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EFFECT OF THE APLICATION OF FATTY ACIDS ON “LIPOXYGENASE PATHWAY” FROM SOYBEAN LEAVES. The
involvement of lipoxygenase isozymes in several physiological processes of plants has been described but their role is not well

understood and more biochemical studies are needed to elucidate the role of the “Lipoxygenase Pathway” in plant physiology.
Thus, the biochemical and kinetic characterization of a lipoxygenases “pool” from soybean leaves was carried out. Two genotypes
were used: JAC-100 (a normal variety having lipoxygenases in the seeds) and IAC-100 TN (genetically modified genotype, which
is devoid of lipoxygenases in the seeds). The plants were submitted to the application of fatty acids (lipoxygenase substrates) on
leaves. The results of the biochemical and kinetic studies of lipoxygenase isozymes from leaves of the two genotypes analysed

showed that genetic removal of lipoxygenase from seeds did not affect the response of the plant to the treatment, since both

genotypes showed similar results.
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INTRODUCAO

Lipoxigenases (linoleato: oxigénio oxidorredutase, EC
1.13.11.12), pertencentes a classe das oxirredutases, sdo dioxigenases
que catalisam a adi¢do molecular de oxigénio as moléculas de 4ci-
dos graxos poliinsaturados, possuindo isomerismo geométrico, no
sistema cis,cis-1,4-pentadieno’.

As lipoxigenases do sistema animal utilizam preferencialmente
0 4cido araquidonico como substrato e estdo envolvidas na forma-
¢do de varios componentes regulatérios, como leucotrienos e
lipoxinas® Assim, as lipoxigenases do sistema animal desempenham
funcdes na inflamagao, imunidade, hipersensibilidade e nas reagdes
de defesa do hospedeiro.

No sistema vegetal, as lipoxigenases ocorrem em vdrias partes
da planta, desempenhando fungdes em processos tais como: cresci-
mento e desenvolvimento', senescéncia’, reserva vegetativa*, germi-
nagiio de sementes’, resposta a ferimento® e resisténcia a insetos e
patGgenos’.

Os principais substratos de lipoxigenases, em plantas superio-
res, sdo os dcidos linoléico e linolénico®. O 4dcido linolénico € o mais
abundante dcido graxo na maioria dos tecidos de plantas, compreen-
dendo mais que 80% do grupo acil dos lipidios de membrana dos
cloroplastos. O 4cido linoléico se encontra em maior concentracio
nas sementes e embrides’ e, em plantas, pode ser convertido em &ci-
do linolénico pela a¢do de uma dessaturase'.

A ““Via das Lipoxigenases” em plantas estd envolvida na sintese
de moléculas regulatérias'®. Os hidroper6xidos formados pela agio
das lipoxigenases sdo moléculas reativas, e podem ser mobilizadas,
em plantas superiores, por meio de um complexo mecanismo que
envolve a hidroperéxido ciclase e a hidroperdxido liase.

A hidroperéxido liase produz compostos carbonilicos de seis
carbonos como o trans-2-hexenal, o qual é um componente caracte-
ristico do sabor e odor de frutos e folhas verdes. Produz também
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compostos de 12 carbonos como a traumatina, conhecida como
hormdnio do ferimento, e pode estar envolvida no processo de sina-
lizagdo e divisdo celular em resposta a ferimento!!.

A hidroperéxido ciclase produz o dcido 12-oxo-fitodiendico que,
ap6s uma redugdo e trés B-oxidagdes, d4 origem ao 4cido jasmonico,
o qual € um poderoso indutor da sintese de inibidores de proteases
quando plantas sdo injuriadas'?, além de ser indutor da expressdo
génica de lipoxigenases em folhas primarias, hipocétilos e
cotilédones®.

A funcdo de lipoxigenases de plantas, sob o ponto de vista da
relacdo estrutura/func@o, ainda ndo estd bem clara'*. Assim, torna-se
cada vez mais importante estudos bioquimicos visando elucidar a
participagdo da “Via das Lipoxigenases™ na fisiologia da planta, em
especial no mecanismo de defesa da soja a insetos e patogenos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade da planta em
responder a aplicagdo de 4cidos graxos, substratos de lipoxigenases,
por meio da “Via das Lipoxigenases” sendo utilizadas duas isolinhas
de soja: uma variedade normal, IAC-100, contendo as trés isoenzimas
lipoxigenases na semente, e o gendtipo IAC-100 TN, modificado
geneticamente, apresentando auséncia completa das trés isoenzimas
lipoxigenases nas sementes.

PARTE EXPERIMENTAL
Material genético

Foram utilizadas plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) da
variedade IAC-100 e do gendtipo com auséncia de lipoxigenases
nas sementes (IAC-100 TN). O gendtipo IAC-100 TN, desenvolvido
pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/
UFYV, € uma linhagem avancada obtida a partir da variedade IAC -
100 que se encontra no sexto ciclo de retrocruzamentos, terceira ge-
rag¢do de autofecundagdo. A alta similaridade genética entre IAC -
100 e IAC - 100 TN foi confirmada por meio de andlise de DNA,
utilizando-se marcadores moleculares do tipo RAPD “Random
Amplified Polymorphic DNA”, e também por meio de caracteristi-
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cas fenotipicas. As plantas foram cultivadas em vasos com capacida-
de para 3,0 Kg de solo, em condigdes de casa de vegetagao.

Aplicacao de acidos graxos

As plantas de soja no estadio V2 de desenvolvimento (primeira
folha trifoliolar completamente expandida), tiveram este trifoliolo iso-
lado e pulverizado em dias alternados, com solugdes a 10 mM de 4ci-
dos graxos (araquiddnico, linoléico e linolénico) contendo Triton X-
100 0,01% (v/v)' até atingirem o estiddio V3 de desenvolvimento (se-
gunda folha trifoliolar completamente expandida). Plantas controle
receberam aplicacdo da soluc@o aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v).

Foram utilizadas, como fonte de enzima, a primeira e a segunda
folhas trifoliolares de plantas de soja no estidio V3 de desenvolvi-
mento®. Os trés foliolos da primeira e da segunda folhas trifoliolares
foram coletadas 0, 24 e 48 h apés a Ultima aplicagdo das solucdes
dos 4cidos graxos, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
a -80 °C. O preparo do extrato bruto foi realizado a 4 °C, de acordo
com o método descrito por Ohta et al.'s.

Determinacao da atividade de lipoxigenases

A atividade de lipoxigenase sobre o acido linoléico foi determi-
nada segundo o método descrito por Axelrod et al.'”. O método ba-
seia-se no aumento da absorvancia a 234 nm, resultante da formagao
de um sistema de duplas ligacdes conjugadas no hidroperéxido for-
mado.

Determinacéo da atividade de lipoxigenase em varios valores
de pH

Os seguintes sistemas-tampao foram usados: acido citrico/fosfato
dissddico (2,0-2,5); acido citrico/citrato de sédio (3,0-3,5); acido
acético/acetato de sodio (4,0-4,5); acido citrico/citrato de sédio (5,0-
5,5); monofosfato/fosfato dissédico (6,0-7,0); Tris-HCI (7,5-8,5) e
acido bérico/borato de sédio (9,0-10,0), na concentracio de 50 mM.
A absorvancia da mistura de rea¢@o a 234 nm foi determinada de 30
em 30 seg por um periodo de 2,5 min, a 25 °C.

Determinacio da atividade de lipoxigenases em varios valores
de temperatura

Foi determinada a taxa de oxidacdo do acido linoléico pelas
lipoxigenases a 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 °C. Utilizou-se banho-
maria bem como espectrofotdmetro com temperatura controlada.

Determinacfo da concentracdo de proteinas

As determinagdes das concentragdes de proteinas foram feitas
pelo método do 4dcido bicinconinico'®. Este método utiliza a albumina
sérica bovina como padrdo e o “kit” SIGMA como reagente de tra-
balho, que constituiu de uma solucio de 4dcido bicinconinico e uma
solucdo de sulfato de cobre (II) - pentaidratado 4% (p/v). O aumento
da absorvancia foi determinado a 562 nm.

Determinacao de inibidores de proteases

A determinagio de inibidores de proteases nos extratos foliares
foi realizada baseada na inibi¢do da atividade da tripsina utilizando-
se (Na-Benzoil-| -Arginina p-Nitroanilida) , - BApNA como
substrato. Os resultados obtidos foram convertidos em miligrama de
tripsina inibida por grama de proteina, de acordo com o método des-
crito por Kakade et al.”.
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Determinacio dos niveis de hexanal e aldeidos totais

A determinacio de hexanal foi realizada por cromatografia ga-
sosa, pelo método do “head-space”, segundo Utumi et al.®. Utili-
zou-se coluna carbowax (2500 cm x 0,53 mm), e o gds de arraste foi
o nitrogénio, com fluxo de 5,7 mL/min. A identificacdo de hexanal
foi feita por injecdo prévia do composto-padrio, e os resultados fo-
ram expressos em drea do pico, em milivolts.

Nas determinag¢des de aldeidos foi utilizado o método
colorimétrico desenvolvido por Santos et al.?', utilizando-se 3-metil-
2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH) como reagente de cor. As
leituras da absorvancia foram realizadas a 635 nm, sendo os resulta-
dos expressos como a diferenca da absorvancia observada ao final
da reacdo e na reagdo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito do pH sobre a atividade de lipoxigenases

Com o objetivo de caracterizar o pH 6timo de atuagdo de
lipoxigenases foliares de plantas de soja submetidas a aplicagdo de
substratos exdgenos, realizou-se as andlises de efeito de pH sobre a
atividade enzimdtica. A Figura 1 apresenta os perfis das curvas de
pH versus atividade especifica de lipoxigenases. Os perfis para os
dcidos araquiddnico (C,, ), € linoléico (C,,,), em todos os tempos
analisados, e para o dcido linolénico (C , ,) nos tempos 0 € 24 h ap6s
aplicagdo, apresentaram-se semelhantes.

Pode-se observar dois picos mais acentuados de atividade espe-
cifica de lipoxigenases a pH 4,5 e 6,0, nos tratamentos e em seus
respectivos controles, tanto para a resposta local quanto para a res-
posta sistémica. Em pH 4,5 o valor de atividade especifica foi seme-
lhante para os dois gendtipos analisados, resposta local e sistémica,
entretanto, em pH 6,0 o valor de atividade especifica foi maior na
resposta local do que na resposta sist€émica. Observa-se ainda, que as
plantas tratadas com os substratos de lipoxigenases apresentaram va-
lores de atividade especifica maiores do que os respectivos controles.
Esses resultados sugerem que, com a adi¢do de substrato exdgeno
possivelmente tenha ocorrido aumento na atividade enzimética.

Tanto na resposta local quanto na resposta sistémica, a atividade
especifica em pH 6,0 apresentou-se maior do que a atividade especi-
fica em pH 4,5, sugerindo que o “pool” de lipoxigenases contém
mais de uma forma das isoenzimas.

Os valores de pH 6timo para a formacdo de hidroperéxidos do
acido linoléico catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 e do gen6tipo IAC-100 TN, submetidas a aplica-
c¢do de dcidos graxos nas folhas, estdo dentro da faixa de pH 6timo
verificada para lipoxigenases de outras plantas, encontrada por véri-
os autores em outros estudos: lipoxigenases de tubérculos de batata,
pH 5,5-6,0%%; lipoxigenases de semente de girassol, pH 6,2%;
lipoxigenases de folhas de tomate inoculadas com Pseudomonas,
pH 6,4-7,2%; lipoxigenases de pepino, pH 5,0%; lipoxigenases de
pimentdo, pH 6,5%; lipoxigenases de semente de ervilha, pH 6,87 e
lipoxigenases de folhas de soja do genétipo IAC-100 e IAC-100 TN,
no estddio V3 de desenvolvimento, submetidas a ferimento mecani-
co, pH 6,0°.

Efeito da temperatura sobre a atividade de lipoxigenases

Para determinar o valor da temperatura 6tima de atividade de
lipoxigenases foliares de plantas de soja submetidas a aplicac@o de
acidos graxos foi realizada uma anélise de atividade, a varios valores
de temperatura. A Figura 2 apresenta os perfis das curvas de tempe-
ratura versus atividade especifica de lipoxigenases. Os perfis para os
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Figura 1. Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja em vdrios
valores de pH. Primeira e segunda folhas trifoliolares de plantas da
variedade IAC-100 no estadio V3 de desenvolvimento, coletadas 48 h apds
a iiltima aplicagdo de solugdo 10 mM de dcido linolénico (C,g,) em Triton
X-1000,01% (v/v), e seus respectivos controles [aplicagdo de solug¢do aquosa
de Triton X-100 0,01% (v/v)]. Valores sdo a média de trés repeti¢oes *
desvio padrdo.

Condigoes experimentais: 1000 uL de tampdo fosfato 50 mM, 25 °C; 4 uL
de linoleato de sodio 10 mM; 1 uL de extrato bruto foliar.

Quantidade de proteina no ensaio: Em (A): 0,10 mg (controle) e 0,70 mg

(tratamento). Em (B): e 0,10 mg (controle) e 0,50 mg (tratamento).

dcidos araquiddnico (C,,
analisados, e para o dcido linolénico (Cm:3
aplicagdo, apresentaram-se semelhantes.

O valor mais acentuado de atividade especifica foi a 25 °C, para
ambos 0s gendtipos e seus respectivos controles. O pico a 25 °C foi
0 maior, porém nao foi o Unico observado, mostrando novamente a
presenca de mais de uma forma de isoenzimas lipoxigenases. Verifi-
cou-se novamente, que a atividade especifica foi maior nas plantas
submetidas a aplicac@o foliar de 4cidos graxos do que nos respecti-
vos controles, sugerindo uma resposta das plantas de soja ao trata-
mento através do aumento da atividade de lipoxigenases, como veri-
ficado nas andlises de efeito do pH.

Esses resultados estdo de acordo com os citados na literatura,
visto que outros autores obtiveram valor de temperatura 6tima de
25 °C para lipoxigenases foliares de soja: Lanna et al.?® trabalhando
com plantas dos gendtipos IAC-100, UFV-TN e Cristalina, no esta-

), € linoléico (C, ), em todos os tempos
) nos tempos 0 e 24 h apds
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Figura 2. Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja em vdrios
valores de temperatura. Primeira e segunda folhas trifoliolares de plantas
do gendtipo IAC-100 TN no estddio V3 de desenvolvimento, coletadas 48 h
apds a iltima aplica¢do de solugdo 10 mM de dcido linolénico (C g ;) em
Triton X-100 0,01% (v/v), e seus respectivos controles [aplica¢do de solugdo
aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v)]. Valores sd@o a média de trés repeti¢oes
+ desvio padrdo.

Condigoes experimentais: 1000 uL de tampdo fosfato 50 mM, pH 6,0; 4 uL
de linoleato de sodio 10 mM; 1 uL de extrato bruto foliar.

Quantidade de proteina no ensaio: Em (A): 1,26 mg (controle) e 1,36 mg

(tratamento). Em (B): e 0,82 mg (controle) e 1,78 mg (tratamento).

dio V4 de desenvolvimento; Vieira ef al.® analisando plantas da vari-
edade TAC-100 e do genétipo IAC-100 TN, no estadio V3 de desen-
volvimento, submetidas a ferimento mecénico.

Atividade especifica de lipoxigenases

A determinagdo da atividade especifica de lipoxigenases nos
experimentos foi realizada a pH 6,0 e em tampao fosfato de sédio
50 mM a 25 °C, pelo fato desses valores de pH e temperatura terem
sido aqueles em que houve maiores picos de atividade. As Figuras 3
e 4 apresentam os valores de atividade especifica de lipoxigenases,
utilizando-se o 4cido linoléico como substrato.

Na variedade IAC-100 (Figura 3) houve um ligeiro aumento de
atividade especifica de 0 a 24 h apds os tratamentos, entretanto, no
gendtipo IAC-100 TN (Figura 4) houve aumento de atividade especi-
fica de 0 a 48 h ap6s os tratamentos, mas os valores de atividade espe-
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Figura 3. Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja, resposta
local (primeira folha trifoliolar) (A) e resposta sistémica (segunda folha
trifoliolar) (B) de plantas de soja da variedade IAC-100 no estadio V3 de
desenvolvimento, coletadas 0, 24 e 48 h apés a ultima aplicagdo de solugdo
0.4)» linoléico (C,, 153
e seus respectivos controles [aplicagdo de solugdo aquosa de Triton X-100

10 mM dos dcidos araquidonico (C, ) e linolénico (C
0,01% (v/v)]. Valores sdo a média de trés repeti¢des * desvio padrao.
Condigoes experimentais: 1000 uL de tampdo fosfato 50 mM, pH 6,0,
25 °C; 4 uL de linoleato de sédio 10 mM; 1 uL de extrato bruto foliar

cifica de plantas do genétipo IAC-100 TN foram maiores que os de
plantas da variedade IAC-100. Esses resultados mostram que, embora
exista diferenga no “pool” de lipoxigenases entre as duas isolinhas, o
comportamento cinético enzimatico das mesmas ¢ semelhante, evi-
denciando assim, que a remoc@o genética das isoenzimas lipoxigenases
da semente ndo afetou a resposta das folhas ao tratamento.

Para ambos os gendtipos, os resultados mostraram maiores valo-
res de atividade especifica no tempo de 48 h apds tratamento com os
4cidos linoléico (18:2) e linolénico (18:3), os quais sdo os principais
substratos de lipoxigenases no sistema vegetal. Porém, o tratamento
com o 4cido linolénico (18:3) foi o que apresentou maiores valores
de atividade especifica nos dois gendtipos, respostas local e sistémica,
nos tempos de 24 e 48 h apds tratamento. Possivelmente isso se deve
ao fato deste dcido ser mais abundante nas folhas do que o acido
linoléico, logo, pode estar sendo utilizado pela planta como substrato
exdgeno. Além disso, o dcido linoléico pode ser convertido pelas
plantas, por meio de uma dessaturase, em 4cido linolénico, o qual da
origem ao 4cido jasmonico que, por sua vez, ativa lipoxigenases'.

Em ambos os gendtipos, observou-se que os valores de ativida-
de especifica das plantas tratadas com o écido araquiddnico (C,,)
foram semelhantes aos de plantas-controle, observando-se também,
o efeito do Triton X-100. Acredita-se que, com a adic@o de substrato
exdgeno, possivelmente tenha ocorrido aumento na atividade de
lipoxigenases. Para que pudesse ocorrer a passagem de dcidos graxos
pela membrana, o Triton X-100 foi adicionado ao solvente. O Triton
X-100 € um detergente que, quando em contato com membranas,
liga-se as regides lipofilicas das proteinas da membrana por sua extre-

O atividade especifica de plantas coletadas 0 h apés a Ultima aplicagéo de &cidos graxos
O atividade especifica de plantas coletadas 24 h apés a ultima aplicacao de acidos graxos
[ atividade especifica de plantas coletadas 48 h apés a ultima aplicacao de acidos graxos

Figura 4. Atividade especifica de lipoxigenases de folhas de soja, resposta
local (primeira folha trifoliolar) (A) e resposta sistémica (segunda folha
trifoliolare) (B) de plantas de soja da variedade IAC-100 TN no estdadio V3
de desenvolvimento, coletadas 0, 24 e 48 h apds a ultima aplicagdo de
0.4} linoléico (C,,
e seus respectivos controles [aplicacdo de solugcdo aquosa de Triton

solugdo 10 mM dos dcidos araquidénico (C, ) e linolénico
(Cl&-j‘)
X-100 0,01% (v/v)]. Valores sd@o a média de trés repeticoes + desvio padrdo.
Condigoes experimentais: 1000 uL de tampdo fosfato 50 mM, pH 6,0,

25 °C; 4 uL de linoleato de sodio 10 mM; 1 uL de extrato bruto foliar.

midade hidrofébica, deslocando as moléculas lipidicas. Este deslo-
camento pode desestruturar a bicamada lipidica, tornando a mem-
brana mais permedavel e, dessa forma, aumentando o fluxo de molé-
culas. Como a outra extremidade da molécula do detergente € polar,
essa ligacdo tende a solubilizar as proteinas da membrana como com-
plexos de detergente-proteina. Assim, o aumento da atividade pode
ter sido ocasionado pela utilizacdo do substrato exégeno que au-
mentou a atividade enzimadtica devido ao aumento da concentracdo
de substrato no meio, ou porque ocorreu aumento de sintese de
lipoxigenases, ou até mesmo os dois casos.

Inibidores de proteases

Como a “Via das Lipoxigenases” pode produzir 4cido jasmdnico,
e este ativa genes que codificam inibidores de proteases', realizou-
se a determinacdo da inibigdo triptica frente aos extratos foliares. Os
resultados em miligrama de tripsina inibida por grama de proteina
encontram-se apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Foi observada inibigdo triptica significativa 48 h apds a ultima
aplicacdo dos 4cidos linoléico e linolénico, os quais sdo os principais
substratos de lipoxigenases no sistema vegetal. Isto ocorreu tanto na
resposta local quanto na sistémica, nos dois gendtipos analisados.
Assim, houve resposta da planta aos tratamentos, por meio da produ-
¢do de inibidores de serinoproteases, provavelmente pela ativa¢do da
“Via das Lipoxigenases”. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos por Farmer e Ryan'’ quando trabalharam com plantas de to-
mate submetidas a aplicacdo de vérios 4cidos graxos, incluindo os
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Tabela 1. Inibigio de tripsina por inibidores de proteases presentes em extratos de folhas de soja, foliolos da primeira folha trifoliolar de
plantas no estddio V3 de desenvolvimento. Variedade IAC-100 e genétipo IAC-100 TN coletados 0, 24 e 48 h apds a udltima aplicagdo de
solu¢do 10 mM dos 4cidos araquiddnico (C, ), linoléico (C ) e linolénico (C , .) e seus respectivos controles [aplicagdo de solugdo aquosa
de Triton X-100 0,01% (v/v)].

Condigoes experimentais: 500 puL de tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM de CaCl,; 100 uL do extrato bruto foliar; 50 uL de
solugdo de tripsina 4,7 x 10° M; 500 pL de solugio de D,L-BapNA 1,2 mM

20:4 18:2 18:3

mg de tripsina inibida/grama de proteina

Tempo (Horas Resposta local (foliolos da primeira folha trifoliolar)

ap0s a ultima

L TAC-100 TAC-100 TN
aplica¢do das _ _ _ _ _ _
solugdes dos Controle Acido Acido Acido Controle Acido Acido Acido
acidos graxos, Araquidonico  Linoléico Linolénico Araquidonico  Linoléico Linolénico
substratos de
lipoxigenases)
0 5,0454 'ag 5,6471 ag 5,8240 a 74156a  6,7940 dgA 59580 dgA  10,0109d 11,4573 dB
24 9,0791 b 10,3312b  10,6479bb 13,5785 bh  7,3312eA  5,7943 eA 14,2957 ¢ 12,7260 ehB
48 40,4472 ¢ 38,6397 ¢ 88,0148 ¢ 96,6473 ¢ 31,5719 ¢ 30,8527 £ 114,4251f  114,7830 f

"Valores sdo a média das andlises de trés repeti¢cdes. Nas colunas, as médias seguidas de uma mesma letra maitscula (ou maidscula grifada)
nio diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Nas linhas, as médias seguidas de uma mesma letra mintiscula (ou mintscula
grifada) ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 2. Inibicdo de tripsina por inibidores de proteases presentes em extratos de folhas de soja, foliolos da segunda folha trifoliolar de
plantas no estddio V3 de desenvolvimento. Variedade IAC-100 e genétipo IAC-100 TN coletados 0, 24 e 48 h apds a udltima aplicagdo de
solucdo 10 mM dos 4cidos araquiddnico (C, ), linoléico (C ) e linolénico (C ) e seus respectivos controles [aplicagdo de solugdo aquosa
de Triton X-100 0,01% (v/v)].

Condigoes experimentais: iguais as da Tabela 1

20:4 18:2 18:3

mg de tripsina inibida/grama de proteina

Tempo (Horas Resposta local (foliolos da segunda folha trifoliolar)

apds a tltima

O TAC-100 TAC-100 TN
aplicagdo das _ _ _ _ _ _
solugdes dos Controle Acido Acido Acido Controle Acido Acido Acido
acidos graxos, Araquidoénico  Linoléico Linolénico Araquidonico  Linoléico Linolénico
substratos de
lipoxigenases)
0 8,0010' aA  8,1447 aA 9,9001 a 9,9981 a 5,1610d 6,6892 e 6,6415 eB 5,8153 de
24 8,8258 bA  9,8891 bbgA 10,9438 bh 10,4437 bh 6,9906 e 9,6413fg  9,7765fhB 10,2313 th
48 37,7502 ¢ 39,4740 ¢ 93,8676 ¢ci  109,9402di 25,7076 £ 26,7567 £ 98,9635 gi  103,0259 gi

Ver rodapé da Tabela 1

acidos araquidonico, linoléico e linolénico. A maioria dos 4cidos uti-
lizados foram inativos na inducéo da sintese de inibidor I, exceto os
dcidos linoléico e linolénico. Os resultados obtidos por Farmer e Ryan'®
indicam que os compostos ativos na sintese de inibidores de proteases
em folhas de tomate foram convertidos em acido jasmdnico nas plan-
tas, atuando como ativadores dos genes de inibidores proteases.

A maior produgio de inibidores de proteases observada ocorreu
48 h apds tratamento com o 4cido linolénico, tanto na resposta local
quanto na sistémica em ambos os gendétipos. Esses resultados tam-
bém estdo de acordo com os obtidos por Farmer e Ryan', que obser-
varam que os niveis de inibidor I que acumularam em resposta ao
acido linolénico foram muito maiores que aqueles induzidos por dcido
linoléico e até mesmo por ferimento.

Os resultados obtidos, associados aos resultados de atividade es-
pecifica, indicam um possivel mecanismo de defesa da planta de soja
a aplicacdo de 4cidos graxos envolvendo a “Via das Lipoxigenases”,
que parece ocorrer através do aumento da eficiéncia catalitica de
lipoxigenases e em seguida, sob a agdo da hidroperdxido ciclase, o

hidroper6xido formado € convertido em dcido 12-oxo-fitodiendico que,
posteriormente € transformado em 4cido jasmonico. Este, por sua vez,
poderia interagir com um receptor de membrana a fim de ativar a ex-
pressdo de genes que codificam inibidores de proteases'’.

Niveis de hexanal e de aldeidos totais

A “Via das Lipoxigenases” pode produzir, também, hexanal e
outros aldeidos®. Assim, realizou-se a determinacéo de hexanal e de
aldeidos totais, com o objetivo de verificar se a aplica¢do de 4cidos
graxos, substratos de lipoxigenases, nas plantas de soja iria produzir
aumento nos niveis de aldeidos. Os niveis de hexanal estdo represen-
tados nas Tabelas 3 e 4 e os niveis de aldeidos totais nas Tabelas 5 e 6.

Houve um ligeiro aumento nos niveis de hexanal dos tratamen-
tos quando comparados aos respectivos controles, na resposta local,
em ambos os gendtipos (Tabela 3), mas o mesmo nao foi observado
na resposta sist€mica (Tabela 4). Tanto a variedade IAC-100 quanto
o gendtipo IAC-100 TN nio apresentaram aumento significativo nos
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Tabela 3. Niveis de hexanal presentes em extratos de folhas de soja, foliolos da primeira folha trifoliolar de plantas no estddio V3 de desenvolvimento.
Variedade IAC-100 e gendtipo IAC-100 TN coletados 0, 24 e 48 h ap6s a ultima aplicagdo de solugdo 10 mM dos 4cidos araquiddnico (C
linoléico (C ;) e linolénico (C g ,) e seus respectivos controles [aplicagdo de solugdo aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v)].

Condigoes experimentais: 50 mg de folhas liofilizadas e moidas; 1000 uL de tampao fosfato 0,5 M, pH 7,0, 40 °C/20 min; temperatura inicial
da coluna: 45 °C; temperatura do injetor: 200 °C; temperatura do detector: 250 °C; coluna CARBOWAX (2500 cm x 0,53 mm); gds de arraste:
N,; fluxo do gds: 5,7 mL/min

20:4)’

Resposta local (foliolos da primeira folha trifoliolar)

Tempo (Horas

L TIAC-100 TAC-100 TN
apos a dltima
aplicagdo das
solugdes dos Controle Acido Acido Acido Controle Acido Acido Acido
dcidos graxos, Araquidonico  Linoléico Linolénico Araquidoénico  Linoléico Linolénico
substratos de
lipoxigenases)
0 5.633,0' aA  5.660,0 ag 4.670,0 a 5.696,7 a 3.982,0 B 5.990,0 dg 6.986,0 e 6.991,7 ¢
24 6.362,7 b 17.573,3 b 8.057,7 chA  10.120,3 chB 4.324,7 eB 10.184,3 fC  8.147,0 fhC  7.091,7thD
48 5.976,3 cA 7.325,7 di 72243 diA  7.4273djB  7.0213 f 12.642,0 giC 73233 giC  6.529,0 gjD

'Valores sdo a média das andlises de trés repeti¢des. Nas colunas, as médias seguidas de uma mesma letra maitscula (ou maidscula grifada)
ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Nas linhas, as médias seguidas de uma mesma letra mintiscula (ou mintscula
grifada) ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 4. Niveis de hexanal presentes em extratos de folhas de soja, foliolos da segunda folha trifoliolar de plantas no estadio V3 de desenvolvimento.
Variedade IAC-100 e gendtipo IAC-100 TN coletados 0, 24 e 48 h ap6s a ultima aplicagdo de solugdo 10 mM dos 4cidos araquiddnico (C
linoléico (C ;) e linolénico (C ) e seus respectivos controles [aplicagdo de solugdo aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v)].

Condigoes experimentais: iguais as da Tabela 3

20:4)’

Resposta local (foliolos da segunda folha trifoliolar)

Tempo (Horas

PRI TIAC-100 IAC-100 TN
ap6s a ultima
aplicagdo das
solugdes dos Controle Acido Acido Acido Controle Acido Acido Acido
acidos graxos, Araquidoénico  Linoléico Linolénico Araquidoénico  Linoléico Linolénico
substratos de
lipoxigenases)
0 13.431,0' A 12.198,7 14.821,3 A 10.800,7 B 4.686,0 b 4.7019 b 5.769,0 b 5.700,7 b
24 14.886,0 a 17.746,3 14.586,3 aA 10.739,7B 5.1223 11.788,0 7.449,0 c 8.049,3 ¢
48 13.049,3 A 8.652,3 9.846,0a  10.070,7 aB 7.846,3 13.862,7 ¢ 8.236,7 12.102,33 ¢

Ver rodapé da Tabela 3. As médias que ndo estdo seguidas de letras ndo apresentam interacdo significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste

de Cocharan e Bartlett.

niveis de hexanal 48 h apds a tltima aplicagido dos dcidos graxos,
substratos de lipoxigenases.

Nio houve aumento significativo de aldeidos totais 48 h apds
tratamentos, em ambos os gendtipos analisados, tanto na resposta
local (Tabela 5) quanto na sistémica (Tabela 6).

CONCLUSAO

Os resultados do estudo bioquimico e cinético das isoenzimas
lipoxigenases de folhas dos dois genétipos analisados, utilizando o
dcido linoléico como substrato, mostram a existéncia de dois picos
mais acentuados de atividade especifica de lipoxigenases a pH 4,5 e
6,0, nos tratamentos e nos respectivos controles, tanto na resposta
local quanto na sist€mica, revelando a presenca de mais de uma for-
ma de isoenzima lipoxigenase no “pool” analisado. O valor da tem-
peratura 6tima a pH 6,0 em respostas local e sist€mica foi 25 °C.

Os resultados de atividade especifica sugerem uma resposta da
planta de soja a aplica¢do de dcidos graxos, substratos de
lipoxigenases, pelo aumento da atividade, e mostram ainda que a

remogdo genética das isoenzimas lipoxigenases da semente ndo afe-
tou a resposta da planta ao tratamento, uma vez que os genétipos
apresentaram comportamento semelhante.

Os resultados mostram que, para ambos os gendtipos analisa-
dos, tanto a produgdo de aldeidos totais quanto a producio de hexanal,
em resposta a aplicaciio de 4cidos graxos, substratos de lipoxigenases,
foi pequena. Isto indica que a “Via das Lipoxigenases” estd sendo
ativada, mas ndo segue a via de produgdo de aldeidos proposta por
Gardner® e Croft ez al.®. E possivel que haja ativacio da “Via das
Lipoxigenases” em resposta a aplicagdo de 4cidos graxos, e apds a
formac@o de hidroperdxidos, produtos primdrios das lipoxigenases,
ocorre a a¢do enzimdtica de uma hidroperdxido ciclase seguindo a
via de produgdo de 4cido jasmoOnico com subseqiiente ativacdo e
expressdo de genes que codificam inibidores de proteases.

A caracterizacdo dos parametros cinéticos e bioquimicos de
lipoxigenases presentes nas folhas de soja, bem como a elucidacdo
de suas fungdes fisioldgicas é de importancia fundamental nas estra-
tégias de manipulac@o genética que t€ém como objetivos a criacdo de
cultivares de soja resistentes a insetos e patdgenos.
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Tabela 5. Niveis de aldeidos totais presentes em extratos de folhas de soja, foliolos da primeira folha trifoliolar de plantas no estddio V3 de
desenvolvimento. Variedade IAC-100 e genétipo IAC-100 TN coletados 0, 24 e 48 h apds a tdltima aplicagdo de solugdo 10 mM dos acidos
araquidonico (C, ), linoléico (C ) e linolénico (C ) e seus respectivos controles [aplicagdo de solugdo aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v)].
Condigdes experimentais: 0,5 mL de extrato foliar; 0,5 mL de solu¢do de MBTH 0,1 %; 1,25 mL de FeCl, 0,23%; 3 mL. CH,COCH,.

Resposta local (foliolos da primeira folha trifoliolar)

Tempo (Horas

PRI IAC-100 IAC-100 TN
ap0s a ultima
aplicagdo das
solugdes dos Controle Acido Acido Acido Controle Acido Acido Acido
acidos graxos, Araquidoénico  Linoléico Linolénico Araquidonico  Linoléico Linolénico
substratos de
lipoxigenases)
0 0,8944 a 0,8981 a 0,8920 a 0,8940 aA  0,9294 bA 09391 b 0,9400 b 09291 b
24 0,9420' ¢ 1,1278 a 1,1331a 0,8857 A 0,9335 cA 1,1815 1,0213 B 0,9970 B
48 1,0419 bd 1,1088 0,9886 1,0590 b 1,0274 cd 1,2140 1,0423 cB 0,9835 B
Ver rodapé da Tabela 4

Tabela 6. Niveis de aldeidos totais presentes em extratos de folhas de soja, foliolos da segunda folha trifoliolar de plantas no estddio V3 de
desenvolvimento. Variedade IAC-100 e genétipo IAC-100 TN coletados 0, 24 e 48 h apds a dltima aplicagdo de solu¢do 10 mM dos dcidos
araquidodnico (C, ), linoléico (C, ) e linolénico (C,, ,) € seus respectivos controles [aplicagdo de solugdo aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v)].
Condigdes experimentais: 0,5 mL de extrato foliar; 0,5 mL de solu¢do de MBTH 0,1 %; 1,25 mL de FeCl3 0,23%; 3 mL CH3COCH3

Resposta local (foliolos da segunda folha trifoliolar)

Ter/npo ,(H'oras TAC-100 TIAC-100 TN
apds a tltima

aplicagdo das

solugdes dos Controle Acido Acido Acido Controle Acido Acido Acido
acidos graxos, Araquidoénico  Linoléico Linolénico Araquidonico  Linoléico Linolénico
substratos de
lipoxigenases)

0 0,8726 a 0,8859 a 0,8808 a 0,8820 a 0,8450 b 0,8398 b 0,8419 b 0,8460 b

24 1,0385' a 0,9644 1,0294 a 1,1588 0,9006 1,0572 0,9448 A 0,9264

48 0,9185 0,9906 0,8934 1,0334 1,0433 b 1,0516 b 0,9523 A 1,0064
Ver rodapé da Tabela 4
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