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RESUMO

O uso da soja [Glycine max (L.) Merrill] na alimentagdo humana tem encontrado dificuldades devido ao seu
sabor caracteristico (beany flavor), que é derivado da agdo das lipoxigenases (EC 1.13.11.12). Ao contrario das lipoxi-
genases de sementes de soja, que tém sido extensivamente estudadas, a diversidade e caracteristicas das lipoxigenases
de folhas ndo estdo totalmente elucidadas. Sabe-se que além de sua atividade catalitica, as lipoxigenases de folhas estdo
envolvidas no armazenamento temporario de nitrogénio e na resposta da planta ao estresse. Com o objetivo de investi-
gar o efeito da remocgdo dos primordios florais na atividade das lipoxigenases de folhas de soja, foram utilizados dois
gendtipos de soja: IAC-100, uma variedade com presenca de lipoxigenases na semente e IAC-100 TN, uma linhagem
com auséncia completa de lipoxigenases na semente. Por meio de dados da cinética enzimética, foram constatados dois
picos mais acentuados de atividade em pH 5,0 e 6,5, com temperatura 6tima de 25°C. Para ambos os genétipos, as ati-
vidades foram maiores nos tratamentos que nos respectivos controles. Os valores de Ky ap @0s 16 dias, nas plantas-
controle, foram semel hantes para os dois gendtipos, sugerindo ndo haver influéncia da manipulagéo genética das lipoxi-
genases na semente em relagdo a expressao dos genes que codificam as lipoxigenases de folhas. No entanto, os valores
de Ky ap foram diferentes entre a fase vegetativa e a reprodutiva, em ambos genétipos, indicando pools distintos de
isoenzimas lipoxigenases entre as duas fases.

Termos par a indexagdo: Folhas de soja, lipoxigenase, parémetros cinéticos, proteina vegetativa, estresse, Glycine max.

ABSTRACT

The use of soybean [Glycine max (L.) Merrill] as human food has been encountered difficulties due to beany flavor.
The beany flavour is originated from lipoxygenases (EC 1.13.11.12). Soybean seed lipoxygenases have been extensively
studied, however, the diversity and characteristics of lipoxygenases present in leaves are still being studied. Besides its
catalytic activity, lipoxygenases from soybean |leaves have been implicated in temporary nitrogen storage and response to stress.
The primary objective of this research was to investigate the effect of flora primordia elimination (sink deprivation) on
soybean leaves lipoxygenases activity. Two different genotypes differing in the presence (IAC-100) or absence (IAC-100 TN) of
LOX in their seeds were used. The enzymatic kinetics analysis showed two pronounced peaks of activity at pH 5 and 6.5, with
optimal temperature of 25°C. The Ky 4p Values were similar for both genotypes suggesting that there was not effect of
genetic manipulation of seeds lipoxygenases on genes expression that code for leave lipoxygenases. However, the Ky app
values were different between the vegetative and reproductive development stage, suggesting that there are differents
pool of lipoxygenases between the two stages.

Index terms. Soybean leaves, lipoxygenases, kinetic parameters, vegetative protein, stress, Glycine max.
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INTRODUCAO

Lipoxigenases (EC 1.13.11.12) sdo uma classe
de enzimas que catalisam a adi¢do do oxigénio molecu-
lar a0 sistema pentadieno dos &cidos graxos polinsatu-
rados, formando hidroperdxidos dos &cidos graxos cor-
respondentes, e contém ferro ndo-hémico, o qual é ne-
cessario para sua atividade catalitica (AXELROD et al.,
1981; VICK e ZIMMERMAN, 1987; BUNKER et .,
1995).

As lipoxigenases vegetais utilizam &cido linol &
nico (C18:3) e/ou &cido linoléco (C18:2) como substra-
to e est@o envolvidas na biossintese de compostos regu-
latérios, tais como o &cido traumético e o &cido jasmo-
nico (ANDERSON et d., 1989; FARMER e RYAN,
1992; BUNKER et d., 1995), crescimento e desenvol-
vimento (HILDEBRAND, 1989; SIEDOW, 1991), se-
nescéncia (ROUET-MAYER et a., 1992), germinacdo
de sementes (PARK et d., 1994), resisténcia ainsetos e
patégenos (CROFT et al., 1993; BOHLAND et al.,
1997; SILVA et d., 2001), resposta a ferimento
(VIEIRA et a. 2001) e reserva vegetativa
(TRANBARGER et a., 1991; BUNKER et d., 1995;
STEPHENSON et d., 1998).

Quando tecidos de plantas séo danificados por
patdgenos ou mecanicamente (estresse), ocorre uma
degradacéo seqiiencial de lipideos em que os produ-
tos primérios da reacdo das lipoxigenases, os hidro-
peroxidos podem ser metabolizados por duas vias
enzimaticas principais: hidroperdxido liase e hidro-
peroxido ciclase.

A hidroperdxido liase produz adeidos de seis
carbonos, como o trans-2-hexenal (composto caracteris-
tico do sabor e odor de frutos e folhas) e a traumatina.
Os adeidos formados pela agdo da lipoxigenase possi-
velmente inibem o crescimento de fungos, insetos e
protozoérios (CROFT et a., 1993) e podem agir como
um sinal quimico na atrag@o do inimigo natural do her-
bivoro para a platta danificada (PARE e
TUMLINSON, 1997).

A hidroperéxido ciclase produz o acido 12-
oxo-fitodiendico que, apds uma redugdo e trés b-
oxidagGes, da origem ao &cido jasménico, o qual es-
ta envolvido nos processos de desenvolvimento da
planta, assim como na resposta da planta ainjuria e
a patégenos, por meio da inducdo de genes que codi-
ficam para inibidores de proteases (FARMER e
RYAN, 1992; CROFT et al., 1993).

Hé& pesquisas por meio das quais demonstra-se
gue outros érgdos, além das sementes, sdo capazes

de sintetizar proteinas de reserva (STASWICK,
1990). Folhas de soja e 6rgéos em desenvol vimento
acumulam trés polipeptideos de aproximadamente
27, 29 e 94 kD, os quais constituem uma classe de
proteinas denominadas proteinas de reserva vegeta-
tiva (PRV), durante o crescimento vegetativo. A
PRV de aproximadamente 94 kD s&o lipoxigenases
(TRANBARGER et al., 1991) e se acumulam tempo-
rariamente em células especializadas do mesofilo
paraveinal — uma camada Unica de células que inter-
conecta o sistema vascular da folha com o mesofilo
parenquimético e esponj0so.

Neste trabalho investigou-se o comporta-
mento bioquimico e cinético do pool de lipoxigena-
ses foliares, com a remogao dos primordios florais
(dreno) de dois gendtipos de soja: IAC -100, varie-
dade de soja normal, com as lipoxigenases nas se-
mentes, e IAC-100 TN, genétipo manipulado gene-
ticamente, com auséncia completa de lipoxigenases
na semente.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Foram utilizadas plantas de soja (Glycine max
(L.) Merrill) da variedade |AC-100 e do gendtipo com
auséncia de lipoxigenases nas sementes (IAC-100 TN),
desenvolvido pelo Programa de Melhoramento da Qua-
lidade da Soja do BIOAGRO/UFV. As plantas foram
cultivadas em vasos com capacidade para 4,0 kg de
solo em condi¢des de casa-de-vegetacdo, com 3 re-
peticoes.

A fonte de isoenzimas lipoxigenases foi a Ultima
folha trifoliolar de plantas de soja no estadio reproduti-
vo de desenvolvimento (FEHR e CAVINESS, 1977). Os
trés foliolos foram coletados, congelados em nitrogénio
liquido e armazenados a -80°C.

Retirada dos primérdiosflorais

As plantas de soja nos estadios reprodutivos
(FEHR e CAVINESS, 1977) tiveram os primoérdios
florais retirados diariamente, com auxilio de uma
pinca, durante um periodo de duas semanas, a partir
da antese (SARAVITZ e SIEDOW, 1995). Apos 4, 8,
12 e 16 dias, os foliolos da ultima folha trifoliolar,
completamente expandidos, foram coletados, para
posterior obtencdo de extratos foliares. Também fo-
ram coletadas as folhas no tempo “zero’’ (no inicio
da antese). Em plantas-controle, a vagem desenvol-
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veu-se naturalmente, uma vez que ndo foram remo-
vidos os primérdios florais. Os foliolos da Ultima fo-
Iha trifoliolar, completamente expandidos, também
foram coletados.

Obtencéo de extratos foliares

O preparo do extrato bruto foi realizado a 4°C,
de acordo com o méodo de Ohta et al. (1986), com a
seguinte modificagdo: tampdo fosfato de sodio 50
mmol.L™, pH 6,5.

Determinagdo da atividade de lipoxigenases

A dtividade de lipoxigenase sobre o &cido lino-
léico foi determinada segundo o método descrito por
Axelrod et a. (1981). Os ensaios foram realizados a
25°C.

Determinagdo da atividade de lipoxigenases
em varios pH

O efeito do pH sobre a atividade de lipoxige-
nases foi determinado a 234 nm, pelo método descri-
to por Axelrod et al. (1981), em varios valores de
pH, na temperatura de 25°C. Os sistemas
tampdo utilizados foram os seguintes: acido citri-
co/NaHPO4 pH 2;2,5, 4cido citrico/citrato de sodio
pH 3;3,5, acetato de sddio pH 4,0;4,5; citrato de sb-
dio pH 5,0;5,5; fosfato de sédio pH 6,0;6,5;7,0; Tris-
HCI pH 7)5;8,0;85 e borato de sodio pH
9,0;9,5;10,0.

Determinagdo da atividade de lipoxigenases
em variastemperaturas

Foi determinada a taxa de oxidagdo do acido
linoléico catalisada pelas lipoxigenases a 20, 25, 30,
35, 40, 45 e 50°C. Foram utilizados banho-maria,
bem como espectrofotdmetro com sistema de tempe-
ratura controlada. Os ensaios foram realizados em
pH 6,5.

Determinacdo dos paré@metros cinéticos de
lipoxigenases foliares de soja

Os parametros cinéticos, constante de
Michaelis-Menten aparente (Ky ) € velocidade
méxima aparente (Vmax app) NO estado estacionério fo-
ram obtidos por meio de regressdo ndo-linear, em-
pregando-se 0 programa de computacdo Enzifitter
(LEATHERBARROW, 1987).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Efeito do pH sobre a atividade de lipoxigena-
sesdefolhas de soja

Ha dois picos mais acentuados a pH 5,0 e 6,5 nos
tratamentos e nos respectivos controles, indicando a pre-
senca de isoenzimas (Figura 1). Saravitz e Siedow (1995)
também encontraram duas classes distintas de isoenzimas
lipoxigenases de folhas de soja, uma com ponto isoelétrico
neutro eoutra acido. A aividade enzimética foi maior nos
tratamentos (com a retirada dos primérdios florais) do que
nos controles (sem a retirada dos primérdios florais), em
ambos os gendtipos. Esse fato também foi observado por
Bunker et d. (1995), os quais verificaram aumento no ni-
vel de mRNAs de muitiplas formas de lipoxigenase em
resposta a remocgdo didria das vagens. A variedade IAC-
100, com presenca de lipoxigenases na semente, gpresen-
tou maior atividade em pH 6,5, que a linhagem 1AC-100
TN, sem a presenca de lipoxigenases na semente.

Efeito da temperatura sobre a atividade de li-
poxigenases de folhas de soja

O pico mais acentuado de atividade foi a
25°C, para ambos 0s gendtipos e seus respectivos
controles (Figura 2). As atividades de lipoxigenases
foram maiores nos tratamentos do que nos controles,
em ambos os genétipos analisados, a varias temper a-
turas. Esse resultado esté de acordo com Stephenson
et al. (1998), que verificaram aumento de sete vezes
no nivel de transcritos da familia multigénica das
lipoxigenases e que isoformas especificas participa-
ram no armazenamento tempordrio e particao de as-
similados e nitrogénio, com a remo¢do do dreno
(primordios florais).

Par ametr os cinéticos Ky app € Vimax app

Os gréficos de Michaelis-Menten de atividade de
lipoxigenase sobre o &cido linoléico, da variedade |AC-
100 e do gendtipo IAC-100 TN, nos tempos de 12 dias
apo6s a remogdo dos primordios florais, encontram-se
representados nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Nes-
sas figuras, encontram-se também inseridos os gr&icos
de Lineweaver-Burk.

Nos dois tratamentos, ambos os gendtipos apre-
sentaram gréficos com curva hiperbdlica, mostrando
gue o pool de lipoxigenases de folhas em plantas de so-
ja submetidas aremocao dos primordios florais segue a
cinética de Michaelis-Menten, na faixa de concentragéo
de substrato analisada. Os gréficos dos demais tempos
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analisados apresentaram perfis semel hantes (dados n&o-
mostrados).

Observa-se que nas plantas-controle, com o pas-
sar dos dias, ocorreu uma diminuigéo dos valores de Ky,
ap, Para ambos os genotipos, exceto aos 16 dias para o
IAC-100 TN, no qua houve um aumento comparado
aos 12 dias (Tabelas 1 e 2). Ja nas plantas tratadas, aos
4 dias ap6s remocado dos primordios florais, houve di-

minuicéo dos valores de Ky p; aos 8 dias, os valo-
res aumentaram; aos 12 dias, diminuiram, e aos 16
dias, aumentaram em ambos os genétipos. Todavia,
foram sempre menores que os valores de Ky qp das
plantas-controle, indicando mudangas no “pool” de
lipoxigenases entre a fase de desenvolvimento vege-
tativo (tempo 0) e fase de desenvolvimento reprodu-
tivo da planta de soja.
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FIGURA 1 — Atividade de lipoxigenases (V) de folhas de soja sobre o &cido linoléico, da variedade IAC-100 (a) e
do gendtipo IAC-100 TN (b), coletados 16 dias ap0ds a retirada dos primordios florais, e seus respectivos controles,

em vérios pH, natemperatura de 25°C.
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FIGURA 2 — Atividade de lipoxigenases (V) de folhas de soja sobre o &cido linoléico, da variedade IAC-100 (a) e
do gendtipo IAC-100 TN (b), coletados 16 dias ap0ds a retirada dos primordios florais, e seus respectivos controles,

em vérias temperaturas, em pH 6,5.

Observa-se também que o gendtipo IAC-100 TN
(sem lipoxigenases nas sementes) apresentou um valor
de Ky ap € Vinax ap d€ 89,78% e 88,89% respectivamen-
te superior ao da variedade 1AC-100. Verifica-se que o
gendtipo IAC-100 TN mostrou uma maior reducdo nos
valores de Ky 4, com 0 passar dos dias, tanto no con-

trole como nas plantas tratadas. Contudo, aos 16 dias
nas plantas-controle, esses valores foram semelhantes
a0 do gendtipo IAC-100. Portanto, parece que a pre-
senca ou auséncia de lipoxigenases nas sementes influ-
enciou na resposta fisiolégica das lipoxigenases da fo-
Iha até os 12 dias, apds remocado dos primérdios florais.
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FIGURA 3 — Gréfico de Michaelis-Menten [V - (velocidade de reacdo) versus S — (concentragdo de substra-
to)] para a formacgdo de hidroperdxido do acido linoléico, catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja da
variedade IAC-100 coletadas 12 dias apds a remogdo dos primdrdios florais. Inser¢do: gréfico de Lineweaver-

Burk.
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FIGURA 4 — Gréfico de Michaelis-Menten [V - (velocidade de reacdo) versus S — (concentracdo de substra-
to)] para a formagao de hidroperéxido do &cido linoléico, catalisada pelas lipoxigenases de folhas de soja do
gendtipo IAC-100 TN coletadas 12 dias apés a remocado dos primérdios florais. Inser¢do: gréfico de Lineweaver-

Burk.
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TABELA 1 — Par&metros cinéticos de lipoxigenases de folhas* de soja da variedade |AC-100** sobre o acido lindléico.

_ ) Controle Tratamento
rerncl:))(;éa; ggc()jsreno K M app Vmaxapp K M app Vmaxapp

pmol.L™* pmol.L%s? pmol.L pmol.L.s?

0 109,72 £ 8,3 0,09 + 0,01 109,72 £ 8,3 0,09+ 0,01

58,07+ 5,1 0,13+ 0,03 61,13+ 6,1 0,14 £ 0,02

8 51,64+ 438 0,10+ 0,01 94,43+ 7,3 0,10 £ 0,02

12 27,09 £3,2 0,18 £ 0,04 31,89+44 0,15+ 0,03

16 2577+ 36 0,12+ 0,01 65,43+ 5,8 0,15+ 0,02

*Ultima folha trifdliolar, no estadio reprodutivo de planta, submetida a retirada dos primérdios flor ais.
**Os dados referem-se a média de 3 repeticdes + desvio-padr ao.

TABELA 2 — Parametros cinéticos de lipoxigenases de folhas* de soja do gendtipo IAC-100 TN** sobre o &cido

linoléico.
) ] Controle Tratamento
emogodoarao  Kum Vosan u o Vosan

pmol.L™* pmol.L%s? pmol.L pmol.L.s?

0 208,23+ 17,6 0,17+ 0,03 208,23+ 17,6 0,17+ 0,03

36,30+ 3,8 011+ 0,01 36,92+4,5 0,07 0,01

8 31,74+ 4,2 0,12 + 0,02 38,08+54 0,15+ 0,02

12 19,68 + 3,2 0,18 + 0,02 358039 0,13+ 0,01

16 2643+29 0,12+ 0,03 5765+ 64 0,10+ 0,01

*Ultima folha trifoliolar, no estadio reprodutivo de planta, submetida a retirada dos primérdiosflorais.
**Os dados referem-se a média de 3 repeticdes + desvio-padr ao.

CONCLUSAO

Diferentes lipoxigenases foliares estdo presen-
tes em plantas de soja, com e sem a retirada dos
primérdios florais. O aumento da atividade de lipo-
xigenases com a remoc¢do dos primordios florais &,
provavel mente, decorrente do estresse, que causa a-
tivagcdo da "via das lipoxigenases' e/ou do acimulo
das proteinas de reserva vegetativa, em que fazem
parte membros da familia da lipoxigenase. Os valo-
res de Ky p, @0s 16 dias, nas plantas-controle, foram
semelhantes para os dois gendtipos, sugerindo nédo
haver influéncia da manupulacdo genética das lipo-
xigenases na semente em relagdo a expressdo dos
genes que codificam as lipoxigenases de folhas.
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