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RESUMO

Avaliou-se o efeito da remogdo genética de lipoxigenases das sementes de
variedades de soja sobre a sua qualidade fisiolégica. Sementes das variedades CAC-1 e
Doko-RC ¢ das linhagens com auséncia das trés lipoxigenases LOX1, LOX2 e LOX3
(CAC-1 triplo-nulo € Doko-RC triplo-nulo) foram colhidas no estadio de maturacdo R8 e
aos 30 dias ap6s o R8. A qualidade fisioldgica das sementes colhidas nas duas épocas foi
avaliada pelos testes: germinagio, emergéncia e velocidade de emergéncia de plantulas em
leito de areia, envelhecimento acelerado e teste de frio. Os resultados indicaram que o
retardamento da colheita provocou redugio na porcentagem de germinagio e no vigor das
sementes de CAC-1 e CAC-1 triplo-nulo e na porcentagem de germinacio das sementes de
Doko-RC triplo-nulo. As sementes de Doko-RC mostraram-se mais tolerantes aos efeitos
do retardamento da colheita. A qualidade fisiolégica das sementes das linhagens triplo-
nulas variou com a variedade que as originou, € mostraram-se mais sensiveis aos efeitos do
retardamento da colheita.
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ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL QUALITY OF SOYBEAN (Glycine max (L.) Merrill)
SEEDS WITHOUT LIPOXYGENASES

The effect of genetic removal of lipoxygenases from the seeds of soybean varieties
on their physiological quality was evaluated. Seeds from CAC-1 and Doko-RC varieties
and their lines in the absence of the three lipoxygenases LOX1, LOX2 and LOX3 termed
triple-null CAC-1 and triple-null Doko-RC) were harvested at the R8 maturity stage and 30
days later. The physiological quality of the seeds harvested at both times was evaluated by
the following tests: germination in paper rolls, seedling emergence and emergence speed in
sand, accelerated aging, and cold test. The results indicated that harvest delay caused
reduction in the germination and vigour percentage triple-nulli CAC-1 and commercial
CAC-1 seeds and in the germination percentage triple-null Doko-RC seeds. The seeds of
commercial Doko-RC revealed to be more tolerant to the effect of harvest delaying. The
physiological quality of the triple-null lines seeds varied with their genetic background
(Doko RC or CAC-1) and were more sensitive to harvest delay.

Key words: Glycine max, isoenzymes, germination, vigor.,

INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) constitui-se em uma das principais
fontes de divisas do setor agricola para o Brasil, sendo cultivada em ampla
faixa do territério nacional, principalmente em areas de expansdo da
fronteira agricola. Sua semente € oleaginosa que tem se destacado pelo seu
valor nutricional e seu potencial como matéria-prima para diversos
produtos.

A obtencdo de maiores rendimentos de graos dessa leguminosa
depende de vérios fatores e um dos principais € a qualidade fisiologica e
sanitdria da semente utilizada na semeadura.

Popinigis (/6) define qualidade fisiolégica da semente como a sua
capacidade para desempenhar funcOes vitais, abrangendo germinagao,
vigor ¢ longevidade; ela tem como atributos fundamentais para sua
avaliacdo a viabilidade e o vigor.

A colheita de soja deve ser feita logo que as plantas atingem o
estaidio R8 de maturacdo, para se obterem sementes de boa qualidade e
com maior valor comercial (20). O retardamento da colheita € relatado por
diversos pesquisadores (3, 14, 18, 19, 20, 21, 22, 24) como o responsavel
pela reducdo na porcentagem de germinac¢do € no vigor das sementes, em
decorréncia do avango no processo de deterioragdo e aumento da
incidéncia de patogenos.

A deteriorac¢do, em nivel celular, tem como consegqiiéncia inicial a
desestruturacdo dos sistemas de membranas, com o resultante aumento da
sua permeabilidade (5). E interpretada como resultado de processos de
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deterioracdo na membrana, vinculando-se a alteracdes relacionadas ao
envelhecimento da semente, a queda de vigor, ao declinio na atividade
respiratoria € ao aumento de vazamento de substincias (/5). Segundo
Abdul-baki (7), a integridade da membrana depende essencialmente de
seus dois maiores componentes, os lipidios e as proteinas, que sio
Instaveis sob condi¢des de estresse, como umidade e temperaturas
extremas, € ambos estdo sujeitos a alteragdes estruturais e de composicao.

Os acidos graxos insaturados na membrana fosfolipidica sdo
altamente susceptiveis a degradagdo peroxidativa, resultando na destruicio
de acidos graxos € na geracdo de produtos téxicos. A peroxida¢do em
sementes armazenadas € uma provivel conseqiiéncia de auto-oxidacio e,
em teor de umidade suficiente para permitir a atividade enzimdtica, a
enzima lipoxigenase pode contribuir com o processo degradativo (2).

A semente de soja € uma fonte rica em lipoxigenases (linoleato:
O, oxidorredutase, EC1.13.11.12), contendo trés isoenzimas,
denominadas LOX,;, LOX; e LOXj;. Os principais substratos para as
lipoxigenases em plantas superiores sdao o acido linoléico e o linolénico,
sendo o primeiro o mais abundante 4cido graxo em sementes de plantas
superiores. A lipoxigenase catalisa a modificacdo peroxidativa de
acidos graxos polinsaturados, que conduz a formagdo de vérios
produtos secunddrios da oxigenagdo de lipidios. O evento inicial no
caminho da lipoxigenase parece ser a liberagdo de 4cidos graxos livres
de glicerolipidios, assim como de fosfolipidios, que sdo, aparentemente,
O substrato inicial da lipoxigenase (9).

Os compostos resultantes da acdo das lipoxigenases, sdo
responsaveis pelo aparecimento de sabor e odor caracteristicos em
derivados dos grdos da soja, conhecidos como "beany flavor". Visando
contornar esse problema e, portanto, melhorar as caracteristicas
organolépticas dos derivados da soja, pesquisadores tém removido essas
1soenzimas das sementes de soja por meio do melhoramento genético,
sendo possivel desenvolver variedades com auséncia de lipoxigenases.
Todavia, a funcido fisiolégica dessas isoenzimas na semente ainda é
desconhecida; suspeita-se que ela possa estar relacionada, dentre outros,
com o processo de germinacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da remogdo genética das trés lipoxigenases (LOX1, LOX2 e LOX3)
de sementes de soja sobre a sua qualidade fisiolégica, em duas épocas de
colheita.

MATERIAL E METODOS

Material genético:Sementes das variedades CAC-1 e Doko-RC
foram fornecidas pelo Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Vigosa e as das linhagens com auséncia das trés lipoxigenases-



456 REVISTA CERES

LOX1, LOX2 e LOX3 (triplo-nulo), obtidas por retrocruzamentos
envolvendo estas variedades como progenitor recorrente, foram fornecidas
pelo Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO).

As sementes das linhagens triplo-nulas utilizadas foram decorrentes
de um “bulk” formado a partir de plantas que se encontravam na terceira
geracao do primeiro retrocruzamento, selecionadas com base em seu perfil
de marcadores RAPD, como as mais préximas genotipicamente dos
progenitores recorrentes.

Cerca de 400 sementes de cada variedade, CAC-1 e Doko-RC, e
respectivas linhagens triplo-nulas, CAC-1 triplo-nulo e Doko-RC triplo-
nulo, foram multiplicadas no campo. A técnica de “roguing” foi realizada
em cada parcela, com a finalidade de eliminar as plantas atipicas. A
colheita foi realizada no estddio de maturacio R8 da escala de Fehr e
Caviness (7) e 30 dias apds este estadio; as sementes de cada variedade ¢
linhagem, colhidas em cada época, foram embaladas em sacos de tecido de
algodio e armazenadas em camara fria e seca a temperatura de 10°C e
umidade relativa de 65%, onde permaneceram até a realizagao dos testes
de avaliacdo da qualidade em laboratdério.

A qualidade fisioldgica das sementes de cada tratamento, CAC-1
(CC), Doko-RC (DC), CAC-1 triplo-nulo (CT) ¢ Doko-RC tniplo-nulo
(DT) colhidas no estiddio de maturacdo R8 e, CAC-1 (CCR), Doko-RC
(DCR), CAC-1 triplo-nulo (CTR), Doko-RC triplo-nulo (DTR), colhidas
30 dias apds o estadio de maturagdo RS, foir avaliada pelos testes de
germinacao, de porcentagem e velocidade de emergéncia das plantulas em
leito de areia, de envelhecimento acelerado e pelo teste de frio.

Teste de germinacdo: Foram utilizadas quatro subamostras de 50
sementes para cada variedade, linhagem triplo-nula e época de colheita. As
sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel-toalha germitest e
cobertas por uma terceira folha, previamente umedecidas com 4gua
deionizada, utilizando um volume de 2,5 vezes o peso do papel seco;
posteriormente, foram confeccionados rolos, os quais foram colocados em

germinador regulado para a temperatura de 25£1° C. As contagens foram
realizadas aos cinco e oito dias apOs a instalacdo do teste € as avaliagdes
efetuadas segundo os critérios estabelecidos pela Regras para Anélise de
Sementes (4). Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
normais de cada amostra.

Teste de emergéncia em leito de areia: Em bandejas plasticas (0,27
x 0,32 x 0,06 m) contendo areia previamente lavada e esterilizada com
brometo de metila, foram semeadas 100 sementes, quatro subamostras de
25 sementes por sulco, num total de quatro sulcos por bandeja. O teste foi

realizado em casa de vegetacdo e as nrigagOes foram realizadas sempre
que necessario. A avaliagdo e contagem de plantulas normais foram feitas
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no décimo terceiro dia, quando a porcentagem de emergéncia tornou-se
constante. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
normais, de acordo com os critérios estabelecidos na Regras para Analise
de Sementes (4).

Teste de velocidade de emergéncia das plantulas: Foi1 conduzido
conjuntamente com o teste anterior, realizando-se observacdes didrias e, a
partir do dia em que a primeira plantula emergiu do solo, foi computado
diartamente ¢ no mesmo horério o nimero de plantulas que apresentavam
os cotilédones ainda fechados, perpendiculares ao eixo longitudinal do
hipocotilo, até que o namero de plantulas emergidas se tornasse constante.
O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi calculado pela férmula de
Maguire (12).

Teste de envelhecimento acelerado: O teste de envelhecimento
acelerado, desenvolvido por Mcdonald e Phaneendranath (7/3), foi
conduzido utilizando-se caixas gerbox com compartimento individual
(minicamaras), separados por tela metdlica, para colocacio das sementes.
Ao tundo de cada gerbox foram adicionados 40 mL de dgua e, sobre a tela,
foram distribuidos cerca de 40 g de sementes para cada variedade,
linhagem triplo-nula e época de colheita. Em seguida, as caixas foram
techadas, lacradas e levadas a uma incubadora com temperatura regulada
para 41° C, onde permaneceram por 48 h. Apés este periodo, 200
sementes distribuidas em quatro subamostras de 50 sementes, foram
colocadas para germinar nas condi¢des do teste de germinacdo, descrito
anteriormente. A avalia¢do das plantulas normais foi feita no quinto dia
apd0s a montagem do teste.

Teste de frio: Foram utilizadas quatro subamostras de 50 sementes,
que foram distribuidas sobre duas folhas de papel-toalha germitest,
previamente umedecidas com dgua desmineralizada a uma temperatura de
aproximadamente 10° C, utilizando-se um volume equivalente a 2,5 vezes
0 peso do papel seco, € cobertas com uma terceira folha, confeccionando-
se rolos. Os rolos foram colocados em sacos de plastico, devidamente
lacrados, e levados a uma incubadora a 10° C, onde foram mantidos por
sete dias (/7). Apds esse periodo, foram retirados do saco pldstico e

levados a um germinador a 25 * 1° C, onde permaneceram por 5 dias,
quando avaliou-se a porcentagem de plantulas normais obtidas.

Andlise estatistica: Os ensaios utilizados para a avaliacio da
germinagdo e do vigor das sementes foram conduzidos no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repetigcdes. Os dados obtidos em
cada um dos testes foram submetidos a andilise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as andlises

de varidncia, os dados percentuais origindrios de contagem foram
transformados em arc sen (%/100)"?, de acordo com Gomes (5).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste de germinacdo: As médias estimadas, por tratamento, dos
dados de porcentagem de plantulas normais, transformados em arc sen
(%/100)"?, estdo apresentadas na Figura 1.

Pode ser observado que a porcentagem de germina¢io das sementes
de CAC-1 e CAC-1 triplo-nulo foi afetada pelo retardamento da colheita.
O efeito prejudicial do retardamento da colheita de soja sobre a
porcentagem de germinacdo das sementes foi relatado por diversos
pesquisadores: Braccimi et al.(3), Miranda et al. (/4), Resende et al. (I/3),
Rocha (19), Sediyama (21), Silva Castro (22) e Vieira et al. (24).

As sementes de CAC-1 triplo-nulo, colhidas no estidio de
maturacdo RS, apresentaram porcentagem de germinacdo superior a das
sementes de CAC-1, e as sementes desses dois materials genéticos,
colhidas aos 30 dias ap6s o R8, ndo apresentaram diferenca significativa
entre suas porcentagens de germinagao (Figura 1A).

Teixeira et al. (23), avaliando a germina¢do das sementes de
linhagens de soja, verificaram que a remoc¢do de lipoxigenase, no caso a
LOX 1, ndo prejudicou a germinacao das sementes; e, segundo Queiroz
(I7), a auséncia de LOX 1 parece ndo ter favorecido a melhoria na
viabilidade e no vigor das sementes.

Na Figura 1 (B), pode ser observado que o retardamento da colheita
prejudicou somente a porcentagem de germinacdo das sementes de Doko-
RC triplo-nulo, nao influenciando significativamente a das sementes
Doko-RC. Braccini et al.(3), trabalhando com diferentes variedades e
linhagens de soja, em Vigosa, destaca a alta qualidade fisioldgica da
variedade Doko, que apresentou vigor aceitdvel até 45 dias de
retardamento da colheita. Também, a melhor qualidade fisiolégica das
sementes da variedade Doko produzidas em diversas localidades de Minas
Gerais, quando comparada a outros genotipos, € ressaltada por Costa (6).

Nao for observada diferenca significativa entre a porcentagem de
germinacdo das sementes de Doko-RC triplo-nulo ¢ a das sementes de
Doko-RC, quando colhidas no estadio de maturagdo R8.

Emergéncia em leito de areia: As médias estimadas, por tratamento,
dos dados de porcentagem de plantulas normais, transformados em arc sen
(%/100)"*, estdo apresentadas na Figura 2 .

O efeito do retardamento da colheita (Figura 2 (A)) fo1 prejudicial
para a porcentagem de emergéncia de plantulas de CAC-1 triplo-nulo,
apresentando diferenca significativa.



VOL.LII,N°301,2005 459

100 A
% DMS Tukey 5%

C.V.=7,48%

Plantulas normais
(arc sen'\/ % / 100)

CT CTR CC CCR
Material Genético

100 B
%0 $ DMS Tukey 5%
80 CV.=7,48%

Plantulas normais
(arc sen\/ % / 100)

DT DTR DC DCR

Material Genético

FIGURA 1 - Dados médios da porcentagem de plantulas normais no
teste de germinacdo, em arc sen (%/ 100)"*: a) CAC-1
triplo-nulo (CT e CTR) e CAC-1 (CC e CCR); e b) Doko-
RC triplo-nulo (DT ¢ DTR) e Doko-RC (DC e DCR), em
fun¢do de duas épocas de colheita, estadio de maturacio

R8 e 30 dias apds, respectivamente, no ano agricola de
1996/97. R = retardamento da colheita.

Quando colhidas no estadio R, tanto as sementes de CAC-1 quanto

de CAC-1 triplo-nulo ndao apresentaram diferenca significativa entre a
porcentagem de plantulas emergidas; o mesmo foi observado para a
colheita realizada aos 30 dias ap6s o R8 (Figura 2A).
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FIGURA 2 - Dados médios da porcentagem de plantulas normais no teste
de emergéncia em leito de areia, em arc sen (%/100) 172, 2)
CAC-1 triplo-nulo (CT e CTR) e CAC-1 (CC ¢ CCR); e b)
Doko-RC triplo-nulo (DT e DTR) e Doko-RC (DC e DCR),
em funcdo de duas épocas de colheita, estadio de maturacao
R8 e 30 dias ap0s, respectivamente, no ano agricola de
1996/97. R= retardamento da colheita.

L D

Na Figura 2B pode ser observado que Doko-RC e Doko-RC triplo-
nulo ndo apresentaram reducdo significativa na porcentagem de
emergéncia de plantulas normais em fun¢do do retardamento de colheita.

No estdadio de maturaciio R8, ndo houve diferencga significativa entre
as porcentagens de emergéncia de plantulas normais das sementes de
Doko-RC triplo-nulo € Doko-RC, porém, 30 dias apos o R8, as sementes
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de Doko-RC triplo-nulo apresentaram menor porcentagem de emergéncia
de plantulas normais que as de Doko-RC, diferindo estatisticamente
(Figura 2B).

De maneira geral, os resultados de emergéncia em leito de areia
alcancaram valores mais altos que os dos demais testes de vigor avaliados
pela germinacio em rolo de papel, fato também relatado por Queiroz (17).
Isto pode ser explicado pelo fato de este teste ser conduzido sob condigoes
nio-controladas de ambiente, provocando dessa forma, um estresse mais .
ameno na semente, além da maior possibilidade de sobrevivéncia das
plantulas, onde, apés a emergéncia, 0os tegumentos contaminados com
fungos ficam na areia e ndo em contato com 0s cotilédones, como ocorre
no rolo de papel, causando seu apodrecimento (0).

Indice de velocidade de emergéncia das plantulas: As médias
estimadas, por tratamento, dos indices de velocidade de emergéncia estao
apresentadas na Figura 3.

O efeito prejudicial do retardamento da colheita sobre a velocidade
de emergéncia das plantulas foi estatisticamente significativo apenas para
CAC-1 triplo-nulo (Figura 3A). Quando se concilia cada época de colheita,
observa-se que nido houve diferenca significativa entre os indices de
velocidade de emergéncia de CAC-1 triplo-nulo e de CAC-1.

Na Figura 3B pode ser observado que o retardamento da colheita
provocou redugio na velocidade de emergéncia das plantulas, causando
menor indice de velocidade de emergéncia de Doko-RC triplo-nulo, ao
passo que em Doko-RC ndo foi observada redugdo significativa na
velocidade de emergéncia das plantulas.

As sementes de Doko-RC triplo-nulo apresentaram menor vigor do
que as de Doko-RC, aos 30 dias ap6s o R8 (Figura 3B).

Teste de envelhecimento acelerado: As médias estimadas, por
tratamento, dos dados de porcentagem de plantulas normais, transformados
em arc sen (%/100)"?, estdo apresentadas na Figura 4.

O retardamento da colheita (Figura 4A) provocou redugdo tanto no
vigor das sementes de CAC-1 triplo-nulo como no vigor das sementes de
CAC-1.

Na Figura 4B pode ser observado que a porcentagem de plantulas
normais ndo foi afetada pelo retardamento da colheita tanto de Doko-RC
como de Doko-RC triplo-nulo. Apesar de este ltimo ndo ter apresentado
diferenca significativa, mostrou tendéncia a ter o vigor de suas sementes
prejudicado pelo efeito do retardamento da colheita.

Essa diferenca no comportamento entre os materials genéticos

quanto 2 qualidade fisiologica das sementes tambeém foi observada por
Resende et al. (18), Rocha (19), Sediyama (21), Silva Castro (22), e Vieira
et al. (24). |
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FIGURA 3 - Dados médios do indice de velocidade de emergéncia de:
| a) CAC-1 triplo-nulo (CT e CTR) e CAC-1 (CC e CCR); €
b) Doko-RC triplo-nulo (DT e DTR) e Doko-RC (DC e
DCR), em fun¢do de duas épocas de colheita, estadio de
maturacdo R8 e 30 dias apds, respectivamente, no ano
agricola de 1996/97. R= retardamento da colheita.

As sementes de Doko-RC triplo-nulo apresentaram menor vigor que
as sementes de Doko-RC colhidas tanto no R8 como 30 dias apos este
estadio (Figura 4B).

Teste de frio: As médias estimadas, por tratamento, dos dados de
porcentagem de plantulas normais, transformados em arc sen (%/100)"~,
estdo apresentadas na Figura 5.
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FIGURA 4 - Dados médios da porcentagem de plantulas normais no
teste de envelhecimento acelerado, em arc sen (%/100)"*:
a) CAC-1 triplo-nulo (CT e CTR) e CAC-1 (CC e CCR);
e b) Doko-RC triplo-nulo (DT e DTR) e Doko-RC (DC e
DCR), em fun¢do de duas €pocas de colheita, estadio de
maturacao R8 e 30 dias apos, respectivamente, no ano
agricola de 1996/97. R= retardamento da colheita.

Na Figura 5A pode ser observado que o retardamento da colheita
provocou reducao na porcentagem de plantulas normais no teste de frio de
CAC-1 triplo-nulo ¢ de CAC-1. CAC-1 triplo-nulo e CAC-1 cujas
sementes foram colhidas no estddio R¥ e 30 dias apés o RE¥ nio

apresentaram diferenca significativa entre as porcentagens de plantulas
normais, em cada €poca de colheita.
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Na Figura 5B observa-se que o vigor das sementes de Doko-RC
triplo-nulo e de Doko-RC nd@o apresentou redugdo significativa com o
retardamento da colheita.
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FIGURA 5 - Dados médios da porcentagem de plantulas normais no
teste de frio, em arc sen (%/100)"*: a) CAC-1 triplo-nulo
(CT e CTR) e CAC-1 (CC e CCR); e b) Doko-RC triplo-
nulo (DT e DTR) e Doko-RC (DC e DCR), em fungdo de
duas épocas de colheita, estddio de maturagdo R8 e 30
dias apds, respectivamente, no ano agricola de 1996/97.
R= retardamento da colheita.

— A —

Os materiais Doko-RC triplo-nulo e Doko-RC cujas sementes foram
colhidas no estidio R8 e 30 dias ap6s o R8 ndo apresentaram diferenga
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significativa no vigor, avaliado pelo teste de frio, em cada €poca de
colheita.

CONCLUSOES

1) A qualidade fisiolégica das sementes das linhagens triplo-nulas
variou com a variedade que as originou.

2) As sementes das linhagens triplo-nulas foram mais sensiveis aos
efeitos do retardamento da colheita do que as das variedades.

3) As sementes da variedade Doko-RC mostraram-se mais tolerantes
aos efeitos do retardamento da colheita.
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