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RESUMO

Neste trabalho, avaliou-se a capacidade da planta de soja de uma cultivar comercial, IAC-100, e de um genétipo IAC-
100 TN que apresenta auséncia de lipoxigenases nas sementes de responderem a0 ataque de mosca-branca (Bemisia argentifolii)
pela via das Lipoxigenases. Foi realizada a caracterizag@o cinética do pool de lipoxigenases. Os valores de Ky, decresceram
nas plantas atacadas, sugerindo uma alteracéo no pool de lipoxigenases foliares. Valores similares de Ky, €ntre os genétipos,
indicam que a remog&o de lipoxigenases de sementes ndo interferiram na expressdo de lipoxigenases em folhas. Ocorreu aumen-
to significativo na produgao de inibidores de proteases. Com esses resultados, infere-se que a produgéo de inibidores de proteases
esta envolvida no mecanismo de defesa de soja a0 ataque da mosca-branca.

Termos paraindexagdo: Soja, lipoxigenases, mosca branca, defesa de planta.

ABSTRACT - Thiswork evaluated the capacity of the soybean plant, from a commercial cultivar IAC-100 and from a genotype
IAC-100 TN, with absence of lipoxygenases in their seeds, to respond to the attack by whitefly (sucking insect) by lipoxygenases
pathway. The Kinetic characterization of the “pool” of lipoxygenases was determined. The Ky, values decreased, suggesting a
change in the “pool” of lipoxygenases in response to the attack by whitefly. The similar Ky, values suggest that the removal of
the lipoxygenases from the seeds does not change the expression of LOX in the leaves. There was a noticeable increase in
protease inhibitors. These results suggest that the production of protease inhibitors are involved in the defense mechanism of
soybean plant against whitefly injury.

Index terms: Soybean, lipoxygenase, whitefly, plant defense.
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INTRODUCAO

Lipoxigenases (E.C. 1.13.11.12) catalisam a dio-
xigenagdo estereoespecifica de &cidos graxos poliinstu-
rados contendo o sistema cis,cis-1,4-pentadieno com
formacdo dos respectivos derivados hidroperéxidos, o-
riginando, assim, moléculas reativas com atividades fi-
siolégicas pronunciadas (VICK e ZIMMERMAN,
1983).

Duas principais vias para o metabolismo dos hi-
droperoxidos de acidos graxos produzidos pelas lipoxi-
genases, chamadas de Via das Lipoxigenases, vém sen-
do propostas para plantas superiores. Essa via envolve a
acdo de duas enzimas, ou sgja, hidroperdxido liase e hi-
droperéxido ciclase. Apés a agdo da hidroperéxido lia
se, pode ocorrer a producdo de adeidos, os quais po-
dem inibir o crescimento de fungos, insetos e protozo&
Rios (CROFT et d., 1993), podendo também agir como
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um sinal gquimico na atragdo do inimigo natural do her-
bivoro para a planta danificada (PARE e TUMLINSON,
1997). Essa via também pode produzir traumatina, co-
nhecida como horménio do ferimento, que pode estar
envolvida no processo de sinalizag&o e divisdo celular
em resposta a ferimentos em plantas. J& a hidroperéxido
ciclase catalisa a formagéo de &cidos graxos ciclicos de-
rivados do acido 13-hidroperoxilinolénico, que sdo pre-
cursores da sintese de acido jasmonico. Esse possui ati-
vidade de fitorregulador e estd envolvido em processos
de desenvolvimento, bem como na resposta da planta a
insetos e patdgenos, induzindo a sintese de genes que
se expressam para inibidores de proteases (FARMER e
RYAN, 1990, 1992).

No sistema de interagdo planta-inseto, as plan-
tas tém utilizado uma variedade de moléculas protéi-
cas tOxicas para sua protecdo contra 0s insetos-praga.
A producdo de inibidores de proteases constitui num
dos um dos mecanismos de defesa de plantas contra
invasdo de pragas (FARMER e RYAN, 1990).

Atuamente, a mosca-branca (Bemisia argentifolii
= Bemisia tabaci raga B) tem se tornado um dos gran-
des problemas da agricultura brasileira. Na cultura da
soja, causa grandes danos por ser um inseto sugador que
se alimenta da seiva da planta, podendo levé-la a morte
ou adiminuicdo da producdo. Ao se alimentar, a mosca-
branca excreta uma substancia pegajosa (honey-
dew), que pode provocar 0 aparecimento de fungos e
ainda abaixar a capacidade fotossintética e outras fun-
¢Oes fisiologicas da planta (FERREIRA e AVIDOS,
1998).

Como as lipoxigenases fazem parte da via de
transducgdo de sinais no mecanismo de defesa de plan-
tas contra insetos-praga, torna-se cada vez mais im-
portante a caracterizagao bioguimica e cinética de ca-
da uma das isoenzimas lipoxigenases, em especial,
daquelas presentes nas folhas, e, conseglientemente, o
conhecimento das suas fungdes bioquimico-genéticas
e fisiolégicas relacionadas as fungdes de defesa das
plantas a danos causados por pragas e patdgenos, e,
na regulacdo do metabolismo vegetal pela Viadas Li-
poxigenases.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas plantas de soja [Glycine max
(L.) Merrill] da cultivar IAC-100 e do genétipo IAC-
100 TN com auséncia de lipoxigenases nas sementes. O
gendtipo IAC-100 TN, desenvolvido pelo Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/
UFV, é um gendtipo avangado obtido a partir da cultivar

IAC -100, que se encontra na quinta geracéo do primei-
ro ciclo retrocruzamento (RC1F5). A ata similaridade
genéticaentre IAC - 100 e IAC - 100 TN foi confirma-
da por meio de andlise de DNA, utilizando-se marca-
dores moleculares do tipo RAPD "Random Amplified
Polymorphic DNA" e também mediante caracteristi-
cas fenotipicas. As plantas foram cultivadas em vasos
com capacidade para 4,0 Kg de solo, sob condigcbes
de casa-de-vegetacdo. Essas plantas foram colocadas
em gaiolas de filé e submetidas a uma populagéo de
moscas-brancas. A infestagdo artificial de mosca-
branca foi realizada de forma que as densidades ob-
servadas no experimento superaram a densidade de 6
insetos por foliolo, o que suplanta o nivel de dano e
condmico em culturas onde tal determinag@o existe
no Pais, como é o caso de tomate (GUSMAO, 2000).
Apos 12, 24, 48 e 72 horas de ataque, 0 primeiro tri-
foliolo foi coletado para posterior obtencdo de extra
tos foliares. Decorridos esses tempos, 0s vasos foram
transferidos para outra gaiola de fil6 com auséncia
completa de moscas-brancas. Em seguida, 0 mesmo
procedimento de coleta foi efetuado nos tempos 6,
12, 24 e 48 horas, apos aretirada do inseto.

A fonte de enzimas foi aprimeirafolhatrifoliolar
de plantas de soja no estadio vegetativo V3 de desen-
volvimento (FEHR e CAVINESS, 1977). O primeiro
trifoliolo foi coletado, congelado em nitrogénio liquido
e armazenado a -80°C. O preparo do extrato bruto foliar
foi realizado de acordo com o método de Ohta et al.
(1986). A determinagdo de proteinas totais, no extrato
bruto, foi realizada de acordo com 0 método de Smith et
al. (1985). A atividade de lipoxigenase sobre o &cido li-
noléico foi determinada segundo o método descrito por
Axelrod et al. (1981).

Para determinagdo do pH 6timo, os seguintes
sistemas-tampao foram usados. &cido citrico/fosfato
dissddico (2,0-2,5); &cido citrico/citrato de sodio
(3,0-3,5); &cido acético/acetato de sodio (4,0-4,5); &
cido citrico/citrato de sodio (5,0-5,5); monofosfa
to/fosfato dissddico (6,0-7,0); Tris-HCI (7,5-8,5) e &
cido bérico/borato de sodio (9,0-10,0), na concentra-
¢éo de 50 mmol.L ™. A absorvancia da mistura de rea-
¢do a 234 nm foi determinada de 30 em 30 segundos
por um periodo de 2,5 minutos, a 25°C. Para determi-
nacdo da temperatura 6tima, foi utilizado banho-
maria, bem como espectrofotdmetro com sistema de
temperatura controlada a 20, 25, 30, 35, 40, 45 e
50°C. Os parametros cinéticos, no estado estacion&
rio, foram obtidos por meio de regressdo ndo-linear,
empregando-se 0 programa de computagdo Enzifitter
(LEATHERBARROW, 1987).
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A determinagdo de inibidores de proteases foi re-
alizada pela inibicdo da atividade da tripsina utilizando-
se D,L-BApNA como substrato, de acordo com o méto-
do de Kakade et al. (1974). Para avaliar se os valores Al
(diferenca no nivel de inibi¢do de tripsina entre a planta
submetida ao atague do inseto e a planta-controle) obti-
dos no experimento sdo uma evidéncia significativa de
que a presenca do inseto aumenta a inibicgo triptica, a
plicou-se o teste t nas médias das diferencas ao longo do
tempo. Testou-se a hipétese de que a diferenca média é
igual a zero, contra a hipdtese alternativa unilateral de
que a diferenca € maior do que zero. Esse mesmo proce-
dimento foi adotado para verificar se os dois genétipos
(IAC-100 e IAC-100 TN) respondem a presenga dos inse-
tos de forma similar, porém, com testes hilaterais. Utili-
Zou-se 0 programa SAS (SASINSTITUTE, 2001).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Dois picos mais acentuados de atividade de lipo-
xigenases foram observados a pH 4,5 e 6,0 para os dois
gendtipos analisados e seus respectivos controles (Figura
1). A atividade especifica em diferentes valores de pH
foi maior nos testes, sugerindo que as plantas de soja,
submetidas ao ataque de mosca-branca, responderam a
esse estresse pelo aumento de atividade de lipoxigena-
ses. Os valores de pH 6timo observados estao de acordo
com os resultados obtidos por outros autores: Lanna et
al. (1996) caracterizaram lipoxigenases de folha de soja
dos gendtipos Cristalina e IAC-100 com alta atividade
em pH 6,0, gendtipo UFV-TN com pH 6timo em 7,0 e
ainda outros picos de atividadeapH 4,5e 7,5. Vieiraet al.
(2001) também caracterizaram lipoxigenases de folhas de
soja submetidas a ferimento mecénico, observando picos de
pH paraformacéo de hidroperdxidos em pH 4,5 € 6,0.

O maior vaor de atividade especifica de lipoxige-
nases ocorreu a 25°C para os dois gendtipos e seus respec-
tivos controles (Figura 2). Verifica-se mais uma vez que a
atividade de lipoxigenases apresentou-se maior nos testes,
indicando, novamente, que um dos mecanismos de resposta
€ a ativagdo da Via das Lipoxigenases. Esses dados estéo
de acordo com os resultados obtidos por Lanna et a. (1996)
para lipoxigenases foliares de soja no estédio V4 de desen-
volvimento dos genétipos IAC-100, UFV-TN e Cristalina.
Também est@o de acordo com os dados obtidos por Vieira
et a. (2001) para lipoxigenases foliares de soja, no estadio
V 3 de desenvolvimento, de plantas da variedade IAC-100 e
do gendtipo IAC-100 TN, submetidas a ferimento mecani-
co, onde apresentaram pico de atividade a 25°C.

O Ky, reflete o ambiente celular, ou seja, o va-
lor de Ky, estabelece o nivel aproximado de substrato
intracelular. A constante de Michaelis-Menten indica

uma adaptacdo relativa do substrato ao centro ativo
da enzima. Assim, o substrato que apresenta um me-
nor valor de Ky tem maior afinidade aparente pela
enzima, sugerindo melhoria na eficiéncia catalitica
(SEGEL, 1975; LEHNINGER et al., 1995).

Ambos os gendtipos apresentaram graficos de
Michaelis-Menten com curva hiperbélica, mostrando
que o pool de lipoxigenases de folhas de soja subme-
tidas a ataque de mosca-branca segue a cinética de
Michaelis-Menten, na faixa de concentragdo de subs-
trato analisada (Figuras 3).

Para os dois genétipos, os vaores de Kyqp, de-
terminados no pool de lipoxigenases de folhas de soja,
em 12, 24, 48 e 72 horas, em presenca do inseto, apre-
sentaram-se menores do que 0s respectivos controles
(TABELA 1). Além disso, os valores de Ky, decresce-
ram, para ambos 0s gendtipos, com o tempo de atagque
da planta pelo inseto (de 12 até 72 horas). Esse decrés-
cimo indica uma alteracdo no pool de lipoxigenases,
demonstrando uma otimizac&o da atuacéo dessas isoen-
Zimas em resposta ao ataque de mosca-branca. A dife-
renga pouco pronunciada nos valores de Ky 4, entre os
dois gendtipos, sugere que a remocao genética das trés
lipoxigenases de sementes, com o propdsito de aumen-
tar a aceitabilidade deste gréo na dieta alimentar, néo al-
terou aresposta da planta de soja contrainsetos-praga.

Um dos produtos finais da Via das Lipoxigena-
ses € 0 &cido jasmonico, sendo esse um sinalizador para
a ativacdo de genes de defesa de plantas a insetos, os
quais expressam parainibidores de proteases (FARMER
e RYAN, 1992). Assim, foi realizada a determinagéo de
inibidores de proteases, observando aumento na produ-
¢d0 deles em relagdo ao controle, em todos os tempos
analisados, tanto durante a presenca do inseto na planta
(12, 24, 48 e 72 horas) quanto ap0s a sua remogao (6,
12, 24 e 48 horas) (TABELA 2). De acordo com as ana
lises estatisticas, concluiu-se que para o genétipo IAC-
100 os valores sdo significativos a 1,3% e 3,32% na
presenca e apds a remogdo do inseto, respectivamente.
Para 0 gendtipo IAC-100 TN na presenca do inseto, ha
evidéncias significativas (p=1.48%) de efeito de inibi-
¢80, a0 passo que, apds a remogdo do inseto, as evidén-
cias sdo significativas a 5,16% de probabilidade. N&o ha
evidéncias de que o efeito dos insetos na inibicdo da a
tividade de tripsina sgja diferente entre os gendtipos
IAC-100 e IAC-100 TN durante a presenca dos insetos
(p=17,72%) ou mesmo apOs a remog¢do dos insetos
(p=52,81%). 1sso mostra que a remocao das lipoxigena-
ses da semente da soja ndo afetou a resposta da planta
ao atague do inseto.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 2, p. 406-413, mar./abr., 2004



Funcdo bioguimica da via das lipoxigenases em plantas de soja... 409

45 30
40 A
0 25 4
35
(A) @
. 20 4
g’ 30 E
o 25 '7“/! 15 J
z 20 z
= 15 = 10
10 5 |
5 |
0 8-0-0—o 0

pH
(e——) representa a atividade do pool de lipoxigenases foliares das plantas atacadas por mosca-branca
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FIGURA 1 - Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja, cultivar IAC-100 (A) e gendtipo
IAC-100 TN (B), em vérios valores de pH. Primeiros trifoliol os coletados 24 horas apds a remog&o do inseto.
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(e———e) representa a atividade do pool de lipoxigenases das plantas atacadas por mosca-branca.
(o—o0) representa a atividade do pool de lipoxigenases das plantas controle.

FIGURA 2 — Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja, cultivar IAC-100 (A) e gen6tipo IAC-100 TN
(B), em varios valores de temperatura. Primeiros trifoliol os coletados 24 horas ap6s a remog&o do inseto.
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FIGURA 3 - Gré&fico de MichaelisMenten para a formacdo de hidroperéxido do &cido linoléico catalisada pelo
pool de lipoxigenases foliares de plantas de soja, gendtipos IAC-100 e IAC-100 TN representados respectivamente
pelas letras A e B. Primeiro trifoliolo coletado 24 horas apds a remogéo do inseto. Condicgdes experimentais. rea

¢80 em tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 6,0, a 25°C. Concentragéo do &cido linoléico 0,01 a0,64 mM.

Quantidade de extrato bruto: 1 uL. Concentracdo de proteina total no extrato bruto: 0,96 mg/mL. A linha
continua foi tracada baseada em dados tedricos utilizando-se a equacdo de Michaelis-Menten para a ob-

tencdo de Kyiapp € Vmax app- OS pontos sdo experimentais. Insercéo: grafico de Lineweaver-Burk.

TABELA 1 - Par@metros cinéticos do pool de lipoxigenases de plantas de soja, obtidos a partir do primeiro trifo-
liolo coletado 12, 24, 48 e 72 horas (presenca do inseto) e 6, 12, 24 e 48 horas (apds remogao).

IAC-100 TN
Tempo (horas) K app (BM) V max app (M .57) K app (BM) V max app (NM.57)
122,47 (Controle) 227,70 (Controle) 116,74 (Controle) 112,22 (Controle)

Em presenca do inseto

12 87,78 131,39 96,15 81,92

24 79,69 83,64 80,84 70,15

48 68,65 69,36 60,41 61,42

72 36,77 71,86 54,29 87,06
Apos remocdo do inseto

6 40,19 76,03 51,45 84,21

12 44,67 60,28 44,50 71,87

24 58,99 42,99 51,23 60,33

48 94,48 74,33 101,51 95,88
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Esses resultados estdo de acordo com Farmer e
Ryan (1992) e Creelman e Mullet (1997), quando su-
gerem que o acido jasmdnico seja parte integral de
um sistema de transducéo de sinais intracelulares que
regulam a transcricdo de genes que codificam inibi-
dores de proteases. A expressao de inibidores de trip-
sina em plantas de tabaco mostraram a reducéo nare-
producé@o de mosca-branca, Bemisia tabaci. Portanto,
inibidores de proteases em plantas mostram afetar o
desenvolvimento de vérios herbivoros (TAYLOR e
LEE, 1997).

Assim, os resultados de aumento da atividade
de lipoxigenases e de inibidores de proteases indicam
um possivel mecanismo de resposta da planta de soja
a0 ataque da mosca-branca, passando pela Via das
Lipoxigenases. 1sso parece ocorrer pelo aumento da
eficiéncia catalitica de lipoxigenases e, em seguida,
pelo aumento da agdo da hidroperdxido ciclase, le-

vando a conversdo dos hidroperéxidos formados em
acido 12-oxo-fitodiendico e, posteriormente, a acido
jasmdnico. Este Ultimo € proposto interagir com um
receptor de membrana, ativando a expressdo de genes
que expressam inibidores de proteases (FARMER e
RYAN, 1992). Dessa forma, com esses resultados re-
forca-se a hip6tese de que as isoenzimas lipoxigena
ses sdo enzimas-chave no mecanismo de resposta de
plantas de soja contra herbivoros e que o acimulo de
inibidores de proteases esteja envolvido nesse meca-
nismo.

Uma importante estratégia que podera ser uti-
lizada no controle de insetos-praga, como € o caso da
mosca-branca (Bemisia argentifolii), € a producdo de
cultivares que expressem uma maior quantidade de
inibidores de proteases em folhas para conferir plan-
tas tolerantes ou resistentes a insetos-praga.

TABELA 2 - Inibic&o detripsina por inibidores de proteases obtidos a partir do extrato bruto dos primeiros trifolio-
los coletados 12, 24, 48 e 72 horas (presenca do inseto) e 6, 12, 24 e 48 horas (apds remog&o).

Tempo (horas)

Inibicao triptica

(mgtripsinainibida.g™ de proteina)

IAC-100 IAC-100 TN
Controle M osca-branca Controle M osca-branca
Em presenca do inseto
12 32,19+ 12,37 60,29 + 8,66 10,53+ 3,84 35,81+ 3,54
24 27,97 + 2,99 36,12 + 5,69 13,59 £ 4,94 27,46 + 1,56
48 57,69+ 15,13 95,89 + 13,46 436+1,15 13,44+ 0,52
72 76,20 + 6,91 104,84+ 1,12 48,42 +1,32 58,47 + 1,30
Apos remocdo do inseto
6 7,28+ 0,05 25,88 + 2,05 9,10 + 2,40 47,45 + 3,41
12 29,35+ 6,68 31,87+ 4,70 29,72+ 0,58 30,93+ 1,69
24 19,71+ 141 57,02+ 1,80 641+181 25,50 + 8,00
48 9,05+ 0,35 31,05+ 9,50 4,72+ 1,13 66,31+ 5,51

Valores s30 a média das anélises de trés r epetices + desvio-padr &o.
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