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LIPOXIGENASES E TEOR DE ACIDO LINOLENICO RELACIONADOS A QUALIDADE DE

SEMENTES DE SOJA!

DARIOALVES DE OLIVEIRAZ NEWTON DENIZ PIOVESANS, INES CHAMEL JOSE*, EVERALDO GONGALVES DE BARROS?, DENISE CUNHA

FERNANDES DOS SANTOS DIAS?, MAURILIOALVES MOREIRA’

RESUMO - Os teores de acidos graxos da fragdo 6leo das sementes de soja ndo tém sido considerados
na avaliacdo da qualidade das sementes em trabalhos de pesquisa recentes. O objetivo deste
trabalho foi determinar o efeito da auséncia de lipoxigenases e baixo teor de acido linolénico na
qualidade de sementes de soja colhidas em diferentes épocas apos o estadio R8. Quatro “bulks” de
sementes de soja foram formados, com as caracteristicas: (a) presenca de lipoxigenases e teor
normal de acido linolénico, (b) presenga de lipoxigenases ¢ baixo teor de acido linolénico, (¢)
auséncia de lipoxigenases e teor normal de acido linolénico e (d) auséncia de lipoxigenases e baixo
teor de acido linolénico. Sementes de cada “bulk” da geracdo F5 foram colhidas nos estadios RS,
R8+10, R8+20 e R8+30 dias. A qualidade fisioldgica das sementes foi avaliada através dos testes de
germinacdo, envelhecimento acelerado e indice de velocidade de emergéncia. Foi determinado
também os teores de acido linolénico das sementes. Sementes dos “bulks” com baixo teor de acido
linolénico apresentaram maior germinacgdo e menor nimero de plantulas anormais apos o estadio
R8+20 dias. Sementes dos “bulks” com lipoxigenases apresentaram maior velocidade de emergéncia.
O baixo teor de acido linolénico presente na fragdo 6leo da semente de soja favorece a produgéo de
sementes de melhor qualidade e a presenca de lipoxigenase favorece a maior velocidade de
emergéncia de plantulas.

Termos para indexagdo: Glycine max, LOX, acido graxo polinsaturado, qualidade fisiologica.
LIPOXYGENASES, LINOLENICACID CONTENTAND QUALITY OF SOYBEAN SEEDS

ABSTRACT - The fatty acid content of soybean seeds has not been considered when evaluating
the quality of seeds in research work carried out so far. The objective was to determine the effects
of absence of lipoxygenases and low linolenic acid content on seed quality after delayed harvest.
Four different bulks were constructed: (a) seeds with lipoxygenase and normal linolenic acid
content; (b) seeds with lipoxygenase and low linolenic acid content; (¢) seeds without lipoxygenase
and normal linolenic acid content and (d) seeds without lipoxygenase and low linolenic acid
content. F5 seeds were harvested at the R8 stage and 10, 20 and 30 days after RS stage. Seed
physiological quality was evaluated by the standard germination test, accelerated aging test and
emergence speed index. Seeds with low linolenic acid content presented higher seed quality as
measured by the accelerated aging test. Seeds with lipoxygenase showed higher vigor as compared
to those lacking these isozymes as determined by the emergence speed index.

Index terms: Glycine max, LOX, 4cido graxo polinsaturado, physiological quality.
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INTRODUCAO

Lipoxigenases sdo enzimas que catalisam a adi¢do de
oxigénio molecular aos acidos graxos polinsaturados contendo
o sistema cis, cis - 1,4 - pentadieno (Axelrod et al., 1981;
Mack et al., 1987). As lipoxigenases (LOX) estdo presentes
nas sementes de soja na forma de trés isoenzimas (LOX 1, 2
e 3). Os alelos que determinam a auséncia dessas isoenzimas
em sementes de soja sdo recessivos ¢ possuem heranga
mendeliana simples. O loco L1 esta ligado ao L2 e o loco L3
¢ independente (Kitamura et al., 1983).

No inicio da germinacdo de sementes de espécies ricas
em 6leo ha um grande aumento de hidroperoxidos nos lipidios
armazenados. Nestas sementes pode ser detectada a presenca
da enzima 13-lipoxigenase (13-LOX) na monocamada
fosfolipidica dos corpos lipidicos. Esta enzima antecede a
acao de lipases, sendo responsavel pela oxidagdo na posicao
13 da cadeia carbonica de um acido graxo e tendo a capacidade
de oxidar residuos de acidos graxos esterificados (Feussner
et al., 2001).

Na fracdo 6leo de sementes de soja, o acido linoléico
representa em torno de 57%, enquanto que o acido linolénico
representa de 7 a 9% (Kitamura, 1984). Os 4cidos linoléico e
linolénico destacam-se como os mais susceptiveis a
degradacgao oxidativa enzimatica e ndo enzimatica (Anderson
e Baker, 1983). A peroxida¢do dos acidos graxos
polinsaturados pela agdo de lipoxigenases leva a produgdo de
hidroperdxidos que por reagdes subsequentes produzem
aldeidos e cetonas de cadeia curta (Lakoki et al., 1976; Axelrod
et al., 1981; German e Kinsella, 1985).

Num modelo proposto, Wilson ¢ McDonald (1986)
consideram que a peroxidacdo de lipidios e a conseqiiente
formagao de produtos secundarios estdo relacionadas com a
deterioragdo das sementes. As sementes que possuem o lipidio
como principal substancia de reserva, quando armazenadas
estdo sujeitas a um lento e consistente ataque por oxigénio,
formando hidroperoxidos, outros dcidos oxigenados e radicais
livres.

Correlagao positiva entre o numero de duplas ligagdes
do acido graxo (linoléico e linolénico) ¢ a formacdo de
peroxidos foi obtida por Neffet al. (1992). Correlagdo negativa
entre teores de acido linolénico com a qualidade fisioldgica de
sementes de soja e também baixa associagdo entre atividade
de lipoxigenases com a qualidade fisioldgica das sementes
observada por Trawatha et al. (1995a e 1995b).

Trabalhos de pesquisa tém sido realizados com o objetivo
de determinar os efeitos da enzima lipoxigenase na qualidade

fisiologica de sementes de soja (Queiroz, 1993; Oliveira, 1996;
Dias, 1999; Queiroz, 2000). No entanto, teores de acidos
graxos da fragdo 6leo das sementes nao tém sido considerados
nestas avaliagdes. Neste trabalho foi realizado retardamento
da colheita no campo para observagdo da influéncia da
presenga ou auséncia de lipoxigenase e dos teores de acido
linolénico na qualidade de sementes de soja. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia das isoenzimas lipoxigenases
e do teor de acido linolénico da fragdo 6leo na qualidade de
sementes de soja colhidas em diferentes épocas.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no campo experimental
da Faculdade de Agronomia, no Laboratorio de Analises de
Sementes de Soja do Departamento de Fitotecnia e em
Laboratorios do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO), na Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

O genotipo BARC-12 foi desenvolvido pelo USDA-ARS
em Beltsville, MD (Leffel, 1994), possui baixo teor de acido
linolénico (6%) e presenca das izoenzimas lipoxigenases (LOX
1, 2 e 3). O gendtipo Doko-TN (triplo-nulo) é uma linhagem
avancada do Programa de Melhoramento de Soja do UFV/
BIOAGRO que possui teor normal (8%) de 4cido linolénico e
auséncia de lipoxigenases.

As sementes da geragdo F1 provenientes do cruzamento
entre BARC-12 e Doko TN foram caracterizadas para a
atividade de lipoxigenases (Oliveira et al., 1998) e semeadas
em vasos, mantidos em casa de vegetacdo. As sementes da
geragdo F2 foram colhidas e identificadas para presenca de
lipoxigenases por meio de testes colorimétricos (Suda et al.,
1995) e determinacdo da atividade de lipoxigenases. Foi
realizada, também, a determinag@o da composi¢ao de acidos
graxos da fragdo 6leo por cromatografia gasosa, com a
utilizacdo de metodologia de Bubeck et. al. (1989) adaptada
no laboratério do BIOAGRO. Em seguida, foram formados
quatro “bulks” de sementes de acordo com a presenca/
auséncia de LOX e teores de acido linolénico: (a) presenga de
lipoxigenase e teor normal de 4acido linolénico, (b) presenca
de lipoxigenase e baixo teor de acido linolénico, (c) auséncia
de lipoxigenase e teor normal de acido linolénico e (d) auséncia
de lipoxigenase e baixo teor de 4cido linolénico.

As sementes da geracdo F2 foram semeados em vasos,
em casa de vegetacdo, conforme realizado para as sementes
F1. As sementes das geragdes F3 e F4 foram colhidas,
novamente identificadas e separadas em “bulks”, conforme
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as quatro caracteristicas descritas anteriormente. As sementes
F4 foram semeadas no campo e as sementes F5 foram colhidas
nos estadios R8, R8 + 10, R8 + 20 ¢ R8 + 30 dias. Neste
trabalho foi realizada retardamento de colheita no campo para
observacdo da influéncia da presenca ou auséncia de
lipoxigenase e dos teores de 4cido linolénico na qualidade de
sementes de soja.

O loco L1 se encontra ligado ao loco L2, portanto para
deteccdo de lipoxigenases pelo método colorimétrico néo
houve necessidade de analisar a isoenzima lipoxigenase 2. Na
extragdo das isoenzimas LOX 1 e 3 foram utilizadas entre
cinco ¢ 10mg de semente de soja raspada, envolvendo
tegumento e cotilédones, em tubo de ensaio. Para a detec¢do
das isoenzimas foi utilizado o método de Suda et al. (1995),
de forma modificada e adaptada, no laboratorio de proteina
do BIOAGRO. O método utilizado para detec¢do de
lipoxigenases foi ndo destrutivo e todas as sementes analisadas
foram semeados para obtengdo de posterior geragdo.

A atividade das lipoxigenases foi utilizada para identificagdo
da presenca/auséncia de LOX 1 ¢ 3 e para diferenciagdo das
sementes heterozigotas para estas caracteristicas.

A qualidade das sementes foi avaliada por meio dos testes
de germinacgdo, envelhecimento acelerado e indice de
velocidade de emergéncia. Além disso, foram confirmadas as
presengas/auséncias de lipoxigenases e determinados os teores
de 4cido linolénico.

A viabilidade das sementes nos “bulks” foi avaliada pelo
teste de germinagdo conforme as Regras para Analises de
Sementes (Brasil, 1992). Utilizando-se quatro repeti¢des de
50 sementes para cada “bulk”, em cada época de colheita.
No teste de envelhecimento acelerado foram utilizadas 200
sementes, suspensas em uma rede metalica e acondicionadas
em caixas gerbox contendo 40mL de dgua desmineralizada,
mantidas em camara B.O.D. a 41°C por 48 horas, conforme
Krzyzanowski et al. (1991). Apds esse periodo, quatro
repeticdes de 50 sementes foram colocadas para germinar
como descrito anteriormente e os resultados foram expressos
em porcentagem de plantulas normais e anormais.

O teste de emergéncia de plantulas foi realizado em
substrato de areia em casa de vegetacdo, com a utilizagao de
quatro repeticdes de 50 sementes. Neste teste, foi avaliado o
indice de velocidade de emergéncia das plantulas, computando-
se o numero de plantulas emergidas diariamente, até que a
emergencia permanecesse constante. Para a determinacao do
indice de velocidade de emergéncia (IVE), foi utilizada a
férmula proposta por Maguire (1962):
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N4
IVE = o, * A+ D—“, onde: N1 = numero de plantas
n

emergidas na primeira contagem; D1 = nimero de dias para a
primeira contagem; Nn = numero de plantas emergidas na
ultima contagem; e Dn = nimero de dias para a ultima
contagem.

A emergéncia de plantulas normais foi computada no
quinto dia ap6s a semeadura e os resultados foram expressos
em porcentagem de plantulas normais.

As determinagdes da presenga de acido linolénico e a sua
quantificacdo foram realizadas segundo Bubeck et al. (1989),
com a utilizacdo de cromatografia gasosa. As temperaturas
utilizadas para a analise cromatografica foram 225°C na
coluna; 245°C no injetor e 280°C no detector. O gas de arraste
utilizado foi o nitrogénio com fluxo de 1,3mL.min"'. Foram
analizadas trés repeti¢des por tratamento e os resultados
expressos em porcentagem de acido linolénico.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, considerando-se como
fatores os “bulks” e as épocas de colheita. A partir da analise
de variancia foram realizados desdobramentos com a analise
dos diferentes “bulks”, fixando as diferentes épocas de
colheita. Para a verificagdo da normalidade do conjunto de
dados, foi realizado o teste de Lilliefors e, aqueles que ndo
seguiram a distribui¢do normal foram transformados em arc

sen ,/o;/100 (Gomes, 1990). O efeito dos tratamentos foi

analisado por regressao polinomial.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas sementes com teor normal de acido linolénico e
auséncia de lipoxigenases foi observada queda do indice de
velocidade de emergéncia apds o estadio R8. A auséncia de
lipoxigenases pode ter desfavorecido a mobilizagdo de lipidios.
Resultados semelhantes e de mais facil interpretacdo podem
ser observados nos dados provenientes da porcentagem de
plantulas normais ap6s o quinto dia de implantagdo do teste
de indice de velocidade de emergéncia (Figura 1). Sementes
com lipoxigenases, independentemente do teor de acido
linolénico, apresentaram maior velocidade de emergéncia que
sementes com auséncia de lipoxigenases.

Os teores de 4cido linolénico determinados nas sementes
da geracdo F5 estiveram em torno de 4% e variaram entre 6 ¢
8% para os “bulks” com teores normais de acido linolénico
(Figura 2). Variagao significativa do teor de acido linolénico
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FIGURA 1. Plantulas normais (%) obtidas no teste de
germinacio dos quatro”bulks” de sementes de

soja avaliados, em quatro épocas de colheita, a
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FIGURA 2. Germinacio (%) obtida no teste de envelhecimento
acelerado dos quatro “bulks” de sementes de soja

avaliados, em quatro épocas de colheita, a partir do
estadio R8.

com o retardamento de colheita no campo foi observada
somente no “bulk” com teor normal de 4cido linolénico e
presenca da enzima lipoxigenase.

No teste de germinagdo foram obtidas diferengas
significativas entre os “bulks” de sementes, no entanto nao
foi observada interacdo entre o tratamento e os “bulks”. Foi
observada queda mais significativa na germinagao de sementes
no “bulk” com teor normal de acido linolénico e auséncia de
lipoxigenases, enquanto que os “bulks” com baixo teor de
acido linolénico e auséncia de lipoxigenases e com teor normal
de acido linolénico e presenga de lipoxigenase apresentaram
comportamentos semelhantes em relacdo a germinacdo de
sementes apos o estddio R8+20 dias. Sementes do “bulk”
com baixo teor de 4cido linolénico e auséncia de lipoxigenases
apresentaram maior porcentagem de germinagao ap6s o estadio

R8 (Figura 3).

No teste de envelhecimento acelerado, as sementes de
todos os “bulks” apresentaram reducdo do percentual de
germinagdo quando submetidas ao estresse de alta temperatura
e alta umidade relativa. Em todos os materiais genéticos foram
observadas redugdes significativas no vigor das sementes a
medida que estas eram mantidas por mais tempo no campo
(Figura 4). Reducao mais acentuada na qualidade das sementes
com teor normal de acido linolénico foi observada apos o
estadio R8+20 dias. Trinta dias apds o estadio R8, os “bulks”
com teor normal de 4cido linolénico apresentaram porcentagem
de germinacdo cerca de 20% menor do que “bulks” de
sementes com baixo teor de acido linolénico apds o
envelhecimento acelerado. Esse comportamento indica menor
vigor das sementes dos “bulks” com teores normais de acido
linolénico em relagdo aos “bulks” com baixo teor de acido
linolénico. A menor porcentagem de plantulas anormais obtida
no teste de envelhecimento acelerado evidencia o maior vigor
das sementes com baixo teor de acido linolénico em relagéo
as sementes com teor normal de acido linolénico (Figura 4).
Na colheita realizada dez dias apos o estadio R8, os “bulks”
de sementes com teor normal de acido linolénico ja
apresentavam numero maior de plantulas anormais em relagao
aos “bulks” com baixo teor de acido linolénico. Na colheita
realizada trinta dias apos o estadio RS, os “bulks” de sementes
com teor normal de 4cido linolénico apresentaram porcentagem
em torno de 20% maior de plantulas anormais.

Wilson e McDonald (1986) consideram que a peroxidacdo
dos lipidios com formagdo de produtos secundarios ¢ um
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FIGURA 3. Plantulas anormais (%) obtidas no teste de
envelhecimento acelerado nos “bulks” avaliados,
em quatro épocas de colheita, a partir do estadio
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dos principais processos responsaveis pela deterioragdo das
sementes. A velocidade de oxidagdo depende do grau de
insatura¢do do acido graxo, quanto maior for o numero de
insaturag¢des do acido graxo, maior sera a susceptibilidade a
oxidagdo e o produto formado é o hidroperoxido do acido
graxo (Aratjo, 1989). Segundo Anderson ¢ Baker (1983), os
acidos linoléico e linolénico sdo mais susceptiveis a degradagado
oxidativa e ndo oxidativa. Neff et al. (1992) observaram
correlag@o positiva entre duplas ligacdes dos acidos graxos
(linoléico e linolénico) com a formagdo de peroxidos e de
compostos volateis.

Os dados obtidos nos testes de germinacgdo e
envelhecimento acelerado (avalia¢do das plantulas normais e
anormais) sugerem que sementes com maior teor de acidos
graxos insaturados sdo mais susceptiveis a peroxidacao,
podendo estar mais predispostas a deterioracdo quando
expostas a condigdes desfavoraveis no campo. Estes
resultados estdo de acordo com Trawata et al. (1995ae 1995b),
que verificaram menor viabilidade e vigor em sementes com
maiores teores dos dcidos linolénico e linoléico, armazenadas
a temperatura ambiente.

A velocidade de oxidagdo dos acidos graxos ¢ altamente
acelerada pelas lipoxigenases existentes em sementes de muitas
espécies, especialmente em soja (Aratjo, 1989). Nos
resultados dos testes de germinagdo e envelhecimento
acelerado nio foi observada associagdo entre lipoxigenases e
qualidade das sementes. A maior queda na qualidade das
sementes, verificada na colheita 30 dias ap6s o estadio RS,
esteve associada ao teor do acido linolénico. Resultados
semelhantes foram obtidos por Trawatha et al. (1995a) no
qual a auséncia de uma, duas ou trés isoenzimas lipoxigenases
ndo influenciou na qualidade de sementes de soja armazenadas.

Maior velocidade de emergéncia de plantulas foi
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observada para os “bulks” de sementes com presenca de
lipoxigenases em relacdo aos “bulks” com auséncia de
lipoxigenases até o estadio de colheita R8+20 dias (Figura 5).
Apos esse periodo, foi observada reducdo do indice de
velocidade de emergéncia de plantulas do “bulk” de sementes
com lipoxigenase e teor normal de &cido linolénico.

A manuten¢do de maior velocidade de emergéncia até o
estddio R8+20 dias pode estar relacionada a facilidade na
mobilizacdo de lipidios pelas lipoxigenases. O comportamento
de queda apds este estadio pode estar relacionado a produgio
de quantidade expressiva de compostos secundarios toxicos
nestas sementes. Conforme observado na Figura 6 a
mobilizagdo de lipidios pode ter ocasionado aumento do teor
de acido linolénico apos o estadio R8+20 dias,
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“bulks” de sementes de soja avaliados, em quatro
épocas de colheita, a partir do estadio R8.
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CONCLUSOES

O baixo teor de acido linolé€nico, presente na fragdo 6leo
da semente de soja, favorece a produgdo de sementes de
melhor qualidade e a presenga de lipoxigenase favorece maior
velocidade de emergéncia de plantulas.
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