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RESUMO 

 

JUNGHANS, Tatiana Góes, D.S., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 
2000. Fixação de nitrogênio, atividade enzimática e isolamento de um 
cDNA de lipoxigenases do sistema radicular de soja. Orientador: Maurílio 
Alves Moreira. Conselheiros: Maria Goreti de Almeida Oliveira, Paulo 
Roberto Mosquim e Everaldo Gonçalves de Barros. 

 

 Linhagens de soja triplo nulas (desprovidas das lipoxigenases da semente) 

foram comparadas com as variedades comerciais elite que lhe deram origem 

quanto à capacidade de nodulação e fixação de nitrogênio. Os resultados 

indicaram que as isoenzimas de lipoxigenases das sementes não são fatores 

determinantes na formação de nódulos e na fixação de nitrogênio. Utilizando-se 

as linhagens Doko normal e Doko triplo nula, inoculadas e não inoculadas, foram 

avaliados os valores de KM app, atividade e "immunoblotting" de lipoxigenases em 

raízes coletadas a 0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias após emergência e em nódulos 

coletados a 10, 15 e 25 dias após emergência. Os valores de KM app para raiz e 

para nódulo de Doko normal e Doko triplo nula indicaram que a eliminação 

genética das lipoxigenases das sementes não afetou a expressão das lipoxigenases 

nestes órgãos. Os valores de KM app para nódulo sugerem que o "pool" de 

lipoxigenases expresso neste órgão é o mesmo nestas duas linhagens no período 

estudado. A atividade de lipoxigenases nas raízes das linhagens Doko normal e 

Doko triplo nula, inoculadas e não inoculadas, declinou com o passar do tempo. 

A maior atividade de lipoxigenases no início de formação de raiz, sugere o 

envolvimento desta enzima no crescimento e desenvolvimento deste órgão. 

Contudo, para nódulo ocorreu um aumento acentuado na atividade de 

lipoxigenase aos 25 dias após emergência, em um estádio de desenvolvimento no 

qual tem-se baixa taxa de crescimento e alta taxa de fixação de nitrogênio, 

sugerindo que lipoxigenase expressa no nódulo estaria envolvida com o 

armazenamento de nitrogênio. Dois grupos de mobilidade com aproximadamente 

94 e 97 KDa foram encontrados nos "immunoblottings" para lipoxigenases de 

raiz e de nódulo. A intensidade das bandas imuno-reativas em raiz e em nódulo 

confirmaram os resultados obtidos com atividade de lipoxigenase, sugerindo que 

as variações de atividade desta enzima nestes órgãos são, principalmente, devido 



 ix

às variações no teor desta enzima. Utilizando-se dois "primers" específicos para 

amplificar prováveis fragmentos de PCR de lipoxigenase, a partir de cDNA de 

nódulo e de raiz de plantas de soja da variedade Doko, obteve-se uma 

amplificação diferencial, indicando a expressão de, pelo menos, uma forma 

distinta de lipoxigenase na raiz, não expressa no nódulo. Um fragmento de PCR 

proveniente de cDNA do nódulo foi clonado e seqüenciado. A seqüência de 

aminoácidos deste clone, revelou ser proveniente de um novo membro da família 

multigênica de lipoxigenase de soja, com possível envolvimento no 

armazenamento temporário de nitrogênio. 
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ABSTRACT 

 

JUNGHANS, Tatiana Góes, D.S., Universidade Federal de Viçosa, December, 
2000. Nitrogen fixation, enzimatic activity and isolation of a cDNA of the 
lipoxygenases in the root system in soybean. Adviser: Maurílio Alves 
Moreira. Committee members: Maria Goreti de Almeida Oliveira, Paulo 
Roberto Mosquim and Everaldo Gonçalves de Barros. 

 

 Soybean lines lacking seed lipoxygenases (triple null) were compared with 

the elite commercial varieties that originated them in relation to nodulation 

capacity and nitrogen fixation. The results indicate that seeds lipoxygenases 

isozymes are not decisive factors for nodulation and nitrogen fixation. Doko and 

Doko triple null lines, inoculated and not inoculated, were used. The 

lipoxygenases values of KM app, activity and immunoblotting from roots 

collected 0, 2, 6, 10, 15 and 25 days after emergency and from nodules collected 

10, 15 and 25 days after emergency were measured. The KM app values of root 

and nodule Doko and Doko triple null lines indicated that the genetic elimination 

of seed lipoxygenases did not affect the lipoxygenases expression in this organ. 

The nodule KM app values suggest that the lipoxygenases pool expressed in this 

organ is the same in these two lines during the studied period. The root 

lipoxygenases activity of Doko and Doko triple null lines, inoculated and not 

inoculated, reduced with time. The largest lipoxygenases activity observed at the 

beginning of root formation suggests the involvement of this enzyme in growth 

and development of this organ. However, for nodules it was noticed an 

accentuated increase of lipoxygenase activity at 25 days after plant emergency. 

At this development stage the nodule has slow growth's rate and high nitrogen 

fixation rate, suggesting that this lipoxygenase could be involved with storage of 

nitrogen. Root and nodule showed, at least, two mobility groups for 

lipoxygenases in immunoblottings, with approximately 94 and 97 KDa. The root 

and nodule immunoreactive bands intensity confirmed the results obtained with 

lipoxygenase activity, suggesting that activity changes in these organs are mainly 

due to variations in enzyme concentrations. Two specific primers were used to 

amplify possible lipoxygenase DNA fragments from nodule and root cDNAs of 

Doko variety. It was observed a differential amplification in these two organs. At 



 xi

least a major form of lipoxygenase expressed in the root was not expressed in the 

nodule. A PCR fragment from nodule with approximately 400 bp was cloned and 

sequenced, resulting in a 353 bp sequence. The amino acids derived sequence of 

this cDNA clone, GmLOXN, where compared with others in the GenBank 

revealing to be a new form of lipoxygenase gene with possible role in temporary 

nitrogen storage. 

 



 

 1

INTRODUÇÃO 

 

 A soja é uma leguminosa de excelente valor nutricional, contudo, ainda 

não é bem aceita pela população brasileira. Isto se deve, principalmente, ao seu 

sabor característico indesejável. Esse sabor característico é resultante da ação de 

três isoenzimas de lipoxigenases da semente de soja, que atuam na oxidação de 

lipídeos. O desenvolvimento de cultivares desprovidas das três isoenzimas de 

lipoxigenases nas sementes de soja é a opção mais viável na melhoria do sabor de 

produtos de soja. 

 O Programa de Melhoramento da Qualidade de Soja do BIOAGRO/UFV 

tem desenvolvido várias linhagens triplo nulas (desprovidas das três isoenzimas 

da semente) derivadas de variedades elite. Essas linhagens triplo nulas têm sido 

avaliadas para vários caracteres agronômicos, contudo, ainda não tinham sido 

avaliadas quanto à capacidade de nodulação e fixação de N2. Tais análises são 

necessárias, haja visto que o nitrogênio requerido para o desenvolvimento de 

plantas de soja é quase completamente suprido pela bactéria Bradyrhizobium, por 

meio do estabelecimento de relação simbiótica. 

 As isoenzimas lipoxigenases são amplamente distribuídas nos 

organismos aeróbicos, incluindo plantas. Vários clones de cDNA ou genômicos 

de lipoxigenases têm sido isolados de diferentes espécies vegetais demonstrando 

uma expressão órgão-específica diferencial. Em soja, lipoxigenases estão 

organizadas em uma família multigênica com, no mínimo, oito genes. As 

lipoxigenases de sementes e de folhas de soja têm sido mais estudadas, contudo, 

as lipoxigenases de raízes e de nódulos não têm sido bem caracterizadas. 

 Muitos dados disponíveis sobre os produtos metabólicos da via de 

lipoxigenase sugerem que eles são potentes biorreguladores, tendo papéis 

importantes em cascatas sinalizadoras, senescência, organogênese, crescimento e 

desenvolvimento vegetal. Ao mesmo tempo, aspectos bioquímicos e 

especialmente fisiológicos da via de lipoxigenase vegetal permanecem pouco 

entendidos. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

1. Nódulos radiculares fixadores de nitrogênio 
 
 A fixação biológica de nitrogênio é um processo que pode ser feito 

unicamente por procariotos, os quais podem ser de vida livre ou estar em 

simbiose com plantas. Em várias dessas simbioses forma-se o nódulo radicular, 

onde a bactéria é hospedada intracelularmente. Nessa condição, a bactéria 

sintetiza a enzima nitrogenase com a qual ela pode reduzir o nitrogênio molecular 

em amônia. Contudo, somente um pequeno grupo de plantas tem a capacidade de 

formar nódulos radiculares fixadores de nitrogênio. As bactérias que têm a 

capacidade de interagir com espécies vegetais da família Leguminosae, são 

denominadas (Azo-, Brady-, Sino-) Rhizobium, que são bactérias de solo gram-

negativas (Gualtieri & Bisseling, 2000). A soja só pode ser nodulada por espécies 

de Bradyrhizobium e de Sinorhizobium. 

 A formação de um nódulo fixador de nitrogênio requer que a bactéria 

induza a atividade mitótica de certas células radiculares, que formarão o 

primórdio nodular. Além da formação do primórdio, a bactéria deve penetrar nas 

células nodulares, a fim de desenvolver nódulos fixadores de nitrogênio. A 

bactéria pode entrar na raiz tanto com mecanismos intracelulares como 

intercelulares. O modo intracelular de infecção é usado pela maioria das 

interações rizóbio-leguminosa. O processo inicia-se com o curvamento de pêlos 

radiculares e no local do curvamento a parede celular é hidrolisada, a membrana 

plasmática invagina-se e um novo material de parede celular é depositado no sítio 

de infecção. Dessa maneira, forma-se uma estrutura similar a um tubo, 

denominada via de infecção, através da qual a bactéria pode entrar na planta. 

Mais provavelmente, a via de infecção cresce por incorporação de vesículas em 

sua extremidade, como ocorre no crescimento do tubo polínico (Kijne, 1992). 

 A via de infecção deve atravessar várias camadas de células corticais 

radiculares, enquanto que o primórdio do nódulo é formado nas camadas 

interiores da raiz. Quando a bactéria infectante chega ao primórdio do nódulo, 

elas infectam um número de células do primórdio. Nesse processo, a bactéria 
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torna-se rodeada por uma membrana celular vegetal e juntas elas formam o 

simbiossomo (Roth & Stacey, 1989). Após a infecção, o primórdio desenvolve-se 

em um nódulo. 

 Nódulos de leguminosas tem anatomia similar a um caule, com feixes 

vasculares periféricos e células infectadas no tecido central e eles desenvolvem-

se a partir de primórdios que são iniciados no córtex. Os nódulos de leguminosas 

são classificados em nódulos determinado e indeterminado. Os nódulos 

indeterminados originam-se a partir de divisões celulares no interior do córtex e 

possuem um meristema persistente em seu ápice. O tipo de nódulo determinado 

origina-se a partir de divisões no córtex mais externo e não possui um meristema 

persistente. O meristema desse tipo de nódulo cessa suas divisões nos estádios 

iniciais de desenvolvimento. As plantas de soja possuem nódulos do tipo 

determinado. 

1.1. Nodulinas 
 
 Pesquisas sobre genes vegetais envolvidos na nodulação têm focalizado 

especialmente sobre genes que se expressam na raiz, mas não em outras parte da 

planta. As proteínas específicas de nódulos de leguminosas denominam-se 

nodulinas. Este nome foi primeiro proposto em 1984 (van Kammen, 1984). 

Desde então, muitos genes de nodulinas têm sido identificados em nódulos de 

leguminosas. Desde a descoberta dos primeiros genes de nodulinas, métodos para 

detectar transcritos, têm se tornado mais sensíveis, por exemplo, métodos 

baseados em PCR. Pela aplicação de tais métodos, têm-se tornado claro que 

muitos dos genes “específicos de nódulo”, são de fato, também expressos em 

outras partes da planta (Gualtieri & Bisseling, 2000). 

 Leghemoglobinas foram as primeiras proteínas específicas de nódulos 

identificadas. Essas proteínas têm um papel importante na regulação da 

concentração de oxigênio livre no interior do nódulo. A enzima nitrogenase da 

bactéria é muito sensível a oxigênio e por essa razão a concentração de oxigênio 

livre no interior do nódulo tem que ser baixa. Contudo, o alto requerimento de 

energia do processo de fixação de nitrogênio, é gerado por fosforilação oxidativa. 
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Leghemoglobinas têm um papel fundamental nesse paradoxo relativo ao 

oxigênio, desde que elas facilitam o fluxo de oxigênio para a bactéria com uma 

baixa concentração de oxigênio livre. Dessa maneira, nitrogenase é protegida dos 

danos causados pelo oxigênio, enquanto suficiente concentração de ATP pode ser 

formado para dar suporte à fixação bioquímica de nitrogênio. 

 Por um longo tempo hemoglobinas vegetais foram consideradas proteínas 

específicas de nódulo. Contudo, genes de hemoglobinas têm agora sido 

identificados em várias plantas que são incapazes de formar nódulos fixadores de 

oxigênio. Plantas que formam nódulos, freqüentemente, possuem genes de 

hemoglobina que são exclusivamente expressos em órgãos não simbiontes, 

enquanto que outros genes de hemoglobina são expressos em nódulos radiculares. 

 

1.2. Genes de nodulação 
 
 Os genes de nodulação (nod) do rizóbio são determinantes na troca de 

sinais entre hospedeiro e simbionte, e têm sido especialmente estudados (Carlson 

et al., 1994; van Rhijn & Vanderleyden, 1995). O produto do gene regulatório 

nodD é ativado na presença de sinais da planta, sobretudo flavonóides, e induz a 

transcrição dos genes estruturais, nod, nol e noc. Por meio dos genes nod, nol e 

noc, o rizóbio produz o fator Nod, um sinal lipooligossacarídeo, que pode induzir 

várias respostas da planta, tais como, formação da via de infecção e divisão das 

células corticais. 

 A composição de flavonóides de exsudatos da raiz difere entre as 

espécies vegetais e mesmo entre as diferentes cultivares da mesma espécie de 

leguminosa. Proteínas NodD provenientes de diferentes espécies ou estirpes de 

rizóbio, e mesmo da mesma estirpe, podem também diferir em suas preferências 

para certos flavonóides (Dénarié et al., 1992). Somente quando os flavonóides 

derivados da planta, bem como, o sinal regulatório do rizóbio possui uma 

estrutura química adequada e ocorre combinação dos parceiros, é possível a 

indução dos genes estruturais nod. Além disso, flavonóides diferem em seu 

potencial para ativação de genes (fraco ou forte) e podem também reprimir a 
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indução do gene nod, dependendo da natureza da proteína Nod (Cunningham et 

al., 1991). Dessa forma, a capacidade e a eficiência de uma estirpe para nodular 

um certo hospedeiro é grandemente afetada pela especificidade do produto 

gênico regulatório em relação aos compostos do exsudato radicular. 

 A expressão dos genes estruturais de nodulação resulta na síntese e 

exportação do fator Nod, um sinal lipooligossacarídeo composto de uma cadeia 

conservada de três a cinco resíduos de β-(1,4)-N-acetil D-glucosamina e uma 

combinação de diferentes substituintes, que são responsáveis pela ampla 

variedade de hospedeiros alcançados pelas bactérias (Carlson et al., 1994). Os 

genes comuns nodABC codificam enzimas que catalisam a síntese da cadeia de 

N-acetil D-glucosamina. Mutações nesses genes impedem a produção do fator 

Nod e consequentemente bloqueiam totalmente a nodulação. As ramificações 

dessa cadeia com diferentes substituintes são mediadas pelo hospedeiro e por 

genes de nodulação específicos do genótipo do rizóbio. Mutação ou ausência de 

um desses determinantes que limitam o hospedeiro, não abolem totalmente a 

capacidade de nodular, porém, causam retardamento da nodulação, redução no 

número de nódulos formados ou alteram a abrangência de hospedeiros da estirpe 

(Sargent et al., 1987; Firmin et al., 1993). 
 
2. Lipoxigenases 

 
Lipoxigenases (linoleato: oxigênio oxirredutase, EC 1.13.11.12) são 

isoenzimas pertencentes à classe das oxirredutases, que catalisam a adição de 

oxigênio molecular a compostos polinsaturados, os quais contêm o sistema 

cis,cis-1,4-pentadieno (Mack et al., 1987). O oxigênio é introduzido no carbono 9 

ou 13 do ácido graxo, por exemplo, ácido linoléico, gerando ácido 9 ou 13 

hidroperoxilinoléico, respectivamente (Mack et al., 1987). A razão de 9 e 13 

hidroperóxidos difere para lipoxigenases de várias espécies vegetais (Vick & 

Zimmerman, 1984). 

 Lipoxigenases são proteínas solúveis de cadeia polipeptídica simples, 

com massa molecular de cerca de 95 KDa (Axelrod et al., 1981). Lipoxigenases 

contêm ferro não-hêmico ligado ao centro ativo, e este desempenha um papel 
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essencial na ação catalítica, sendo que cada molécula de enzima contém um 

átomo de ferro (Sanz et al., 1992), que pode existir tanto como Fe(II), na forma 

cataliticamente inativa da enzima, ou como Fe(III), na forma ativa (Schilstra et 

al., 1993). 

 A maioria das lipoxigenases são inibidas por agentes antioxidantes e 

alguns agentes quelantes como 4-nitrocatecol e compostos o-fenólicos, por 

interagirem com o grupo prostético, ou seja, com o ferro não-hêmico da enzima 

(Sanz et al., 1992). 

 

2.1. Ocorrência de lipoxigenase em plantas 
 

 Lipoxigenase tem sido detectada em um grande número de plantas 

(Siedow, 1991). Embora as isoenzimas de lipoxigenase ocorram em várias células 

da planta, o tecido específico expressando alto nível de lipoxigenase na planta 

pode variar bastante, dependendo do estádio de desenvolvimento e das condições 

ambientais. Contudo, tecidos mais novos e em crescimento contêm maior nível de 

lipoxigenase (Eiben & Slusarenko, 1994; Funk et al., 1985; Matsui et al., 1992; 

Ohta et al., 1986). 

 Estudos para determinar a localização subcelular revelaram a presença de 

isoenzimas de lipoxigenase predominantemente no citosol (Siedow, 1991; 

Stephenson et al., 1998), mas também em cloroplastos (Douillard & Bergeron, 

1981; Feussner et al., 1995), mitocôndrias (Grossman et al., 1972), núcleo 

(Feussner et al., 1995), corpos lipídicos (Feussner & Kindl, 1992), vacúolos 

(Wardale & Lambert, 1980; Vernooy-Gerritsen et al., 1984; Stephenson et al., 

1998), bem como associadas à membrana microssomal e plasmática (Droillard et 

al., 1993; Macrí et al., 1994, Nellen et al., 1995). 

 Sementes de soja apresentam três isoenzimas distintas, denominadas 

LOX 1, 2, e 3. (Axelrod et al., 1981). As três lipoxigenases de semente de soja 

podem ser agrupadas em dois tipos: Ι, ΙΙ. O tipo Ι inclui a isoenzima LOX 1, seu 

pH ótimo está em torno de 9,5. O tipo ΙΙ inclui as duas restantes, denominadas 

acídicas, com pH ótimo entre 5,8 – 6,2 (Galliard & Chan, 1980). Todas as três 
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isoenzimas apresentam uma composição em aminoácidos com grande 

similaridade. LOX 1 apresenta 838 resíduos de aminoácidos com peso molecular 

de 94.038, LOX 2, 865 resíduos com peso molecular de 97.035 e LOX 3, 859 

resíduos com peso molecular de 96.541. Essas lipoxigenases apresentam de 4 a 7 

resíduos de cisteína, 13 resíduos de triptofano, 6 resíduos de histidina, dos quais 4 

deles mantêm o átomo de ferro ligado ao centro ativo da enzima sendo 

importantes na catálise enzimática (Shibata et al., 1988). 

 Shibata et al. (1988), demonstraram a estrutura primária da LOX 1 de 

soja por meio de espectroscopia de massa e raio X e concluíram que LOX 1 

apresenta uma estrutura secundária constituída por dois domínios, sendo um 

formado por uma estrutura β-cilíndrica associada a uma α-hélice e o outro 

formado por 8 estruturas em β-pregueada e 22 α-hélices. 

 Uma classe de lipoxigenase distinta das sementes tem sido identificada 

em tecidos vegetativos (Park & Polacco, 1989; Grayburn et al., 1991). Dentro 

dessa classe, identificou-se LOX 4, 5 e 6 (Kato et al., 1992) e LOX 7 e 8 

(Saravitz & Siedow, 1996). 
 
2.2. Funções de lipoxigenase e de seus produtos 
 
 Vários estudos têm sido feitos com o objetivo de esclarecer o real papel 

das lipoxigenases em tecidos vegetais (Hildebrand, 1989; Siedow, 1991). 

Contudo, lipoxigenases apresentam uma ampla distribuição na célula, o que torna 

difícil a identificação de um papel único para uma dada isoenzima. Isto sugere 

que diferentes isoenzimas possam exercer funções distintas no crescimento e 

desenvolvimento de plantas. Além disso, as reações de lipoxigenases podem 

iniciar a síntese de uma molécula sinalizadora ou estarem envolvidas na indução 

de mudanças metabólicas ou estruturais na célula (Brash, 1999). 

 Dentre os compostos produzidos pela via das lipoxigenases (Figura 1), 

têm-se o ácido traumático, o ácido jasmônico e seus derivados. O ácido 

traumático é conhecido como hormônio da injúria e postula-se que o ácido 

jasmônico é parte integrante de um sistema de transdução de sinal intracelular 

que regula genes de defesa (Farmer & Ryan, 1992). 



 

 8

 O ácido jasmônico é formado pela ação de uma lipoxigenase, localizada 

nos cloroplastos, de uma aleno oxido sintase, de uma aleno oxido ciclase, de uma 

redutase e de três β-oxidações (Figura 1). Ácido jasmônico e seus metil 

jasmonatos podem regular o nível de expressão de lipoxigenase em soja (Bell & 

Mullet, 1991; Anderson et al., 1989; Grimes et al., 1992), em Arabidopsis 

thaliana (Melan et al., 1993), em batata (Fidantsef et al., 1993; Geerts et al., 

1994) e em cevada (Feussner et al., 1995). 

 Os níveis e a função de ácido jasmônico variam nas plantas, não somente 

nas células dos diferentes tipos de tecidos, mas também, nos diferentes estádios 

de desenvolvimento e em resposta a diferentes estímulos ambientais (Creelman & 

Mullet, 1997). Os níveis de ácido jasmônico em semente de soja são baixos, mas 

este ácido é encontrado em altos níveis em folhas, tecidos jovens de raízes, flores 

e frutos em crescimento (Creelman & Mullet, 1995). 

 A via de transdução de sinais do ácido jasmônico ainda não está bem 

esclarecida. Presume-se que o ácido jasmônico interaja com receptores de 

membrana, os quais ativariam a via de sinalização, resultando assim, no aumento 

da transcrição e da tradução de genes de inibidores de protease em resposta à 

injúria, bem como na modulação da expressão de outros genes que influenciam 

em aspectos específicos do crescimento, desenvolvimento e resposta a estresses 

bióticos e abióticos (Creelman & Mullet, 1997). 

 Estudos iniciais mostraram que ácido jasmônico ou metil jasmonato 

podem promover senescência e atuar como reguladores de crescimento (Parthier, 

1991). Pesquisas subsequentes mostraram que ácido jasmônico altera 

especificamente a expressão gênica e que injúrias e elicitores podem causar 

acúmulo de ácido jasmônico/metil jasmonato em plantas (Bell & Mullet, 1993). 

 Injúria mecânica de folhas de batata causou um aumento no teor de ácido 

abscísico, que por sua vez, ativou a biossíntese de ácido jasmônico. Esse aumento 

do teor de ácido jasmônico endógeno ativou, subseqüentemente, a expressão de 

genes induzidos por injúria, tais como, inibidor de protease, de inibidor de 

catepsina D, de leucina aminopeptidase e de treonina deaminase, em diferentes 

partes da planta (Dammann et al., 1997). Esses autores sugerem a existência de
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FIGURA 1 – Via bioquímica das lipoxigenases mostrando parte das reações em 
cascata a partir do ácido linolênico. FI, fator de isomerização. 
Adaptado de Croft et al., 1993 e Creelman & Mullet, 1997. 
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uma via complexa e específica de transdução de sinais, presente em cada órgão 

da planta que regula os efeitos dos fitohormônios, ácido jasmônico e ácido 

abscísico, na expressão diferencial desses genes induzidos por injúria. 

 Essa descoberta foi um passo importante para entender o mecanismo de 

indução de genes de defesa da planta mediante injúria. Sugere-se também a 

necessidade de etileno juntamente com jasmonato e atuação de 

oligogalacturonídeos e outros sinais locais externos como luz ultra violeta, para 

acionarem a via de sinalização em cascata (Farmer & Ryan, 1992). 
 
2.2.1. Injúria e resistência a doença 
 
 Alta atividade de lipoxigenases é observada quando ocorrem danos 

físicos às células, levando à produção de hidroperóxidos de ácidos graxos e de 

radicais livres, que ajudam a estimular a ruptura de membranas celulares, levando 

a célula à morte. Quando tecidos de plantas são danificados por patógenos ou 

mecanicamente, ocorre uma degradação sequencial de lipídios, o que resulta na 

formação de aldeídos voláteis de seis e nove carbonos. Os compostos de seis 

carbonos, hexanal, cis-3-hexenal e trans-2-hexenal são importantes componentes 

do aroma de folhas verdes, e os aldeídos de nove carbonos, cis-3-nonenal, cis-6-

nonadienal e outros são encontrados em frutos (Hatanaka et al., 1982). A 

degradação inicia-se quando os ácidos linoléico e linolênico, são rapidamente 

dioxigenados pelas lipoxigenases em hidroperóxidos, que são então clivados pela 

hidroperóxido liase, formando aldeídos como produtos (Gardner, 1991).  

 O aldeído trans-2-hexenal foi avaliado em vários experimentos, e 

mostrou-se capaz de inibir o crescimento de fungos, insetos e protozoários. O 

mecanismo de atividade antimicrobiana do trans-2-hexenal não é conhecido. 

Croft et al. (1993) relataram que bactérias tratadas com esse aldeído apresentaram 

precipitação do DNA e lise de algumas células.  

 As plantas respondem à injúria por meio de um variado mecanismo de 

defesa, incluindo a fortificação da parede celular, aumento da expressão de genes 

de defesa, síntese de moléculas anti-microbianas, bem como a iniciação de 

processos que levam à cicatrização (Rosahl, 1996). Quando o inseto se alimenta 
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da planta, ele provoca danos, e em resposta a esse dano, a planta produz níveis 

elevados de compostos voláteis, os quais podem servir como um sinal químico 

que atrai os inimigos naturais do inseto. São produzidos terpenos acíclicos, bem 

como xiquimatos, butiratos e compostos voláteis como o 3-hexenal, produzidos 

pela via das lipoxigenases (Figura 1), quando folhas são danificadas (Paré & 

Tumlinson, 1997). 

 Em folhas de soja submetidas à injúria, verificou-se o aumento de 

expressão de LOX 7 e LOX 8 (Saravitz & Siedow, 1996). Embora a expressão de 

LOX 7 e LOX 8 aumente após injúria e após aplicação exógena de metil 

jasmonato, também é expressa em níveis elevados em folhas jovens, em flores e 

tecidos embrionários imaturos. É possível que LOX 7 e LOX 8 desempenhem 

papéis fisiológicos importantes, estando presentes em todos os estádios de 

desenvolvimento da planta e também servindo como fase inicial no mecanismo 

de defesa da planta (Saravitz & Siedow, 1996). 
 
2.2.2. Proteína de reserva vegetativa 
 
 Klauer et al. (1991), estudaram o envolvimento das lipoxigenases durante 

a fase de crescimento vegetativo e verificaram acúmulo de três polipeptídeos de 

aproximadamente 27, 29 e 94 kDa no vacúolo de células do tecido do mesófilo 

paraveinal de folhas de plantas de soja. Esses polipeptídeos, que são proteínas de 

reserva vegetativa, acumulam-se durante o crescimento vegetativo normal e, com 

o desenvolvimento da vagem, são rapidamente degradados, aumentando o "pool" 

de aminoácidos disponíveis para os estádios iniciais do enchimento do grão. 

Provavelmente, a função mais importante dessas proteínas é a nutrição de 

sementes e de folhas nos primeiros estádios de desenvolvimento, porque essas 

proteínas se acumulam nas folhas, mesmo sob condições de baixa disponibilidade 

de nitrogênio. Desses polipeptídeos, o de 94 kDa é um membro da família de 

lipoxigenase (Tranbarger et al., 1991) e responde a muitos dos estímulos que 

induzem a expressão de genes de proteínas de reserva vegetativa (Tranbarger et 

al., 1991; Grimes et al., 1993), tal como, a abundância de nitrogênio estimulando 

o acúmulo de maiores níveis de lipoxigenases (Grimes et al., 1993). Dessa forma, 
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sugere-se que lipoxigenases de plantas sejam proteínas bifuncionais capazes de 

catalisar a peroxidação de lipídios e também de auxiliar no armazenamento 

temporário de nitrogênio durante o crescimento vegetativo. 

 Dentre as lipoxigenases caracterizadas em tecidos vegetativos de plantas 

de soja, foi verificado aumento da expressão do gene para LOX 4 após a remoção 

dos primórdios florais (Kato et al., 1993), de LOX 5 e 6, após a remoção da 

vagem (Bunker et al., 1995) e de LOX 7 e 8, após injúria das folhas (Saravitz & 

Siedow, 1996). Segundo Stephenson et al. (1998), LOX 6 e 7, podem exercer 

funções importantes no armazenamento de nitrogênio a curto prazo. 
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CAPÍTULO 1 

 

NODULAÇÃO E FIXAÇÃO DE NITROGÊNIO DE LINHAGENS DE 

SOJA DESPROVIDAS DAS LIPOXIGENASES DAS SEMENTES 

 

1. INTRODUÇÃO 

 
 As sementes de soja normalmente contêm três tipos de isoenzimas de 

lipoxigenases, denominadas LOX 1, 2 e 3 (Axelrod et al., 1981). Essas três 

lipoxigenases catalisam a adição de oxigênio molecular a ácidos graxos, os quais 

contêm o sistema cis,cis-1,4-pentadieno (Mack et al., 1987). 

 O interesse de se estudar lipoxigenases em sementes de soja está 

associado, em grande parte, à sua importância na determinação de características 

organolépticas de diversos produtos alimentícios a base de soja. Sementes de soja 

contêm altos níveis de lipoxigenase e de seus substratos (ácido linoléico e ácido 

linolênico) que levam à produção significativa de compostos carbonílicos de 

cadeia curta, responsáveis pelo seu sabor característico indesejável, dentre eles o 

hexanal é o mais proeminente (Hildebrand, 1989). Assim, a oxidação catalisada 

pelas lipoxigenases constitui um significante problema na indústria de alimentos, 

uma vez que essas enzimas são responsáveis pela redução no consumo de 

produtos de soja pelo consumidor. Tratamento térmico visando a inativação de 

lipoxigenases, antes ou durante o processamento industrial, e extração dos 

compostos responsáveis pelo sabor característico das sementes de soja com 

solventes orgânicos em produtos derivados apresentaram-se dispendiosos e não 

satisfatórios (Wolf, 1975; Kinsella, 1979; Kitamura et al., 1983). A eliminação 

genética dessas isoenzimas reduz a produção desses compostos, permitindo que a 

soja tenha uma maior utilização na indústria de alimentos (Nishiba et al., 1995).  

 Várias linhagens triplo nulas (desprovidas das isoenzimas LOX 1, 2 e 3 

na semente) derivadas de variedades elite têm sido desenvolvidas pelo Programa 

de Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/UVF, que visa aumentar a 

sua aceitabilidade na alimentação humana. Essas linhagens triplo nulas têm sido 
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avaliadas para caracteres agronômicos, mas não quanto à capacidade de 

nodulação e fixação de N2. Tais análises se fazem necessárias, haja visto que o 

nitrogênio necessário para o desenvolvimento de plantas de soja é adquirido 

principalmente pela simbiose entre a planta e as bactérias Bradyrhizobium 

(Cattelan & Hungria, 1994; Hungria et al., 1994). O objetivo desse estudo foi 

comparar linhagens de soja triplo nulas com as variedades comerciais elite que 

lhes deram origem, quanto à capacidade de nodulação e fixação de nitrogênio. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Material vegetal 
 
 Foram utilizadas linhagens de soja (Glycine max (L.) Merril) 

selecionadas para presença/ausência de lipoxigenases nas sementes, provenientes 

do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja, em andamento no 

BIOAGRO/UFV. Três experimentos foram realizados nos períodos de janeiro a 

março de 1999, de julho a agosto de 1999 e de outubro a dezembro de 1999. 

 No 1o experimento, foram utilizadas linhagens selecionadas para 

presença/ausência de lipoxigenases nas sementes derivadas do cruzamento de 

Cristalina RCH, Doko RC e IAC-12 (progenitores recorrentes) com uma 

linhagem doadora de genes que determinam a ausência das isoenzimas de 

lipoxigenases das sementes (UFV TN). A efetividade do 1o cruzamento entre a 

linhagem UFV TN (l1l1, l2l2, l3l3) e as variedades citadas (L1L1, L2L2, L3L3) foi 

testada utilizando-se análises qualitativas de coloração não destrutivas para 

lipoxigenases das sementes (Suda et al., 1995). A partir do 1o retrocruzamento, os 

genótipos triplo heterozigotos (L1l1, L2l2, L3l3) foram usados como doadores de 

genes. No 4o ciclo de retrocruzamento para Cristalina e no 5o ciclo de 

retrocruzamento para Doko RC e IAC-12, as sementes triplo heterozigotas foram 

selecionadas pelo método espectrofotométrico (Axelrod et al., 1981; Oliveira et 

al., 1998) de forma não destrutiva. As plantas F1, provenientes dos últimos 

cruzamentos, autofecundaram-se em casa de vegetação. As sementes F2 obtidas 

foram submetidas a análises não destrutivas de detecção de lipoxigenases nas 

sementes por meio de análises qualitativas de coloração e testes 

espectrofotométricos para seleção de genótipos homozigotos dominante e 

recessivo para as isoenzimas de lipoxigenase, de forma a selecionar sementes de 

linhagens triplo nulas (l1l1, l2l2, l3l3) e normais (L1L1, L2L2, L3L3) em cada 

população. 

 As sementes selecionadas foram colocadas para germinar em vasos 

plásticos com capacidade de três litros, contendo areia previamente lavada com 

água. A inoculação foi feita na emergência com 1 mL de uma cultura de 
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Bradyrhizobium elkanii estirpe CPAC 15 (108 células mL-1) por vaso. As plantas 

de soja foram cultivadas em condições de casa de vegetação, uma planta por 

vaso, com 12 repetições para cada tratamento. 

 No 2o e 3o experimentos foram utilizadas sementes das linhagens triplo 

nulas oriundas do 6o ciclo de retrocruzamento da variedade Cristalina RCH e do 

7o ciclo de retrocruzamento da variedade IAC-12, bem como sementes das 

respectivas variedades comerciais. A inoculação foi feita nas sementes com 

inoculante em pó contendo Bradyrhizobium japonicum estirpe SEMIA 587 e 

Bradyrhizobium elkanii estirpe SEMIA 5019 (107 de células viáveis por grama do 

produto). No 2o experimento foram utilizadas duas sementes por vaso, deixando 

apenas uma planta por vaso, com 15 repetições para cada tratamento. No 3o 

experimento foram utilizadas quatro sementes por vaso, deixando apenas uma 

planta por vaso, com 10 repetições para cada tratamento. 

 Solução nutritiva (Hoagland & Arnon, 1938), com a supressão de 

nitrogênio, foi fornecida para as plantas a partir do estádio V1 (Fehr & Caviness, 

1977), 100 mL no 1o e 3o experimentos e 50 mL no 2o experimento duas vezes 

por semana. Os tratamentos controle do 2o e 3o experimentos receberam solução 

nutritiva completa (Hoagland & Arnon, 1938) duas vezes por semana, em 

volumes 50 mL e 100 mL, respectivamente. O suprimento de água foi feito 

sempre que necessário. 

 Na primeira semana de cultivo, as plantas receberam, além de macro e 

micronutrientes, 7,5 µmol/L de cobalto na forma de CoCl2. 

 As plantas foram colhidas no estádio R3 (Fehr & Caviness, 1977). A 

escolha desse estádio de desenvolvimento foi baseada no fato de que o máximo 

de nodulação ocorre na fase reprodutiva da cultura (R2 a R5), época em que a soja 

apresenta maior demanda pelos nutrientes e outros fatores de produção. 
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2.2. Detecção da presença de lipoxigenases em sementes de soja 
 
 Foram utilizadas metodologias não destrutivas para detecção das 

lipoxigenases das sementes, tomando-se uma pequena porção do cotilédone, do 

lado oposto ao eixo embrionário das sementes. Análises qualitativas de coloração 

(Suda et al., 1995) foram utilizadas para discriminar presença/ausência de 

lipoxigenases nas sementes e testes espectrofotométricos (Axelrod et al., 1981; 

Oliveira et al., 1998) foram utilizados para discriminar sementes homozigotas 

triplo dominantes de sementes triplo heterozigotas. Análises qualitativas de 

coloração e testes espectrofotométricos foram realizados apenas para 

lipoxigenases 1 e 3, tendo em vista que os genes que determinam a presença das 

lipoxigenases 1 e 2 estão geneticamente ligados. 

 

2.3. Coleta do exsudato do xilema 
 
 A coleta do exsudato do xilema para quantificação das concentrações de 

ureídeos foi feita nos caules das plantas seccionados com um estilete, 

imediatamente acima do nó cotiledonar. A região do caule seccionada foi lavada 

com água destilada e enxugada com papel absorvente para evitar a contaminação 

do exsudato com substâncias contidas no suco das células que foram rompidas 

com o corte. A coleta do exsudato foi feita entre 11:00 e 13:00 horas por meio de 

pipeta Pasteur, por um período de 60 minutos. O material coletado foi 

imediatamente transferido para microtubos e mantidos a 0 oC, em banho de gelo. 

Após a coleta, os microtubos contendo o exsudato de cada planta foram 

armazenados a -80 oC.  

 

2.4. Determinação de aminoácidos e ureídeos totais 
 
 As concentrações de aminoácidos do exsudato do xilema foram 

determinadas por meio de reação colorimétrica com ninhidrina, a partir de uma 

curva padrão constituída de uma mistura dos aminoácidos glicina, glutamato, 

arginina e fenilalanina, em concentrações totais de até 2 mmoles m-3 (Rena & 

Masciotti, 1976). Para determinação das concentrações de ureídeos, alantoína e 
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ácido alantóico, foi utilizado o método proposto por Vogels & van der Drift 

(1970). 

 

2.5. Massa seca das plantas e número de nódulos 
 
 As raízes, os nódulos e a parte aérea foram separados. Os nódulos foram 

contados e em seguida as raízes, os nódulos e parte aérea foram colocadas em 

sacos de papel e secos em estufa de circulação forçada à temperatura de 70 oC, 

até a obtenção de massa constante. 

 

2.6. Análise estatística 
 
 Cada tratamento consistiu no 1o, 2o e 3o experimento de, respectivamente, 

12, 15 e 10 repetições de acordo com um delineamento experimental inteiramente 

casualizado. Os dados foram submetidos a uma análise de variância. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 No 1o experimento foram utilizadas três linhagens triplo nulas e três 

linhagens normais para lipoxigenases, provenientes do cruzamento entre a 

linhagem UFV TN e as variedades recorrentes Cristalina RCH (4o ciclo de 

retrocruzamento) e Doko RC e IAC-12 (5o ciclo de retrocruzamento). Somente as 

linhagens contrastantes para presença de lipoxigenases nas sementes provenientes 

da variedade Cristalina RCH apresentaram diferenças significativas, a nível de 

1% de probabilidade, quanto à massa seca da parte aérea (MSPA), à massa seca 

do sistema radicular (MSSR), ao número e massa seca de nódulos, à concentração 

de ureídeos e a nível de 5% de probabilidade, e razão entre a parte aérea e o 

sistema radicular (PA/SR) (Tabela 1). Todos esses parâmetros medidos foram 

maiores para a linhagem Cristalina triplo nula (CTN), comparada a linhagem 

Cristalina normal (CN). A linhagem CTN apresentou maior nodulação e fixação 

de nitrogênio, uma vez que a concentração de ureídeos no exsudato do xilema 

pode ser usado como uma estimativa da fixação biológica de nitrogênio (Herridge 

& Peoples, 1990; Herridge et al., 1990; Diatloff et al., 1991; Ohtake et al., 1995). 

 A linhagem Doko triplo nula (DTN) apresentou maior número e massa 

seca de nódulos do que a linhagem Doko normal (DN) (Tabela 1). Contudo, 

apesar desses resultados, não ocorreu aumento na concentração de ureídeos no 

exsudato da seiva do xilema devido, provavelmente, a uma baixa fixação de 

nitrogênio nesses nódulos. 

 A linhagem IAC-12 normal (IN) apresentou maior razão PA/SR e maior 

número de nódulos quando comparada à linhagem IAC-12 triplo nula (ITN) 

(Tabela 1). 

 Dos três pares de linhagens contrastantes para presença de lipoxigenases 

nas sementes estudadas, CN e CTN eram as que estavam em um ciclo de 

retrocruzamento mais atrasado. Enquanto que para CN e CTN utilizou-se a 

geração F2 do 4o ciclo de retrocruzamento, para DN, DTN, IN e ITN utilizou-se 

gerações  F2  do  5o ciclo  de  retrocruzamento.  Dessa maneira,  para confirmar os  
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resultados obtidos, delineou-se um 2o experimento com linhagens triplo nulas 

oriundas de retrocruzamentos mais avançados. Das três linhagens triplo nulas, 

selecionou-se a linhagem CTN, por ter apresentado uma maior nodulação efetiva 

que a linhagem CN (Tabela 1) e a linhagem ITN, por ter apresentado um 

comportamento inverso à CTN quanto ao número de nódulos e à razão PA/SR 

(Tabela 1). 

 Nesse 2o experimento foram utilizadas linhagens CTN do 6o ciclo de 

retrocruzamento e ITN do 7o ciclo de retrocruzamento e, por estarem em 

retrocruzamentos  bem  avançados,  pôde-se  compará-las  diretamente  com  suas 

 

 

TABELA 1 – Efeito da inoculação com Bradyrhizobium elkanii estirpe CPAC 15 
sobre massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema 
radicular (MSSR), razão entre MSPA e MSSR (PA/SR), número de 
nódulos (NN), massa seca de nódulos (MSN), concentração de 
ureídeos e de aminoácidos (AAs) na seiva do xilema de linhagens 
IAC-12 normal (IN), IAC-12 triplo nula (ITN), Cristalina normal 
(CN), Cristalina triplo nula (CTN), Doko normal (DN) e Doko 
triplo nula (DTN), sem suprimento de nitrogênio. (Experimento 1) 

 

Genótipo MSPA 
(g planta-1) 

MSSR 
(g planta-1) 

PA/SR NN MSN 
(g planta-1) 

Ureídeos 
(mol m-3) 

AAs 
(mol m-3)

IN 1,50 0,83 1,81* 71,75* 0,10 5,44 1,54 

ITN 1,29 0,78 1,64 63,58 0,09 5,52 1,60 

s 0,33 0,15 0,16 9,32 0,018 0,66 0,44 

CN 0,82 0,50 1,62 33,50 0,06 3,70 1,50 

CTN 2,03** 0,84** 2,39** 52,38** 0,13** 5,06* 1,72 

s 0,45 0,22 0,23 6,35 0,019 0,69 0,58 

DN 2,68 1,00 2,67 81,20 0,15 3,66 0,64 

DTN 2,96 1,09 2,32 96,90* 0,18** 3,76 1,08 

s 0,52 0,19 0,21 15,23 0,017 0,47 0,27 

*, ** Significativo a nível de 0,05 e 0,01, respectivamente. As comparações 
foram feitas entre os genótipos normais e os seus respectivos genótipos triplo 
nulos. 
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 respectivas variedades comerciais. Devido ao fato das plantas do 1o experimento 

não terem se desenvolvido muito bem, mudou-se o inoculante e foi adicionado 

um controle com os genótipos supridos com solução nutritiva de Hoagland & 

Arnon (1938) completa. 

 Diferente do ocorrido no 1o experimento (Tabela 1), no 2o experimento 

(Tabela 2), as variedades comerciais e suas respectivas linhagens triplo nulas 

supridas com solução nutritiva de Hoagland & Arnon (1938) sem nitrogênio não 

apresentaram diferenças em nenhum dos parâmetros analisados. 

 Quando esses genótipos foram supridos com solução nutritiva de 

Hoagland & Arnon (1938) completa, a linhagem ITN apresentou maior MSPA, 

MSSR, razão PA/SR, número e massa seca de nódulos que a variedade IAC-12 

(Tabela 2). Em contrapartida, a variedade Cristalina apresentou maior número de 

nódulos que a linhagem CTN (Tabela 2), resultado contrário ao observado no 1o 

experimento (Tabela 1). 

 Para averiguação das diferenças entre os resultados obtidos no 1o e no 2o 

experimento, montou-se um 3o experimento, utilizando-se o mesmo material 

genético e o mesmo inoculante do 2o experimento. 

 O comportamento dos genótipos supridos com solução nutritiva de 

Hoagland & Arnon (1938) sem nitrogênio foi praticamente o mesmo entre o 2o 

(Tabela 2) e o 3o experimento (Tabela 3) e em relação à linhagem ITN e à 

variedade IAC-12, também foi similar ao 1o experimento (Tabela 1). Entre os 

genótipos que não foram supridos com nitrogênio nesses três experimentos 

apenas a linhagem CTN e a linhagem CN do 1o experimento diferiram (Tabela 1). 

Dessa maneira, pode-se inferir que as diferenças encontradas em nodulação e em 

fixação de nitrogênio, são atribuídas a outras causas genéticas que não a 

presença/ausência de lipoxigenases nas sementes, haja visto que a linhagem CTN 

originou-se do 4o ciclo de retrocruzamento e que a capacidade de nodulação do 

rizóbio é afetada pelo cultivar (McNeil, 1982; van Rensburg & Strijdom, 1982; 

May & Behlool, 1983; Kosslak & Behlool, 1985). 
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 Não foram verificadas diferenças nos resultados do 3o experimento para 

os genótipos que foram supridos com solução nutritiva de Hoagland & Arnon 

(1938) completa (Tabela 3). 

 Observou-se que a adição de nitrogênio, realizada no 2o e 3o 

experimentos, foi benéfica para a nodulação (Tabelas 2 e 3, respectivamente). 

Entretanto, o maior fornecimento do teor de nitrogênio disponível às plantas no 

3o experimento, em relação ao 2o experimento, promoveu redução do número e 

massa seca de nódulos nos genótipos analisados. 

 

 

TABELA 2 – Efeito da inoculação com Bradyrhizobium japonicum estirpe 
SEMIA 587 e Bradyrhizobium elkanii estirpe SEMIA 5019 sobre 
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema 
radicular (MSSR), razão entre MSPA e MSSR (PA/SR), número 
de nódulos (NN), massa seca de nódulos (MSN), concentração 
de ureídeos e aminoácidos (AAs) na seiva do xilema das 
linhagens IAC-12 triplo nula (ITN), Cristalina triplo nula (CTN) 
e suas respectivas variedades, sem e com (+) o suprimento de 
nitrogênio. (Experimento 2) 

 

Genótipo MSPA 
(g planta-1) 

MSSR 
(g planta-1) 

PA/SR NN MSN 
(g planta-1) 

Ureídeos 
(mol m-3) 

AAs 
(mol m-3) 

IAC-12  2,07 1,22 1,62 29,00 0,12 2,68 0,80 

ITN 2,07 1,18 1,68 29,40 0,11 3,62 1,30 

s 0,98 0,32 0,34 9,44 0,057 1,54 0,55 

IAC-12+ 8,36 3,59 2,32 79,20 0,37 2,16 0,76 

ITN+ 11,48** 4,59** 2,51* 124,33** 0,54** 2,68 0,76 

s 1,83 0,65 0,26 30,54 0,097 0,66 0,17 

Cristalina  1,62 0,95 1,67 37,13 0,10 1,50 0,84 

CTN 1,89 1,07 1,69 27,93 0,10 1,50 2,04 

s 0,73 0,26 0,23 13,32 0,049 0,43 1,02 

Cristalina+ 10,35 3,79 2,74 130,67** 0,49 1,54 1,02 

CTN+ 10,93 4,02 2,72 93,53 0,46 1,60 1,02 

s 1,62 0,50 0,26 34,62 0,105 0,38 0,37 

*, ** Significativo a nível de 0,05 e 0,01, respectivamente. As comparações 
foram feitas entre os genótipos normais e os seus respectivos genótipos triplo 
nulos. 
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TABELA 3 – Efeito da inoculação com Bradyrhizobium japonicum estirpe 
SEMIA 587 e Bradyrhizobium elkanii estirpe SEMIA 5019 sobre 
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema 
radicular (MSSR), razão entre MSPA e MSSR (PA/SR), número 
de nódulos (NN), massa seca de nódulos (MSN), concentração 
de ureídeos e aminoácidos (AAs) na seiva do xilema das 
linhagens IAC-12 triplo nula (ITN), Cristalina triplo nula (CTN) 
e suas respectivas variedades, sem e com (+) o suprimento de 
nitrogênio. (Experimento 3) 

 

Genótipo MSPA 
(g planta-1) 

MSSR 
(g planta-1) 

PA/SR NN MSN 
(g planta-1) 

Ureídeo
s 

(mol m-3) 

AAs 
(mol m-3) 

IAC-12  1,62 0,88 1,84* 52,40 0,09 2,67 8,66 

ITN 1,41 0,83 1,72 53,60 0,08 2,38 8,67 

s 0,24 0,14 0,11 9,38 0,014 0,81 2,40 

IAC-12+ 6,67 3,05 2,19 68,50 0,15 1,49 0,88 

ITN+ 6,39 2,94 2,17 77,60 0,14 1,85 1,19 

s 1,34 0,57 0,22 16,71 0,035 0,50 0,45 

Cristalina  1,66 0,93 1,78 67,00** 0,10** 1,68 4,22 

CTN 1,32 0,75 1,74 45,20 0,06 1,34 3,34 

s 0,40 0,20 0,16 11,27 0,021 0,36 1,12 

Cristalina+ 8,42 3,55 2,36 100,70 0,22 4,77 3,23 

CTN+ 8,21 3,37 2,43 92,20 0,17 4,23 2,89 

s 1,57 0,54 0,21 31,49 0,065 1,48 0,50 

*, ** Significativo a nível de 0,05 e 0,01, respectivamente. As comparações 
foram feitas entre os genótipos normais e os seus respectivos genótipos triplo 
nulos. 
 

 Sabe-se que baixas concentrações de nitrogênio combinado estimula o 

crescimento da planta sem inibir o crescimento e atividade dos nódulos (Caba et 

al., 1990; Ceccato et al., 1998). Plantas com melhor desenvolvimento aumentam 

a disponibilidade de fotoassimilados, permitindo a formação de um maior número 

de nódulos (Barbera & Harper, 1993; Hamaguchi et al., 1993; Francisco & 

Harper, 1995). Contudo, em maiores concentrações de nitrogênio combinado 

ocorre redução do número e massa seca de nódulos (Heichel & Vance, 1979; 

Evans, 1982; McNeil, 1982; Kosslak & Behlool, 1985; Sheokand et al., 1998). 
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 Segundo Sheokand et al. (1998) a inibição da nodulação e fixação de 

nitrogênio na presença de maiores concentrações de nitrogênio combinado é 

devido à senescência prematura de nódulos resultante da degradação estrutural do 

tecido central do nódulo, juntamente com o acúmulo de H2O2 e com o rápido 

declínio da concentração de leghemoglobinas. 

 A formação de um nódulo fixador de nitrogênio completamente 

desenvolvido é o resultado de muitos eventos consecutivos envolvendo 

reconhecimento, curvatura do pêlo radicular, formação da via de infecção, 

penetração das bactérias nos pêlos radiculares, indução da divisão de células 

corticais e mudanças morfogenéticas acopladas com liberação das bactérias e 

formação do bacterióide dentro das células hospedeiras (Mylona et al., 1995). A 

maioria desses passos são controlados por ambos, hospedeiro e bactéria e estão 

sujeitos a vários pontos de controle que por sua vez são influenciados por 

diversos fatores ambientais (McNeil, 1982; Somasegaran & Bohlool, 1990; 

McDermott et al., 1991; Thies et al., 1992). Essa complexidade na interação 

hospedeiro/rizóbio poderia explicar os resultados contraditórios encontrados de 

um experimento para outro. 

 Os resultados desse estudo sugerem que as isoenzimas de lipoxigenases 

das sementes não foram fatores determinantes da formação de nódulos, bem 

como na fixação de nitrogênio que ocorre nos nódulos. 
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 Várias linhagens triplo nulas (desprovidas das isoenzimas LOX 1, 2 e 3 

na semente) derivadas de variedades elite têm sido desenvolvidas pelo Programa 

de Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/UVF, que visa aumentar a 

sua aceitabilidade na alimentação humana. Essas linhagens triplo nulas têm sido 

avaliadas para caracteres agronômicos, contudo, ainda não tinham sido avaliadas 

quanto à capacidade de nodulação e fixação de nitrogênio. Tais análises se fazem 

necessárias, haja visto que o nitrogênio requerido para o desenvolvimento de 

plantas de soja é quase completamente suprido pela bactéria Bradyrhizobium por 

meio do estabelecimento de relação simbiótica. 

 Foram montados três experimentos, em épocas diferentes, para comparar 

linhagens de soja triplo nulas e as variedades comerciais elite que lhes deram 

origem quanto à capacidade de nodulação e fixação de nitrogênio. 

 No 1o experimento foram utilizadas linhagens derivadas de três 

variedades, Cristalina RCH, Doko RC e IAC-12 (progenitores masculinos 

recorrentes) com uma linhagem doadora de genes que determinam a ausência das 

isoenzimas de lipoxigenases das sementes (UFV TN). As linhagens triplo nulas e 

normais foram obtidas da autofecundação da geração F1 provenientes do 4o ciclo 

de retrocruzamento para Cristalina e do 5o ciclo de retrocruzamento para Doko 

RC e IAC-12. As plantas foram supridas com solução nutritiva com supressão de 

nitrogênio. 

 No 2o e 3o experimentos foram utilizadas sementes das linhagens triplo 

nulas oriundas do 6o ciclo de retrocruzamento da variedade Cristalina RCH e do 

7o ciclo de retrocruzamento da variedade IAC-12, bem como sementes das 

respectivas variedades comerciais. As plantas foram supridas com solução 

nutritiva completa para os tratamentos controle e sem nitrogênio para os outros 

tratamentos. 

 No 1o experimento, somente a linhagem Cristalina triplo nula apresentou-

se melhor que a linhagem Cristalina normal quanto à massa seca da parte aérea, à 

massa seca do sistema radicular, à razão entre a parte aérea e o sistema radicular, 
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ao número e massa seca de nódulos, à concentração de ureídeos, que, dessa 

forma, apresentou uma maior nodulação e fixação de nitrogênio, uma vez que a 

concentração de ureídeos no exsudato do xilema pode ser usado como uma 

estimativa da fixação biológica de nitrogênio. 

 Diferente do ocorrido no 1o experimento, no 2o experimento, as 

variedades comerciais e suas respectivas linhagens triplo nulas, nos tratamentos 

sem suprimento de nitrogênio, não apresentaram diferenças em nenhum dos 

parâmetros analisados. Quando essas linhagens foram supridas com solução 

nutritiva com nitrogênio, a linhagem IAC-12 triplo nula apresentou-se melhor 

que a variedade IAC-12 para quase todos os parâmetros analisados, com exceção 

de concentração de ureídeos e de aminoácidos. 

 No 3o experimento, somente a variedade Cristalina, no tratamento sem 

suprimento de nitrogênio, apresentou maior número e massa seca de nódulos que 

a linhagem Cristalina triplo nula. 

 Os resultados desse estudo sugerem que as isoenzimas de lipoxigenases 

das sementes não foram fatores determinantes da formação de nódulos, bem 

como na fixação de nitrogênio que ocorre nos nódulos. 
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CAPÍTULO 2 
 

ATIVIDADE DE LIPOXIGENASES DURANTE O DESENVOLVIMENTO 

DA RAIZ E DO NÓDULO DE PLANTAS DE SOJA 
 

1. INTRODUÇÃO 
 
 Lipoxigenases (linoleato: oxigênio oxirredutase, EC 1.13.11.12) são 

dioxigenases que catalisam a adição de oxigênio molecular a compostos 

polinsaturados, os quais contêm o sistema cis,cis-1,4-pentadieno (Mack et al., 

1987). 

 Lipoxigenases são encontradas tanto no reino vegetal quanto no reino 

animal. Em plantas, os substratos mais comuns para lipoxigenases são os ácidos 

linoléico e linolênico, que são os principais ácidos graxos polinsaturados de 

fosfolipídeos da membrana vegetal (Hildebrand et al., 1988). 

 A síntese de lipoxigenases nos diferentes tecidos é variável e dependente 

do estádio de desenvolvimento das plantas e das condições do ambiente (Pinsky 

et al., 1971). Em soja, lipoxigenases estão organizadas em uma grande família 

multigênica com, pelo menos, oito genes altamente conservados (Bunker et al., 

1995). As lipoxigenases de sementes e de folhas de soja têm sido mais estudadas, 

contudo, as lipoxigenases de raízes e de nódulos não têm sido bem caracterizadas 

(Hildebrand et al., 1988). 

 As sementes de soja normalmente contêm três tipos de isoenzimas de 

lipoxigenases, denominadas LOX 1, 2 e 3 (Axelrod et al., 1981). Essas enzimas 

são responsáveis pelo sabor característico da soja, reduzindo a aceitabilidade dos 

produtos de soja pelo consumidor (Nishiba et al., 1995). Linhagens triplo nulas 

(desprovidas das isoenzimas LOX 1, 2 e 3 na semente, derivadas de variedades 

elite foram desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento da Qualidade de Soja 

do BIOAGRO/UFV, que visa aumentar a aceitabilidade dos produtos de soja na 

alimentação humana. 

 Lipoxigenases, possivelmente, estão envolvidas em todos os estádios de 

crescimento e desenvolvimento vegetal (Hildebrand, 1989; Parthier, 1991; 
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Siedow, 1991; Koda, 1992). Alguns dos processos fisiológicos nos quais 

lipoxigenases poderiam estar envolvidas incluem resposta a injúria (Bell & 

Mullet, 1993; Geerts et al., 1994; Saravitz & Siedow, 1996), ao ataque de 

patógenos (Prusky et al., 1985; Keppler & Novacky, 1987; Ohta et al., 1990; 

Koch et al., 1992; Croft et al., 1993; Melan et al., 1993; Peng et al., 1994; 

Yamamoto & Tani, 1995), germinação de sementes (Kato et al., 1992), 

amadurecimento de frutos (Ferrie et al., 1994), senescência (Paliyath & Droillard, 

1992; Rouet-Mayer et al., 1992) e como proteínas de reserva vegetativa 

(Tranbarger et al., 1991; Grimes et al., 1993; Bunker et al., 1995). Essa 

heterogeneidade de papéis fisiológicos atribuídos às lipoxigenases vegetais, 

provavelmente, é devida ao seu envolvimento na biossíntese de moléculas 

sinalizadoras e compostos regulatórios tais como jasmonatos e aldeídos de seis 

átomos de carbono (Vick & Zimmerman, 1987; Hildebrand, 1989; Gardner, 

1991; Song & Brash, 1991). 

 Lipoxigenases têm sido encontradas em nódulos de Vicia faba (Perlick et 

al., 1996), Pisum sativum (Gardner et al., 1996), Lotus japonicus (Szczyglowski 

et al., 1997) e Phaseolus vulgaris (Porta et al., 1999), sugerindo que essas 

enzimas teriam papel importante na interação simbiótica entre rizóbio e plantas 

leguminosas. Contudo, pouco tem sido relatado quanto à presença de 

lipoxigenases em raízes e em nódulos de plantas de soja e se a eliminação 

genética das lipoxigenases de sementes de soja afeta a síntese de lipoxigenases 

nas raízes e nos nódulos. Dessa forma, esse trabalho teve o objetivo de 

determinar a atividade de lipoxigenases em raízes e em nódulos de linhagens de 

soja selecionadas para a presença/ausência das lipoxigenases das sementes, 

durante o processo de nodulação. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Material vegetal 
 
 Foram utilizadas linhagens selecionadas para presença/ausência de 

lipoxigenases das sementes provenientes do Germoplasma do Programa de 

Melhoramento de Soja do BIOAGRO/UFV. Essas linhagens foram derivadas da 

variedade Doko RC no 5o ciclo de retrocruzamento (progenitor recorrente) com 

uma linhagem doadora de genes que determinam a ausência das isoenzimas de 

lipoxigenases das sementes (UFV TN). As sementes F2 obtidas desse cruzamento 

foram submetidas a análises não destrutivas de detecção de lipoxigenases, por 

meio de análises qualitativas de coloração e de testes espectrofotométricos 

(Axelrod et al., 1981; Oliveira et al., 1998; Suda et al., 1995) para seleção de 

genótipos homozigotos dominante e recessivo para as isoenzimas de 

lipoxigenase, de forma a selecionar sementes de linhagem Doko triplo nula 

(DTN; l1l1, l2l2, l3l3) e de linhagem Doko normal (DN; L1L1, L2L2, L3L3). 

 As sementes selecionadas foram esterilizadas com álcool 70% por um 

minuto e com água oxigenada 6% por 5 minutos. Em seguida as sementes foram 

lavadas abundantemente com água autoclavada e colocadas para germinar em 

vasos plásticos com capacidade de 3 litros (uma semente por vaso), contendo 

areia previamente lavada com água e autoclavada. Plantas DN e DTN foram 

inoculadas, quando emergiram na superfície da areia, com 1 mL de uma cultura 

de Bradyrhizobium elkanii estirpe CPAC 15 (108 células mL-1). Plantas DN e 

DTN, sem inoculação, foram incluídas como controle. As plantas de soja foram 

cultivadas de janeiro a março de 1999, em condições de casa de vegetação.  

 As raízes foram coletadas nos tempos 0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias após 

emergência e os nódulos foram coletados nos tempos 10, 15 e 25 dias após 

emergência, de cinco plantas de cada linhagem, inoculadas e não inoculadas. Em 

seguida, as raízes e os nódulos foram congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados a -80 oC, até que fossem utilizados para a extração de proteínas. 

 A partir do estádio V1 (Fehr & Caviness, 1977) foram fornecidos 100 mL 

de solução nutritiva completa segundo Hoagland & Arnon (1938) para as plantas 
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não inoculadas e sem nitrogênio para as plantas inoculadas, duas vezes por 

semana. O suprimento de água foi feito sempre que necessário. 

 Na primeira semana de cultivo, as plantas inoculadas receberam, além de 

macro e micronutrientes, 7,5 µmoles/L de cobalto na forma de CoCl2. 

 

2.2. Obtenção de extratos radiculares e nodulares 
 
 O preparo do extrato bruto foi realizado a 4 oC, de acordo com o método 

de Ohta et al. (1986), acrescido das seguintes modificações: tampão fosfato de 

sódio 0,05 mol/L em substituição ao 0,1 mol/L. 

 As raízes e nódulos pesados e imediatamente congelados em nitrogênio 

líquido foram triturados em almofariz. O pó obtido foi macerado em tampão 

fosfato de sódio 0,05 mol/L, pH 8,2, na proporção de 1:3 (p/v) para raízes e 1:12 

(p/v) para nódulos, e, em seguida, transferido para tubos de centrífuga e 

centrifugado a 15.000 g, durante 30 minutos, a 4 oC. O sobrenadante, denominado 

extrato bruto, foi submetido às determinações de proteínas e de atividade da 

LOX. 

 

2.3. Determinação de proteínas totais no extrato bruto 
 
 As determinações de proteínas foram realizadas pelo método do ácido 

bicinconínico (Smith et al., 1985), com a albumina sérica bovina como padrão, na 

concentração de 2,0 mg/mL. Para preparo do reagente A, dissolveram-se 1 g de 

bicinconinato de sódio, 160 mg de tartarato de sódio, 1,8 g de carbonato de sódio, 

400 mg de hidróxido de sódio e 950 mg de bicarbonato de sódio em 100 mL de 

água deionizada, e o pH foi ajustado para 11,3. Para o preparo do reagente B, 

dissolveram-se 4 g de sulfato de cobre em 100 mL de água deionizada. Para as 

determinações, em triplicata, a 50 µL da amostra foi adicionado 1 mL do reagente 

de trabalho (50 partes do reagente A e uma parte do reagente B). A solução foi 

agitada e colocada em banho-maria a 37 oC por 30 minutos. Em seguida, os tubos 

foram resfriados à temperatura ambiente e a absorvância lida a 562 nm. 
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2.4. Determinação da atividade de lipoxigenases 
 
 A atividade de LOX foi determinada segundo o método descrito por 

Axelrod et al. (1981). Nesse método, é medido o aumento da absorvância a 234 

nm, resultante da formação de um sistema de duplas ligações conjugadas no 

hidroperóxido formado após a ação enzimática das lipoxigenases. 

 Preparou-se uma solução-estoque com de ácido linoléico 10 mmoles/L, 

como se segue: a um frasco erlenmeyer, envolvido por papel alumínio contendo 

aproximadamente 10 mL de água deionizada previamente fervida, foram 

adicionados 78 µL de ácido linoléico e 90 µL de Tween 20. Em seguida, 

homogeneizou-se a solução, succionando com uma pipeta automática, evitando-

se a formação de bolhas. Para o clareamento da solução foram adicionadas gotas 

de hidróxido de sódio 0,5 mol/L. Após o clareamento, a solução foi transferida 

para um balão volumétrico de 25 mL revestido por papel alumínio, completado o 

volume para 25 mL com água deionizada fervida. A solução-estoque do ácido 

linoléico foi dividida em alíquotas de 1 mL, em microtubos envolvidos em papel-

alumínio, e armazenadas a -20 oC. Para a análise da atividade de lipoxigenases, 

misturaram-se 1 µL do extrato bruto e 4 µL da solução-estoque de ácido linoléico 

em 1 mL de tampão fosfato de sódio 0,05 mol/L, a 25 oC em pH 6,0. A 

absorvância da mistura de reação a 234 nm foi determinada de 30 em 30 

segundos por um período de 2,5 minutos. Sob as mesmas condições, procedeu-se 

com o branco, que consistiu apenas de substrato e tampão. Todas as 

determinações foram realizadas em triplicatas. A partir dos valores de 

absorvância obtidos em 234 nm, foram calculadas as velocidades de formação 

dos produtos, utilizando-se a seguinte equação: 

t
A

V
1
234

ε
=  (1) 

em que 
A234 = absorvância a 234 nm; 
ε = coeficiente de extinção molar dos hidroperóxidos do ácido  
      linoléico em 234 nm (ε = 25000 M-1 cm-1); 
t = 120 segundos (tempo de incubação); 
l = espessura da cubeta (1,0 cm). 
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2.5. Atividade de lipoxigenases radiculares e nodulares de plantas de soja em 
diferentes temperaturas 

 
 A taxa de oxidação do ácido linoléico catalisada pela ação das 

lipoxigenases foi determinada nas temperaturas de 20, 25, 30, 35 e 40 oC.  

 As reações foram feitas utilizando-se 1 mL de tampão fosfato 50 

mmoles/L pH 6,0; 4 µL ácido linoléico 10 mmoles/L como substrato e 1 µL de 

extratos radiculares e nodulares de soja. As absorvâncias das soluções a 234 nm 

foram utilizadas para a determinação da atividade de lipoxigenases utilizando-se 

a equação 1. 

 

2.6. Atividade de lipoxigenases radiculares e nodulares de plantas de soja em 
diferentes valores de pH 

 
 Nesses experimentos foram utilizados os seguintes sistemas-tampão, na 

concentração de 0,05 mol/L: 

TAMPÃO                                                                        Faixa de pH 

ácido cítrico/fosfato dissódio                                             1,5-2,5 

ácido cítrico/citrato de sódio                                               3,0-3,5 

ácido acético/acetato de sódio                                             4,0-4,5 

ácido cítrico/acetato de sódio                                               5,0-5,5 

mono fosfato/fosfato dissódio                                             6,0-7,0 

Tris-HCl                                                                             7,5-8,5 

ácido bórico/borato de sódio                                             9,0-10,0 

 
 O perfil pH-atividade de lipoxigenase foi determinado da seguinte 

maneira: misturaram-se 1 µL do extrato bruto radicular ou nodular e 4 µL da 

solução estoque de ácido linoléico, em 1 mL de tampão 0,05 mol/L de cada um 

dos valores de pH descritos acima. Para cada valor de pH foram feitas análises 

em triplicata. A absorvância da mistura de reação a 234 nm foi determinada de 30 

em 30 segundos por um período de 2,5 minutos. 

 A partir das absorvâncias obtidas, calculou-se as velocidades de 

formação de hidroperóxidos do ácido linoléico utilizando-se a equação 1 e em 
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seguida construiu-se um gráfico, alocando-se na ordenada as velocidades de 

formação de hidroperóxidos do ácido linoléico dividido pela concentração de 

proteína em mg e na abscissa os valores de pH testados. 

 

2.7. Determinação dos parâmetros cinéticos de lipoxigenases radiculares e 
nodulares de plantas de soja 

 
 A atividade de lipoxigenases foi determinada conforme anteriormente 

descrito, em pH 6,0, utilizando-se ácido linoléico com substrato, nas 

concentrações de 1,0 x 10-5; 2,0 x 10-5; 4,0 x 10-5; 8,0 x 10-5; 16,0 x 10-5; 32,0 x 

10-5; 64,0 x 10-5 e 128,0 x 10-5 mmoles/L.  

 Os parâmetros cinéticos, no estado estacionário, foram obtidos por meio 

da regressão não linear tendo sido utilizado o programa de computação Enzifitter 

(Leatherbarrow, 1987). 

 

2.8. Análise de lipoxigenases por eletroforese SDS-PAGE e 
“immunoblotting” 

 
 Os extratos de proteína total foram preparados a partir de raízes nos tempos 

0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias após emergência (DAE) e de nódulos nos tempos 10, 15 e 

25 DAE. Extratos de raízes e nódulos foram obtidos por trituração desses materiais, 

congelados em nitrogênio líquido, em almofariz com Tris-HCl 50 mmoles/L, pH 

8,2 (SIGMA). Após centrifugação a 15.000 g por 30 minutos, fez-se determinações 

de proteínas do sobrenadante. Amostras de extratos nodulares contendo 25 µg de 

proteína e de raízes contendo 30 µg de proteína foram aplicadas no gel. Em cada 

gel foram colocadas, como controle, amostras de proteínas de sementes da 

variedade Doko e do genótipo DTN (25 µg no gel onde foram aplicadas as 

amostras de nódulos e 10 µg no de raízes).  

 Eletroforese em géis de poliacrilamida contendo SDS foi realizada como 

descrito por Laemmli (1970), com uma concentração do gel separador de 9%. O 

extrato protéico foi incubado por três minutos, a 100° C, em tampão da amostra 

[Tris-HCl 0,05 mol/L, pH 8,0, SDS 0,2%, uréia 5 moles/L, azul-de-bromofenol 

0,25% e 2-mercaptoetanol 5% (v/v)] antes de ser aplicado no gel. A eletroforese 
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foi conduzida por aproximadamente 3 horas, a 100 V, no tampão de corrida (Tris-

HCl 0,075 mol/L, glicina 0,576 mol/L e SDS 0,3%).  

 Após a eletroforese as proteínas foram transferidas para uma membrana 

de nitrocelulose, usando-se o “Mini Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell” 

(BIORAD), de acordo com as instruções do fabricante. Após a transferência (uma 

hora a 100 V e a 4 oC), a membrana de nitrocelulose foi bloqueada com TBS-T 

[Tris-HCl 0,01 mol/L, pH 7,6, NaCl 1,5 mmol/L, Tween-20 0,1% (v/v)] por uma 

hora, à temperatura ambiente, e incubada com o anticorpo - IgG de galinha, 

contra as lipoxigenases de sementes de soja, diluído 1:500 em TBS-T, por uma a 

duas horas sob agitação. Após o período de incubação, a membrana foi lavada 

com TBS-T três vezes, por 10 minutos cada, e, em seguida, incubada com o 

anticorpo contra IgG conjugado à fosfatase alcalina (SIGMA), numa diluição de 

1:5000 em TBS-T, por aproximadamente duas horas. A membrana foi lavada por 

mais três vezes, por 10 minutos cada, com TBS-T e, subseqüentemente, incubada 

com tampão da enzima (Tris-HCl 0,1 mol/L, pH 9,8, NaCl 0,1 mol/L, MgCl2 0,5 

mol/L) por cinco minutos. A atividade da fosfatase alcalina foi detectada, usando-

se uma solução contendo 11 µL de NBT (azul-nitro-tetrazolium, GIBCO/BRL), 

8,25 µL de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato, GIBCO/BRL) em 10 mL de 

tampão da enzima. Após aparecimento das bandas, as membranas de 

nitrocelulose foram lavadas com H2O para interromper a reação. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Atividade de lipoxigenases radiculares e nodulares de plantas de soja em 
diferentes temperaturas 

 
 A Figura 1 apresenta a atividade específica de lipoxigenases de raiz e de 

nódulos, sobre o substrato ácido linoléico a pH 6,0, em diferentes valores de 

temperatura, para plantas da variedade Doko, 25 dias após emergência. 

Observou-se atividade de lipoxigenases levemente mais acentuada a 25 oC na raiz 

e nos nódulos. Dessa forma, utilizou-se a temperatura de 25 oC para as avaliações 

de atividade de lipoxigenases. 

 Lanna et al. (1996) e Vieira (1999), trabalhando com lipoxigenases 

foliares dos genótipos da variedade IAC-100 e de genótipos triplo nulos, 

verificaram que a temperatura ótima de atuação foi de 25 oC, similar à 

temperatura obtida. 

 

3.2. Atividade de lipoxigenases radiculares e nodulares de plantas de soja em 
diferentes valores de pH 

 
 A Figura 2 apresenta o perfil pH-atividade de lipoxigenases sobre a 

formação de hidroperóxidos do ácido linoléico no sistema radicular de plantas das 

linhagens DN, DTN, inoculadas e não inoculadas, coletadas 25 dias após 

emergência das plantas. Raízes de DN e de DTN possuem perfis de pH-atividade 

bastante semelhantes, sugerindo a existência de um mesmo “pool” de 

lipoxigenases em ambos os genótipos. As raízes de DN e de DTN inoculadas 

(DNI e DTNI, respectivamente) apresentaram perfis de pH semelhantes e 

coincidentes, sugerindo a existência de um mesmo “pool” das isoenzimas de 

lipoxigenases nas raízes desses genótipos em simbiose. Comparando as linhagens 

DN e DTN não inoculados em relação aos seus respectivos genótipos inoculados, 

ou seja, DNI e DTNI, verifica-se que ambos tiveram o aparecimento de atividade 

em pH 3,5 (Figura 2). Esses dados sugerem que após a inoculação com a cultura 

de Bradyrhizobium elkanii ocorreu o aparecimento de nova(s) forma(s) de 

lipoxigenase(s). 
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 Os nódulos das linhagens DN e DTN, 25 dias após emergência, 

apresentaram um perfil de pH-atividade semelhantes e coincidentes (Figura 3), 

sugerindo a existência de um mesmo “pool” de lipoxigenases com as mesmas 

isoenzimas sendo expressas equivalentemente nos nódulos dessas linhagens. Os 

nódulos apresentaram um pico de atividade em pH 7,5 (Figura 3), ausente em raiz 

(Figura 2), por outro lado, a raiz apresentou um pico de atividade em pH 2,0 

(Figura 2) ausente nos nódulos (Figura 3). Esses resultados sugerem formas 

distintas de lipoxigenases sendo expressas nas raízes em relação aos nódulos no 

estádio de desenvolvimento estudado. 

 

 

FIGURA 1 – Atividade específica de lipoxigenases da variedade Doko, 25 dias 
após emergência, em diferentes valores de temperatura. 
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FIGURA 2 – Atividade específica de lipoxigenase em raízes de plantas de soja 
das linhagens Doko normal (DN), Doko normal inoculada (DNI) e 
Doko triplo nula (DTN) e Doko triplo nula inoculada (DTNI), 25 
dias após emergência, em diferentes valores de pH. 
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(Figura 4) foi semelhante aos perfis de pH para raiz das linhagens DN e DTN 
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FIGURA 3 – Atividade específica de lipoxigenases em nódulos de plantasde soja 
das linhagens Doko normal (DN) e Doko triplo nula (DTN), 25 dias 
após emergência, em diferentes valores de pH. 

 
 Considerando os perfis de pH para raiz (Figuras 2 e 4), esses resultados 

confirmam os resultados encontrados por Peterman & Siedow (1985) e Altschuler 

et al. (1989) os quais observaram atividade de lipoxigenase em raízes de soja em 

pH 6,8 e não em pH 9,0. Esses resultados diferem daqueles obtidos em raízes de 

plântulas de abóbora que apresentaram um pico em pH 8,0 (Matsui et al., 1988)  e 

com raízes de plantas de feijão, que apresentaram um pico em pH 9,0 (Eiben & 

Slusarenko, 1994). Esses resultados sugerem que o “pool” de lipoxigenases 

presente em raiz é característico para cada espécie avaliada. 
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FIGURA 4 – Atividade específica de lipoxigenase de raízes e nódulos de plantas 
da variedade IAC-12, 60 dias após emergência, em diferentes 
valores de pH. 
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após emergência (Figura 4) e em raízes de plântulas de abóbora com seis dias de 

idade (Matsui et al., 1988), confirmando que em raízes ocorrem isoenzimas de 

lipoxigenase que podem atuar em valores de pH muito baixos. 

 Os nódulos apresentaram os mesmos perfis de pH-atividade para os 

genótipos DN e DTN, 25 dias após emergência (Figura 3) e para a variedade IAC-

12 (Figura 4), 60 dias após emergência, indicando que uma mesma isoenzima de 

lipoxigenase ou um mesmo “pool” de lipoxigenases é expresso em nódulos nesses 

diferentes genótipos. Nódulos de plantas de feijão com três meses de idade 

mostraram atividade em pH 7,0 e não em pH 9,0 (Eiben & Slusarenko, 1994), 

similar aos resultados obtidos. 

 Apesar de raízes de plantas de soja das linhagens DN e DTN 

apresentarem o maior pico de atividade de lipoxigenase em pH 2,0, as outras 

avaliações de atividade de lipoxigenase foram feitas em pH 6,0 por ter 

apresentado os menores valores de desvios padrões. 

 

3.3. Determinação dos parâmetros cinéticos KM aparente (KM app) e Vmáx. 
aparente (Vmáx. app) de lipoxigenases radiculares e nodulares de plantas 
de soja 

 
 Os gráficos de Michaelis-Menten da atividade de lipoxigenase utilizando 

o ácido linoléico como substrato, a pH 6,0, de raízes e de nódulos das linhagens 

DN e DTN, 10 dias após emergência (DAE) estão apresentados nas Figuras 5 e 6. 

Nessas figuras estão inseridos os gráficos de duplo recíproco (Lineweaver-Burk). 

 As lipoxigenases radiculares e nodulares das duas linhagens, inoculadas e 

não inoculadas, seguem cinética de Michaelis-Menten, demonstrando curva 

hiperbólica de velocidade versus concentração de substrato, nas concentrações de 

substrato utilizadas nos experimentos para todos os tempos estudados. 

 Os valores de KM app e Vmáx. app da lipoxigenase radicular, em pH 6,0, de 

plantas de soja das DN e DTN, inoculadas e não inoculadas, coletadas após 0, 2, 

6, 10, 15 e 25 DAE estão apresentados na Tabela 1 e da lipoxigenase nodular 

coletadas após 10, 15 e 25 DAE estão apresentados na Tabela 2.  
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FIGURA 5 – Gráfico de Michaelis-Menten para a formação de hidroperóxido do 
ácido linoléico catalisada por lipoxigenase de raízes de plantas das 
linhagens Doko normal (DN) e Doko triplo nula (DTN), coletadas 
10 dias após emergência. Inserção: gráfico de Lineweaver-Burk. 
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FIGURA 6 – Gráfico de Michaelis-Menten para a formação de hidroperóxido do 
ácido linoléico catalisada por lipoxigenase de nódulos de plantas 
das linhagens Doko normal (DN) e Doko triplo nula (DTN),  
coletadas 10 dias após emergência. Inserção: gráfico de 
Lineweaver-Burk. 
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TABELA 1 – Parâmetros cinéticos, KM aparente (KM app) e velocidade máxima 
aparente (Vmáx. app) de lipoxigenase sobre o ácido linoléico 
determinados em extratos de raízes das linhagens Doko normal 
(DN) e Doko triplo nula (DTN), inoculadas e não inoculadas, 
coletadas após 0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias após emergência (DAE) 

 

DN DNI DTN DTNI Tempo 
(DAE) KM app 

(µM) 
Vmáx. app

(nM s-1) 
KM app 

(µM) 
Vmáx. app
(nM s-1) 

KM app 
(µM) 

Vmáx. app 
(nM s-1) 

KM app 
(µM) 

Vmáx. app
(nM s-1) 

0 46,97 70,66 54,57 91,95 31,19 64,50 22,31 71,70 

2 59,83 103,53 63,13 60,39 46,38 60,24 39,25 58,15 

6 68,69 75,29 159,18 86,30 41,12 66,74 41,61 97,45 

10 44,49 79,93 120,71 49,85 58,38 101,88 55,48 58,68 

15 103,98 43,75 56,95 41,43 104,60 49,15 74,13 60,44 

25 48,40 27,52 44,27 24,70 163,97 35,37 113,53 37,93 

 

 

TABELA 2 – Parâmetros cinéticos, KM aparente (KM app) e velocidade máxima 
aparente (Vmáx. app) de lipoxigenase sobre o ácido linoléico 
determinados em extratos de nódulos das linhagens Doko normal 
(DN) e Doko triplo nula (DTN) coletadas após 10, 15 e 25 dias 
após emergência (DAE) 

 

DN  DTN  Tempo 
(DAE) KM app 

(µM) 
Vmáx. app 

(nM s-1) 
KM app 

(µM) 
Vmáx. app 

(nM s-1) 
10 57,40 68,43 65,73 69,26 

15 49,96 82,06 74,05 85,14 

25 43,07 160,59 67,44 225,66 
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 Os valores de KM app para raiz de DN foram similares a DTN até 15 DAE 

(Tabela 1). Entretanto o valor de KM app para raiz continuou a aumentar para DTN 

aos 25 DAE (Tabela 1). DN e DTN apresentaram a mesma tendência de aumento 

dos valores de KM app para raiz, com o aumento dos dias após emergência, o que 

significa predominância de formas de lipoxigenase com menor afinidade pelo 

substrato utilizado, à medida que as raízes ficaram mais velhas. Esses resultados 

ratificam que a eliminação genética das lipoxigenases das sementes não afeta a 

expressão de lipoxigenase da raiz. 

 Observou-se que o valor de KM app para raiz de DN permanece constante 

até 10 DAE, aumenta aos 15 DAE e volta aos valores iniciais aos 25 DAE 

(Tabela 1). Quando as plantas dessa linhagem foram inoculadas, verificou-se um 

aumento dos valores de KM app aos 6 e 10 DAE, voltando aos valores iniciais à 

partir de 15 DAE (Tabela 1). DTN e DTN inoculada apresentaram a mesma 

tendência nos valores de KM app para raiz, mantendo-se valores similares até 10 

DAE e aumentando a partir dos 15 DAE, a diferença entre eles foi que as plantas 

não inoculadas tiveram um aumento mais acentuado nos valores de KM app a partir 

dos 15 DAE (Tabela 1). Esses resultados mostram que ocorre variação no “pool” 

de lipoxigenases nas raízes dessas linhagens no período estudado, mas que, 

provavelmente, essa variação não estaria ligada à inoculação, pois foi observada 

variação no “pool” de lipoxigenases para as linhagens inoculadas e não 

inoculadas. 

 Os valores de KM app para nódulos foram similares para as duas linhagens 

e para os três tempos analisados (Tabela 2), indicando que o “pool” de 

lipoxigenases expresso nesse órgão é o mesmo para os dois genótipos e para os 

três períodos analisados, esse resultado reforça os dados encontrados com o perfil 

de pH para nódulos de DN e DTN (Figura 3), no qual estas duas linhagens 

apresentaram o mesmo perfil de pH. 
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3.4. Atividade de lipoxigenases radiculares e nodulares em diferentes 
estádios de desenvolvimento de plantas de soja 

 
 A atividade de lipoxigenases nas raízes das linhagens inoculadas, DNI e 

DTNI, declinou do tempo 0 dia após emergência (DAE) para o tempo 25 DAE 

(Figura 7). O declínio da atividade de lipoxigenase dessas linhagens não 

inoculadas foi a partir de 2 DAE (Figura 7). Contudo, o declínio foi mais 

acentuado para essas linhagens inoculadas e não inoculadas, a partir de 15 DAE 

(Figura 7). Esses resultados confirmam os resultados obtidos por Eiben & 

Slusarenko (1994) com raízes de plantas de feijão, cuja atividade de lipoxigenase 

medida a pH 7,0 apresentou um pico aos 7 dias após germinação e declinou até 

níveis não detectáveis aos três meses de idade. Essa maior atividade de 

lipoxigenase no início de formação de raízes sugere que essa enzima estaria 

envolvida no crescimento e no desenvolvimento desse órgão. O envolvimento de 

lipoxigenases no crescimento e no desenvolvimento de vários órgãos vegetais 

tem sido sugerido (Hildebrand, 1989; Parthier, 1991; Siedow, 1991; Koda, 1992). 

 As linhagens inoculadas, DN e DTN, apresentaram maior atividade de 

lipoxigenase nas raízes aos 0 DAE (Figura 7), o que coincidiu com o 3o dia após 

a inoculação com Bradyrhizobium elkanii, tempo suficiente para a bactéria entrar 

em contato com o sistema radicular (Gage et al., 1996), sugerindo que esse 

aumento de atividade de lipoxigenase seja uma resposta de defesa da planta à 

bactéria, pois a expressão de lipoxigenase pode ser estimulada por ataque de 

patógenos (Prusky et al., 1985; Keppler & Novacky, 1987; Ohta et al., 1990; 

Koch et al., 1992; Croft et al., 1993; Melan et al., 1993; Peng et al., 1994; 

Yamamoto & Tani, 1995). A partir daí houve declínio de atividade para essas 

linhagens até 25 DAE. Esse declínio de atividade nas linhagens inoculadas, 

similar ao ocorrido nas linhagens não inoculadas, provavelmente, seja devido ao 

hospedeiro apresentar uma resposta de defesa fraca e transitória na interação 

leguminosa-rizóbio (Hirsch & Kapulnik, 1998). 
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FIGURA 7 – Atividade de lipoxigenase em raízes e em nódulos de plantas de 

soja em diferentes estádios de desenvolvimento. DN = linhagem 
Doko normal, DTN = linhagem Doko triplo nula, DNI e DTNI = 
inoculadas, 0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias após emergência (DAE). 
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 Os primeiros nódulos radiculares foram visíveis a partir de 10 DAE. A 

atividade de lipoxigenase nos nódulos apresentou-se constante entre 10 e 15 DAE 

e aumentou acentuadamente entre 15 e 25 DAE (Figura 7). 

 A alta atividade de lipoxigenase desde o início de formação dos nódulos 

reforça a hipótese que essa enzima estaria envolvida com crescimento e 

desenvolvimento também nesse órgão. Em nódulos de ervilha (Gardner et al., 

1996) e de Vicia faba (Perlick et al., 1996) verificou-se maior concentração de 

lipoxigenases nos ápices dos nódulos em regiões adjacentes à regiões 

meristemáticas, mostrando a importância dessa enzima para regiões dos nódulos 

que estão em pleno crescimento e desenvolvimento. 

 O acentuado aumento da atividade de lipoxigenase nos nódulos aos 25 

DAE (Figura 7) em um estádio de desenvolvimento no qual os nódulos 

apresentam baixa taxa de crescimento e alta taxa de fixação de nitrogênio, sugere 

que lipoxigenase de nódulo também estaria envolvida com partição e 

armazenamento de nitrogênio. Lipoxigenases com funções na partição e no 

armazenamento de nitrogênio em folhas de soja tem sido amplamente proposto 

(Tranbarger et al., 1991; Grimes et al., 1993; Bunker et al., 1995). A hipótese 

delipoxigenase funcionar como proteína de armazenamento temporário em 

nódulos de soja é reforçada pelos dados obtidos por Gardner et al. (1996) que 

verificaram em nódulos de plantas de ervilha uma maior concentração de 

lipoxigenase em uma camada de células parenquimatosas associadas com os 

tecidos vasculares de nódulos, localização similar às lipoxigenases envolvidas no 

armazenamento de nitrogênio em folhas de soja (Tranbarger et al., 1991).  
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3.5. "Immunoblotting" de lipoxigenases radiculares e nodulares em 
diferentes estádios de desenvolvimento de plantas de soja 

 
 Anticorpos anti-lipoxigenases foram usados para detectar antígenos em 

“western blots” de extratos de raiz inoculada, de nódulo e de raiz não inoculada 

das linhagens DN e DTN com a finalidade de analisar a dinâmica de lipoxigenase 

durante a biogênese do nódulo. Foram utilizadas sementes das linhagens DN e 

DTN como controles positivo e negativo, respectivamente. Nenhum antígeno foi 

detectado em semente de DTN. Bandas imuno-reativas múltiplas foram visíveis 

em semente de DN, em raiz e em nódulo (Figura 8). Sementes de soja apresentam 

três isoenzimas, LOX 1, 2 e 3, com pesos moleculares de 94.038, 97.053 e 

96.857, respectivamente, sendo visualizadas nesse “western blot” em dois grupos 

de mobilidade. Raiz e nódulo apresentaram, pelo menos, dois grupos de 

mobilidade (Figura 8), similares aos de semente, dessa forma, com grupos de 

mobilidade de aproximadamente 94 e 97 KDa. Bandas imuno-reativas múltiplas 

também foram detectadas em nódulos de ervilha (Gardner et al., 1996). 

 Observou-se que a intensidade das bandas imuno-reativas em raiz das 

linhagens DN e DTN, inoculadas e não inoculadas, de modo geral, é maior aos 2 

e 6 DAE e reduz a partir de 10 DAE (Figura 8), diferindo dos resultados 

observados com atividade de lipoxigenases em raiz (Figura 7). Isto sugere que 

lipoxigenases em raiz poderia ter algum controle pós-traducional. Em nódulo 

dessas linhagens, a intensidade das bandas imuno-reativas apresenta-se bem 

maior aos 25 DAE (Figura 8), confirmando os resultados observados com 

atividade de lipoxigenases nesse órgão (Figura 7). Esse resultado sugere que as 

variações de atividade de lipoxigenases em nódulo são, principalmente, devidas 

às variações na concentração dessa proteína nesse órgão. 
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FIGURA 8 – “Immunoblotting” de lipoxigenases extraídas de raiz e de nódulos 

de soja em diferentes estádios de desenvolvimento. Para raiz foram 
usadas plantas das linhagens Doko normal (DN) e Doko triplo nula 
(DTN), inoculadas e não inoculadas, 0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias após 
emergência (DAE). Foram aplicadas 30 µg de proteína para cada 
linha e 10 µg de proteína dos controles, sementes das linhagens DN 
(SN) e DTN (STN). Para nódulo foram usadas plantas das mesmas 
linhagens, 10, 15 e 25 DAE e foram aplicadas 25 µg de proteína, 
inclusive para os controles SN e STN. 

SN        STN        0           2           6          10         15        25 

raiz de DN

 SN       STN       10         15          25         10         15         25 

           DN_______________            DTN _______________

nódulo 

raiz de DNI

raiz de DTN

raiz de DTNI
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 
 
 Utilizando-se plantas das linhagens Doko normal e Doko triplo nula 

(desprovidas das lipoxigenases da semente), inoculadas e não inoculadas, 

avaliou-se os valores de KM app, atividade e "immunoblotting" de lipoxigenases de 

raiz, nos tempos 0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias após emergência e de nódulo nos tempos 

10, 15 e 25 dias após emergência. Os valores de KM app para raiz de Doko normal 

e Doko triplo nula apresentaram a mesma tendência de aumento no período 

estudado, indicando que a eliminação genética das lipoxigenases das sementes 

não afetou a expressão dos genes para lipoxigenases da raiz. Os valores de KM app 

para nódulo foram similares para Doko normal e Doko triplo nula e para os três 

tempos analisados, sugerindo que "pool" de lipoxigenases expresso nesse órgão é 

o mesmo nessas duas linhagens no período estudado. 

 A atividade de lipoxigenases nas raízes das linhagens Doko normal e 

Doko triplo nula, inoculadas e não inoculadas, declinou com o passar do tempo. 

Essa maior atividade de lipoxigenases no início de formação de raiz, sugere o 

envolvimento dessa enzima no crescimento e desenvolvimento desse órgão. 

Contudo, para nódulos ocorreu um aumento acentuado de atividade de 

lipoxigenase aos 25 dias após emergência em um estádio de desenvolvimento, no 

qual tem-se baixa taxa de crescimento e alta taxa de fixação de nitrogênio nesse 

órgão, sugerindo que as lipoxigenases expressas no nódulo estão envolvidas com 

o armazenamento de nitrogênio, similar ao que tem sido proposto para 

lipoxigenases em folhas de soja. 

 Raiz e nódulo apresentaram, pelo menos, dois grupos de mobilidade para 

lipoxigenases nos "immunoblottings", similares aos de semente, com 

aproximadamente 94 e 97 KDa. A intensidade das bandas imuno-reativas em raiz 

difere dos resultados observados com atividade de lipoxigenase nesse tecido, 

sugerindo que essas lipoxigenases poderiam ter algum controle pós-traducional. 

No nódulo, a intensidade das bandas imuno-reativas confirmam os resultados 

obtidos com atividade de lipoxigenase, sugerindo que as variações de atividade 

dessa enzima nesse órgão são, principalmente, devido às variações na 

concentração dessa enzima. 
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CAPÍTULO 3 

 

ISOLAMENTO DE UM cDNA PARCIAL DE LIPOXIGENASE DE 

NÓDULOS DE SOJA 

 

1. INTRODUÇÃO 

 
 Lipoxigenases catalisam a hidroperoxidação de ácidos graxos contendo o 

sistema cis,cis-1,4-pentadieno. Em vegetais, produtos das vias das lipoxigenases 

estão envolvidos na biossíntese de moléculas sinalizadoras e compostos 

regulatórios como jasmonatos e aldeídos (Vick & Zimmerman, 1987; Hildebrand, 

1989; Gardner, 1991; Song & Brash, 1991). 

 Vários clones de cDNA ou genômicos de lipoxigenases têm sido isolados 

em diferentes espécies vegetais demonstrando uma expressão órgão-específica 

diferencial (Melan et al.,1993; Eiben & Slusarenko, 1994; Royo et al., 1996; 

Saravitz & Siedow, 1996). Em soja, lipoxigenases estão organizadas em uma 

grande família multigênica, consistindo de, pelo menos, oito genes altamente 

conservados (Bunker et al., 1995). Três desses membros (LOX 1, LOX 2 e LOX 

3) estão associados à semente (Shibata et al., 1987; Shibata et al., 1988; Yenofsky 

et al., 1988) e os outros cinco membros denominados VLX A, B, C, D e E 

(Bunker et al., 1995), estão associados a diferentes tecidos vegetativos. Os 

membros da família multigênica vlx para soja tiveram suas seqüências de cDNA 

ou genômicas, parciais ou completas, identificadas por vários grupos (Bell & 

Mullet, 1991; Shibata et al., 1991; Kato et al., 1992; Kato et al., 1993; Park et al., 

1994; Bunker et al., 1995; Bunker & Grimes, 1996; Saravitz & Siedow, 1996). 

 Lipoxigenases têm sido encontradas em nódulos de Vicia faba (Perlick et 

al., 1996), Pisum sativum (Gardner et al., 1996), Lotus japonicus (Szczyglowski 

et al., 1997) e Phaseolus vulgaris (Porta et al., 1999). Um cDNA completo, 

codificando uma lipoxigenase (VfLOX1) foi obtido em uma biblioteca de cDNA 

de nódulos de Vicia faba, apresentando forte expressão nos nódulos e fraca 

expressão nas raízes. Os transcritos de VfLOX1 foram localizados fora dos 
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tecidos infectados, no parênquima do nódulo e ao redor do estelo radicular 

(Perlick et al., 1996). Antígenos de lipoxigenase foram encontrados no lúmen da 

via de infecção de plantas de ervilha (Gardner et al., 1996), no parênquima de 

nódulos e nas células não infectadas de plantas de feijão (Porta et al., 1999). 

Esses trabalhos sugerem que lipoxigenases têm papel importante nos nódulos. 

 Esse trabalho teve como objetivo isolar um clone de cDNA constituinte 

da família multigênica de lipoxigenase a partir de RNA de nódulos de soja, como 

trabalho inicial no entedimento de possíveis funções de lipoxigenase nesse órgão. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material vegetal 
 
 Foram utilizadas plantas de soja da variedade Doko. As sementes foram 

esterilizadas com álcool 70% por um minuto, com água oxigenada 6% por 5 

minutos, lavadas abundantemente com água autoclavada e colocadas para 

germinar em vasos plásticos com capacidade de 3 litros (uma semente por vaso), 

contendo areia previamente lavada com água autoclavada. As plantas foram 

inoculadas na emergência, com 1 mL de uma cultura de Bradyrhizobium elkanii 

estirpe CPAC 15 (108 células mL-1) e cultivadas em condições de casa de 

vegetação. 

 A partir do estádio V1 (Fehr & Caviness, 1977) foram fornecidos 100 mL 

de solução nutritiva sem nitrogênio (Hoagland & Arnon, 1938), duas vezes por 

semana. O suprimento de água foi feito sempre que necessário.  

 Na primeira semana de cultivo, as plantas inoculadas receberam, além de 

macro e micronutrientes, 7,5 µmoles/L de cobalto na forma de CoCl2. 

 Raízes e nódulos foram coletados aos 25 dias após emergência, 

congelados em nitrogênio líquido logo após a sua coleta e armazenados a -80 oC, 

até que fossem utilizados para a extração de RNA.  

 

2.2. Isolamento de RNA total 
 
 Todas as etapas para isolamento do RNA foram conduzidas a 4 oC, sendo 

todas as soluções usadas tratadas com um inibidor de RNase, o 

dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1%, , a 37 oC, por três horas, e, em seguida, 

autoclavadas. 

 Cerca de 200 mg de raízes e nódulos da variedade de soja Doko, 25 dias 

após emergência, foram triturados em nitrogênio líquido. A cada amostra foram 

adicionados 500 µL de tampão de extração (citrato de sódio 25 mmoles/L, pH 

7,0; isotiocianato de guanidina 4 moles/L; lauril sarcosine de sódio 1,5%; e β-

mercaptoetanol 100 mmoles/L) e 500 µL de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico 
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(24:24:1) (Wadsworth et al., 1988). A amostra foi vigorosamente agitada em 

vórtex, por 15 segundos. As fases orgânica e aquosa foram separadas por 

centrifugação a 16.000 g, por cinco minutos. A fase aquosa foi re-extraída com 

fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (24:24:1) por mais duas vezes. A fase 

aquosa foi adicionada de 400 µL de LiCl 6 mmoles/L e incubada no gelo por, no 

mínimo, 60 minutos. O RNA foi coletado por centrifugação a 16.000 g por 10 

minutos e o precipitado, ressuspenso em 1 mL de LiCl 3 moles/L, sendo, então, 

centrifugado por 10 minutos a 4 oC. Essa fase de lavagem foi repetida mais duas 

vezes, nas mesmas condições. O precipitado foi ressuspenso em 400 µL de 

acetato de potássio 2% e o RNA, re-precipitado pela adição de 1 mL de etanol e 

incubação por 12 horas, a -20 oC. O RNA foi separado por centrifugação a 16.000 

g por 15 minutos, lavado em etanol 70% e ressuspenso em 50 µL de água. O 

RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm e armazenado a -80 oC até 

o seu uso. A integridade do RNA isolado foi avaliada por eletroforese em géis de 

agarose 1,8% contendo 0,1 mg/mL de brometo de etídeo. 

 

2.3. RT-PCR 
 
 As amostras de RNA total de raízes e nódulos da variedade Doko, 25 

dias após emergência, foram usadas nas reações de RT-PCR. As amostras, antes 

de serem amplificadas, foram tratadas com “RQ1 RNase-free Dnase” (Promega), 

conforme as recomendações do fabricante. As amostras foram incubadas em 

tampão “RQ1 Rnase-free Dnase” 1X (Tris-HCl 40 mmoles/L, pH 8,0; MgSO4 10 

mmoles/L e CaCl2 1 mmol/L) por 30 minutos a 37 oC, extraídas com igual 

volume de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (24:24:1), re-extraída com 

clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) e precipitadas pela adição de acetato de 

sódio e etanol. O RNA foi incubado a -20 oC por, no mínimo, 12 horas e, depois, 

coletado por centrifugação a 16.000 g por 30 minutos. O precipitado foi lavado 

com etanol 70%, secado à temperatura ambiente e ressuspenso em água. 

 A primeira fita de cDNA foi sintetizada, usando-se o “SuperScript Kit 

Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis” (Life Technologies), 
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de acordo com as recomendações do fabricante. As amostras de RNA total (2,5 

µg) foram incubadas com 0,5 µg de oligo (dT)12-18 a 70 oC por 10 minutos e, em 

seguida, incubadas no gelo. Logo após, foram adicionados às amostras tampão 

PCR 1X (Tris-HCl 20 mmoles/L, pH 8,4 e KCl 50 mmoles/L), MgCl2 5 

mmoles/L, os quatro dNTP 0,5 mmol/L cada e DTT (ditiotreitol) 5 mmoles/L, as 

quais foram incubadas a 42 oC por 5 minutos. Em seguida foram adicionadas 200 

U da enzima “SuperScript II Rnase H - Reverse Transcriptase” (Life 

Technologies), sendo as amostras incubadas por mais 50 minutos a 42 oC. Após a 

síntese da primeira fita de cDNA, o RNA foi degradado pela adição de 2 U de 

Rnase H (Life Technologies) a 37 oC, por 20 minutos. Para cada amostra, foi 

feito um controle negativo, que continha todos os reagentes, menos a 

Transcriptase Reversa. 

 As reações de síntese da segunda fita e de amplificação foram 

conduzidas no termociclador da PE Applied Biosystems, modelo 9.600, com 

período inicial de desnaturação a 94 oC, por um minuto, seguido de 35 ciclos (a 

94 oC por 30 segundos, 55 oC por um minuto e 72 oC por dois minutos) e período 

adicional de polimerização a 72 oC por sete minutos. As reações foram realizadas 

em um volume final de 25 µL contendo 2,5 mmoles/L de cada dNTP, 1 U de Taq 

DNA Polimerase, 0,4 pmol de “primers" específicos para lipoxigenases, F – 5’-

CCTGCAACAGAAGGTGTTGA-3’ e R – 5’-TGGCCAAGGTAGACCTCATC-

3’, 2,5 µL da reação de síntese da primeira fita, KCl 50 mmoles/L, MgCl2 1,5 

mmol/L e Tris-HCl 10 mmoles/L, pH 8,3. Nessa etapa foi feita uma reação 

controle, usando-se os “primers” de actina 3 de soja (Shah et al., 1982), F – 5’-

CCCCTCAACCCAAAGGTCAACAG-3’ e R – 5’-GGAATCTCTCTGCCCCA 

ATTGTTG-3’, com as finalidades de verificar a contaminação com DNA 

genômico e normalizar as concentrações de cDNA-molde. Na presença de DNA 

genômico de soja, a reação de amplificação, com os “primers” de actina 3 de 

soja, produz um fragmento de 520 pb, ao passo que na presença de cDNA se 

observa a presença de um fragmento de 440 pb, devido à presença de um intron 

de 80 pb. 
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 Os “primers” específicos para lipoxigenases de soja para síntese da 

segunda fita do RT-PCR foram desenhados pelo programa “Primer3 Input 

Program” (http://www.genome.wi.mit.edu//cgi-bin/ primer/primer3.cgi), a partir 

de uma região altamente conservada entre os vários membros da família gênica 

de lipoxigenase expressos em folhas de soja, vlxC, com provável função de 

reserva vegetativa (acesso U26457; Bunker et al., 1995), depositada no 

“GenBank”, usando-se o programa BLAST (Altschul et al., 1997) no NCBI 

(“National Center for Biotechnology Information”) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 Os produtos das reações foram separados por eletroforese em géis de 

agarose, contendo brometo de etídio e visualizados por meio de luz ultravioleta. 
 
2.4. Clonagem molecular 
 
 O vetor usado nas clonagens de fragmentos com extremidades abruptas 

foi o pGEM-T, usando-se o “pGEM-T Easy Kit” (Promega). 

 As reações de ligação dos fragmentos de DNA ao vetor foram feitas 

usando-se a enzima T4 DNA Ligase (Life Technologies) em volume final de 10-

15 µL, de acordo com as técnicas de clonagem descritas por Sambrook et al. 

(1989) e Ausubel et al. (1998). As reações de ligação foram conduzidas em Tris-

HCl 50 mmoles/L, pH 7,6; MgCl2 10 mmoles/L; ATP 1mmol/L; DTT 1mmol/L; 

PEG 8.000 5%; o fragmento a ser clonado e o vetor, na proporção 3:1; e T4 DNA 

Ligase. A reação foi incubada a 4 oC, por 24 horas. 

 As células competentes, E. coli DH5α, foram preparadas de acordo com 

Inoue et al. (1990). Essas células foram crescidas em meio SOB (bactotriptona 

2%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 10 mmoles/L; KCl 2,5 mmoles/L; MgCl2 10 

mmoles/L; e MgSO4 10 mmoles/L, pH 7,0) até atingirem uma OD600 de 0,6, 

sendo posteriormente incubadas a 0 oC, por 10 minutos, e concentradas por 

centrifugação a 2.500 g por 10 minutos, a 4 oC, e ressuspensas em meio TB 

{PIPES (piperazina-N,N’-bis [2-ácido etanossulfônico] 10 mmoles/L; MnCl2 55 

mmoles/L; CaCl2 15 mmoles/L; e KCl 250 mmoles/L, pH 6,7} e incubadas por 

mais 10 minutos a 0 oC. As células foram coletadas por centrifugação a 2.500 g 
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por 10 minutos, a 4 oC, e ressuspensas, novamente em meio TB e DMSO 

(dimetilsulfóxido de sódio), a uma concentração final de 7%. As células foram 

novamente incubadas a 0 oC por 10 minutos e, em seguida, aliquotadas e 

armazenadas a -80 oC, até seu uso. 

 Para as transformações, a 100 µL de células competentes foram 

adicionados 10 a 15 µL da reação de ligase, sendo a suspensão mantida a 0 oC por 

30 minutos. Após choque térmico de dois minutos a 42 oC, 900 µL de meio SOB 

foram adicionados, prolongando-se a incubação por mais uma hora a 37 oC. As 

células foram concentradas por centrifugação, ressuspensas em 100 µL de meio 

SOB e espalhadas em placas contendo meio LB com ampicilina a 100 µg/mL, X-

Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactosídio) e IPTG (isopropiltio-β-

galactosídio), para a seleção dos clones transformantes e recombinantes. As 

colônias brancas foram tocadas levemente com a ponta de uma ponteira P10, 

inoculadas em uma placa de referência e incubadas em uma solução contendo 

todos os componentes necessários para amplificar o inserto. Cada reação continha 

tampão PCR 1X, cada um dos dNTPs a 2,5 mmoles/L, “M13 Forward Primer” 

(5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’) e “M13 Reverse Primer” (5’-

AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’), cada um a 10 pmoles e 1 U da 

enzima AmpliTaq DNA Polimerase ( PE Applied Biosystems), em um volume 

final de 25 µL.  

 As reações de amplificação foram conduzidas no termociclador da PE 

Applied Biosystems, modelo 9.600, com período inicial de desnaturação a 94 oC, 

por 10 minutos, seguidas de 30 ciclos (a 94 oC por 30 segundos, 55 oC por um 

minuto e 72 oC por um minuto) e um período adicional de polimerização a 72 oC 

por sete minutos. A placa de referência foi incubada a 37 oC, por 16 horas, e os 

fragmentos resultantes da PCR foram separados em um gel de agarose a 1%. As 

colônias que continham o inserto de interesse foram crescidas em 2ml de meio 

LB contendo ampicilina. O DNA plasmidial, isolado das bactérias transformadas, 

foi digerido com a enzima de restrição Eco RI e separado por eletroforese em um 

gel de agarose a 1%, para novo diagnóstico dos clones. As colônias 
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recombinantes foram armazenadas em 40% de glicerol a -80 oC, para 

caracterizações adicionais. 

 

2.5. Isolamento de DNA plasmidial 
 
 O isolamento do DNA plasmidial, em pequena escala, foi feito por 

purificação em colunas contidas no “QIAprep Spin Miniprep Kit” (Qiagen Inc.)”, 

para sequenciamento. Nesse procedimento, inicialmente, as células foram 

rompidas pelo método de lise alcalina na presença de RNase H (100 µg/mL), 

sendo o volume das soluções ajustado de acordo com o volume inicial da cultura. 

Após a lise alcalina, o DNA plasmidial foi isolado do sobrenadante, usando-se a 

resina pré-empacotada QIAprep Spin e Qiagen tipo 100 (Qiagen Inc.), conforme 

recomendações do fabricante. 

 

2.6. Sequenciamento do DNA 
 
 O DNA foi seqüenciado, usando-se o “ABI PRISM BigDye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” adequado para o sequenciamento de 

DNA, usando-se o “ABI PRISM 310 Genetic Analyzer”, PE Applied Biosystems. 

As reações de sequenciamento se baseiam na técnica de sequenciamento por 

terminação de cadeia por dideoxinucleotídios (ddNTPs) descrita por Sanger et al. 

(1977). 

 As reações de amplificação foram conduzidas pela amplificação linear 

por PCR, usando-se o termociclador da PE Applied Biosystems, modelo 9.600, 

programado para um período inicial de desnaturação a 96 oC, por dois minutos, 

seguido de 30 ciclos (96 oC por 30 segundos, 50 oC por 20 segundos e 60 oC por 

quatro minutos). As reações de sequenciamento foram realizadas em um volume 

final de 20 µL contendo 8µL de “mix” – fornecido no “Kit” de sequenciamento – 

10 pmoles de um “primer” e 200 a 500 ng do DNA a ser seqüenciado. Os 

produtos de extensão produzidos na reação de sequenciamento foram purificados 

pela adição de 80 µL de isopropanol 75% e pela incubação à temperatura 

ambiente, por 15 minutos. Os fragmentos foram coletados por centrifugação a 
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16.000 g por 20 minutos. O precipitado foi lavado com 250 µL de isopropanol 

75%, centrifugado por cinco minutos e secado à temperatura ambiente. O 

precipitado foi ressuspenso em 15 µL de “Template Supression Reagent” (PE 

Applied Biosystems), desnaturados a 95 oC por cinco minutos e mantidos no gelo 

até a sua aplicação. Os produtos da extensão foram separados por eletroforese 

capilar, utilizando-se como matriz o polímero POP6 (PE Applied Biosystems), e 

a fluorescência coletada por uma câmara CCD, sendo a informação processada 

pelo “ABI PRISM 310 Genetic Analyzer” (PE Applied Biosystems). Os dados 

foram automaticamente convertidos em seqüências de deoxinucleotídios. 

 As seqüências geradas foram montadas em contíguos, alinhadas e 

analisadas, usando-se o programa DNASTAR (DNASTAR Inc.). A busca por 

similaridades com outras seqüências depositadas no “GenBank” foi feita, usando-

se o programa BLAST (Altschul et al., 1997) no NCBI (“National Center for 

Biotechnology Information”) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Dois “primers” foram delineados a partir de um gene de lipoxigenase 

expresso em folhas de soja com provável função de reserva vegetativa vlxC, 

acesso U26457 (Bunker et al., 1995). O delineamento dos “primers” foi feito em 

uma região do gene de vlxC altamente conservada entre os vários membros da 

família mutigênica de lipoxigenase. Esses “primers” foram usados para 

amplificar prováveis fragmentos de PCR de lipoxigenase, a partir de cDNA de 

nódulo e de raiz de plantas de soja da variedade Doko, aos 25 dias após 

emergência. Esses “primers” amplificaram dois fragmentos de PCR a partir do 

cDNA de raiz, um de aproximadamente 400 pb e outro de aproximadamente 900 

pb, e um fragmento de PCR a partir do cDNA de nódulo, de aproximadamente 

400 pb (Figura 1). Essa amplificação diferencial indica que está sendo expressa, 

pelo menos, uma forma distinta de lipoxigenase na raiz, que não está sendo 

expressa no nódulo. 

 Com o objetivo de inferir prováveis funções de lipoxigenase presente no 

nódulo, o fragmento de PCR de aproximadamente 400 pb proveniente de nódulo 

foi clonado e seqüenciado, resultando em uma seqüência de 353 pb (Figura 2). A 

seqüência de aminoácidos deduzida desse clone de cDNA, GmLOXN, quando 

comparada com seqüências de aminoácidos depositadas no "GenBank" revelou 

uma identidade de 80% com a proteína LOX1 de feijão (Eiben & Slusarenko, 

1994) e de 79% com a proteína PvLOX2 de feijão (Porta et al., 1999). Essa alta 

identidade comprova que GmLOXN é proveniente de um gene de lipoxigenase. 

A comparação da seqüência de aminoácidos derivada de GmLOXN com a 

seqüência de aminoácidos de lipoxigenases de soja, revelou uma identidade de 

71% com LOX 2 (Shibata et al., 1988) e de 69% com vlxC (Bunker et al., 1995). 

As diferenças de identidades entre GmLOXN e as seqüências de aminoácidos de 

outras lipoxigenases expressas em soja, indicam que GmLOXN faz parte de um 

novo gene. A maior identidade de GmLOXN com lipoxigenases expressas em 

nódulo, foi de 79% para feijão (Porta et al., 1999), seguida de 68% para ervilha 

(Gardner et al., 1996) e de 66% para Vicia faba (Perlick et al., 1996). 



 

 75

 

 

 

 

 

FIGURA 1 – RT-PCR de raiz e de nódulo da variedade de soja Doko. Os 
números na parte superior equivalem a diferentes amostras usadas: 
1- raiz; 2 e 3- nódulo; 4- DNA genômico. Em 1 e 2 foi usado 
“primer” para lipoxigenase e em 3 e 4 foi usado “primer” de 
actina. M indica o marcador de peso molecular, DNA de λ 
digerido com EcoR I e Hind III. Os números à esquerda 
correspondem ao tamanho das bandas em Kb. 

 

 

 A identidade de 69% de GmLOXN com vlxC, uma lipoxigenase com 

sugerida função de armazenamento temporário de nitrogênio (Bunker et al., 

1995) e o fato desse tipo de proteína acumular em soja em resposta a fertilização 

com nitrogênio  (Tranbarger et al., 1991; Grimes et al., 1993; Bunker et al., 1995; 

Stephenson et al., 1998), sugerem a possibilidade de GmLOXN fazer parte de um 

gene que esteja envolvido no armazenamento temporário de nitrogênio em 

nódulos, haja visto que nesse órgão tem-se grande disponibilidade de nitrogênio. 

M    1     2     3     4Kb

0,9

0,5

1,6
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CCTGCAACAGAAGGTGTTGAGAAGGGTCACGGTGACTTGAAAGACAAGCC       50 
ATGGTGGCCTAAGTTGAACACTCTTCAAGATCTGATTCACATTTGCTGCAT 100 
TATTATATGGACTGCTTCAGCACTCCATGCAGCTGTGAATTTCGGACAATA 150 
CCCTTATGGCGGTTTCATCCTAAATCGTCCAACTCTAACCAGAAGATTGCT 200 
CCCAGAGCCAGGAACCAAAGAATATGGTGAACTTACCAGTAATCATCAAA 250 
AGGCTTATTTGAGAACAATTACAGGAAAGACTGAGGCCCTTGTGGACCTA 300 
ACAGTGATAGAGATATTGTCAAGGCATGCTTCTGATGAGGTCTACCTTGG  350   
CCA 353 
 

 

FIGURA 2 – Seqüência de nucleotídios do clone de cDNA parcial de 
lipoxigenase. As seqüências marcadas em vermelho 
correspondem aos sítios de pareamento dos “primers” usados na 
reação de PCR. 

 

 

 Para melhor entendimento das funções de lipoxigenases em nódulos 

radiculares torna-se necessária a identificação dos genes de lipoxigenases 

expressos nesse órgão. Esse trabalho identificou um clone de cDNA parcial de 

lipoxigenase com 353 pb, GmLOXN, expresso em nódulo. 

 GmLOXN pode ser utilizado em trabalhos futuros, como sonda na 

seleção de clones completos de lipoxigenases em biblioteca de cDNA 

proveniente de nódulo e de raiz. Com o sequenciamento dos clones completos 

poder-se-á fazer uma melhor comparação com as seqüências de lipoxigenases 

depositadas no “GenBank”, bem como delinear “primers” específicos para cada 

gene de lipoxigenase expresso no nódulo e na raiz, gerando sondas específicas, 

de maneira a permitir a identificação da expressão individualizada desses genes 

durante o desenvolvimento desses órgãos. As sondas obtidas também poderiam 

ser utilizadas no preparo de anticorpos peptídeo-específicos e serem utilizados 

em imunolocalização. O conjunto dessas informações permitirá um melhor 

entendimento das funções de lipoxigenases do nódulo e da raiz. 
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 Utilizando-se dois "primers" específicos para amplificar prováveis 

fragmentos de PCR de lipoxigenase, a partir de cDNA de nódulo e de raiz de 

plantas de soja da variedade Doko, aos 25 dias após emergência, obteve-se dois 

fragmentos de PCR a partir do cDNA de raiz, um de aproximadamente 400 pb e 

outro de aproximadamente 900 pb, e um fragmento de PCR a partir do cDNA de 

nódulo, de aproximadamente 400 pb. Essa amplificação diferencial sugere que 

está sendo expressa, pelo menos, uma forma distinta de lipoxigenase na raiz, que 

não está sendo expressa no nódulo. 

 Com o objetivo de inferir prováveis funções de lipoxigenase presente no 

nódulo, o fragmento de PCR de aproximadamente 400 pb proveniente de nódulo 

foi clonado e seqüenciado, resultando em uma seqüência de 353 pb. A seqüência 

de aminoácidos desse clone de cDNA, GmLOXN, quando comparada com 

seqüências de aminoácidos depositadas no "GenBank" revelou que GmLOXN faz 

parte de um novo gene de lipoxigenase expresso em soja. 

 A identidade de 69% de GmLOXN com vlxC, uma lipoxigenase com 

função provável de armazenamento temporário de nitrogênio e o fato desse tipo 

de proteína acumular-se em soja em resposta a fertilização com nitrogênio, 

sugerem a possibilidade de GmLOXN fazer parte de um gene que está envolvido 

no armazenamento temporário de nitrogênio em nódulos, uma vez que nesse 

órgão tem-se grande disponibilidade de nitrogênio. 
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RESUMO E CONCLUSÕES 
 

 Várias linhagens de soja desprovidas das isoenzimas LOX 1, 2 e 3 na 

semente (triplo nulas) derivadas de variedades elite têm sido desenvolvidas pelo 

Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/UVF, que visa 

aumentar a sua aceitabilidade na alimentação humana. Essas linhagens triplo 

nulas têm sido avaliadas para caracteres agronômicos, contudo, ainda não tinham 

sido avaliadas quanto à capacidade de nodulação e fixação de nitrogênio. Tais 

análises são necessárias, haja visto que o nitrogênio requerido para o 

desenvolvimento de plantas de soja é quase completamente suprido pela bactéria 

Bradyrhizobium por meio do estabelecimento de relação simbiótica. 

 Foram montados três experimentos, em épocas diferentes, para comparar 

três linhagens de soja triplo nulas e as variedades Cristalina RCH, Doko RC e 

IAC-12 que lhes deram origem, quanto à capacidade de nodulação e fixação de 

nitrogênio. 

 Os resultados desse estudo indicam que as isoenzimas de lipoxigenases 

das sementes não foram fatores determinantes da formação de nódulos, bem 

como na fixação de nitrogênio que ocorre nos nódulos. 

 Utilizando-se plantas das linhagens Doko normal e Doko triplo nula, 

inoculadas e não inoculadas, avaliou-se os valores de KM app, atividade e 

"immunoblotting" de lipoxigenases de raiz nos tempos 0, 2, 6, 10, 15 e 25 dias 

após emergência e de nódulo nos tempos 10, 15 e 25 dias após emergência. Os 

valores de KM app para raiz de Doko normal e de Doko triplo nula apresentaram a 

mesma tendência de aumento no período estudado, indicando que a eliminação 

genética das lipoxigenases das sementes não afetou a expressão das lipoxigenases 

da raiz. Os valores de KM app para nódulo foram similares para Doko normal e 

Doko triplo nula e para os três tempos analisados, sugerindo que o “pool” de 

lipoxigenases expresso nesse órgão é o mesmo nessas duas linhagens no período 

estudado. 

 A atividade de lipoxigenases nas raízes das linhagens Doko normal e 

Doko triplo nula, inoculadas e não inoculadas, declinou com o passar do tempo. 
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Essa maior atividade de lipoxigenases no início de formação da raiz, sugere o 

envolvimento dessa enzima no crescimento e desenvolvimento desse órgão. 

Contudo, para nódulo ocorreu um aumento acentuado de atividade de 

lipoxigenase aos 25 dias após emergência em um estádio de desenvolvimento no 

qual tem-se baixa taxa de crescimento e alta taxa de fixação de nitrogênio nesse 

órgão, sugerindo que as lipoxigenases expressas no nódulo estariam envolvidas 

com armazenamento de nitrogênio, similar ao que tem sido proposto para 

lipoxigenases de folhas de soja. 

 Raiz e nódulo apresentaram, pelo menos, dois grupos de mobilidade para 

lipoxigenases nos "immunoblottings", similares aos de semente, com 

aproximadamente 94 e 97 KDa. A intensidade das bandas imuno-reativas em raiz 

e em nódulo dos genótipos estudados confirmaram os resultados obtidos com 

atividade de lipoxigenase, sugerindo que as variações de atividade dessa enzima 

nesses órgãos foram, principalmente, devido à variações na concentração dessa 

enzima. 

 Utilizando-se dois "primers" específicos para amplificar fragmentos de 

PCR de lipoxigenase, a partir de cDNA de nódulo e de raiz de plantas de soja da 

variedade Doko obteve-se uma amplificação diferencial nesses dois órgãos, que 

indicou a expressão de, pelo menos, uma forma distinta de lipoxigenase na raiz, 

que não é expressa no nódulo. 

 Com o objetivo de inferir prováveis funções de lipoxigenase presente no 

nódulo, um fragmento de PCR proveniente de nódulo foi clonado e seqüenciado, 

resultando em uma seqüência de 353 pb. A seqüência de aminoácidos desse clone 

de cDNA, GmLOXN, quando comparada com seqüências de aminoácidos 

depositadas no "GenBank" revelou fazer parte de um novo gene de lipoxigenase 

expresso em soja. 

 A identidade de 69% de GmLOXN com vlxC, uma lipoxigenase com 

função de armazenamento temporário de nitrogênio em folhas, acrescido do fato 

desse tipo de proteína acumular-se em resposta a fertilização com nitrogênio, 

sugere a possibilidade de GmLOXN fazer parte de um gene que esteja envolvido 
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no armazenamento temporário de nitrogênio em nódulos, haja visto que nesse 

órgão tem-se grande disponibilidade de nitrogênio. 


