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RESUMO

Avaliou-se 0 comportamento de isoenzimas lipoxigenases durante o processo de
germinagdo da soja com ou sem lipoxigenases na semente, em duas épocas de colheita.
Sementes de linhagens com auséncia das trés lipoxigenases LOX1, LOX2 ¢ LOX3 (CAC-1
triplo-nulo e Doko-RC triplo-nulo) e das variedades CAC-1 e Doko-RC foram colhidas no
estadio de maturagdo R8 e aos 30 dias apés o R8. A atividade das lipoxigenases, durante
um periodo de 10 dias apés a instalagdo do teste de germinagdo das sementes, foi
determinada espectrofotometricamente a 234 e 280 nm. Os resultados indicaram que o
perfil de atividade de LOX1 e LOX3 por miligrama de matéria fresca e por miligrama de
proteina, nos materiais estudados, ndo foi afetado pelo retardamento da colheita. As duas
variedades apresentaram perfil similar de atividade de LOXI, caracterizado por alta
atividade na semente antes da embebigdo, seguida por declinio até o décimo dia apds o
inicio do teste de germinagfo. Ndo foi detectada atividade de LOX1 nas linhagens triplo-
nulas. A atividade especifica de LOX3 em sementes da variedade CAC-1 aumentou no 7° e
8° dias, a0 passo que, em sementes de Doko-RC, declinou no 6°, 7° ¢ 8° dias. No entanto,
nas linhagens triplo-nulas, foi detectada atividade de LOX3 a partir do 8° dia ap6s o inicio
da germinagdo e, em Doko-RC triplo-nulo, além deste aumento final, observou-se aumento
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entre 0 3° e 0 6° dias. Durante a germinagdo das sementes das linhagens triplo-nulas foi
detectada atividade de LOX3.

Palavras-chaves: Glycine max, 1soenzimas.

ABSTRACT

LIPOXYGENASES ACTIVITY DURING THE SOYBEAN SEEDS,
GERMINATION

During the germination process of soybean seeds with or withaut lipoxyenases, the
behaviour of the 1soenzymes lipoxyenase was evaluated at two occasions during harvesting.
Seeds of CAC-1 tnple-null, Doko-RC triple-null, CAC-1 and Doko-RC were harvested at
the R8 stage of maturity and 30 days after the R8. During a period of 10 days after the
beginning of the seeds germination test, the lipoxygenases activity was determined by a
spectrophotometric measurement at 234 and 280 nm. The results indicated that the profile
of the LOX1 and LOX3 activity per fresh matter milligram and per protein milligram in the
genotypes studied wasn't affected by the harvest delay. Both vanieties showed a similar
LOX1 activity profile, characterised by high activity in the seed before the steeping,
followed by a lowering until the tenth day after the beginning of the germnation test.
LOX1 activity was not detected 1 tniple-null hines. The LOX3 specific activity in CAC-1
seeds showed increase on the seventh and eighth days, whereas in Doko-RC seeds it
lowered on the sixth, seventh and eighth days. On the other hand, in the triple-null lines,
LOX3 activity was detected from the eighth day after the beginning of the germination, and
in Doko-RC triple-null, besides final increase, there was an increase between the third and
the sixth day. LOX3 this activity was detected during the triple-null hnes seed germination.

Key words: Gycine max, isoenzymes,
INTRODUCAO

A semente de soja é uma fonte rica em lipoxigenases, contendo trés
tsoenzimas, denominadas LOXI1, LOX2 e LOX3. Diversas formas de
lipoxigenases ja foram caracterizadas em sementes de varias espécies,
como: melancia (/7), girassol (//), arroz (/3) e cevada (9, 18).

Ha wvarios trabalhos relacionando os produtos da agdo de
lipoxigenases com o processo de deterioragdo de sementes, porém pouco
se sabe sobre seu papel fisiologico na semente. Hildebrand (6) relatou que
a alta atividade de lipoxigenase nas sementes em germinac¢ao pode acelerar
a ruptura de membranas celulares e facilitar o transporte de produtos
armazenados para o desenvolvimento do embnido. Feussner et al. (4, J5)
sugeriram que, durante a germinagdo conduzida na ausencia de luz, a
lipoxigenase inicia a mobiliza¢ao de lipidios de reserva.

O aumento na atividade das lipoxigenases, assoctado a germinacao e
variagao do nivel de sua atividade durante este processo, tem sido
observado em arroz (13), soja (10, 14, 16) e cevada (8, 18).

A expressdo de isoenzimas lipoxigenases mostra um modelo
complexo de desenvolvimento, com maxima expressdo em tecidos mais
metabolicamente ativos, como eixo embrionario e folhas jovens. Isso
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parece indicar que as lipoxigenases, ou uma forma diferente das
lipoxigenases da semente, podem desempenhar importante papel no
desenvolvimento de plantas (1).

Visando melhorar as caracteristicas organolépticas dos derivados da
soja, pesquisadores tém removido as isoenzimas LOX1, LOX2 ¢ LOX3
das sementes, por meio do melhoramento genetico, tomando possivel o
desenvolvimento de variedades de soja com auséncia de lipoxigenases nas
sementes. Todavia, a funcdo fisiologica dessas isoenzimas na semente
ainda ¢ desconhemda susperta-se que elas possam estar relacionadas,
dentre outros, com o processo de germinacio.

O ob_]etlvo do presente trabalho foi verificar o perfil de at1v1dade de
lipoxigenases durante a germinagdo de sementes de soja, em duas épocas

de colheita, visando elucidar a relagdo estrutura/fungido de lipoxigenases
neste processo.

MATERIAL E METODOS

Sementes das variedades CAC-1 e Doko-RC e de linhagens com
auséncia das tres lipoxigenases LOX1, LOX2 e LOX3 (CAC-1 tr1 lo-nulo
e Doko-RC triplo-nulo), obtidas por retrocruzamento, foram fornemdas
pelo Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa e pelo
Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO),
respectivamente. As sementes das linhagens triplo-nulas utilizadas foram
decorrentes de um bul/k formado a partir de plantas que se encontravam na
terceira geracao do primeiro retrocruzamento.

Cerca de 400 sementes de cada variedade e das respectivas
linhagens triplo-nulas foram multiplicadas no Campo Experimental Prof.
Diogo Alves de Melo, do Departamento de Fitotecmia-UFV, em Vicosa,
MG, no ano agricola de 1996/97. Foram utilizadas quatro fileiras de 5 m
de comprimento e espacamento entre fileiras de 0,70 m, com densidade
populacional de aproximadamente 20 plantas/m. As plantas de duas
fileiras foram colhidas no estadio de maturacdo R8 da escala de Fehr e
Caviness (3), e das outras duas, 30 dias apos este estadio. Plantas
individuais das linhagens triplo-nulas foram colhidas e suas sementes
selecionadas com base na cor do hilo, de acordo com a cor caracteristica da
variedade progenitora recorrente, e, em seguida, agrupadas. As sementes
colhidas das variedades e dos triplo-nulos foram mantidas em camara fria e
seca a temperatura de 10° C e umidade relativa do ar de 65 %, até o inicio
dos trabalhos em laboratorio.

Trées sementes de cada tratamento, previamente esterilizadas em
solugdo de alcool 50%, hipoclorto de sédio 0,8% e agua destilada,
respectivamente, durante 1 minuto, foram colocadas para germinar em trés
folhas de papel-toalha germitest, previamente umedecidas com agua num
volume de 2,5 vezes o peso do papel, formando-se rolos. As sementes
foram posicionadas no quarto inferior do papel e os rolos colocados em

germinador com temperatura controlada de 25 + 1°C. A determinacio da
concentragdo de proteina e da atividade de lipoxigenases foi realizada
diariamente, num periodo de 10 dias apos a semeadura, coletando-se trés
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sementes por rolo, sendo cada semente uma repeticdo. O preparo do °
extrato vegetal, para estas determinagdes, foi feito utilizando-se 10 mg dos
cotilédones das sementes e plantulas que foram macerados em cadinhos de
porcelana previamente resfriados, mantidos a -20°C e homogeneizados na
presenga de 600 pL de tampao Tris-HCl 60 mM pH 8,2, contendo CaCl,
15 mM e sacarose 13% (p/v). O homogenato foi centrifugado a 16200 x g
por 20 minutos a 4° C, para utilizacdo do sobrenadante (extrato bruto).

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método do acido
bicinconinico (BCA) desenvolvido por Smith et al. (/5). Foram pipetados
50 uL de cada extrato vegetal e colocados dentro de tubos de ensaio; no
branco foram pipetados 50 uL do tampio Tris-HCI 60 mM pH 82,
contendo CaCl, 15 mM e sacarose 13% (p/v). Em cada tubo de ensaio foi
adicionado 1 mL de reagente de trabalho (50 partes de BCA:1 parte de
solucdo de sulfato de cobre 4%), cujas solugdes sdo comercialmente
disponiveis. Posteriormente, os tubos foram colocados em banho-maria a
37° C, um a um, permanecendo por 30 minutos cada um. Apés o periodo
de incubagao os tubos foram retirados, um a um, e resfriados a temperatura
ambiente por 20 minutos. A  absorvancia foi medida
espectrofotometricamente a 562 nm, e a concentragdo de proteina foi
determinada pela plotagem dos dados numa curva-padrio previamente
determinada, em que foi utilizada como proteina-padrdo a albumina sérica
bovina. A quantidade de proteina por miligrama de matéria fresca foi obtida
pela muitiplicagio dos valores de concentragao de proteina pelo fator 1,2.

As atividades de LOXl e LOX3 foram determinadas
espectrofotometricamente, conforme Axelrod et al. (2), com modificacdes.
Para a determinagio da atividade de LOX1 utilizaram-se 1 mL de tampao
borato de sodio 0,1 M, pH 9,5; 6 uL de linoleato de sodio 10 mM; e 2,5 uL
de extrato bruto. Para a determinacdo da atividade de LOX3 foram
utilizados 1 mL de tampao fosfato de sodio 0,2 M, pH 6,8; 35 uL de
linoleato de sodio 10 mM; e 15 ul de extrato bruto. Mediu-se a
absorvancia a cada dois minutos, a 234 nm, para a determinacdo da
atividade de LOX1 e a 280 nm, para a atitvidade de LOX3, u’ahzando-se
para os calculos os coeficientes de extingdo molar 25.000 M '.cm™ e
22.000 M".cm’, respectivamente.

Quando é expressdo dos resultados de atividade das lipoxigenases
LOX1 e LOX3, foram calculados as médias e os desvios-padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade de lipoxigenase 1 por miligrama de matéria fresca

A atividade de LOX1 por miligrama de matéria fresca nos cotilédones
das sementes de CAC-1 tnplo-nulo, CAC-1, Doko-RC triplo-nulo ¢ Doko-
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A atividade de LOX1 por miligrama de matéria fresca nos cotilédones
das sementes de CAC-1 triplo-nulo, CAC-1, Doko-RC triplo-nulo ¢ Doko-
RC, colhidas no estadio R8 e 30 dias apds, determinada diariamente até o
décimo dia apds a semeadura, esta representada na Figura 1.

A atividade de LOX1 foi maior nas sementes ndo-embebidas e
diminumu ao longo do processo de germinacdo, em CAC-1. Ja em CAC-1
triplo-nulo os valores foram muito baixos, sendo considerada nula a
atividade (Figura 1A). Resultados semelhantes foram encontrados por
Hildebrand e Hymowitz (7), segundo os quais a enzima ativa LOX1 nunca
pode ser sintetizada nas sementes que tiveram a LOX1 removida. Tanto
em CAC-1 como em CAC-1 triplo-nulo ndo foi observada diferenca na
atividade de LOX1 com o retardamento da colheita.

O perfil da atividade de lipoxigenase por peso de matéria fresca foi
semelhante nas sementes de CAC-1 e Doko-RC (Figura 1 A e B).

Atividade especifica de lipoxigenase 1

A atividade de LOX1 por miligrama de proteina nos cotilédones das
sementes e das plantulas de CAC-1 triplo-nulo, CAC-1, Doko-RC triplo-
nulo e Doko-RC, colhidas no estadio R8 e 30 dias apods, determinada
diariamente até o 10° dia apds a semeadura, esta representada na Figura 2.

O perfil da atividade de LOX1 por miligrama de proteina total extraida
foi similar ao apresentado pela atividade de L.OX1 por miligrama de matéria
fresca, em sementes de CAC-1 e CAC-1 triplo-nulo (Figura 24).

A atividade de LOX1 por miligrama de proteina total extraida
(Figura 2 B) mostrou perfil semelhante ao apresentado pela atividade de
LOX1 por miligrama de matéria fresca em Doko-RC triplo-nulo e Doko-
RC; e nao fo1 apresentada diferenca entre as atividades de LOX1 nas
sementes dos diferentes genotipos, colhidas nas duas épocas.

Segundo Hildebrand e Hymowitz (7), o perfil da atividade de LOX1
se assemelha mais ao perfil de proteina de reserva do que ao de uma enzima
desempenhando papel dinamico no metabolismo do desenvolvimento e da
germinagao de sementes. Dados obtidos por esses autores indicaram que a
falta de LOX1 ndo teve efeito evidente no metabolismo da semente.
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FIGURA 1 - Perfil de atividade de LOX1 por peso de maténa fresca
(A234 M . s’ . mg") nos cotilédones de sementes de: A)
CAC-1 tnplo-nulo (CT) e CAC-1 (CC) colhidas no estadio
R8, e CAC-1 triplo-nulo (CTR) e CAC-1 (CCR) colhidas 30
dias apos o estadio R83; B) Doko-RC tniplo-nulo (DT) e
Doko-RC (DC) colhidas no estadio R8, e Doko-RC triplo-
nulo (DTR) e Doko-RC (DCR) colhidas 30 dias apos o
estadio R8, determmada até o 10° dia apos a semeadura em
substrato de papel.



VOL .XLIX,N°284,2002 425

120 ¢ - A
110 | - = a aCT CTR CC --enn-- CCR
100 |
8
o -
FERL N\
g2, ¥ T I
8~ 30 ) .
:?_, 340 - . T— '.""
< 50 | P :‘..
20 | JE SRR
o} |
0 w
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias apds a serreadura
120 DT DTR DC DCR B
110 | i
100
90 |
8_
H
o8 T
EL%r
Z 40
- 10 |
20 L
10 |
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias apés a semeadura

FIGURA 2 — Perfil de atividade especifica de LOX1 (A234 M .s" .
mg™') nos cotilédones de sementes de: A) CAC-1 triplo-
nulo (CT) e CAC-1 (CC) colhidas no estadio R8, e CAC-1
triplo-nulo (CTR) e CAC-1 (CCR) colhidas 30 dias apés o
estadio R8; B) Doko-RC triplo-nulo (DT) e Doko-RC
(DC) colhidas no estadio R8, ¢ Doko-RC triplo-nulo
(DTR) e Doko-RC (DCR) colhidas 30 dias apos o estadio
R8, determinada até o 10° dia apos a semeadura em
substrato de papel.
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Conforme Melan et al. (/2), a LOX1 ¢é produzida especialmente
durante estadios iniciais da germinacao e desempenha importante papel no
funcionamento da epiderme, em arabdopsis.

A atividade de LOX1 apresentou declinio apos o inicio da
germinacdo nas variedades estudadas (Figuras 1 e 2). Resultados
semelhantes foram obtidos em soja, em que Vemooy-Gerritsen et al. (/6),
Park e Polacco (/4) e Kato et al. (/0) verificaram declinio na atividade de
LOX1 com a germinacgao. Por outro lado, em arroz, Ohta et al. (/3) nao
detectaram atividade de LOX1 em sementes germinadas; e, em girassol,
Leoni et al. (//) nao detectaram atividade em sementes nao-germinadas.

Melan et al. (/2), em arabdopsis, ndo detectaram atividade em
sementes ndo-germinadas, e, em sementes recém-embebidas, relataram que
a atividade de LOX1 aumentou atée o segundo dia apos esse periodo,
permanecendo alta, e depois declinou. Yang et al. (/§), trabalhando com
sementes de cevada, verificaram que a atividade de LOX1 aumentou
durante a germinagdo até o quinto dia. Por outro lado, Holtman et al. (8),
tambeém com sementes de cevada, observaram diminuicdo da atividade de
LOX1 até o segundo dia apos o inicio da germinacio, a qual permaneceu,
posteriormente, quase constante.

Atividade de lipoxigenase 3 por miligrama de matéria fresca

A atividade de LOX3 por miligrama de maténa fresca nos
cotilédones das sementes de CAC-1 triplo-nulo, CAC-1, Doko-RC triplo-
nulo e Doko-RC, colhidas no estadio R8 e 30 dias apos, analisada
diariamente ate o 10° dia apos a semeadura, esta representada na Figura 3.
| A atividade de LOX3 por miligrama de matéria fresca nas sementes de

CAC-1 declinou no micio da germinacgdo, estendendo-se até o quinto dia; a
partir deste, houve aumento, e apos o sétimo dia, um novo declinio (Figura 3 A).

A atividade por miligrama de maténa fresca nas sementes de CAC-1
triplo-nulo apresentou pequeno aumento a partir do sexto dia apos o micio
da germinagao (Figura 3 A). |

As sementes de Doko-RC, ao longo dos 10 dias, manifestaram, em
geral, declinio na atividade de LOX3 por miligrama de matena fresca
(Figura 3 B), ao passo que as sementes de Doko-RC triplo-nulo
manifestaram aumento na atividade de LOX3 a partir do terceiro dia apos
o Inicio da germinagao.

Esse aumento pode ter sido devido a sintese de novo da 1soenzima
LOX3 ou de uma LOX distinta desta. Para essa confirmagao, seriam
necessarias a purificagao e caracterizagao cinética dessas 1soenzimas.

Leoni et al. (//) vernificaram aumento maximo na atividade de
lipoxigenase em sementes de girassol, no periodo de quatro a cinco dias
apoOs o inicio da germinagao.

Park e Polacco (/4) relataram que, durante os cinco primeiros dias
da germinagdo, no minimo duas isoenzimas lipoxigenases, com pontos
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isoelétricos diferentes de LOX1, LOX2 ¢ LOX3, apresentaram atividade
no hipocotilo e na radicula de plantulas de soja e foram detectadas em

niveis equivalentes em gendtipos com ou sem lipoxigenases.

Segundo Ohta et al. (/3), o aumento na atividade de lipoxigenases
‘na germinagdo de sementes de arroz € devido a sintese de novo da enzima,
uma vez que, utilizando um inibidor de sintese de proteina, cicloheximida,
este inibiu o aumento na atividade de lipoxigenase durante a germinagao.

Atividade especifica de lipoxigenase 3

A atividade de LOX3 por miligrama de proteina nos cotilédones das
sementes de CAC-1 triplo-nulo, CAC-1, Doko-RC triplo-nulo e Doko-RC,
colhidas no estadio R8 e 30 dias apos, analisada diariamente até o 10° dia
apos a semeadura, esta representada na Figura 4.
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FIGURA 3 - Perfil de atividade de LOX3 por peso de maténa fresca (A280 M. s
! mg!) nos cotilédones de sementes de: A) CAC-1 triplo-nulo (CT) e CAC-1
(CC) colhidas no estadio R8, e CAC-1 triplo-nulo (CTR) e CAC-1 (CCR)
colhidas 30 dias apos o estadio R8; B) Doko-RC triplo-nulo (DT) e Doko-
RC (DC) colhidas no estadio R8, e Doko-RC triplo-nulo (DTR) e Doko-RC
(DCR) colhidas 30 dias apos o estadio R8, determinada até o 10° dia apos a
semeadura em substrato de papel.
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O perfil da atividade de LOX3 por miligrama de proteina (Figura 4
A) foi semelhante ao perfil da atividlade de LOX3 por miligrama de
matéria fresca, apresentado pelas sementes de CAC-1 triplo-nulo e CAC-1,
nas diferentes épocas de colheita, ficando mais evidente o aumento na
atividade a partir do sexto dia apos o inicio da germinagdo, nas sementes
de CAC-1 triplo-nulo.
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FIGURA 4 - Perfil de atividade especifica de LOX3 (A280 M .s” . mg)
nos cotilédones de sementes: A) de CAC-1 triplo-nulo (CT) e
CAC-1 (CC) colhidas no estadio R8, e CAC-1 triplo-nulo
(CTR) e CAC-1 (CCR) colhidas 30 dias apos o estadio R8;
B) Doko-RC triplo-nulo (DT) e Doko-RC (DC) colhidas
no estadio R8, ¢ Doko-RC triplo-nulo (DTR) e Doko-RC
(DCR) colhidas 30 dias apos o estadio R8, determinada ate
o 10° dia apods a semeadura em substrato de papel.
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Na Figura 4 B podem ser observadas as variagOes na atividade de
LOX 3 por miligrama de proteina, ao longo do periodo de germinacao,
com as sementes de Doko-RC apresentando um declinio inicial na
atividade; posteriormente, elas mostraram aumento até o quinto dia, tendo
os menores valores no sexto, sétimo e oitavo dias, retomando-se 0 aumento
no sétimo dia apos o inicio da germinagao.

As sementes de Doko-RC triplo-nulo apresentaram aumento mais
evidente na atividade a partir do terceiro dia; no sexto - sétimo dia houve
um declinio; e, posteriormente, elas retomaram o aumento até o décimo
dia. Este aumento na atividade especifica de LOX3 a partir do sexto dia,
nas sementes de Doko-RC triplo-nulo, foi observado também nas sementes
de CAC-1 triplo-nulo.

Resultados semelhantes aos obtidos com sementes de Doko-RC
triplo-nulo foram relatados por Kato et al. (/0), que atribuiram o aumento
na atividade a trés novas formas de lipoxigenases em cotilédones de soja,
principalmente a denominada por eles LOX4, uma isoenzima semelhante a
LOX2 e LOX3, que aparece devido a sintese de novo da proteina. Embora
as condicoes de crescimento das plantulas tenham sido semelhantes as
deste trabalho, a atividade destas novas lipoxigenases declinam nos
estadios finais da germinagdo, diferindo, neste ponto, dos resultados
observados neste estudo.

CONCLUSOES

1) A atividade das lipoxigenases durante a germinacdo das
sementes nao ¢ prejudicada pelos efeitos do retardamento da colheita.

2) Durante a genmna(;ao surgem formas de lipoxigenase com
atividades de LOX3.

3) A LOXI1 apresenta maiores niveis de atividade do que a LOX3,
porém nao ha atividade de LOX1 nas sementes das linhagens triplo-nulas,
durante a germinagao; ja a LOX3 apresenta atividade nas sementes dessas
linhagens.

4) A atividade de LOX3, nas sementes das linhagens triplo-nulas,
apresenta picos em diferentes dias de germinacao, variando conforme o
cultivar que deu origem aos triplo-nulos.
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