

Os resultados obtidos durante este estudo reforcam o trabalho de
RENNIE e TANNER (1989), os quais avaliaram o conteudo de acidos graxos
no 6leo de soja de cinco linhagens com baixo teor do acido linolénico em
temperaturas que variaram de 15/12 °C a 40/30 °C - dia/noite. Esses autores
concluiram que niveis dos &cidos palmitico e estearico foram relativamente
estaveis nessa grande faixa de temperaturas estudadas. Niveis do &cido
linolénico, nas cinco linhagens, diminuiram de 7,4 — 8,2% a 15/12 °C para
menos de 2% a 40/30 °C. Quando a temperatura variou de 15/12 °C para
40/30 °C, o nivel do acido oléico aumentou de 33 para 59%, enquanto o nivel
do acido linoléico diminuiu de 44 para 20%, entre as linhagens. Outros
resultados concordantes também foram obtidos por HOWELL e COLLINS
(1957), RUBEL et al. (1972), WOLF et al. (1982), HAWKINS et al. (1983),
CHERRY et al. (1985), SANGWAN et al. (1986) e SCHENEBLY e FEHR
(1993).
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Os teores de acido linolénico, determinados durante o periodo de
enchimento do grdo, no 6leo das sementes da variedade CAC-1 e da linhagem
CC4 em resposta a temperatura de crescimento, sdo mostrados na Figura 1.

Observou-se que a producdo do acido linolénico é maior no inicio do
enchimento do grao, fato também observado por HAMMOND et al. (1972) e
WANG e HILDEBRAND (1988), os quais relataram que a soja e outras
sementes oleaginosas produzem grande quantidade de &acido linolénico
durante os estadios iniciais do desenvolvimento, podendo a fracdo Oleo

apresentar contetdo maior que 30% desse acido.
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Figura 1 — Teor de acido linolénico no 6leo das sementes da variedade CAC-1
e da linhagem CC4, cultivadas em alta temperatura (at) — 34/28 °C
(dia/noite) e em baixa temperatura (bt) — 22/13 °C (dia/noite).
Estadios de desenvolvimento da semente de soja: 1° — 0 a 75 mg,
2% —76 a 150 mg, 32— 151 a 225 mg, 4% — 226 a 300 mg, 5°—301 a
375 mg, 6° — 376 a 450 mg e 7° — semente madura.

Outra observacdo € o fato de que a variedade comercial CAC-1
apresentou maior variacdo no conteudo do acido linolénico (7,4 — 12,5%) do
que a linhagem CC4 (3,9 — 6,9%), quando cultivada em alta e baixa
temperaturas, respectivamente. Em concordancia com esse resultado esta o do
estudo de CARVER et al. (1986), os quais, comparando linhagens contendo
alto teor de oléico e baixo teor de linolénico com linhagens que possuem teores
normais dos dois acidos graxos, em diversos locais, verificaram que o contetudo

de linolénico dos gendtipos com composicdo de acidos graxos modificada foi
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menos sensivel as variacbes ambientais do que gendtipos com niveis normais.
Contrariamente, KINNEY (1994) relatou que o efeito da temperatura € mais
pronunciado em linhagens mutantes, produzidas por mutagénese quimica ou
por engenharia genética, do que em linhagens normais.

Uma eficiente selecdo de gendétipos de soja, com melhor qualidade do
oleo, requer melhor entendimento da natureza genética dessa caracteristica e
da influéncia dos fatores fisioldgicos e ambientais sobre esta, além dos efeitos
de interagBes. No Quadro 5 é apresentado um resumo da andlise de variancia,
em que se observa o efeito dos diferentes fatores: temperatura, genétipo e
estadio de desenvolvimento da semente e suas interacdes sobre a composicéo

de &cidos graxos do Oleo de soja.

Quadro 5 — Valores e significAncias dos quadrados médios (QM), médias e
coeficientes de variacdo experimental obtidos das andlises de
variancia do delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se
variedade comercial (CAC-1) e uma isolinha dela derivada (CC4),
com relacdo aos teores dos acidos palmitico, estearico, oléico,
linoléico e linolénico

Quadrados Médios

Fv GL 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
ED 6 11,07** 3,74** 278,08**  281,28**  354,87**
T 1 42,30** 9,50** 867,04**  407,05** 285,84**
ED*T 6 20,75** 0,10** 188,81*  147,80** 2,80**
G 1 2,9 0,0082"  81,02**  101,64** 351,35*
ED*G 6 0,06** 0,088** 9,77** 7,62** 10,73**
T*G 1 0,29** 0,087 3,88** 19,82** 2,98**
ED*T*G 6 0,21** 0,39** 9,80** 30,87** 4,78**
Residuo 56 0,77 0,013 0,040 0,060 0,068
Média 11.89 4,11 22,51 48,98 12,50
CV (%) 1.20 2,72 0,88 0,49 2,08

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
" Nao-significativo.
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Os teores dos acidos palmitico e estearico ndo foram estatisticamente
diferentes, no entanto uma diferenca significativa nos teores dos acidos oléico,
linoléico e linolénico do 6leo produzido a temperatura de 34/28 °C — dia/noite —
e a temperatura de 22/13 °C - dia/noite — foi observada em ambos o0s
genatipos estudados. Esses dados confirmam que os teores dos 4cidos graxos
insaturados constituem a caracteristica contrastante entre 0os genotipos.

Os resultados do Quadro 5 indicam também haver interacdo entre os
trés fatores analisados: a temperatura tem efeito nos teores dos acidos graxos
constituintes da fracdo 6leo, em ambos o0s genaétipos, e que esses teores séo

diferentes nos varios estadios de desenvolvimento da semente de soja.
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4. CONCLUSOES

Os gendtipos CAC-1 e CC4 apresentaram teor de 6leo mais elevado em
sementes produzidas em condi¢bes de baixa temperatura. Esse 6leo conteve
uma porcentagem maior de &cidos graxos polinsaturados: acidos linoléico e
linolénico. Em razdo do aumento da quantidade de acidos graxos
polinsaturados, houve diminuicdo no teor do &cido oléico e &acido graxo
monoinsaturado.

Com relacédo ao &cido linolénico, foi observado que seu teor foi maior
nos primeiros estadios de desenvolvimento da semente de soja, nos dois
genadtipos estudados. Ja na maturidade fisiolégica, a linhagem CC4 apresentou
maior estabilidade quanto a variacdo do teor do acido linolénico no oleo
produzido em condi¢des de alta e baixa temperaturas.

Relata-se, portanto, que a linhagem CC4 com baixo teor de &cido
linolénico, obtida por retrocruzamentos, apresenta perspectivas para ser

liberada como variedade comercial.
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CAPITULO Il

ENZIMAS ENVOLVIDAS NO ENRIQUECIMENTO CITOPLASMATICO DE
ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS PARA A BIOSSINTESE DO OLEO
EM SEMENTES DE SOJA

1. INTRODUCAO

A fracdo lipidica nas sementes de culturas oleaginosas, como soja,
canola, girassol e oliva, € a mais importante fonte de 6leos comestiveis. A
qualidade do 6leo € dependente da sua composicdo em acidos graxos e,
particularmente, da proporcdo de acidos graxos insaturados, nominalmente
acido oléico (C18:1), acido linoléico (C18:2) e &cido linolénico (C18:3). Esses
acidos graxos determinam o uso final do 6leo; por exemplo, um éleo rico em
acido oléico é utilizado em frituras e saladas, enquanto aqueles com alto
conteudo em acido linolénico sdo mais adequados para industria de tintas,
nailon etc. em substituicdo ao 6leo de linho. Oleos ricos em é&cidos graxos
polinsaturados sao inadequados para uso em produtos comestiveis por causa
de problemas relacionados a estabilidade oxidativa e, conseqientemente,
formacéo de off-flavour (RAHMAN et al., 1994). Portanto, € a composicao dos
acidos graxos no Oleo que determina seu valor nutricional e suas

caracteristicas fisico-quimicas (BYRUM et al., 1997).
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Os niveis dos acidos linoléico e linolénico, os quais contribuem para a
instabilidade oxidativa do Oleo, dependem de dois fatores: da taxa de
biossintese e da disponibilidade para a sintese do 6leo (YADAV, 1996).

A maioria da producdo de acidos graxos polinsaturados em sementes
em desenvolvimento ocorre via dessaturacdo de 18:1 e 18:2, catalisada pelas
dessaturases, localizadas no reticulo endoplasmatico (OHLROGGE et al.,
1991; SOMERVILLE e BROWSE, 1991; ARONDEL et al., 1992). O substrato
para as enzimas dessaturases é a fosfatidilcolina (PC) (SLACK et al., 1979;
BROWSE e SLACK, 1981). Os &cidos graxos ligados a fosfatidilcolina, que,
porventura, tornam-se insaturados, podem, subsequentemente, ficar
disponiveis para incorporagcdo em triacilgliceréis de reserva, por meio de dois
mecanismos: 1) reentrada no pool de acil-CoA pela lisofosfatidilcolina
aciltransferase (LFCAT), que troca grupamentos acil ligados a posicao 2 da
fosfatidilcolina com aqueles livres no citossol na forma de acil-CoA (STYMNE et
al., 1983; GRIFFITHS et al., 1988) ou 2) reentrada no pool de diacilgliceréis
pela reacdo reversivel da colinafosfotransferase (CPT) (SLACK et al., 1985;
STYMNE STOBART, 1984). Notavelmente, CPT e LPCAT podem ter papéis
importantes na determinacédo do conteddo de acidos graxos polinsaturados nos

Oleos vegetais (Figura 1).

DAG < FOSFATIDATO
w
FOSFATIDIL
COLINA G3pP
\%CAT
ACIL CoA

TRIACILGLICEROL

Figura 1 — Esquema do uso de acil-CoA na sintese de triacilgliceréis em
sementes oleaginosas em desenvolvimento. DAG — diacilglicerais,
CPT - colinafosfotransferase, LPCAT - lisofosfatidilcolina
aciltransferase e G3P — glicerol 3 fosfato.
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Assim, a elucidacdo dos caminhos enzimaticos associados a sintese e
degradacéao de lipideos, a caracteriza¢do das enzimas envolvidas e a definicdo
dos mecanismos que regulam a composicdo de lipideos de reserva e
estruturais sdo de grande interesse para a producao de sementes oleaginosas,
geneticamente modificadas, que possuam 06leos com atributos nutricionais e
funcionais desejaveis (SOMERVILLE e BROWSE, 1991; KINNEY, 1996).

1.1. Colinafosfotransferase (CPT)

Fosfatidilcolina (PC) é o principal constituinte fosfolipidico da maioria das
membranas celulares eucaribticas, e a enzima que catalisa o passo final de sua
sintese é a colinafosfotransferase (CORNELL e MacLENNAM, 1985). Essa
enzima consiste de 389 residuos de aminoéacidos, sendo uma proteina integral
de membrana do reticulo endoplasmatico liso, com sete dominios hidrofébicos
(DEWEY et al., 1994).

Colinafosfotransferase  (CDP - colina: 1, 2 - diacilglicerol
colinafosfotransferase : EC 2.7.8.2) catalisa a troca reversivel entre o pool de
fosfatidilcolina e diacilglicerdis. Por causa da reversibilidade da reacao,
fosfatidilcolina pode agir como um precursor de espécies moleculares de
diacilglicerdis, altamente insaturadas, nas sementes que acumulam &acidos
graxos polinsaturados na fracdo 6leo de reserva. E uma enzima-chave no
metabolismo de sementes oleaginosas; consequientemente, sua atividade e
mecanismos de regulacdo séo essenciais para o entendimento da distribuicdo
de &cidos graxos para a biossintese de lipideos (VOGEL e BROWSE, 1995).

Em plantas que acumulam em seus lipideos de reserva acidos graxos
incomuns, a colinafosfotransferase pode representar um papel relevante no
sentido de excluir espécies moleculares de fosfatidilcolina contendo acidos
graxos incompativeis com a estrutura da membrana, transformando-as em
diacilglicerdis, que, por vez, podem sofrer a acdo da diacilglicerol
aciltransferase, cuja funcdo é a producdo de triacilgliceréis (VOGEL e
BROWSE, 1996).
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1.2. Lisofosfatidilcolina aciltransferase (LPCAT)

O segundo caminho para enriquecer o pool de acil-CoA com &cidos
graxos polinsaturados envolve a reacdo catalisada pela acil-CoA:
lisofosfatidilcolina aciltransferase (VOGEL e BROWSE, 1996). Como a
colinafosfotransferase, a lisofosfatidilcolina aciltransferase é uma proteina
integral da membrana do reticulo endoplasmatico (MOREAU e STUMPF,
1982), prontamente solavel na forma ativa, ndo estando associada co-
valentemente a nenhum complexo protéico na membrana (GENNITY e
STUMPF, 1985).

Acil-CoA: lisofosfatidilcolina aciltransferase (EC 2.3.1.23) catalisa a
reacao reversivel entre grupamentos acil do pool de acil-CoA citoplasmatico e
grupamentos acil insaturados ligados a posicdo 2 da fosfatidilcolina. O
equilibrio da reacdo é em direcdo da sintese de fosfatidilcolina, ou seja,
acilacado da lisofosfatidilcolina, uma vez que ela resulta na clivagem de uma
ligacdo tioéster, rica em energia (STYMNE e STOBART, 1984). Segundo
GRIFFITHS et al. (1988), a permuta entre os grupamentos acil € governada
por: a) velocidade e especificidade da troca de grupamentos acil entre acil-CoA
e fosfatidilcolina, b) taxa de insaturacao de acidos graxos em fosfatidilcolina e
c) atividade e especificidade da lisofosfatidilcolina aciltransferase.

De acordo com STYMNE et al. (1983), a lisofosfatidilcolina
aciltransferase tem como substrato principal o oleato, preferencialmente ao
linoleato e este ao linolenato, enquanto estearil-CoA foi completamente
excluido quando presente em uma mistura de acil-CoA contendo acidos graxos
insaturados. STOBART e STYMNE (1985) demonstraram que, na troca, oleoil-
CoA entra na posicdo 2 da fosfatidilcolina e sai linoleato, e este é,
preferencialmente, usado na acilacdo da posicdo 2 do glicerol-3-fosfato
(GRIFFITHS et al., 1985). Portanto, essa enzima é de fundamental importancia
para regular o tipo de grupamentos acil constituintes dos triacilgliceréis que
acumulam nas sementes em desenvolvimento. De acordo com STOBART et al.
(1983), a permuta de grupamentos acil entre grupamentos acil-CoA e
fosfatidilcolina representa o mecanismo predominante na regulacdo da
qualidade de acidos graxos polinsaturados no pool de acil-CoA para a sintese

do Gleo, em sementes em desenvolvimento de acafrdo.
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A composicdo de acidos graxos saturados e insaturados dos lipideos de
membrana e reserva € influenciada pelo gendtipo e condicbes ambientais
(CHERRY et al., 1985). Existe correlacdo inversa entre conteldo de acidos
graxos polinsaturados e temperatura de crescimento da planta, e acidos graxos
polinsaturados aumentam com o decréscimo da temperatura (WOLF et al.,
1982; HEPPARD et al., 1996).

Aumento no conteldo de acidos graxos polinsaturados nos lipideos
estruturais proporciona maior fluidez na membrana, por diminuir o
empacotamento, altamente ordenado, dos grupamentos acil no interior da
membrana. Decréscimo na fluidez devido a baixas temperaturas provoca perda
da permeabilidade da membrana e decréscimo de atividades enziméaticas
associadas a ela. Portanto, &cidos graxos polinsaturados séo requeridos para o
crescimento e tolerancia de plantas superiores a baixa temperatura; elas
induzem ndo apenas aumento no contetudo do acido linolénico, mas também
no conteudo de proteinas denominadas desidrinas (NISHIDA e MURATA,
1996; HAMADA et al., 1998).

O objetivo deste capitulo foi buscar maior entendimento dos
mecanismos de incorporacdo de acidos graxos polinsaturados na fracdo 6leo.
Para isso, foram feitas a caracterizacdo cinético-enzimatica das enzimas
colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina aciltransferase e a determinacéo de
suas atividades em sementes da variedade CAC-1 e da linhagem CC4,
produzidas sob duas condicbes de temperatura: 34/28 °C e 22/13 °C
(dia/noite).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fonte de enzimas

Sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill) do cultivar comercial CAC-1
e da linhagem CC4 derivada desse cultivar foram utilizadas neste experimento.
CAC-1 possui teor normal do &cido linolénico (8%) e CC4, baixo teor (cerca de
3%).

A linhagem CC4 é resultante do cruzamento entre a variedade comercial
CAC-1 e 0 acesso BARC-12. Este acesso, com menos de 3% do &cido
linolénico, foi desenvolvido pelo USDA-ARS em Beltsville, Maryland (EUA). Ele
foi cruzado com o cultivar comercial CAC-1, obtendo-se a geragdo F1. As
plantas F1 foram autofecundadas, produzindo a geracdo F2. Sementes F2
selecionadas para baixo teor de acido linolénico foram plantadas em casa de
vegetacdo e retrocruzadas com CAC-1. Esse procedimento de
retrocruzamento, seguido de autofecundacbes e selecdo de sementes, foi
realizado até o terceiro ciclo de retrocruzamento, produzindo, dessa forma,
linhagens quase isogénicas (RC3F4) de CAC-1, que apresentam baixo teor de
acido linolénico. Essas linhagens fazem parte do germoplasma do Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja, desenvolvido pela Universidade Federal
de Vicosa, visando a criacdo de germoplasna para sua maior aceitabilidade na

alimentacdo humana, bem como a uma maior estabilidade oxidativa do 6leo.
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As plantas foram cultivadas no periodo de maio a setembro de 2000. Até
o inicio do periodo reprodutivo, elas foram crescidas a uma temperatura média
diaria de 31 °C e, entdo, transferidas para duas casas de vegetacdo: uma com
sistema de ventilacdo, em que a temperatura maxima média era de 22 °C e a
minima média, de 13 °C. Na outra, com sistema de aquecimento artificial, as
temperaturas maxima e minima médias foram de 34 e 28 °C, respectivamente.
As medidas de temperatura, por meio de um higrébmetro, foram feitas
diariamente, as 17 h.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticdes por planta e ambiente de temperatura, totalizando 45 vasos
com capacidade para 4,0 kg de solo.

As sementes foram coletadas em um periodo de aproximadamente trés
meses, separadas em seis estadios de desenvolvimento, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a —80 °C, para posteriores andlises. Para o
estudo cinético, foram utilizadas sementes de diversos estadios de
desenvolvimento.

As atividades da colinafosfotransferase e da lisofosfatidilcolina
aciltransferase foram determinadas nos seis estadios de desenvolvimento, 0s
quais foram definidos com base no peso fresco da semente: 1° -0 a 75 mg, 2°
— 76 a 150 mg, 3°—- 151 a 225 mg, 4° - 226 a 300 mg, 5°-301 a375mg e 6°—
376 a 450 mg. Esses estadios compreenderam, praticamente, todo o periodo
de enchimento do grdo, com o ultimo estadio precedendo a maturidade

fisioldégica da semente. No minimo, 100 sementes por estadio foram coletadas.

2.2. Obtencao do extrato bruto

Aproximadamente quatro gramas de sementes de soja de cada estadio
de desenvolvimento, anteriormente definidos, foram macerados por dois
minutos, em 5 mL de tamp&o TRIS/HCI 20 mmolL™, pH 7,5, contendo EDTA 1
mmolL™?, EGTA 1 mmolL™?, DTT 5 mmolL e sorbitol 0,33 molL™. O homogenato
foi filtrado, através de camadas de gaze. Tal procedimento foi repetido por mais
duas vezes com o residuo; o pool de filtrados foi centrifugado a 18.000 g por 10
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado a
105.000 g por uma hora, a 4 °C. Ao precipitado — pellet microssomal — foram
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adicionados 8 mL de tampdo HEPES/KOH 10 mmolL™, pH 7,5, contendo EDTA
2 mmolL?, EGTA 0,5 mmolL* e DTT 1 mmolL?, o qual foi novamente
centrifugado a 105.000 g por uma hora, a 4 °C. Os microssomas lavados foram
ressuspensos em 4 mL de tamp&o HEPES-KOH 10 mmolL™, pH 7,5, contendo
EDTA 2 mmolL™ e EGTA 0,5 mmolL™; em todas as etapas, as amostras foram
mantidas em banho de gelo. Em seguida, esse extrato foi dividido em aliquotas
de 0,5 mL e, imediatamente, congelado a — 80 °C (SLACK et al., 1979 e 1985;
VOGEL e BROWSE, 1995).

2.3. Determinacgao de proteinas totais no extrato microssomal

As determinac¢des de proteinas foram realizadas pelo método do &cido
bicinconinico (SMITH et al., 1985), tendo sido utilizado albumina sérica bovina
(BSA) como padrdo, na concentragdo de 0,24%. Para determinagdes em
triplicata, a 25 [OL da amostra foi adicionado 1 mL do reagente de trabalho (2:1
solucdo de acido bicinconinico:solucdo de sulfato de cobre). A mistura foi
agitada e colocada em banho-maria a 37 °C, por um periodo de 30 minutos.
Em seguida, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e a
absorbancia, lida a 562 nm.

2.4. Métodos analiticos cinéticos

2.4.1. Compostos radioativos e determinacdo da radioatividade nas

amostras contendo **C

Citidina 5'- difosfo[metil-**C]colina e [1-'*C]oleoil-CoA foram adquiridas
da Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, com atividade especifica de
110 OCi.mg™ (98% de pureza radioguimica) e 54,2 OCi.mg™* (99% de pureza
radioquimica), respectivamente. As solucbes-estoque foram preparadas em
agua deionizada e armazenadas a — 20 °C.

A radioatividade, nas solucdes-teste, foi determinada no espectrdmetro
de cintilacdo liquida da BECKMAN (modelo LS 6500). A medida da
radioatividade foi feita por 15 minutos, duas vezes para cada amostra, ou até a
obtencao de erro sigma inferior a 1%.
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O coquetel de cintilacdo utilizado neste experimento foi adquirido da
SIGMA, sendo proprio para amostras ndo-aquosas.

Em todos os experimentos, a radioatividade detectada em cpm
(contagens por minuto) foi transformada em nmoles de CDP[**C]colina, para a
colinafosfotransferase, e nmoles de [**C]oleoil-CoA, para lisofosfatidilcolina
aciltransferase, incorporados em diacilglicer6is por minuto por mg de proteina

microssomal. Os calculos para conversao foram:

COLINAFOSFOTRANSFERASE

a) Transformacao de cpm para dpm (desintegracdo por minuto) e eficiéncia de
97% para **C:
- 46.500 dpm equivale a 45.250 cpm.

b) Transformacdo de dpm para porcentagem de radioatividade incorporada a

fase organica:

- 10 nL da solugcdo de CDP-[*C]colina (0,0645 nmoles) correspondem a
100% de radioatividade (dpm total); dpm relativo a radioativdade
incorporada a fase orgéanica equivale a x% de radioatividade.

c) Transformacdo de porcentagem de radioatividade para nmoles de
CDP[*C]colina incorporados a diacilgliceréis por minuto por mg de proteina
microssomal:

- X% de radioatividade na fase organica, encontrada no item b,
corresponde a y nmoles de CDP-colina incorporada a diacilglicerol, em
que 6,06455 nmoles de CDP-colina (CDP-colina + CDP[*C]colina)
contidos na mistura reacional correspondem a 100%.

- Divide-se o valor encontrado por cinco minutos para obter a quantidade
de nmoles de CDP[**C]colina incorporados em diacilgliceréis por minuto,
além da divisdo pela quantidade de proteina no extrato microssomal,

para obter a atividade especifica.

LISOFOSFATIDILCOLINA ACILTRANSFERASE

a) Transformacdo de cpm para dpm (desintegracdo por minuto) e eficéncia de
97% para *C:
- 46.500 dpm equivalem a 45.250 cpm.
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b) Transformacdo de dpm para porcentagem de radioatividade incorporada a

fase organica:

200 niL da solucdo de [**C]oleoil-CoA (3,31 nmoles) correspondem a
100% de radioatividade (dpm total); dpm relativo a radioatividade

incorporada a fase organica equivale a x% de radioatividade.

c) Transformacdo de porcentagem de radioatividade para nmoles de

[**C]oleoil-CoA incorporados a palmitoil-lisofosfatidilcolina por minuto por

mg de proteina microssomal:

2.4.2.

x% de radioatividade na fase organica, encontrada no item b,
corresponde a y nmoles de oleoil-CoA incorporada a palmitoil-
lisofosfatidilcolina, em que o numero total de nmoles de oleoil-CoA
(oleoil-CoA + [**C]oleoil-CoA) — 163,31 — contidos na mistura reacional
corresponde a 100%.

Divide-se o valor encontrado por cinco minutos para obter a quantidade
de nmoles de [*C]oleoil-CoA incorporados a palmitoil-lisofosfatidilcolina
por minuto, além da divisdo pela quantidade de proteina no extrato

microssomal, para obter a atividade especifica.

Medida da atividade da colinafosfotransferase, através da
incorporacdo de [*C]colina em fosfatidilcolina, a partir de
CDP-[**C]colina

A atividade da colinafosfotransferase sobre CDP-colina (tragador CDP-

[**C]colina) foi realizada segundo o método de SLACK et al. (1985). O método

baseia-se na medida da radioatividade presente na fase organica, a qual

contém fosfatidil[**C]colina resultante da reacdo entre diacilgliceréis e CDP-
[**C]colina.

Para andlise da atividade da colinafosfotransferase, foram adicionadas

ao extrato microssomal aliquotas correspondentes a 0,1 mg de proteina,
tampao Tricina-KOH 60 mmolL™, pH 8,0, contendo MgCl, 15 mmolL™?, EDTA 1
mmolL™, EGTA 0,5 mmolL™ e DTT 5 mmolL™, 10 nL. de CDP-colina 4 x 10®

molL?

e 10 nL de CDP-[**C]colina 4 x 107 molL™ (3,9 x 10 OCi), totalizando

um volume final de 0,15 mL. A mistura reacional foi incubada a 29 °C, e, apo6s
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cinco minutos de incubacado, as reacOes foram finalizadas pela adicdo de
0,35 mL de HCI 0,1 mol.L™. A extracdo dos lipideos foi feita pela adicdo de
1,0 mL de cloroférmio/metanol 1:1 (v/v). A radioatividade total na fase orgéanica
foi medida no espectrémetro de cintilagcao liquida.

Essa mistura reacional foi utilizada para todos os testes de atividade da

colinafosfotransferase, exceto quando mencionadas as alteracdes.
2.4.2.1. Curva de tempo para formacéo de fosfatidil[**C]colina

A atividade da colinafosfotransferase foi analisada nos tempos de 2,5; 5;
10; 15; 20; e 25 minutos, utilizando-se 80,5 nL de extrato microssomal de
sementes de soja, 10 nL de CDP-colina 4 x 10° molL™ e 10 nm_L de CDP-
[**C]colina 4 x 107" molL™ (3,9 x 107 OCi).

Nos tempos de reacdo analisados, a formacao do produto foi linear por
um periodo de 10 minutos de incubacéo.

2.4.2.2. Efeito da temperatura na formacéo de fosfatidil[**C]colina

O efeito da temperatura sobre a taxa de formagcao de fosfatidil[**C]colina,
catalisada pela colinafosfotransferase, foi determinado a 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 e 40 °C. Utilizou-se banho-maria para que as solucbes alcancassem as

respectivas temperaturas.
2.4.2.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

A determinacdo dos parametros cinéticos da colinafosfotransferase foi
realizada, utilizando-se CDP-colina como substrato, nas concentracdes de
0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; e 128 x 102 mmolL™, além de CDP-[**C]colina
(tracador) na concentracdo de 4 x 107 mmolL™ (3,9 x 10 OCi).

Os parametros cinéticos, no estado estacionario, foram obtidos por
meio da regressdo nao-linear, utilizando-se o programa de computacao
Enzifitter LEATHERBARROW, 1987).
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2.4.3. Medida da atividade da lisofosfatidilcolina aciltransferase, através
da incorporacdo de [*C]oleoil em lisofosfatidilcolina, a partir de

[**C]oleoil-CoA e palmitoil-lisofosfatidilcolina

A atividade da lisofosfatidilcolina aciltransferase sobre oleoil-CoA
(tracador -[**C]olecil-CoA) foi realizada segundo o método de STYMNE e
STOBART (1984). O método baseia-se na medida da radioatividade presente
na fase organica, a qual é resultante da formac&o de fosfatidilcolina-[**C]oleoil
a partir de palmitoil-lisofosfatidilcolina e [**CJoleoil-CoA.

Para analise da atividade da lisofosfatidilcolina aciltransferase, foi
adicionado a uma aliquota do extrato microssomal (equivalente a 0,21 mg de
proteina) tampéo fosfato de potassio 0,1 molL™, pH 7,2, contendo palmitoil-
lisofosfatidilcolina 1 x 10 molL™, 50 ni de oleoil-CoA 1,6 x 10 molL™ e 200
nL de [**C]oleoil-CoA 3,4 x 10° molL™ ((1,9 x 10 [JCi), totalizando um volume
final de 1 mL. A mistura reacional foi incubada a 30 °C, e, apds cinco minutos
de incubacédo, as reacfes foram finalizadas pela adicdo de 3 mL de acido
acético 0,15 molL™. A extracdo dos lipideos foi pela adicdo de 4 mL de uma
solucdo de cloroférmio/metanol/acido acético 10:20:7,5 (v/iviv). Ap6s a
separacdo da fase organica, foram adicionados 10 mL de cloroférmio e 10 mL
de agua. Novamente, a fase organica foi separada, evaporada por
borbulhamento com N, e redissolvida em 0,5 mL de cloroformio. A
radioatividade total na fase organica foi medida no espectrébmetro de cintilacado
liquida.

Essa mistura reacional foi utilizada para todos os testes de atividade da

lisofosfatidilcolina aciltransferase, exceto quando mencionadas as alteracdes.
2.4.3.1. Curva de tempo para formacao de fosfatidilcolina-[**C]oleoil

A atividade da lisofosfatidilcolina aciltransferase foi analisada nos
tempos de 2,5; 5; 10; 15; 20; e 25 minutos, utilizando-se 77,4 nL de extrato

microssomal de sementes de soja (variedade CAC-1), 50 [IL de oleoil-CoA 1,6
x 10 molL™ e 200 0L de [*C]oleoil-CoA 3,4 x 10° molL™ (1,9 x 10 OCi).
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Nos tempos de reacdo analisados, a formacao do produto foi linear por

um periodo de 25 minutos de incubacéo.

2.4.3.2. Efeito da temperatura na formacao de fosfatidilcolina-[**C]Oleoil

O efeito da temperatura sobre a taxa de formacao de fosfatidilcolina-
[**Cloleoil, catalisada pela lisofosfatidilcolina aciltransferase, foi determinado a
5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C. Foi utilizado banho-maria para que as solugcdes

alcancassem as respectivas temperaturas.

2.4.3.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

A determinacdo dos parametros cinéticos da lisofosfatidilcolina
aciltransferase foi realizada, utilizando-se oleoil-CoA como substrato, nas
concentracdes de 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,49; 0,64; e 1,6 mmolL™, além de
[**Cloleoil-CoA (tracador) na concentracdo de 3,4 x 10° mmolL™ (1,9 x 107
Oci).

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

2.5. Determinacgéo da atividade da colinafosfotransferase e
lisofosfatidilcolina aciltransferase em sementes de soja, submetidas a
diferentes temperaturas

COLINAFOSFOTRANSFERASE

Para analise da atividade da colinafosfotransferase sobre CDP-colina

(tracador CDP-[**C]colina), foi adicionado ao extrato microssomal (aliquotas
correspondentes a 0,1 mg de proteina) tampéo Tricina-KOH 60 mmolL™?, pH
8,0, contendo MgCl, 15 mmolL™?, EDTA 1 mmolL™?, EGTA 0,5 mmolL" e DTT 5
mmolL™, 10 nL de CDP-colina 4 x 10®° molL™ e 10 nL de CDP-[**C]colina
4 x 107 molL™ (3,9 x 10 [Ci), totalizando um volume final de 0,15 mL. A
mistura reacional foi incubada a 30 °C e, ap6s 5 minutos de incubacao, as
reacbes foram finalizadas pela adicdo de 0,35 mL de HCI 0,1 mol.L®. A
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extracdo dos lipideos foi pela adicdo de 1,0 mL de solucdo de
cloroférmio/metanol 1:1 (v/v). A radioatividade total na fase orgéanica foi medida

no espectrdmetro de cintilacéo liquida.

LISOFOSFATIDILCOLINA ACILTRANSFERASE

Para andlise da atividade da lisofosfatidilcolina aciltransferase, foi

adicionado a uma aliquota do extrato microssomal (equivalente a 0,12 mg de
proteina) tampéo fosfato de potassio 0,1 molL™, pH 7,2, contendo palmitoil-
lisofosfatidilcolina 1 x 10 molL™, 50 ni de oleoil-CoA 1,6 x 10 molL™" e 200
nL de [**C]oleoil-CoA 3,4 x 10° molL™ ((1,9 x 10 JCi), totalizando um volume
final de 1 mL. A mistura reacional foi incubada a 30 °C e, ap0s cinco minutos
de incubacédo, as reacfBes foram finalizadas pela adicdo de 3 mL de acido
acético 0,15 molL™. A extracdo dos lipideos foi feita pela adicdo de 4 mL de
uma solucado de cloroférmio/metanol/acido acético 10:20:7,5 (v/viv). Apos
separacdo da fase organica, foram adicionados 10 mL de cloroférmio e 10 mL
de agua. Novamente, a fase organica foi separada, evaporada por
borbulhamento com N, e redissolvida em 0,5 mL de cloroformio. A
radioatividade total na fase orgéanica foi medida no espectrémetro de cintilacado
liquida.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Colinafosfotransferase
3.1.1. Curva de tempo para formacao de fosfatidil[**C]colina

Com o objetivo de determinar a linearidade da reacédo catalisada pela
colinafosfotransferase, foi realizada a curva de tempo. Na Figura 2, apresenta-
se a curva de tempo para formacdo de fosfatidil[**C]colina, catalisada pela
colinafosfotransferase, a qual se apresentou linear por um periodo de 10
minutos. Apds esse tempo, ocorreu decréscimo na taxa de atividade.

Como nao houve adicdo de diacilgliceréis, um dos substratos da
colinafosfotransferase é provavel que sua concentracdo endoégena estava em
quantidade suficiente para manter, inicialmente, uma taxa linear de atividade;
porém, a medida que foram consumidos na reacdo, os diacilgliceréis tornaram-
se um fator limitante da velocidade de reagéo.

Foi definido o tempo de cinco minutos de reacdo para realizacdo dos
experimentos posteriores.

3.1.2. Efeito da temperatura na formacao de fosfatidil[**C]colina

O efeito da temperatura sobre a atividade da colinafosfotransferase esta
apresentado na Figura 3. A temperatura 6tima de atividade para essa enzima
foi de 30 °C. Valor similar de temperatura 6tima foi relatado por varios autores
(HARWOOQOD, 1976; SLACK et al., 1985; VOGEL e BROWSE, 1995 e 1996).
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Figura 2 — Curva de tempo para formacdo de fosfatidil[**C]colina, catalisada
pela colinafosfotransferase de sementes de soja. Condi¢gOes
experimentais: tampé&o Tricina-KOH 6 x 102 molL™?, pH 8,0; CDP-
colina 4 x 10 molL™*; e CDP-[**C]colina 4 x 107" molL™. Quantidade
de extrato microssomal: 80,5 [OL. Concentracdo de proteina total no
extrato microssomal: 1,28 mg/mL. O experimento foi conduzido a
30 °C.
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Figura 3 — Efeito da temperatura sobre a formacdo de fosfatidil[**C]colina,
catalisada pela -colinafosfotransferase de sementes de soja.
Condicbes experimentais: tampao Tricina-KOH 6 x 10 molL™, pH
8,0; CDP-colina 4 x 10®° molL™; e CDP-[**C]colina 4 x 107 molL™.
Quantidade de extrato microssomal: 85,1 [L. Concentracdo de
proteina total no extrato microssomal: 1,21 mg/mL. A mistura
reacional foi incubada por cinco minutos.
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A presenca de mais de um pico de atividade, um ombro a 15 °C, indica
gue essa enzima ocorre na forma de isoenzimas. Confirmando essa hipotese,
DEWEY et al. (1994) relataram que o gene que codifica para
colinafosfotransferase representa um membro de uma pequena familia
multigénica. A existéncia de isoenzimas evidencia que algumas podem ser
ativas em temperaturas mais baixas.

Assim, as isoenzimas colinafosfotransferases de semente de soja
podem ser uma das enzimas da biossintese de lipideos que contribuem para
maior producdo de &cidos graxos polinsaturados para serem utilizados na
biossintese dos lipideos estruturais e dos lipideos de reserva. Dessa forma,
plantas de soja, sob baixa temperatura, podem estar produzindo essas

isoenzimas como um dos mecanismos de tolerancia ao frio.

3.1.3. Determinacdo dos parametros cinético-enzimaticos, Kmg,, €

Vmaxapp, para colinafosfotransferase

Na Figura 4, apresenta-se o grafico de Michaelis-Menten para formacéao
de fosfatidil[**C]colina, catalisada pela colinafosfotransferase. Observou-se que
essa enzima segue a cinética de Michaelis-Menten, produzindo curva
hiperbdlica de velocidade versus concentracdo de substrato.

Os valores dos parametros cinéticos Kuapp € VMaXxapp, calculados para
formacéao dos produtos, estado apresentados no Quadro 1.

De acordo com MOORE (1982), a colinafosfotransferase do endosperma
de mamona e folhas de espinafre possui um Kmg,, para CDP-colina de
aproximadamente 0,1 x 10® mol.L?, enquanto a colinafosfotransferase de
cotilédones em desenvolvimento e de acgafrdo possui um Kmgyy, de 0,4 X
10" mol.L™* (SLACK et al., 1985). Uma vez que o valor numérico de Ky
estabelece o nivel intracelular aproximado de substrato, ou seja, reflete o
ambiente celular e é uma constante para dada enzima, esse valor fornece um
meio de comparacado entre enzimas de diferentes organismos ou de diferentes
tecidos do mesmo organismo, ou do mesmo tecido em diferentes estadios de
desenvolvimento. Portanto, infere-se, com base na comparacéo de dados, que
as enzimas oriundas de mamona, espinafre e acafrdo possuem uma afinidade
aparente ligeiramente maior pelo substrato em relacéo a colinafosfotransferase

da semente de soja.
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Gréfico de Michaelis-Menten para formacéo de fosfatidil[**C]colina,
catalisada pela colinafosfotransferase de sementes de soja.
Condicdes experimentais: tamp&o Tricina-KOH 6 x 102 molL™, pH
8,0; CDP-colina 0,25 a 128 x 10™ molL™; e CDP-[**C]colina 4 x 10’
molL™. Quantidade de extrato microssomal: 66,3 (L. Concentrac&o
de proteina total no extrato microssomal: 1,60 mg/mL. O
experimento foi conduzido a 30 °C, durante cinco minutos. A linha
continua foi tragada com base em pontos tedricos, utilizando-se a
equacdo de Michaelis-Menten, para obtencdo de Kmgp, € VmaXapp.
Os pontos sdo experimentais. Insercdo: grafico de Lineweaver-Burk.

Quadro 1 — Parametros cinéticos Kmgp € Vmaxayp, para formacgdo de

fosfatidil[**C]colina catalisada pela colinafosfotransferase de
sementes de soja, obtida por meio de regressdo nao-linear,
utilizando-se o] programa  de computacao Enzifitter
(LEATHERBARROW, 1987)

COLINAFOSFOTRANSFERASE

KMapp 2,3x 10" mol.L?

VmaXapp 89,30 nmoles de CDP-[**C]colina incorporada a DAGs. min™
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3.2. Lisofosfatidilcolina aciltransferase
3.2.1. Curva de tempo para formacéo de fosfatidilcolina-[**C]oleoil

Na Figura 5, mostra-se que a curva de tempo para formacédo de
fosfatidilcolina-[**CJoleoil, catalisada pela lisofosfatidilcolina aciltransferase,
apresentou-se linear por todo o periodo analisado, ou seja, 25 minutos. A
linearidade da curva por periodos mais prolongados foi encontrada por
GRIFFITHS et al. (1985), os quais observaram uma taxa linear de incorporacéo
de C, na fracao lipidica total, nos primeiros 80 minutos, em acafréo e girassol;
e por STYMNE e STOBART (1985), que verificaram, em cotilédones de linho
em desenvolvimento, uma atividade linear de 40 minutos.

Foi definido o tempo de cinco minutos de reacdo para realizacdo dos
experimentos posteriores.

3.2.2. Efeito da temperatura na formacdo de fosfatidilcolina-[**C]oleoil

O efeito da temperatura sobre a atividade da lisofosfatidilcolina
aciltransferase esta apresentada na Figura 6.

Observa-se que ocorreram, pelo menos, dois picos de atividade, um
entre 10 e 15 °C e o outro a 25 °C. A temperatura de analise, em experimentos
posteriores, foi de 30 °C, uma vez que a diferenca entre 25 e 30 °C € pequena,
também para efeito de comparacdo de parametros com a
colinafosfotransferase.

A presenca de mais de um pico de atividade indica a existéncia de
isoformas da enzima, o que indica que estas, apresentando alta atividade em
baixas temperaturas, poderiam contribuir para o aumento do teor de acidos
graxos polinsaturados na fracdo 6leo, quando plantas de soja cresceram em
condicbes de baixa temperatura.

Pelo fato de essa enzima fazer parte do conjunto de enzimas
responsaveis pelo enriquecimento do pool citoplasmatico de acil-CoA
polinsaturados para serem utilizados na biossintese do 6leo, possivelmente a
ocorréncia dessas isoformas auxiliariam na producédo de quantidades maiores
desses acidos, os quais forneceriam uma consisténcia liquida a fracédo 6leo de
reserva nas sementes produzidas em baixas temperaturas.

47



300 ~

ST
£ £
§<;§ 250 -
0 08
Eﬁé’
Egoé
<E§ 200 -
8L
o o
£t
150 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (minutos)

Figura5— Curva de tempo para formacdo de fosfatidilcolina-[**C]oleail,
catalisada pela lisofosfatidilcolina aciltransferase de sementes de
soja. CondicBes experimentais: tamp&o fosfato de potassio 1 x 10™
molL™, pH 7,2; oleoil-CoA 1,6 x 10* molL™; e [**C]oleoil-CoA 3,4 x
10® molL!. Quantidade de extrato microssomal: 77,4 CL.
Concentracao de proteina total no extrato microssomal: 1,55 mg/mL.
O experimento foi conduzido a 30 °C.
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Figura 6 — Efeito da temperatura sobre a formacéo de fosfatidilcolina-[**CJoleail,
catalisada pela lisofosfatidilcolina aciltransferase de sementes de
soja. Condicdes experimentais: tampao Tricina-KOH 6 x 102 molL?,
pH 8,0; CDP-colina 4 x 10™° molL™; e CDP-[**C]colina 4 x 10”7 molL™.
Quantidade de extrato microssomal: 92,3 [L. Concentracdo de
proteina total no extrato microssomal: 1,30 mg/mL. A mistura
reacional foi incubada por um periodo de cinco minutos.
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3.2.3. Determinacdo dos parametros cinético-enzimaticos Kmgyp €

Vmaxapp, para lisofosfatidilcolina aciltransferase

Na Figura 7, apresenta-se o gréafico de Michaelis-Menten para formacéo
de fosfatidilcolina-[**C]oleoil, catalisada pela lisofosfatidilcolina aciltransferase.
Nessa figura esta inserido o grafico de duplo-reciproco (LINEWEAVER-BURK,
1934). Observa-se que essa enzima segue a cinética de Michaelis-Menten,

produzindo curva hiperbolica de velocidade versus concentracao de substrato.
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Figura 7 — Grafico de Michaelis-Menten para formacdo de fosfatidilcolina-
[**Cloleoil, catalisada pela lisofosfatidilcolina aciltransferase de
sementes de soja. CondicBes experimentais: tampé&o fosfato 1 x 10™
molL™, pH 7,2; oleoil-CoA 2 a 1.600 x 10° molL™; [**C]oleoil-CoA
3,4 x 10° molL™; e palmitoil-lisofosfatidilcolina 1 x 10 molL™,
Quantidade de extrato microssomal: 45,5 L. Concentracdo de
proteina total no extrato microssomal: 2,64 mg/mL. O experimento
foi conduzido a 30 °C, durante cinco minutos. A linha continua foi
tracada com base em pontos tedricos, utilizando-se a equacdo de
Michaelis-Menten, para obtengdo de Kmgy, € Vmaxap. Os pontos
sdo experimentais. Insercao: grafico de Lineweaver-Burk.

Os valores dos parametros cinéticos Kwapp € VMmaxapp, calculados para

formacao dos produtos, estdo no Quadro 2.
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Quadro 2 — Parametros cinéticos Kmgyp € Vmaxap, para formacdo de
fosfatidilcolina-[**Cloleoil ~ catalisada pela lisofosfatidilcolina
aciltransferase de sementes de soja, obtida por meio de regresséo
nao-linear, utilizando-se o programa de computacdo Enzifitter
(LEATHERBARROW, 1987)

LISOFOSFATIDILCOLINA ACILTRANSFERASE

KMapp 7,6 x 10”molL™

vm aXapp 28 nmoles de [**CJoleoil incorporada em palmitoil-lisofosfatidilcolina. min™

De acordo com MOREAU e STUMPF (1982), a lisofosfatidilcolina
aciltransferase de agafréo possui um Kmgy, para oleoil-CoA de
aproximadamente 0,95 x 10™ mol.L™. Assim, essa enzima possui maior
afinidade pelo substrato oleoil-CoA, ou seja, ocorre melhor adaptacdo do

substrato ao centro ativo da lisofosfatidilcolina aciltransferase de acafrao.

3.3. Determinacgéo da atividade da colinafosfotransferase e
lisofosfatidilcolina aciltransferase em sementes de soja, produzidas
em temperaturas de 34/28 e 22/13 °C — dia/noite

As enzimas que controlam a biossintese de &cidos graxos, para
producédo do 6leo nas sementes de soja, Sao sensiveis a temperatura durante o
tempo de deposicdo do 6leo (WILCOX e CAVINS, 1992). No entanto, tais
enzimas e o mecanismo de sua regulacdo, induzido pela temperatura, estéo
sob investigacao.

Com base nessas informacdes, a atividade da colinafosfotransferase e
da lisofosfatidilcolina aciltransferase foi avaliada, nos diversos estadios de
desenvolvimento da semente de soja da variedade comercial — CAC-1 e da
linhagem mutante — CC4, ambas crescidas em duas condi¢des de temperatura:
22/13 e 34/28 °C — dia/noite.

Para determinacdo da atividade da colinafosfotransferase e da
lisofosfatidilcolina  aciltransferase, foram utilizados os dados cinético-
enzimaticos obtidos no experimento anterior. Para efeito de comparacéo, a

andalise das atividades de ambas as enzimas foi feita a 30 °C.
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Nas Figuras 8a e b e 9a e b, apresentam-se as atividades da
colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina aciltransferase, nos diversos
estadios do desenvolvimento da semente de soja da variedade CAC-1 e da
linhagem CC4, respectivamente.

A atividade da colinafosfotransferase foi mais elevada em plantas
cultivadas em condicdes de baixa temperatura, tanto na variedade CAC-1
quanto na linhagem CC4, nos seis estadios de desenvolvimento da semente,
ou seja, durante todo o periodo de enchimento do grdo de soja.

A colinafosfotransferase apresentou alta atividade durante todo o
desenvolvimento do grdo de soja, em ambos os genétipos. De acordo com
SLACK et al. (1985), a atividade da colinafosfotransferase, em sementes
oleaginosas, é significativamente induzida durante o desenvolvimento da
semente e concomitante ao acumulo de triacilglicerais.

Em ambos o0s genoétipos, a atividade da lisofosfatidilcolina
aciltransferase foi maior nas sementes produzidas em condicbes de baixa
temperatura. Essa enzima apresentou maior atividade nos estadios iniciais de
desenvolvimento da semente, época que coincide com a maior producédo do
acido linolénico. De acordo com WANG e HILDEBRAND (1988), a producéo de
linolenato é regulada, em sementes de soja em desenvolvimento, durante todo
o enchimento do gréo, sendo mais alta nos estadios iniciais de formacdo da
semente, com a quantidade relativa diminuindo nos estadios finais do
desenvolvimento.

Esses resultados indicam que a colinafosfotransferase e a
lisofosfatidilcolina aciltransferase, responsaveis pelo enriquecimento do 6leo
com &cidos graxos polinsaturados, apresentaram-se mais ativas em baixas
temperaturas e, por consequéncia, poderiam estar sendo reguladas, em nivel
transcricional ou pés-traducional, pela temperatura. Fato observado também
por CHEESBROUGH (1989), que relatou que a atividade da
colinafosfotransferase € regulada pela temperatura ambiente durante o
desenvolvimento da semente. Eles descreveram aumento da atividade da
mesma quando as plantas cresceram a uma temperatura de 20 °C, bem como

diminuic&o da atividade na temperatura de 35 °C.
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Estadios do desenvolvimento da semente de soja

Atividade da colinafosfotransferase de sementes de soja dos
gendtipos CAC-1 (a) e CC4 (b). As plantas foram cultivadas nas
temperaturas de 34/28 °C e 22/13 °C (dia/noite). Estadios de
desenvolvimento das sementes, com base no peso fresco: 1° -0 a
75 mg, 2° - 76 a 150 mg, 3°— 151 a 225 mg, 4° — 226 a 300 mg, 5° —
301 a 375 mg e 6% — 376 a 450 mg.
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Figura 9 — Atividade da lisofosfatidilcolina aciltransferase de sementes de soja
dos gendtipos CAC-1 (a) e CC4 (b). As plantas foram cultivadas nas
temperaturas de 34/28 °C e 22/13 °C (dia/noite). Estadios de
desenvolvimento da semente, com base no peso fresco: 1° — 0 a
75 mg, 2°— 76 a 150 mg, 3°— 151 a 225 mg, 4° — 226 a 300 mg, 5° —
301 a 375 mg e 6% — 376 a 450 mg.
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Comparando as atividades da colinafosfotransferase e da
lisofosfatidilcolina aciltransferase, entre os genétipos, foi observado que, em
baixa temperatura, a colinafosfotransferase da semente de soja da variedade
CAC-1 mostrou-se mais ativa em praticamente todos os estadios de
desenvolvimento. O mesmo comportamento foi observado com relacdo a
atividade da colinafosfotransferase quando as plantas foram cultivadas em alta
temperatura.

Com relacdo a atividade da lisofosfatidilcolina aciltransferase,
observou-se que ela foi maior nas sementes de soja da variedade CAC-1 do
gue nas sementes da linhagem CC4, em baixa temperatura. Em alta
temperatura, a atividade foi superior somente nos dois primeiros estadios de
desenvolvimento; nos ultimos, a atividade tendeu a ser semelhante. Portanto,
esses resultados, adicionados aqueles associados com a composicdo de
acidos graxos no 6leo de soja, evidenciam que a planta de soja responde a
variacdo ambiental (decréscimo da temperatura) com o aumento de acidos
graxos polinsaturados, os quais podem estar em maior concentracao devido ao
aumento das atividades da colinafosfotransferase e da lisofosfatidilcolina
aciltransferase.

Além disso, a variedade CAC-1 apresentou tanto maior variagdo no nivel
do &cido linolénico quanto na atividade das enzimas, indicando que a linhagem
CC4, derivada da variedade CAC-1, apresenta maior estabilidade na
composicdo do 6leo em condices adversas de temperatura.

A influéncia da temperatura de crescimento das plantas sobre as
atividades da colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina aciltransferase nas
sementes de soja em desenvolvimento pode ser observada no Quadro 3.

Observou-se que ocorre interacdo entre genotipo x ambiente com
relacdo a ambas as caracteristicas, em que a atividade das duas enzimas

diferiram nas duas condi¢cdes de temperatura analisadas.
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Quadro 3 — Atividade especifica da colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina
aciltransferase em sementes de soja da variedade CAC-1 e
linhagem CC4, produzidas nas temperaturas de 22/13 °C e
34/28 °C (dia/noite). As atividades foram detectadas apds cinco
minutos de reacao a 30 °C

Temperatura Colinafosfotransferase Lisofosfatidilcolina aciltransferase

(°C, dia/noite) nmoles de CDP-[*“Clcolina inc. em DAGs. nmoles de [**Cloleiol.CoA inc.em
min™. mg™* de ptn microssomal LFC. min™. mg™ de ptn microssomal
CC4 CAC-1 CC4 CAC-1
22/13 166,88 213,06 43,01 54,50
34/28 89,67 104,40 20,54 27,71

DAG- diacilgliceréis e LFC - lisofosfatidilcolina.
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4. CONCLUSAO

Um melhor entendimento dos mecanismos bioguimicos e genéticos
operativos no controle das quantidades relativas dos principais acidos graxos
pode facilitar o desenvolvimento de variedades com contetddo proporcional de
acidos graxos que atenda melhor a industria de derivados da soja. Estudos tém
dado maior enfoque as dessaturases, enzimas envolvidas na introducao de
duplas ligacdes as moléculas de acidos graxos. No entanto, neste trabalho
mostrou-se que as enzimas colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina
aciltransferase, responsaveis por disponibilizar acidos graxos polinsaturados
para a biossintese de triacilglicerdis, podem, também, ter papéis relevantes,
pois apresentaram elevadas atividades quando as plantas foram cultivadas em
baixa temperatura.

Em particular, a enzima lisofosfatidilcolina aciltransferase pode ter sido
a maior responsavel por enriquecer o Oleo de soja com acidos graxos
polinsaturados, devido ao fato de existirem isoformas de lisofosfatidilcolina
aciltransferase apresentando alta atividade em baixas temperaturas (pico de
atividade entre 10 e 15 °C). Dessa forma, essa enzima pode ter participacéo
efetiva em aumentar o contetddo de &cidos graxos polinsaturados para garantir
maior fluidez dos lipideos de reserva quando sementes de soja sdo produzidas

em condi¢cdes de baixa temperatura.
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CAPITULO 1l

EFEITO DA TEMPERATURA NA EXPRESSAO DO GENE QUE CODIFICA
COLINAFOSFOTRANSFERASE EM SEMENTES DE SOJA

1. INTRODUCAO

Oleo de soja, como alguns outros 6leos vegetais, € composto quase que
exclusivamente de triacilgliceréis, que sao definidos quimicamente como
compostos que possuem trés moléculas de acidos graxos esterificadas aos
grupos hidroxilas da molécula de glicerol. Os principais &acidos graxos
encontrados no 6leo de soja comercial sdo: acido palmitico (11%) e &cido
estearico (4%), acidos graxos saturados e acido oléico (21%), acido graxo
monoinsaturado e acido linoléico (53%) e acido linolénico (8%) e acidos graxos
polinsaturados (com duas e trés duplas ligacbes, respectivamente). Acidos
graxos polinsaturados, disponiveis apds a hidrolise das moléculas dos
triacilglicerdis, sé@o essenciais na dieta dos mamiferos; entretanto, s&o
facilmente oxidaveis, diminuindo a qualidade nutricional do 6leo.

O conteudo de &cidos graxos polinsaturados é o mais importante
determinante da qualidade do 6leo (BRUNER et al., 2001), e, portanto, existe
um consideravel interesse em se modificar a composi¢cdo do O6leo por
melhoramento tradicional ou pelo uso de novas técnicas de biologia molecular.

Para tanto, modificacbes genéticas na composicdo do Oleo de -culturas
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oleaginosas ja estdo sendo obtidas, em varios laboratérios, com o objetivo de
produzir 6leos com atributos nutricionais e funcionais desejaveis (WANG e
HILDEBRAND, 1988; OSORIO et al., 1995; KINNEY, 1996).

A composicdo relativa desses &cidos tanto nos lipideos de membrana
guanto nos de reserva varia com a temperatura de crescimento da cultura. Em
uma ampla variedade de organismos, o grau de insaturacao dos acidos graxos
aumenta quando o organismo é exposto a baixa temperatura, ou seja, existe
correlacdo inversa entre o teor de &cidos graxos polinsaturados e a
temperatura de crescimento (SOMERVILLE e BROWSE, 1991).

Programas de melhoramento com o objetivo de elevar teores de acidos
graxos especificos no 6leo, por meio de mutagénese quimica e, ou, fisica, tém
sido conduzidos com sucesso em diversas espécies, incluindo linho, soja e
canola (URIE, 1985; TONNET e GREEN, 1987; OHLROGGE et al., 1991;
KINNEY, 1994 e 1996). Para essas espécies, a modificacdo resulta da
presenca de, no minimo, um alelo que inibe a producdo de uma enzima do
metabolismo de acidos graxos, levando ao acumulo de produtos intermediarios
no 6leo (MIQUEL e BROWSE, 1994). Exemplos incluem linhagens mutantes de
soja com baixo teor de acido linolénico (18:3): C1640 (3—4%), cujo conteudo
reduzido em &acido linolénico é controlado por um alelo no locus fan; A5 (alto
teor de acido oléico — ~ 40% e baixo de acido linoléico); e A23 (conteudo de
2% em &cido linolénico), os quais, apds o cruzamento, originaram os mutantes
Al6 e Al7 (o primeiro com conteudo normal de acido palmitico e baixo
contetdo de &cido linolénico — ~ 2,2% e, 0 segundo, com alto contetado de
acido palmitico e baixo contetddo de acido linolénico- ~ 2,4%) (WILCOX e
CAVINS, 1986; RENNIE e TANNER, 1991; OHROGGE et al., 1991; RAHMAN
et al., 1994; BYRUM et al., 1997).

De acordo com KINNEY (1994), esses mutantes variaram seus
contetdos de &cido linolénico em funcdo da temperatura de crescimento; por
exemplo, quando plantas de soja da linhagem C1640 (mutante fan) cresceram
a temperatura de 40/30 °C - dia/noite, o conteudo de acido linolénico nos
triacilglicerdis da semente foi de 2%, enquanto a temperatura de 15/12 °C —
dia/noite esse conteudo alterou-se para 8%. Embora genes de efeitos maiores
estejam envolvidos no controle de baixo teor de linolénico, os resultados do

trabalho de FEHR et al. (1992) indicam que genes de efeitos menores, além
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dos efeitos ambientais, sdo importantes na determinacdo do conteudo desse
acido. Como consequéncia, reducédo no contetdo de acido linolénico pode ser
considerada uma caracteristica quantitativa em programas de desenvolvimento
de cultivar.

Adicionalmente, melhoramento genético para modificar a composicéo de
acidos graxos tem se efetuado pelo isolamento de genes que codificam
enzimas especificas no metabolismo de lipideos. Exemplos incluem a
expressdo anti-senso, semente-especifica, do gene que codifica para [0-9
dessaturase (estearil-ACP dessaturase) para aumentar os niveis de acido
estearico (~ 40%) em sementes oleaginosas de duas espécies de Brassica
(KNUTZON et al., 1992); expressdo, semente-especifica, de uma tioesterase
carreadora de &cidos graxos de cadeia média (acido laurico e acido miristico)
em semente de Arabidopsis thaliana e Brassica napus (VOELKER et al., 1992);
expressao anti-senso do gene que codifica para [0-3 dessaturase (linoleoil
dessaturase), com baixo teor de acido linolénico (1,5%) e [1-6 dessaturase
(oleoil dessaturase), com conteudo menor de acido linoléico e maior de acido
oléico (O 80%), em sementes de soja (KINNEY, 1994).

Desse modo, alelos mutantes (ou expressao anti-senso constitutiva nas
sequéncias de genes envolvidos na biossintese de lipideos) em soja e em
outras culturas oleaginosas de interesse podem diminuir consideravelmente os
niveis de acidos graxos polinsaturados em tecidos vegetais e em sementes.
Entretanto, tais modificacbes podem ser cruciais para a sobrevivéncia da
planta: mutacdes no gene fad 2 (locus da oleoil dessaturase) em Arabidopsis
nao afetam o crescimento vegetativo dos mutantes a 22 °C, mas estes nao
sobrevivem a 6 °C (MIQUEL et al.,, 1993). Nessa e em diversas outras
espécies, mutacdes que alteram a composicado de acidos graxos nas sementes
levam a modificacBes associadas nos lipideos de tecidos vegetativos (WANG
et al., 1989; LEMIEUX et al., 1990), e isso significa que a regulagdo molecular
especifica da expressdo do gene em sementes (por exemplo, o uso de
promotores especificos de semente para controle da expressédo de sequéncias
anti-sensos) é uma técnica essencial e possivel para produzir sementes
oleaginosas modificadas em algumas culturas (MIQUEL e BROWSE, 1994). No
entanto, variedades de girassol, ricas em oleato, que foram obtidas por

mutagénese quimica, estdo sendo produzidas comercialmente (URIE, 1985),
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indicando que nessa espécie a eliminacdo de lipideos polinsaturados de
tecidos de sementes ndo tem efeito substancial na biologia da semente
(MIQUEL e BROWSE, 1994).

De acordo com ALONSO e MAROTO (2000), a expresséo do transgene
em tecido especifico é de importancia singular, pois a expressao constitutiva de
alguns transgenes de acidos graxos tem sido prejudicial para a "performance"
do organismo, especialmente em certas condicbes. Essas circunstancias
podem invalidar o uso de plantas transgénicas como veiculo de producéo; e
grandes esforcos sdo necessarios para assegurar a expressao correta (por
exemplo, em sementes) sem outros efeitos adversos.

Na tentativa de buscar respostas a respeito da regulacéo da quantidade de
acidos graxos polinsaturados no 6leo de soja e considerando que a atividade
da colinafosfotransferase foi significativamente elevada em sementes de soja
produzidas em baixa temperatura, este trabalho teve como objetivo analisar o
padrao de amplificacdo do cDNA da colinafosfotransferase por RT-PCR, bem
como o acumulo de transcritos da mesma, pela técnica de Northern blot, a fim

de verificar se a regulacdo ocorre em nivel transcricional.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Sementes de soja ( Glycine max (L.) Merrill) do cultivar comercial CAC-1
e da linhagem CC4, derivada desse cultivar, foram utilizadas neste
experimento. CAC-1 possui teor normal do &cido linolénico (8%), enquanto
CC4 possui baixo teor (3%).

A linhagem CC4 é resultante do cruzamento entre a variedade comercial
CAC-1 e 0 acesso BARC-12. Este acesso, com menos de 3% do &cido
linolénico, foi desenvolvido pelo USDA-ARS em Beltsville, Maryland (EUA).
Esse acesso foi cruzado com o cultivar comercial CAC-1, obtendo-se a geracao
F1. As plantas F1 foram autofecundadas, produzindo a geragcdo F2. Sementes
F2 selecionadas para baixo teor de &cido linolénico foram plantadas em casa
de vegetacdo e retrocruzadas com CAC-1. Tal procedimento de
retrocruzamento, seguido de autofecundacbes e selecdo de sementes, foi
realizado até o terceiro ciclo de retrocruzamento, produzindo, dessa forma,
linhagens quase isogénicas (RC3F4) de CAC-1, que apresentam baixo teor de
acido linolénico. Essas linhagens fazem parte do Programa de Melhoramento
da Qualidade da Soja, desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa, que
visa a criacdo de germoplasma para sua maior aceitabilidade na alimentacao

humana, bem como maior estabilidade oxidativa do 6leo.
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As plantas foram cultivadas no periodo de maio a setembro de 2000. Até
o inicio do periodo reprodutivo, foram crescidas a uma temperatura média
diaria de 31 °C e, entdo, transferidas para duas casas de vegetacdo: uma com
sistema de ventilagcdo, em que a temperatura maxima média foi de 22 °C e a
temperatura minima, média de 13 °C. Na outra, com sistema de aquecimento
artificial, as temperaturas maxima e minima médias foram de 34 e 28 °C,
respectivamente. As medidas de temperatura, por meio de um higrometro,
foram feitas diariamente, as 17 h.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticdes por planta por ambiente de temperatura, totalizando 45
vasos com capacidade para 4,0 kg de solo.

As sementes foram coletadas em um periodo de aproximadamente trés
meses, separadas em seis estadios de desenvolvimento, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a —80 °C, para posteriores analises.

A deteccdo do mRNA correspondente a colinafosfotransferase por RT-
PCR e Northern blot foi realizada nos seis estadios de desenvolvimento, os
quais foram definidos com base no peso fresco da sementes: 1° - 0 a 75 mg,
2% - 76 a 150 mg, 3° - 151 a 225 mg, 4°> — 226 a 300 mg, 5° - 301 a 375 mg e
6° — 376 a 450 mg. Esses estadios compreenderam, praticamente, todo o
periodo de enchimento do grdo, com o ultimo estadio precedendo a maturidade

fisiolégica da semente. No minimo, 100 sementes por estadio foram coletadas.

2.2. Extrac&o de RNA total

O RNA total foi extraido das sementes coletadas em todos os estadios
de desenvolvimento, de acordo com SAMBROOK et al. (1989), porém com
algumas adaptacdes ao protocolo original. Todas as etapas de extracdo do
RNA total foram efetuadas a 4 °C e em condicBes livres de ribonuclease
(RNase). O protocolo modificado € descrito a seguir:

Aproximadamente 4 g de sementes, de cada estadio de
desenvolvimento, foram macerados em nitrogénio liquido e transferidos para
tubos Falcon de 50 mL. A cada amostra foram adicionados 18 mL de tampdao
NTES (NaCl 0,1 molL™; TRIS-HCI 0,01 molL™, pH 7,5; EDTA 1 mmolL™; e SDS

1%), 6 mL de fenol e 6 mL de cloroformio:alcool isoamilico (24:1). Apds
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agitagdo vigorosa por 15 minutos, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g
por 10 minutos. A fase organica foi descartada, e a fase aquosa foram
adicionados 1/10 do seu volume de acetato de sédio 2 molL™ e dois volumes
de etanol. A mistura foi homogeneizada e deixada por uma hora a — 20 °C. O
RNA foi precipitado e coletado por centrifugacédo a 12.000 g, por 15 minutos. O
precipitado foi lavado em etanol 70%, ressuspenso em 2,5 mL de 4gua DEPC e
centrifugado a 7.500 g, por cinco minutos. Ao sobrenadante foram adicionados
2,5 mL de LiCl 4 mol.L. A mistura foi homogeneizada e colocada em repouso
a 4 °C. Apos 12 horas, a mistura foi centrifugada a 12.000 g por 30 minutos e 0
pellet, ressuspenso em 1,8 mL de agua DEPC (agua tratada com
dietilpirocarbonato). A essa solucao foram adicionados 0,2 mL de acetato de
s6dio 2 molL™ e 3,6 mL de etanol. A mistura foi agitada e deixada em repouso
por aproximadamente cinco horas a —20 °C. Em seguida, foi centrifugada a
12.000 g por cinco minutos, e ao precipitado foi adicionado etanol 70% para
lavagem e total descontaminacdo. O etanol foi descartado e ao pellet,
totalmente seco, foram adicionados 600 pL de agua DEPC. Aliquotas de
150 pL de solucdo de RNA total foram divididas em microtubos e armazenadas
a— 80 °C até o uso.

A integridade do RNA total isolado foi verificada por eletroforese em gel
de agarose 1,2%, contendo 0,1 mg/mL de brometo de etidio. A presenca de
duas bandas bem distintas indica a preservacao dos RNA ribossémicos 18S e
28S, forte indicio de que ndo ha degradacao apreciavel das amostras de RNA.

A quantificacdo do RNA foi feita em espectrofotometro a 260 nm e a
concentracdo, estimada pela formula: [RNA]ng/nmL= (Aze0*f*40)/1.000, em que f
é o fator de diluicdo (SAMBROOK et al., 1989).

2.3. Sintese da primeira fita de cDNA

A fita de cDNA inicial foi sintetizada pela enzima transcriptase reversa a
partir de RNA total, utilizando-se o kit Super Script™ Preamplification System
for First Strand cDNA Synthesis, da Life Technologies, que se baseia no
protocolo de SOKOLOV e PROCKOP (1994). O método de iniciacdo da
primeira fita de cDNA empregado foi o que utiliza o primer oligo-dTi2.18, que

pareia a cauda poli A+, presente na maioria dos mRNAs eucariéticos.
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A transcricdo reversa do mRNA poli A+ foi realizada em reacdes de
20 ni, contendo: 10 ngy de RNA total tratado com a enzima RQI DNase |
(Promega); 0,5 ng de primers oligo-dTi21s; 1 ML da mistura de
desoxinucleosideos trifosfatados 10 mmolL™; 2 pL MgCl, 25 mmolL™?, 2 pL de

ditiotreitol (DTT) 0,1 molL™®; e 200 unidades de transcriptase reversa.
Inicialmente, o oligonucleotidio especifico e o RNA total sofreram uma
desnaturacdo a 70 °C por 10 minutos. Em seguida, foram acrescentados o0s
demais componentes da reacdo, que foi mantida a 42 °C por cinco minutos,
para ocorrer a transcricao reversa, e, posteriormente, a 70 °C por 15 minutos,
para inativacdo da enzima. Finalmente, ap0s a adicdo de 1 [OL (4 unidades) de
ribonuclease H, que degrada a fita de mRNA do hibrido cDNA:mRNA, as
amostras foram incubadas a 37 °C por 20 minutos e armazenadas a —20 °C até
0 momento de uso.

Como o RNA total pode conter pequenas quantidades de DNA gendémico
que podem ser amplificados com o cDNA-alvo, para cada reacéao foi feito um
controle sem transcriptase reversa (RT-). Esse procedimento permitiu avaliar o
sucesso do tratamento com a DNase | e determinar se dado fragmento foi
originado a partir do DNA gendmico ou do cDNA.

A técnica de RT-PCR foi utilizada para obter fragmentos de cDNA
especifico do gene que codifica para colinafosfotransferase e para fazer uma
avaliacdo de possiveis variacbes nos niveis de expressdo desse gene. Para
confirmar o resultado obtido no experimento de RT-PCR, o cDNA foi utilizado
como sonda nos experimentos de Northern blot. O cDNA que foi amplificado
para obtencdo da sonda homologa pertence as sementes da variedade CAC-1,

no segundo estadio de desenvolvimento.
2.4. Construcao dos oligonucleotideos especificos

Oligonucleotidios especificos foram construidos a partir da sequéncia
depositada no GenBank, que representa o cDNA da colinafosfotransferase
(AAPT1) da semente de soja. O programa utilizado para constru¢cdo dos
oligonucleotidios foi o Primer3 Input Program, que esta disponivel no seguinte

endereco eletrdnico:
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http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primers3.html
(ROZEN e SKALETSKY, 1998). Informacdes sobre os oligonucleotideos
especificos utilizados neste trabalho estédo listadas a seguir:

Aminoalcoolfosfotransferase: colinafosfotransferase
Sequéncia dos oligonucleotidios especificos:
AAPT1-L: ATGGGAAGCAAGCTAGACGA
AAPT1-R: ATAATGCTCCCAGGTTGCAC
Tamanho da sequéncia de cDNA depositada no GenBank: 1547 pb
Tamanho esperado para o fragmento RT-PCR: 188 pb
Referéncia da sequéncia do cDNA de origem: DEWEY et al. (1994)

2.5. Amplificacéo e separacao dos fragmentos RT-PCR

Para o par de oligonucleotidios especificos da colinafosfotransferase,
foram otimizadas as condi¢cdes da reacédo de PCR. A primeira fita de cDNA foi
amplificada em uma mistura de reacédo de 25 niL, contendo: 10 nL da solucéo
de cDNA obtido a partir da transcricdo reversa com primer oligo-dT; 1 unidade
de Taq DNA polimerase; dNTPs 10 mmolL™; MgCl, 25 mmolL™; e 5 pmoles/uL
dos oligonucleotidios especificos. As reacdes de PCR foram realizadas em
termociclador PE Applied Biosystems, modelo 9600. As condi¢cdes de
amplificacdo foram: um passo de 94 °C por trés minutos; 35 ciclos a 94 °C por
30 s; 50 °C por um minuto e 72 °C por um minuto; e um passo final a 72 °C por
sete minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,5%,
com tampédo TBE 1X (tris-borato 90 mmolL™, EDTA 1 mmolL™), utilizando-se
brometo de etidio na concentracdo de 1 ng/ 50 mL de gel. As bandas foram
visualizadas sob luz UV e os fragmentos, purificados do gel utilizando o
QIAquick Gel Extraction Kit (250) (QIAGEN) e armazenados a -20 °C até o

momento de uso.
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2.6. Andlise da expresséo por Northern Blot

A técnica de Northern Blot, descrita originalmente por ALWINE et al.
(1977 e 1979), foi utilizada para estimar a cinética de acumulo do mRNA
correspondente a  colinafosfotransferase, em varios estadios do
desenvolvimento da semente de soja. O protocolo utilizado para essa técnica
foi o descrito por SAMBROOK et al. (1989), com as devidas adaptacbes para
hibridizacéo de cada sonda.

Amostras de RNA total (15 ng) nos seis estadios de desenvolvimento
das sementes de soja da variedade CAC-1 e em cinco estadios de
desenvolvimento das sementes de soja da linhagem CC4, cultivadas em alta e
baixa temperaturas, foram fracionadas em gel de agarose desnaturante 1,2%,
contendo formaldeido 37% (produto ativo) e tampdo MOPS 1X (MOPS
20 mmolL™, acetato de sédio 5 mmolL™, EDTA 1 mmolL™, pH 8,0), sendo todas
as condicoes livres de ribonuclease.

A cada amostra foram adicionados 25 [L de tampao de corrida
desnaturante (0,75 mL de formamida; 0,15 mL de MPOS 10X; 0,24 mL de
formaldeido 37%; e 0,28 mL de corante — loading buffer). Essa mistura foi
incubada por 15 minutos a 65 °C. Em seguida, foi resfriada em banho de gelo e
adicionado 1 0L de solucdo de brometo de etidio 10 mg.mL™. Tal mistura foi
aplicada no gel, utilizando-se como tampé&o de corrida MOPS 1X, realizada a
40 volts por aproximadamente quatro horas, e apos a eletroforese o gel foi
fotografado em camera Polaréide (modelo Polaroid MP-4) e incubado por 20
minutos em solucdo SSC 1X (cloreto de sédio 0,15 mmolL™, citrato de sédio 15
mmolL™, pH 7,0) & temperatura ambiente, sob agitacdo lenta. O gel foi, entéo,
colocado sobre o aparato de transferéncia e o RNA, transferido por
capilaridade para uma membrana de ndilon, em solu¢do de SSC 10X por 15 a
18 horas (SAMBROOK et al., 1989; AUSUBEL et al., 1998). Apls a
transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 2X por um minuto, secada em
papel-filtro, sendo o RNA imobilizado utilizando o Stratalinker UV Crosslinker,
modelo 1800 (Stratagene). Esse aparelho tem a funcdo de fixar acidos
nucléicos a membrana de nitrocelulose ou nailon. Durante o crosslinking, uma
ligacdo co-valente se forma entre o grupo amino do nailon e a timina do DNA
ou uracila do RNA, a uma energia de 120.000 OJ/cm?, utilizando-se uma
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lampada de luz UV de 254 nm. As membranas foram armazenadas

adequadamente até o momento de uso.

2.6.1. Marcacédo da sonda

A reacdo de marcacao foi feita pelo método do random primers,
segundo as recomendacbes do Kit Prime-It 1| — Random Primers Labeling
(Stratagene): foram utilizados 10 [IL de random primers, 20 [OL de DNA (35 ng/
(L) e 4 0L de agua deionizada. Essa mistura foi aquecida por cinco minutos a
95 °C e, em seguida, resfriada em banho de gelo. Apbés esse procedimento,
foram adicionados 10 OL de primer buffer, 2,5 OL de [a-P*] dATP (3000
Ci/nmol) e 1 [OL de fragmento de Klenow (5 unidades). Novamente, a mistura
foi aquecida por 20 minutos a 37° e em seguida 2 L de stop mix foram
adicionados a essa mistura. Apos o término da reacdo, as sondas marcadas

foram armazenadas adequadamente a —20 °C até o momento de uso.

2.6.2. Hibridizagéao

A solucdo de hibridizacdo foi constituida de SSC 6X, SDS 0,5% e
solucdo de Denhardt 5X (Ficoll 1% — tipo 400 (Pharmacia), polivinilpirrolidona
1% e albumina sérica bovina 1%).

A hibridizac&o foi conduzida sob os seguintes parametros: 150 ng de
sonda e 15 horas de hibridizagdo a 58 °C. As condicdes de lavagem, apds a
hibridizacdo, foram de um periodo de 20 minutos em solu¢do de SSC 2X e
SDS 0,1% e por dois periodos de 10 minutos, em solucdo de SSC 1X e SDS
0,1%, sendo todas as lavagens a 58 °C. O filme radiografico (Kodak X-
OMATIC) foi exposto por sete dias a —80 °C e, em seguida, revelado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem diversos requerimentos basicos da engenharia metabdlica de
plantas para producdo de sementes oleaginosas com modificagbes na fragéo
Oleo: (1) conhecimento da rota metabdlica e, portanto, das enzimas/genes
envolvidos; (2) clonagem de genes envolvidos na sintese de acidos graxos
polinsaturados; (3) disponibilidade de elementos cis-regulatorios (isto €,
promotores tecido-especifico); e (4) disponibilidade de métodos de
transformacdo para culturas oleaginosas e estabilidade dos transgénicos
(ALONSO e MAROTO, 2000). Dessa forma, apOs verificar que ocorreu
aumento nos niveis de acidos graxos polinsaturados em plantas cultivadas sob
baixa temperatura (Capitulo 1) e que a atividade da colinafosfotransferase
também foi aumentada significativamente sob essa condi¢cdo (Capitulo 1),
tornou-se importante entender o mecanismo de regulacdo dessa enzima. Em
outras palavras, a alta atividade da colinafosfotransferase, em ambos os
genadtipos analisados quando cultivados em condi¢cdes de baixa temperatura,
pode ser devida a um aumento na sintese de moléculas da enzima ou a uma
modificacdo pos-traducional nas moléculas, ja existentes, dessa enzima.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a cinética de acimulo de RNA pelas
técnicas de RT-PCR e Northern Blot.

O par de oligonucleotidios desenhado com base na sequéncia do gene
da colinafosfotransferase, disponivel no GenBank, gerou o fragmento RT-PCR

especifico com o tamanho esperado, demonstrando a eficiéncia dos
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oligonucleotidios construidos e das condi¢cdes empregadas para amplificacéo
do cDNA. Esses oligonucleotidios foram utilizados na técnica de RT-PCR, para
verificar possiveis variacées nos niveis de expresséo desse gene.

Na Figura 1, mostra-se que ndo houve diferenca de amplificacdo do
cDNA correspondente a colinafosfotransferase nas duas temperaturas de
crescimento analisadas, no primeiro e sexto estadios de desenvolvimento das
sementes da variedade CAC-1 e da linhagem CC4. Isso significa que 0s
genotipos, independentemente da temperatura de crescimento, apresentaram
bandas idénticas correspondentes a colinafosfotransferase, quando seu cDNA
foi amplificado com os oligonucleotidios especificos.

A néao-diferenciacao do padrdo de expressdo génica entre os genotipos
cultivados em alta e baixa temperaturas, por RT-PCR, pode ser devida a alta
sensibilidade da técnica, que permite a detec¢cdo de cDNAs correspondentes a
MRNAs de baixo numero de cépias. Assim, a técnica de RT-PCR, como feita,
constitui-se de uma analise qualitativa (auséncia ou presenca do fragmento RT-

PCR especifico), e por esse motivo foi realizada a técnica de Northern Blot.

Figura 1 — Amplificacdo do cDNA da colinafosfotransferase pela técnica de RT-
PCR. As linhas 1, 1, 6 e 6 correspondem ao cDNA da
colinafosfotransferase de semente de soja da linhagem CC4 e da
variedade CAC-1 no primeiro e sexto estadios de desenvolvimento,
produzidas nas temperaturas de 34/28 e 22/13 °C (dia/noite),
respectivamente.

Na Figura 2a, mostra-se 0 acumulo dos transcritos da
colinafosfotransferase, por Northern Blot, em sementes da variedade CAC-1 e

da linhagem CC4, crescidas nas temperaturas de 34/28 e 22/13 °C (dia/noite).
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Figura 2 — A): auto-radiografia da analise de Northern Blot para a sonda
AAPT1. A membrana foi hibridizada com a sonda AAPT1, marcada
com [O-P*]dATP, em condicées de baixa estringéncia. O tamanho
aproximado da banda acima é de 188 pb. Em ambas as figuras, os
nameros de 1 a 5 correspondem ao RNA total extraido de sementes
de plantas do gendtipo CC4, nos cinco estadios de
desenvolvimento, cultivado em alta temperatura (34/28 °C -
dia/noite); e de 1’ a 5’, cultivado em baixa temperatura (22/13 °C —
dia/noite). Os numeros de 7 a 12 correspondem ao RNA total de
plantas do gendtipo CAC-1, cultivado em alta temperatura; e de 7' a
12’, cultivado em baixa temperatura. Estadios de desenvolvimento
da semente de soja, com base no peso fresco da semente: 1°-0 a
75 mg, 2° - 76 a 150 mg, 3% — 151 a 225 mg, 4° — 226 a 300 mg, 5°
— 301 a 375 mg e 6% — 376 a 450 mg. B): analise eletroforética em
gel desnaturante de agarose 1,2% do RNA total extraido de
sementes da variedade CAC-1 e da linhagem CC4.

Na Figura 2b, apresentam-se os RNAs totais (controle) extraidos de 22
amostras de sementes de soja. Observou-se que os RNAs mostraram-se
integros quando analisados por eletroforese em gel de agarose. Além disso, 0s
valores confiaveis de absorbancias a 260 nm (quantificacdo dos RNAs) devem
ficar acima de 0,1, e a relacdo A,so/Azgo ideal deve estar entre 1,8 e 2,0; no
presente experimento, essa relacao esteve entre 1,8 e 2,0, o que indica baixa
contaminacdo por proteinas e, ou, fenol residuais, que podem inibir a
transcricdo reversa do RNA.

Com base na Figura 2a, foi observado que o decréscimo da temperatura

nao resultou em alteracdo no acumulo de transcritos da colinafosfotransferase;
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embora niveis significativamente mais elevados de acidos graxos
polinsaturados e alta atividade dessa enzima foram observados. Portanto,
acredita-se que a estabiidade do mMRNA correspondente a
colinafosfotransferase seja baixa ou que a regulacao desta ndo ocorra em nivel
transcricional.

Outra alternativa é que existe a possibilidade de hibridizacdo cruzada
com mRNAs de proteinas de mesma familia (isoenzimas colinafosfotransferase
(DEWEY et al., 994)), podendo, portanto, ser a causa da nao-diferenciacdo no
acumulo de transcritos detectada através da técnica de Northern Blot.

Resultados diversificados sobre inducédo, por baixa temperatura, de
genes envolvidos na biossintese de &cidos graxos tém sido encontrados: em
Arabidopsis, a expressao do gene fad 2, que codifica para [1-6 dessaturase
microssomal, ndo é regulada por baixa temperatura (OKULEY et al., 1994), ja a
expressdo do gene fad 7, para a -3 dessaturase cloroplastidial, parece ser
induzida por baixas temperaturas (GIBSON et al., 1994). Em tabaco
transgénico, a expressao intensificada do gene que codifica para [-3
dessaturase cloroplastidial resultou em aumento nos niveis de acidos graxos
polinsaturados e, consequentemente, intensificou a tolerancia ao frio dessas
plantas (KODAMA et al., 1994). Em cianobactéria (Synechocystis sp. PCC
6803), o nivel de mMRNA para -6 dessaturase aumentou com o decréscimo da
temperatura ambiente (MURATA e WADA, 1995). Em soja, niveis elevados de
acidos graxos polinsaturados em sementes em desenvolvimento, crescidas em
baixa temperatura, ndo foram devidos a uma expressao intensificada de gene
da -6 dessaturase (oleoil dessaturase) (HEPPARD et al., 1996), enzima
responsavel de incorporar dupla ligagdo na molécula de oleato ligada a
fosfatidilcolina.

Diferentes mecanismos, induzidos por temperatura, podem estar
envolvidos na regulacdo da composicdo de acidos graxos em diferentes
organismos. No caso da colinafosfotransferase de semente de soja, outros
mecanismos de regulacdo, como a traducdo ou modificacdo pds-traducional,
podem ser responsaveis pelo aumento nos niveis de acidos graxos
polinsaturados, nominalmente &cidos linoléico (18:2) e linolénico (18:3).

Aumento nos niveis de acidos graxos polinsaturados nos lipideos de

reserva da semente de soja, causado por temperaturas baixas, €
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provavelmente o resultado das regulacées traducional e pés-traducional, como
alteracdo na atividade das dessaturases (CHEESBROUGH, 1989), da
colinafosfotransferase e da lisofosfatidilcolina aciltransferase (YADAV, 1996),
preferencialmente a regulacdo em nivel transcricional.

Segundo DEWEY et al. (1994), o controle pds-transcricional pode
também representar importante papel na regulacdo do gene que codifica para

colinafosfotransferase.
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho, constatou-se que o0 aumento na atividade da
colinafosfotransferase em sementes produzidas sob baixas temperaturas néo
€, provavelmente, devido a regulacdo em nivel transcricional.
Consequentemente, a ativacdo da enzima pode ser regulada por fatores poés-
transcricionais ou por mudancas conformacionais em suas moléculas.

Abordagens em direcdo a um entendimento mais completo da regulacao
génica da sintese de acidos graxos polinsaturados podem envolver, além das
dessaturases, as enzimas colinafosfotransferase (CPT) e lisofosfaticilcolina
aciltransferase (LPCAT), as quais apresentaram alta atividade em sementes de
plantas crescidas sob baixa temperatura. Acredita-se, portanto, que mutagcdes
génicas devem ser obtidas ndo somente para as dessaturases, mas também
para as enzimas responsaveis pelo enriguecimento do conteldo de acidos
graxos polinsaturados na fracdo 6leo, nominalmente colinafosfotransferase e
lisofosfatidilcolina aciltransferase.

Modificacdes na composicdo de acidos graxos nas sementes de culturas
oleaginosas, por meio de mutacdo ou expressao anti-senso, de enzimas-chave
na biossintese de acidos graxos podem resultar em linhagens com
"performance" inaceitavel para producdo. Por exemplo, alteracdes no(s)
gene(s) que codifica(m) para colinafosfotransferase podem ser cruciais para a
sobrevivéncia da planta de soja, uma vez que esta enzima é responsavel ndo

s6 por disponibilizar acidos graxos polinsaturados para producao do 6leo, como
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também por produzir lipideos estruturais de membrana. No entanto, a
lisofosfatidilcolina aciltransferase, apesar da escassez de informacfes sobre
sua sequéncia génica e, ou, aminoacidica, pode, provavelmente, ser alvo de
manipulacdo genética, uma vez que foi detectado alta atividade e essa enzima
apresenta, aparentemente, a funcdo exclusiva de enriquecer o pool de
grupamentos acil-CoA com acidos graxos insaturados para sintese de

triacilglicerais.
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CONCLUSAO GERAL

A soja tem evoluido para ser uma das mais importantes culturas do
mundo, e muito desse crescimento tem sido dirigido para a industria de 6leos
comestiveis. Por isso, o controle genético da biossintese dos acidos graxos
polinsaturados tem sido muito estudado, por meio da obtencdo e
caracterizacdo de mutantes que apresentam diferentes composi¢coes desses
acidos.

Neste estudo, foi verificado aumento do teor de &cido linolénico no éleo
de soja da variedade comercial CAC-1 e da linhagem mutante CC4 quando as
plantas cresceram em baixa temperatura (22/13 °C — dia/noite), porém a
variacao foi menor na linhagem mutante. Adicionalmente, esse teor elevado de
acido linolénico pode ser devido ao aumento das atividades da
colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina  aciltransferase, as quais
apresentaram alta atividade em sementes crescidas em baixa temperatura.

Em ambos os gendétipos, as enzimas tiveram comportamento similar,
evidenciando que a mutacdo na linhagem CC4 nao ocorreu em nenhum dos
genes que codificam para colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina
aciltransferase.

Apesar de estudos extensivos recairem sobre as dessaturases, as quais
introduzem duplas ligacdes nas moléculas de acidos graxos saturados, sugere-
se um estudo mais intensivo e detalhado sobre a enzima lisofosfatidilcolina

aciltransferase, como: purificacdo, cinética enzimética e padrdo de expressao
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do gene que a codifica, uma vez que essa enzima apresentou pico de atividade
a temperatura de 15 °C e sua funcéo parece ser exclusivamente de enriquecer
o pool de acil-CoA com acidos graxos polinsaturados. A manipulacédo genética
dessa enzima poderia ser um caminho viavel para producao de linhagens com
um contelddo menor e mais estavel de acidos graxos polinsaturados nos
lipideos de reserva.

Adicionalmente, acredita-se que o aumento da atividade das enzimas
colinafosfotransferase e lisofosfatidilcolina aciltransferase seja um provavel
mecanismo de tolerancia ao frio utilizado pelas plantas de soja, uma vez que
ambas as enzimas possuem a funcdo de disponibilizar &cidos graxos
polinsaturados, essenciais para manter maior fluidez das membranas

biolégicas e dos lipideos de reserva.
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