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RESUMO

O gosto de fejjdo cru das sementes da soja € de seus produtos alimenticios
derivados tem como causa principal as enzimas hipoxigenases (Lox], Lox2 e Lox3). A
eliminacdo genética dessas enzimas € a maneira mais adequada de contornar os problemas
associados ao sabor desagradavel. Visando elucidar a influéncia dessa eliminagéo genética,
na qualidade sanitaria de sementes da soja, variedades normais de soja (FT-Cristalina RCH,
Doko RC e IAC-12) e suas respectivas linhagens obtidas por retrocruzamentos, sem as trés
lipoxigenases nas sementes (linhagens triplo-nulas) ¢ com as trés lipoxigenases (tnplo-
positivas), foram avaliadas quanto a incidéncia de infec¢do por fungos € bacténas em suas
sementes. As variedades Doko-RC e IAC-12, com as sua respectivas linhagens,
apresentaram melhor qualidade sanitaria de sementes que a variedade FT-Cristalina RCH.
A remocgdo genética das trés lipoxigenases das sementes, nas trés variedades estudadas, ndo
apresentou efeito deletério na resisténcia das sementes a infecgdo por fungos ou bacténas.
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ABSTRACT

SANITARY QUALITY OF SOYBEAN SEEDS
LACKING THE THREE LIPOXYGENASES

‘The beany flavor of soybean seeds and their food products is mainly due to the
action of lipoxygenase (Lox1, Lox2 and Lox3) enzymes. The genetic elimination of these
enzymes from the seeds is a more appropriate way to overcome the problems associated
with this undesirable flavor. Aiming at elucidating the influence of genetic ehmnation of
lipoxygenases in the sanitary quality of soybean seeds, normal varieties of soy (FT-
Cnistalina RCH, Doko RC and IAC-12) and their respective lines, derived by backcrosses,
lacking the three lipoxygenases in the seeds (triple-null lines) and with the three
lipoxygenases (triple-positive lines), had their seeds evaluated for the incidence of infection
by fungi and bactenia. Doko RC and IAC-12 varicties and their respective lines presented
seeds of supenor sanitary quality than FT-Cnstalina RCH. The genctic removal of the
three lipoxygenases from the seeds, in the three studied vaneties, did not present deleterious
effect on the resistance of the seeds to the infection by fungi or bactena.

Key words: Glycine max, flavor, cultivar.

INTRODUCAO

Sementes oleaginosas contém grande quantidade de acidos graxos
polunsaturados, sendo suscetiveis a deterioragdo mais rapidamente (3). Em
condi¢gdes de¢ estresse hidrico, os lipidios estdo sujcitos ao ataque dircto,
autocatalitico, por oxigénio atmosférico. Em altos niveis dc umidade, a
atividade de lipoxigenascs favorcce o mecanismo alternativo para o ataque
dos lipidios pelo oxigénio (/7).

As sementes de soja, uma oleaginosa, sdo extremamente sensiveis a
deterioracdo por infecgdo fungica ¢ bacteriana, principalmente na
maturidadc ¢ nas fases dc maturacgdo, pos-matura¢io ¢ pos-colheita, Os
microrganismos quc¢ atacam as sementes reduzem sua germinagdo ¢
transmitem docncas as novas safras. No Brasil, das 14 doengas
convencionalmentc importantes, oito sao cssencialmente transmitidas pelas
semcentes ¢ quatro sdo passivels de serem transmitidas por clas (3, /2).

Para mclhorar as caracteristicas dc sabor dos produtos protcicos
derivados da soja, fator decisivo na sua aceitagdo por numero mator dc
consumidorcs, pesquisadores  estdo  removendo gencticamentc  as
lipoxigenascs das sementes, por melo de retrocruzamentos, produzindo
linhagens altamente promissoras quanto a melhoria do sabor, qualidadc
industnal ¢ produtividade dc graos. Com a retirada das lipoxigenases das
sementes, no cntanto, ha a possibilidade de alteragio da sua qualidadc
sanitana. sendo, portanto. nccessario verificar o comportamento dcssas
scmentes desprovidas das lipoxigenasces (75).
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O objetivo deste trabalho foi1 avaliar a qualidade sanitaria de
1solinhas de soja utilizando-se variedades normais contendo as trés
lipoxigenases de sementes ¢ linhagens triplo-nulas, modificadas
geneticamente, apresentando auséncia completa das trés isoenzimas
lipoxigenases nas sementes.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no campus da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), situado em Vigosa, Minas Gerais, no periodo de
mar¢go de 1998 a setembro de 1999, com semeadura no Campo
Experimental “Prof. Diogo Alves de Mello”. As analises das sementes
foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) ¢ no Laboratorio de
Sementes do Departamento de Fitotecnia da UFV.

As vaniedades de soja estudadas foram FT-Cristalina RCH, Doko-
RC e IAC-12, com as respectivas linhagens triplo-nulas, portadoras dos
trés pares de genes homozigotos recessivos (designadas FT-Cristalina
RCH TN, Doko-RC TN ¢ IAC-12 TN) e as linhagens triplo-positivas,
portadoras dos genes homozigotos dominantes (designadas FT-Cristalina
RCH TP, Doko-RC TP ¢ IAC-12 TP). Essas linhagens foram obtidas por
melo de retrocruzamentos, utilizando-se como progenitores nio-
recorrentes matenais introduzidos do Japao € dos Estados Unidos.

A seclegdo das sementes triplo-nulas ¢ triplo-positivas foi realizada
por meio de testes colorimétricos (16) ¢ da determinacgio da atividade das
lipoxigenases (/4), para confirmagdo dos genotipos. Os materiais genéticos
foram, portanto, designados FT-Cristalina RCH  Comercial
(LxiLx;Lx;Lx;Lx;Lx3), FT-Cristalina RCH Triplo-Nula (Ix;1x;Ix,1x,1x31x3)
¢ FT-Cnstallna RCH Trnplo-Positiva (LxLx;Lx;Lx;Lx;Lx;), com
denominagoes apatogas para Doko-RC ¢ IAC-12.

A semeadura foi1 realizada no campo, em trés épocas (27 de outubro,
18 de novembro ¢ 14 de dezembro de 1998), em terreno preparado com
uma aragdo ¢ duas gradagens, tendo sido aplicado o herbicida
sulfentrazone, em pré-plantio, na dosagem de 1 Lha'. Foram utilizados
400 kg/ha do adubo 4-14-8 no sulco de plantio. Em cada época, plantaram-
s¢ dez linhas de ¥ T-Cnistalina RCH Comercial, dez linhas de FT-Cristalina
RCH TP ¢ dez linhas de FT-Cnistalina RCH TN. Com relacdo a Doko-RC,
foram plantadas oito linhas ¢, quanto a IAC-12, quatro linhas d¢ cada
material.

A parcela for constituida de uma filcira de 2,5 m de comprimento,
cspacada de 0,70 m uma da outra, com densidade de dez plantas por metro.
Foram considcradas uteis as dez plantas centrais da fileira, descartando-se
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as demais. O ensaio recebeu trés capinas manuais, irriga¢do quando
necessario € controle de percevejo, por meio de duas aplicagdes da mistura
de 30 mL de endossulfam e 6 mL de espalhante adesivo, em 20 L de agua,
utilizando-se pulverizador costal.

As plantas foram colhidas manualmente, no estadio de maturagio R
(6). As vagens foram contadas ¢ debulhadas manualmente € as sementes
foram armazenadas, com 10 a 11% de umidade (base umida), em camara
fria, a temperatura de 4°C ¢ umidade relativa de 50%, para posterior
analise.

Na avaliacdo da qualidade sanitaria das sementes, foram analisadas
as sementes de quatro linhas de cada material genético de cada variedade.
No caso das variedades FT-Cristalina RCH ¢ Doko-RC, foram
selecionadas as linhas de maior produtividade, enquanto na variedade IAC-
12 foram utilizadas as quatro linhas disponiveis.

No teste de sanidade das sementes, utilizou-se o método do papel-
filtro (blotter test) em caixas gerbox, previamente lavadas com detergente
e desinfetadas com hipoclorito de so6dio 2% (Q-boa 20%) (/0). Em cada
caixa, foram colocadas seis folhas de papel-filtro autoclavadas, embebidas
em solucdo de agua desmincralizada e tratadas com estreptomicina a
100 mg.L"', sobre as quais, em condigdes assépticas, foram colocadas
25 sementes. Cada repeticdo for constituida de duas caixas, num total de
oito caixas gerbox, perfazendo 200 sementes por tratamento. As sementcs
foram pré-tratadas com alcool 70% ¢ hipoclorito de sédio 2% (40% de
agua sanitaria ¢ 60% de agua destilada), durante um minuto cada uma,
sendo, em seguida, lavadas com agua desmineralizada e distribuidas, de
maneira equidistante, nas caixas “gerbox”.

As sementes foram incubadas em laboratério com temperatura de
20 + 2°C, luminosidade natural ¢ umidade relativa em tomo de 70%,
durante sete dias, segundo critérios adotados por Henning (/7). Apos o
crescimento € a esporulagdo dos patégenos, fez-se a identificagdo ¢
determinou-se a percentagem de sementes infectadas por bacténas em
geral e por Phomopsis spp., Fusarium spp., Cercospora kikuchii ¢ outros
fungos. A identificagdo dos fungos foi feita por plaqueamento, os quais
foram incubados em recinto com temperatura ambiente de 25 °C por oito
dias. Apds o crescimento ¢ a esporulagdo dos fungos internos sobre as
sementes, realizou-se a identificagdo destes a0 microscopio estereoscopio
(2). Os resultados foram expressos em percentagem de scmentes infectadas
por fungos ou bacténas.

Os dados foram previamente transformados cm arco scno
(raiz(x/100)) e¢ submetidos a analise de variancia. As meédias foram
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comparadas pelo teste de Tukey, quando os cteitos foram significativos
pelo teste F, ambos a 5% de probabilidade.

O delineamento experimental for o inteiramente casualizado, com
quatro repetigdes, com tratamentos em fatorial 3 x 3 x 3 [trés variedades,
trés ¢pocas de semeadura ¢ trés tipos de materiais genéticos (variedade

comercial, linhagem com presencga ou auséncia das trés lipoxigenases nas
sementes)].

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de sanidade das sementes indicou que os fungos mais
prevalecentes nas amostras foram Phomopsis sp. € Aspergillus sp., com
pouca incidéncia de Fusarium sp. ¢ de bactérias. Como indicador do efeito
da retirada de lipoxigenases sobre a sanidade das sementes, optou-se pela
analise da freqiiéncia de¢ sementes infcctadas por qualquer fungo ¢, ou,
bacténa.

O resumo da analisc de variancia encontra-s¢ no Quadro 1.
Todos os efeitos principais ¢ interagdes foram significativos, indicando que
cada vaniedade apresenta sementes de qualidade samitana diferenciada ¢ a
eliminacdo gendtica das lipoxigenases causa distintos cfcitos sobre as
sementces, dependendo da ¢poca de semeadura (Quadro 2).

QUADRO 1 - Resumo da analise de variancia dos dados de percentagem
d¢ secmentes infectadas no teste de sanidade das sementes

Fontc dc variagdo ) gl Quadrado médio
Varicdades (V) 2 1895 08**
Epocas de¢ semeadura (E) 2 433,22%*
Matcriais gencticos (MG) 2 221,19**
V x MG 4 08.98*

V xE 4 405,25%%
E x MG 4 227, 17%%
VxMGXE 8 223,79%*
Rcsiduo 89 11,97
Mcdia geral 17,80
C.V. (%) 19,44

* ¢ ** |" Sjgnificativo a 5 ¢ 1% de probabilidade, respectivamente.
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QUADRO 2 - Percentagem de sementes infectadas, no teste de sanidade,
das sementes dos materiais comerciais ¢ linhagens triplo-
positivas (com as trés lipoxigenases nas sementes) e
triplo-nulas (sem lipoxigenases nas sementes) das
variedades FT-Cnstalina RCH, Doko RC e IAC-12, em |
trés épocas de plantio’. |

Sementes infectadas (%)

Epoca de Material —
semeadura genético FT'%:;? lina Doko-RC IAC-12
27/10/98 Comercial 31,96 Ba 18,93 Aa 18,70 Aa
27/10/98 TP 51,50 Aa 11,24 Bb 8,65 Bb
27/10/98 TN 23.38 Ca 12,52 Ba 7.54 Bb '
M¢édia 35,61 1423 11,63
18/11/98 Comercial 14,43 Bc 4 .06 Ab 6,83 Bb
18/11/98 I'P 25,39 Ab 8,31 Bb 16,03 Aa
18/11/98 TN 22.08 Aa 12,52 Aa 15,30 Aa
Mc¢dia 20,63 8,30 12,72
14/12/98 Comercial 22,05 Ab 16,26 Ba 20,55 Aa I
14/12/98 TP 19.02 Ab 27.72 Aa 17,15 Aa |
14/12/98 TN 25,62 Aa 15,30 Ba 7.54 Bb
Média 2223 19,76 15,08
M¢édia Geral 26,16 14,10 13,14

1

1/ Nas colunas, médias das variedades seguidas das mesmas letras maiasculas dentro da
mesma €poca de semeadura ou seguidas das mesmas letras mintsculas dentro do

mesmo material genético ndo diferem, significativamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A variedade FT-Cristalina RCH ¢ suas linhagens com ou sem
lipoxigenases nas sementes, exceto no caso da linhagem TP, na terceira
¢poca de plantio, apresentaram maior infecgdo que as variedades Doko-RC
¢ IAC-12 ¢ linhagens delas derivadas. Além disso, nas sementes dessa
varicdade ¢ de suas linhagens com ou sem as lipoxigenases, obscrvou-se
maior grau de infec¢do na primeira época de semeadura. Esta época
caracterizou-s¢ como periodo de maior temperatura e freqiéncia de
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chuvas, mas nio parece ter causado influéncia na sanidade das sementes
dos mateniais de Doko-RC ¢ IAC-12.

Ambientes com temperaturas mais amenas, altitude mais elevada e
quantidade de chuva mais adequada ¢ bem distribuida favorecem a colheita
de sementes de boa qualidade fisiologica (7).

Analisando a influ€ncia da retirada de lipoxigenases das sementes,
nas diferentes variedades estudadas, verifica-se que ndo ha efeito deletério
direto da retirada das lipoxigenases sobre a resisténcia das sementes a
infeccdo por fungos ou bactérias. Esse fato pode ser observado, por
exemplo, na primeira época de plantio, em que as sementes da linhagem
TP da vaniedade FT-Cnstalina RCH apresentaram maior porcentagem de
infecgdo que as dos demais materiais; por seu lado, as linhagens TN de
todas as variedades tiveram menores percentagens de sementes infectadas
que as variedades originais na primeira ¢poca de plantio. Em apenas um
caso, Doko-RC TN na segunda época de plantio, uma linhagem TN
apresentou sementes mais infectadas que a vanedade onginal ou sua
correspondente TP,

Em geral, os niveis de infecgdo estdo mais relacionados com o
ambiente durante a formacdo ¢ maturacao das sementes. De acordo com
Costa et al. (4), as altas temperaturas, juntamente com chuvas freqiientes,
no periodo de pOs-maturacao a pré-colheita das sementes, sdo os principais
fatores que contribuem para aumentar a incidéncia de doengas, provocando
a deterioracdo das sementes. Gongalves (8) venficou que as qualidades
fisiologica e sanitaria das sementes variam de acordo com o genoétipo, a
¢poca de semeadura, o regime hidrico € 0 ano agricola. Oliveira (/3)
observou menor infeccdo das sementes das variedades Doko ¢ FT-
Cristalina e da linhagem CR1,3 (sem lipoxigenases 1 € 3 nas sementes) em
relacdo as demais variedades avaliadas em campo, em Vigosa, MG.
Goulart (9) observou que a incidéncia de fungos nas sementes de soja varia
de acordo com o local de producgido, com as condi¢des climaticas durante
as fases de maturacdo ¢ colheita, com a resisténcia varictal € com a
aplicagao ou ndo de controle quimico.

As condicoes climaticas desfavoraveis, como chuvas ¢ altas
temperaturas durante as fases de maturagdo ¢ colheita, afetam, além da
qualidade fisiologica, a sanidade das sementes. Altas temperaturas e
clevada umidade relativa do ar, durante as fases de maturacdo ¢ colheita da
semente de soja, podem aumentar a mfecgdo de sementecs por fungos,
como Phomopsis spp. € Fusarium spp. Dependendo das condigoes
climaticas, sementes aparentemente sadias podem estar altamente
infectadas por tais fungos. Nesse caso, a germinagao avaliada pelo teste de
germinagao pode ser drasticamente reduzida, ao passo que a emergéncia
das plantulas oriundas dessas sementes no teste de solo ou areta nido ¢
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afetada se a qualidade fisiologica for boa e as condigdes forem adequadas
para rapida germinagdo ¢ emergéncia (7). Quanto maior o indice de
sementes infectadas por Phomopsis spp., menor a porcentagem de
germinagdo, ao passo que a emergéncia em areia ou no solo nio ¢é afetada
pelo fungo, uma vez que, neste caso, o contato intimo entre as sementes &
evitado, pois clas sdo separadas umas das outras pela arcia ou pelo solo ¢,
quando emergem, o tegumento permanece enterrado enquanto os
cotilédones sdo empurrados para a superficic pelo hipocotilo em
clongagao, reduzindo a contaminagio das plantulas.

CONCLUSOES

1) As variedades de soja Doko-RC ¢ IAC-12, com as sua respectivas

linhagens, apresentam melhor qualidade sanitaria de sementes que a
variedade FT-Cristalina RCH.

2) A remogio genética das trés lipoxigenases das sementes de soja,
nas trés variedades estudadas, realizada com o objetivo de aumentar sua
aceitacdo pela industria de alimentos, ndo apresenta efeito deletério na
resisténcia das sementes a infecgdo por fungos ou bactérias.
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