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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar acapacidade da plantade sojaem responder aaplicacéo
de &cidos graxos, substratos das lipoxigenases, pela“ viadas|ipoxigenases’ por meio dacaracterizagdo
bioquimica e cinéticado “pool” das lipoxigenases foliares. Dois gen6tipos de soja foram usados: um
normal (variedade IAC-100) e outro desprovido das trés lipoxigenases nas sementes (gendtipo
IAC-100 TN). As plantasforam tratadas com os &cidos araquiddnico, linoléico elinolénico, noinicio do
estédio V2 de desenvolvimento, até atingirem o estadio V3. Em seguida, ostrifoliolos foram col etados
0, 24 e 48 horas ap6s a Ultima aplicacdo dos &cidos graxos. Os resultados mostraram um pico de
atividade das lipoxigenases apH 6,0 e 25°C de temperatura. Os valores de atividade das lipoxigenases
nos dois gendtipos foram maiores nos tratamentos que nos respectivos controles, e os vaores de
K ap diminuiram 48 horas apds a tltima aplicacéo dos &cidos linoléico e linolénico no tratamento em
relagdo ao controle. Estes resultados sugerem que a plantade sojaresponde aaplicaco de &cidos graxos
nasfolhas, com o aumento naatividade das|ipoxigenases, e que aremogao dasipoxigenases dasemente
ndo afetou a resposta da planta a esse tipo de tratamento, uma vez que IAC-100 e IAC-100 TN
apresentaram comportamentos bioguimico e cinético semel hantes.

Termos paraindexacéo: Glycine max, atividade enzimética, oxirredutase, isoenzima, respostadaplanta.

Biochemical and kinetic characterization of lipoxygenases of two soybean genotypes
submitted to leaf spraying of polyunsaturated fatty acids

Abstract — The objective of this work was to evaluate the capacity of soybean plant to respond to
spraying of fatty acids, lipoxygenase substract, by lipoxygenase pathway through the biochemical and
kinetic characterization of the “pool” of lipoxygenases from leaves. Two cultivars of soybean were
used: one normal (cultivar IAC-100) and the other devoid of three lipoxygenasesin the seeds (cultivar
IAC-100 TN). The plantsweretreated with arachidonic, linoleic and linolenic acids at the beginning of
the development stage V2, up to the stage V3. Thetrifoliates were collected at O, 24 and 48 hours after
the last spraying of fatty acids. The results of the biochemical and kinetic studies showed a peak of
lipoxygenase activity at pH 6.0 and temperature at 25°C. The activity values for both genotypes were
higher in the treatment than in the respective control, and the K, ,, val ues decreased 48 hours after the
last spray with linoleic and linolenic acids, in the treatments towards respective controls. Theseresults
suggest that the soybean plant responds to the application of fatty acids in the leaves by increasing
lipoxygenase activity, and that removing lipoxygenases from the seed has not changed the response of
the plant to the fatty acids treatment, since IAC-100 and IAC-100 TN presented similar biochemical
and kinetic behaviors.

Index terms: Glycine max, enzymic activity, oxidoreductases, isoenzymes, plant response.
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plantas s8o degradados por patégenos ou mecani-
camente danificados, ocorre uma degradacédo
seqiiencial dos lipidios, na qual os produtos primé-
rios dareagdo das|lipoxigenases, os hidroperoxidos,
podem ser metabolizados por duas vias enzimaticas
principais: hidroperéxido-liase e hidroperéxido-
ciclase(Farmer & Ryan, 1992; Croft et al., 1993).

A hidroperoxido-liase produz aldeidos de seis
carbonos, como o trans-2-hexenal (composto carac-
teristico do sabor e odor de frutos e folhas), e a
traumatina. Os aldeidos formados pela acéo da
lipoxigenase inibem, possivelmente, o crescimento
defungos, insetos e protozoarios (Croft et al., 1993).
A traumatina, também conhecidacomo hormdnio do
ferimento, bem como o &cido traumético, € um dos
compostos gque pode estar envolvido no processo
de sinalizagdo e divisédo celular na resposta a
ferimentosem plantas (Zimmerman & Coudron, 1979).

A hidroperoxido-ciclase produz o acido 12-oxo-
fitodiendico, que apds uma reducdo e trés [3-oxida-
¢Oes, d& origem ao &cido jasmonico. Este composto
possui atividade de regulador do crescimento e esta
envolvido nos processos de desenvolvimento na
resposta da planta a lesdes e a patdgenos. Esta se-
gunda atividade tem sido verificada principalmente
na inducdo da expressdo de genes que codificam
inibidores de proteases (Farmer & Ryan, 1992; Croft
etd., 1993).

Os principais substratos das lipoxigenases em
plantas superiores sdo os &cidoslinoléco elinolénico
(Wanget d., 1999). O &cidolinolénico éo &cido graxo
mais abundante na maioria dos tecidos vegetais,
constituindo-se em mais de 80% do grupo acil dos
lipidios de membrana dos cloroplastos. O acido
linoléico encontra-se em maior concentragdo nas
sementes e embrides (Hildebrand et al., 1988).
Nas plantas, pode ser convertido em écido linolénico
pelaacdo de umadessaturase (Farmer & Ryan, 1992).

Uma vez que tem sido descrito o envolvimento
das isoenzimas lipoxigenases em Varios processos
fisioldgicos, torna-se cadavez maisimportanteaca-
racterizacao biogquimicae cinéticadessasisoenzimas,
em especial das que estéo presentes nas folhas, vi-
sando elucidar a participagdo da “via das
lipoxigenases’ nafisiologiadaplanta, principal men-
te nos mecanismos de defesa da soja a insetos e
patdégenos.
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Os objetivos deste trabalho foram caracterizar a
bioquimica e a cinética das lipoxigenases em dois
gendtipos de sojae avaliar se a adicdo exdgena dos
substratos das lipoxigenases afeta a atividade des-
sasisoenzimas.

Material e M étodos

Foram utilizadas plantas de soja (Glycine max (L.)
Merrill) davariedade | AC-100 e do gendtipo com auséncia
daslipoxigenases nas sementes (IAC-100 TN). O gendtipo
IAC-100 TN, desenvolvido pelo Programa de Melhora-
mento da Qualidade da Soja do Bioagro/UFV, é uma
linhagem avancgada, obtida a partir da variedade
IAC-100, a qua se encontra no sexto ciclo (RC6F3) de
retrocruzamentos, terceirageragéo deautofecundaggo. A ata
similaridade genética entre IAC-100 e IAC-100 TN foi
confirmada por meio de andlise do DNA, utilizando-se
marcadores moleculares do tipo RAPD “Random
Amplified Polymorphic DNA” e, também, por meio de
caracteristicasfenotipicas (Oliveiraet d., 1998). As plantas
foram cultivadas em vasos com capacidade para 3,0 kg de
solo, em casa de vegetacdo.

As plantas de soja no estédio V2 de desenvolvimento
(primeirafolhatrifoliolar completamente expandida) tive-
ram este trifoliolo isolado e submetido a pulverizagcdo em
dias aternados, com solugdes 10 MM de é&cidos graxos
contendo Triton X-100 0,01% (v/v) (Farmer & Ryan,
1992) até atingirem o estadio V 3 de desenvolvimento (se-
gunda folha trifoliolar completamente expandida). Plan-
tas-controle receberam aplicacdo da solucéo aquosa de
Triton X-100 0,01% (v/v). Foram utilizados os &cidos
araquiddnico, linoléco elinolénico.

Foram utilizadas, como fonte deenzima, aprimeiraea
segundafolhastrifoliolares de plantas de sojadavariedade
IAC-100 e do gendtipo IAC-100 TN, no estadio V3 de
desenvolvimento (Fehr et a., 1971). Ostrés foliolos da
primeiraedasegundafolhastrifoliolaresforam coletadosa
0, 24 e 48 horas apds a Ultima aplicagdo das solugdes dos
acidos graxos, congelados em N liquido e armazenados a
-80°C. O preparo do extrato bruto foi realizado a4°C, de
acordo com o método descrito por Ohtaet al. (1986), com
as seguintes modificagOes. tamp&o fosfato de sodio 50 mM
pH 6,5 em substituicdo ao tampao fosfato 100 mM
pH 6,5, além de ndo ter sido utilizado Triton X-100.
Osfoliolos, pesados e imediatamente congelados em N
liquido, foram triturados em amofariz. O pd obtido foi
macerado em tamp&o fosfato de sédio 50 mM pH 6,5, na
proporcdo de 1:3 (p/v), e, em seguida, centrifugado a
17.200 g, por 60 minutos, a4°C.



Caracterizag8o bioquimicae cinéticadelipoxigenases

A atividade de lipoxigenase sobre o &cido linoléico foi
determinada segundo o método descrito por Axelrod et al.
(1981), o qua se baseia no aumento da absorbancia a
234 nm, resultante da formag&o de um sistema de duplas
ligagdes conjugadas no hidroperdxido formado.
A temperaturade reagdo foi mantidaa 25°C.

Paraadeterminaggo daatividade adiferentesvaloresde
pH, foram usados os seguintes sistemas-tampéo: acido
citrico/fosfato dissodico (2,0-2,5); acido citrico/citrato de
sodio (3,0-3,5); &cido acético/acetato de sodio (4,0-4,5);
acido citrico/citrato de sddio (5,0-5,5); monofosfato/fosfato
dissddico (6,0-7,0); TrissHCI (7,5-8,5), e acido borico/
borato de sodio (9,0-10,0), na concentragéo de 50 mM.

Na determinagdo da atividade das lipoxigenases, em
vérios valores de temperaturas, foi observada a taxa de
oxidagado do &cido linoléico pelas lipoxigenases a 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C. Utilizou-se banho-maria,
bem como espectrofotdmetro com temperatura control ada.

Os parametros cinéticos, no estado estacionario, foram
obtidos por meio de regressdo ndo-linear.
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Resultados e Discussao

Com o objetivo de caracterizar o pH 6timo de atu-
acdo das lipoxigenases foliares de plantas de soja
submetidas a aplicacdo de substratos exdgenos, re-
dlizaram-se asandlises do efeito de pH sobre aativi-
dadeenzimatica(Figura 1). Os perfis, dosdemaistra-
tamentos e seus respectivos controles, apresenta-
ram-se semel hantes.

Houve dois picos de atividade das lipoxigenases
apH 4,5 e 6,0, nos dois gendti pos, nos tratamentos,
€ em seus respectivos controles, tanto na resposta
local quanto nasistémica. Em pH 4,5, o valor daati-
vidade foi semelhante nos dois genétipos, na res-
postalocal e nasistémica; entretanto, em pH 6,0, nos
doisgendtipos, o valor daatividade foi maior nares-
postalocal do que narespostasistémica. As plantas
tratadas com os substratos das lipoxigenases apre-
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Figura 1. Atividade das lipoxigenases de folhas de soja dos gendtipos IAC-100 e IAC-100 TN, no estadio V3 de
desenvolvimento, coletadas 48 horas ap6s tratamento com solugdo 10 mM de écido linolénico em solugdo aquosa de
Triton X-100 0,01% (v/v), e seu respectivo controle [solugdo aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v)], em diferentes
valores de pH.
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sentaram valores de atividade maior do que os res-
pectivos controles. Esses resultados sugerem que a
pulverizacdo de &cidos graxos promoveu 0 aumento
na atividade dessas enzimas.

Tanto narespostalocal quanto na sistémica, nos
doisgendtipos, aatividade em pH 6,0 apresentou-se
maior do que aatividade em pH 4,5, sugerindo que o
“pool” daslipoxigenases contém maisde umaforma
das isoenzimas. Como o extrato foliar continha
lipoxigenases e ndo formas purificadas, os resulta-
dos sugerem que 0 “pool” daslipoxigenases contém
formas dasisoenzimas com maioresvaloresde ativi-
dadeapH 4,5 eformascom maioresval oresde ativi-
dade a pH 6,0, respondendo a aplicacdo de acidos
graxos. Contudo, a atividade apresentou-se maior
em pH 6,0 nostratamentos. Christopher et al. (1972),
utilizando &cido linoléico como substrato das
lipoxigenases de sementes de soja, demonstraram
quealLOX ltematividademaximaempH 9,5,aLOX 2
empH 6,5eal OX 3 possui maximaatividade numa
amplafaixadepH, ousga, 5,0a9,0.

Osvalores de pH 6timo observados estao dentro
dafaixade pH 6timo verificadaem lipoxigenases de
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véariasplantas. batata, pH 5,5-6,0 (Galliard & Phillips,
1971); sementedegirassol, pH 6,2 (Leoni et a., 1985);
folhasdetomate, pH 6,4-7,2 (Koch et a., 1992); pepi-
no, pH 5,0 (Avdiushiko et d., 1994); pimentéo, pH 6,5
(Minguez-Mosgueiraet a., 1993); sementedeervi-
Iha, pH 6,8 (Redgel et al., 1995), culturasdeoliveira
(Olea europaea), pH 5,5 €6,0-6,5 (Williams et a.,
2000) e folhas de soja do genétipo IAC-100 e
IAC-100 TN, no estédio V3 de desenvolvimento,
pH 4,5e6,0(Vierraet a., 2001).

A Figura 2 apresenta os perfis das curvas de tem-
peraturaversus atividade daslipoxigenases. Os perfis
para os demais tratamentos e Seus respectivos contro-
les apresentaram-se semel hantes. O valor mais acen-
tuado de atividade foi a25°C, em ambos 0s gendtipos
eseusrespectivoscontroles. O picoa25°C foi omaior,
porém nao foi o tnico, o queindica, possivelmente, a
presenca de mais de uma forma de isoenzima
lipoxigenase. A atividadefoi maior nas plantas subme-
tidas & aplicacdo foliar com &cidos graxos do que nos
respectivos controles; isto sugere novamente, uma
resposta das plantas de soja ao tratamento, evidencia
da pelo aumento na atividade das lipoxigenases.
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Figura 2. Atividade das lipoxigenases de folhas de soja dos gendtipos IAC-100 e IAC-100 TN, no estadio V3 de

desenvolvimento, coletadas 48 horas ap6s tratamento com solugdo 10 mM de écido linolénico em solugdo aquosa de
Triton X-100 0,01% (v/v), e seu respectivo controle [solugdo aquosa de Triton X-100 0,01% (v/v)], em diferentes

valores de temperatura.
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Caracterizag8o bioquimicae cinéticadelipoxigenases

Outros autores também obtiveram um valor de
temperatura6timade 25°C paralipoxigenasesfoliares
desoja Lannaet al. (1996), trabal hando com plantas
dosgendtipos| AC-100, UFV-TN eCristalina, no es-
tadio V4 de desenvolvimento; Vieira et al. (2001),
analisando plantas da variedade 1AC-100 e do
gendtipo IAC-100 TN, no estadio V 3 de desenvolvi-
mento, submetidas aferimento.

A determinacéo dos parémetros cinéticos Ky app
eV max app fOI redlizadaapH 6,0, emtampéo fosfato de
sodio 50 mM e 25°C. A Figura 3 apresentao perfil do
gréfico de Michaelis-Menten da atividade das
lipoxigenases, e nela foi inserido o gréfico de
Lineweaver-Burk. Em ambos os genétipos, o “pool”
daslipoxigenasesfoliares submetidas aaplicacéo de
&cidos graxos segueacinéticade Michaelis-Menten,
nafaixade concentracéo do substrato analisada, uma
vez que seus gréficos de atividade sdo curvas
hiperbdlicas.

Osvaloresde Ky app € Vmax app das lipoxigenases
foliares, nas respostas local e sistémica dos
gendtipos|AC-100 el AC-100 TN com seusrespec-
tivos controles estéo apresentados na Tabela 1. N&o
houve diferencanos val ores de Ky p, N0s periodos
de 0 e 24 horas apés tratamentos, nas respostas lo-
cal e sistémica de ambos os gendtipos. Os valores
de K gpp diminuiram 48 horas apos a Ultimaaplica-
¢do, nos dois genotipos, nas respostas local e
sistémica, apbstratamento com osécidoslinoléicoe
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linolénico; houve, portanto, respostas mais tardias
aos tratamentos. Como o Ky é uma constante
cinética que estabelece um valor aproximado ao ni-
vel intracelular de substrato, e sendo improvavel que
esse nivel segjamarcadamente maior ou menor que o
valor de Ky, 0 decréscimo no valor de Ky 4p Sugere
uma melhor adaptac&o do substrato ao centro ativo
da enzima, e, portanto, melhor eficiéncia catalitica
(Oliveiraet al., 1993). Alémdisso, osdiferentesval o-
res de Ky app também sugerem alteragdo no “pool”
das lipoxigenases das folhas nos dois genétipos
estudados, em resposta a aplicacéo foliar dos
substratos.

Osvaloresde Ky gp determinadosno *pool” das
lipoxigenasesfoliaresforam menores nostratamen-
tos do gue nos respectivos controles, tanto na res-
posta local, quanto na resposta sistémica, em rela-
¢ao aos &cidos linoléico e linolénico, em ambos 0s
gendtipos. Os &cidos linoléico e linolénico sdo os
principais substratos para lipoxigenases nas plan-
tas, sendo que por agéo de umadessaturase, 0 &cido
linoléico pode ser convertido em &cido linolénico
(Farmer & Ryan, 1992). Essa diminui¢éo dos
parametros cinéticos demonstra que houve altera-
¢80 na composicdo das formas das lipoxigenases
presentes no “pool” de isoenzimas, em resposta a
aplicagdo de &cidos graxos, o que sugere, também,
gue a planta de soja respondeu a esse tratamento
mediante a*“via das lipoxigenases’. Os valores dos
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Figura 3. Gréfico de Michaelis-Menten da atividade de lipoxigenases sobre o &cido linoléico, em foliolos da primeira
folhatrifoliolar de plantas de sojano estédio V 3 de desenvol vimento, coletados 48 horas ap6s Ultima aplicagdo de uma
solucéo 10 mM do &cido linolénico em solucdo aguosade Triton X-100 0,01% (v/v). A linha continuafoi tragada com
base em dados tedricos, utilizando-se a equagéo de Michaelis-Menten para a obtencéo dos valores de Ky o, € V s spp-
Os pontos sdo experimentais. Inser¢do do grafico de Lineweaver-Burk.
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parametros cinéticos no tratamento com aplicacdo
do é&cido araquiddnico foram semelhantes aos dos
controles. Esses valores também foram maiores do
gue os encontrados nas plantas tratadas com os &ci-
doslinoléico elinolénico.

Em nenhum dos casos a aplicacdo exdgena de
acido araguidonico, substrato das lipoxigenases no
sistemaanimal (Macri et al., 1995), provocou altera-
¢&o no valor de Ky gp, €m relagéo aos controles.
Isto sugere que os genétipos de soja estudados
possivelmente ndo utilizaram preferencialmente este
acido como substrato exégeno. Farmer & Ryan (1992)
trataram plantas de tomate com &cidos graxos e de-
terminaram a producdo de inibidores de proteases
produzidos pela “via das lipoxigenases’. Esses au-
tores observaram que 0s maiores indutores de
inibidoresforam os&cidoslinoléico elinol énico, uma
vez que esses acidos sdo substratos das lipoxi-
genases em folhas de tomate. Verificaram aindaque
as plantas tratadas com &cido araquidénico néo pro-
duziram inibidores de proteases através da “via das
lipoxigenases’.

As lipoxigenases encontram-se organizadas em
uma grande familia multigénica, que pode resultar,

R. B. Batistaet al.

em dado tecido, na presenca de um complexo de
isoenzimas lipoxigenases que diferem quanto a
especificidade pel o substrato, parémetrosfisico-qui-
micos e cinéticos (Siedow, 1991). Além disso, tem
sido relatado que o nivel de atividade das lipoxi-
genases presentes em um dado tecido pode variar
como resposta fisioldgica da planta a diferentes ti-
pos de estresses (Rosahl, 1996).

Kato et al. (1993) mostraram que a expressao do
gene de soja para LOX 4 aumenta em folha apés a
remoc&o do dreno reprodutivo. Bunker et al. (1995)
observaram a inducéo da expresséo de dois genes
adicionais delipoxigenaseslox A e vix C, em folhas
desojaapdsaremocdo davagem. Saravitz & Siedow
(1996) obtiveram aumento de LOX 7 eLOX 8 apbsa
injariamecanicaem folhasde soja. Portanto, tem sido
demonstrado que a expressao de diferentes genes
das lipoxigenases de soja pode ser induzida nas fo-
Ihas como resposta a diferentes estresses.

Os dados deste trabalho mostram que houve cer-
ta semelhanga no comportamento cinético dos dois
gendtipos, sugerindo, assim, que aremogao geneéti-
cadas trés isoenzimas lipoxigenases da semente de
soja ndo afetou a expressdo das lipoxigenases de

Tabela 1. Parametro cinético daacao das lipoxigenases de soja, foliolosdaprimeirae segundafolhatrifoliolar de plantas
no estadio V 3 de desenvolvimento, submetidas a aplicacao de écidos graxos.

Cultivar Periodo (horas Controle Acido araquidénico Acido linoléico Acido linolénico
ap(?salglti ma K app Vimax app K app Vimax app K app Vmax app K app Vimaxapp
aplicaggodas () (M'S) M) (M) M)  (Ms) M) (M S)
solugdes dos
&cidos graxos)
IAC-100 Primeira folha
0 104,1620 190,629 102,081 191,548 100,4020 189,869 106,1590 195,626
24 100,4240 189,991 100,057 159,891 73,2907 133,676 75,7831 228,804
48 82,4478 282,144 82,298 216,689 41,7030 230,109 33,5633 207,791
Segunda folha
0 110,8500 238,158 120,244 247,552 108,6310 235,939 100,8990 228,207
24 104,6540 231,962 120,809 229,105 50,6700 176,226 59,4049 128,243
48 96,0344 256,787 120,329 357,597 39,7545 225,830 38,0219 194,688
IAC-100 TN Primeira folha
0 109,659 231,200 101,541 293,089 104,6570 226,198 101,9870 223,530
24 105,611 194511 100,703 360,805 93,0370 221,004 92,6850 139,054
48 107,370 175,898 102,588 269,499 89,0838 263,234 89,8445 392,272
Segunda folha
0 234,705 370,020 229,265 364,581 230,7600 366,070 234,6910 370,006
24 196,657 346,034 172,321 246,172 103,4840 254,629 102,6540 140,802
48 146,070 239,148 147,229 346,003 99,6340 275,280 96,3680 243,627
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folhas do gendtipo IAC-100 TN. Este fato demons-
tra que a expressao dos genes das lipoxigenases da
folha é independente da expressdo dos genes das
lipoxigenases da semente.

Conclusbes

1. O valor de temperatura 6tima das isoenzimas
lipoxigenases, estudadas a pH 6,0, em respostas |o-
cal esistémica, éde25°C.

2. O &cido araquidénico ndo induz o aumento de
atividade das lipoxigenases em folhas de soja dos
gendtipos estudados.

3. As plantas respondem ao tratamento por meio
da“viadaslipoxigenases’.

4. A remogao genética das lipoxigenases da se-
mente ndo afeta a resposta da planta ao tratamento.
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