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BIOHEMIJSKE PROMENE TOKOM
STARENJA SEMENA SOJE
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IZVOD: Biohemijske promene koje se deSavaju u semenu tokom starenja veoma
suznacajne u pogledu kvaliteta i Zivotne sposobnosti semena, $to je posebno vazno kod
semena sa visim sadrZajem lipida. Za ova istraZivanja korisceno je seme Sest sorti soje
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad koje je podvrgnuto vestackom i
prirodnom starenju u kontrolisanim i redovnim skladisnim uslovima. Ispitivan je
sadrZaj malonilaldehida, kao pokazatelja inteziteta lipidne peroksidacije, kao i
aktivnost antioksidantnih enzima. Starenje semena, kako vestacko tako i prirodno,
prouzrokovalo je pojavu biohemijskih procesa, odnosno lipidne peroksidacije, kao i
smanjenje aktivnosti superoksid-dizmutaze i peroksidaze, sto je bilo posebno izraZeno
primenom vestackog starenja. Na stepen ostecenja i sposobnost semena da se odupre
negativnimposledicama starenja imali su uticaja pored duZine perioda starenja, nacin
cuvanja, kao i karakteristike semena ispitivanih sorti soje.

Kljucne reci: starenje, lipidna peroksidacija, seme, soja, superoksid-dizmutaza,
peroksidaza

UVOD: Pod uticajem nepovoljnih
uslova sredine, kao i ¢uvanja semena,
moze doci do oksidacionog stresa u
biljnom tkivu i nastanka superoksid-
nog radikala, vodonik peroksida i
hidroksilnog radikala, koji su najak-
tivniji, toksi¢ni i destruktivni proiz-
vodi oksidacionog stresa (Smirnoff,
1993). Lipidna peroksidacija je
oksidativno oStecenje koje zahvata
celijske membrane, lipoproteine i
druge molekule koji sadrze lipide, u
uslovima postojanja oksidativnog
stresa. Jednom zapoceta reakcija

lipidne peroksidacije se nastavlja
autokatalitic¢ki, ima progresivan tok i
dovodi do strukturno-funkcionalnih
promena supstrata (Popovic, 2006).
Najreaktivnije amino kiseline, oset-
ljive na oksidativna oSteéenja, po
stepenu reaktivnosti su: cistein, histi-
din, triptofan, metionin i fenilalanin
(Larson, 1997; Pordevic i sar., 2000).

Tokom starenja u semenu soje
dolazi do biohemijskih promena koje
bitno uticu na kvalitet i Zivotnu spo-
sobnost semena. Hemijski sastav se-
mena soje (20-22% ulja) omoguduje
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nastajanje specifi¢nih procesa, ¢esto
vrlo degradativne prirode. Autooksi-
dacija lipida i povecanje sadrzaja
slobodnih masnih kiselina za vreme
skladiStenja, najcesée su u literaturi
navodeni razlozi za brZze oStecenje
semena uljanih biljnih vrsta (Lekic,
2003).

Procesi koji se odnose na perok-
sidaciju dovode do promena koje
ubrzavaju proces starenja semena,
tako da bi njihovo uklanjanje ili sma-
njenje pozitivno uticalo na Zivotnu
sposobnost semena (McDonald, 1999).
Pored citotoksi¢nosti pojedini slobod-
ni radikali, u zavisnosti od koncen-
tracije u kojoj se nalaze, imaju i ulogu
signalnih molekula u biohemijskom
odgovoru biljaka u uslovima oksida-
tivnog stresa, prouzrokovanog utica-
jem razlicitih ¢inioca spoljne sredine
(Delaunau et al., 2000; Laloi et al.,
2004). U istrazivanjima vecdeg broja
autora posvecena je posebna paznja
enzimskim aktivnostima, zbog njihove
mogude upotrebe kao znacajnih in-
dikatora Zivotne sposobnosti ili dugo-
vec¢nosti semena. Aktivnost sistema
detoksikacije slobodnih radikala, pre-
ma Reuzeau i Cavalie (1995), semena
suncokreta ¢uvanog na 10 °C i 25 °oC
bila je u korelaciji sa klijavoscu se-
mena. Prema Pristley (1986) u ostare-
lom semenu obim enzimskih aktivnos-
ti je prisutan u veoma niskom nivou.

Cilj ovih istraZivanja bio je da se
ustanovi uticaj starenja na biohemij-
ske promene u semenu ispitivanih
sorti soje i mogucénost predvidanja
brzine propadanja semena tokom
skladiStenja.

Materijal i metode

Za ispitivanje je kori§¢eno seme
Sest sorti soje Instituta za ratarstvo i
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povrtarstvo, Novi Sad, koje je podvrg-
nuto vestackom i prirodnom starenju.

Vestacko starenje: Seme je stavlje-
no u metalne posude, na metalnu
reSetku, u vodeno kupatilo na tem-
peraturi od 42 °Cirelativnoj vlaznosti
vazduha od 100%. Ispitivanja su vr-
Sena nakon tri i pet dana trajanja
testa.

Prirodno starenje: Seme je cuvano
na dva nacina. Prvi nacin je bio ¢uva-
nje semena u hladnoj komori (kontro-
lisani uslovi ¢uvanja) na temperaturi
od 4 °C1i 80 do 85% relativne vlazno-
sti vazduha, a drugi nac¢in ¢uvanja bio
je u redovnim skladi$nim uslovima.
Ispitivanje je vrSeno nakon Sest i 12
meseci skladiStenja.

Ekstrakcija malondialdehida
(MDA) iz semena soje vriena je
pomocu smese tiobarbiturne (TBA),
trihlorsiréetne (CCI3COOH) i per-
hlorne (HClOg4) kiseline, a koncentra-
cija je odredivana spektrofotometrij-
skina 532 nm (Matkovics et al., 1989).
Seme soje (0,5 g) homogenizovano je
u avanu sa 4,5 cm3 rastvora za eks-
trakciju MDA i inkubirano u vode-
nom kupatilu, na temperaturi od 90
°C, 20 minuta. Posle inkubacije, ras-
tvori su ohladeni i centrifugirani 10
minuta na 5500 o/min. Koncentracija
MDA, odnosno intezitet lipidne
peroksidacije izraZen je u nmol MDA
gl sveZe mase.

Za odredivanje aktivnosti super-
oksid-dizmitaze (SOD) i peroksidaze
(Px) kori$cen je ekstrakt dobijeniz1g
sveZeg biljnog materijala (seme soje) i
5 ml 0,1 M fosfatnog pufera pH 7. Isti
ekstrakt koriséen je i za odredivanje
sadrzaja proteina u semenu, zbog
izrazavanja aktivnosti ispitivanih
enzima. Dobijeni homogenat centri-



fugiran je na 4500 o/min na tempe-
raturi od 5 °Cutrajanju od 10 minuta.

Aktivnost SOD [U mg! (protein)]
utvrdena je spektrofotometrijskom
metodom, prema Misra i Fridovics
(1972), na osnovu reakcije autooksi-
dacije adrenalina do adenohroma.
Promena absorbancije rastvora adre-
nalina merena je na 480 nm u karbo-
natnom puferu pH 10,2.

Aktivnost Px [U mg-! (protein)]
odredivana je na osnovu transfor-
macije gvajakola u tetra gvajakol i
merenjem promene absorbancije na
436 nm u fosfatnom puferu pH 7
(Matkovics et al., 1989).

Statistika: Aktivnosti enzima i
kolicina MDA predstavljena je kao
aritmeticka sredina najmanje tri
ponavljanja, za svaku sortu i tretman.
Koeficijenti korelacije, izmedu ispiti-
vanih parametara, izracunati su zdru-
Zeno za sorte i tretmane, a zatim je
testirana njihova znacajnost.

Rezultati i diskusija

Intenzitet lipidne peroksidacije
povecavao se tokom prirodnog
starenja semena soje. Utvrdeno je da
je nakon Sestomesecnog skladiStenja
semena doSlo do vrlo znacajnog
povedanja sadrzaja MDA u semenu
vedine ispitivanih sorti kako u kon-
trolisanim, tako i u konvencionalnim
skladi$nim uslovima. U ovom periodu
najvisi sadrzaj MDA utvrden je u
semenu sorti Vojvodanka i Novosa-
danka, u varijanti konvencionalnim
skladi$nim uslovima. NajniZi sadrzaj
MDA utvrden je u semenu sorti Lasta
1 Afrodita u varijanti Cuvanja semena
u kontrolisanim uslovima (Graf. 1A).
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Graf. 1. Intezitet lipidne peroksidacije
(MDA ) i aktivnost superoksid-dizmu-
taze (SOD) i peroksidaze (Px) tokom
vestackog i prirodnog starenja
semena soje (SvS-sveZe seme,
TUS-test ubrzanog starenja 3 i 5
dana, K-komora (kontrolisani uslovi)
1 S- konvencionalni skladisni uslovi,
nakon 6 i 12 meseci)

Fig. 1. Lipid peroxidation (LP) and
activity of superoxide dismutase
(SOD) and peroxidase (P) during
accelerated and natural aging of
soybean seed (SvS-fresh seed;
TUS-accelerated aging after 3 and 5
days; K-controlled conditions and
S-conventional storage conditions,
after 6 and 12 months)



Nakon 12 meseci prirodnog sta-
renja u semenu svih ispitivanih sorti
nastavljen je trend porasta sadrzaja
MDA u obe varijante ¢uvanja se-
mena. Ipak najniZi intenzitet lipidne
peroksidacije utvrden je ponovo u
semenu sorti Lasta i Afrodita, u
kontrolisanim uslovima ¢uvanja, dok
je u konvencionalnim skladi$nim
uslovima najnizi intenzitet lipidne
peroksidacije utvrden u semenu sorti
Lasta i Novosadanka. Najvisi sadrZaj
MDA u semenu ustanovljen je kod
sorti Balkan i Morava u obe varijante
cuvanja.

Dobijenim rezultatima potvrdena
je mogucnost odredivanja stepena
lipidne peroksidacije u semenu preko
utvrdivanja sadrzaja derivata malo-
nildialdehida (MDA). Ovu konstata-
ciju potvrduju u svojim istraZivanjima
SungilJeng (1994), koji navode da je u
embrionu i kotiledonima semena
kikirikija podvrgnutog vestackom
starenju, nakon tri dana doslo do
znacajnog povecanja MDA, $to pot-
vrduje da je bila povecana i lipidna
peroksidacija. Zbog postojanja razli-
ka izmedu sorti moZe se zakljuciti da i
genotipske osobine semena imaju
uticaja na peroksidativne promene
tokom njegovog cuvanja. Navedeni
rezultati su u skladu sa rezultatima
koje su dobijali drugi istrazivaci koji
su se bavili izucavanjem oStecenja
semena tokom starenja. Tako, Wilson
i McDonald (1986) isti¢u da je oset-
ljivost semena na peroksidativne
promene razlicita u zavisnosti od sas-
tava masnih kiselina u semenu. Tako-
de rezultati Malencic¢ i sar. (2003)
govore u prilog tezi da se lipidna
peroksidacija moZe uzeti kao jedan
od indikatora osetljivosti pojedinih
genotipova soje na pojavu oksida-
tivnog stresa.
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Primenom tretmana veStackog
starenja semena nakon tri i pet dana
doslo je do znacCajnog povecanja
intenziteta lipidne peroksidacije u
semenu svih ispitivanih sorti, a najvisi
sadrzaj MDA bio je nakon petog dana
veStackog starenja. Ekstremni uslovi
kao Sto su 40 °C i 100% relativne
vlaznosti vazduha, dovode do veoma
izrazene peroksidativne degradacije
lipida u semenu u veoma kratkom
roku. Peroksidaciju nezasi¢enih mas-
nih kiselina navode Bewley i Black
(1982) u svojim istrazivanjima sta-
renja semena soje ¢uvanog na visokoj
temperaturi i relativnoj vlaznosti
vazduha. Dobijeni rezultati su u
skladu sa zakljuécima koje iznose i
drugi autori u svojim istraZivanjima
na soji, ali i drugim biljnim vrstama
(Buchvarov i Gantcheff, 1984; Gidrol
et al., 1989).

Pri ekstremnim uslovima starenja
(vestacko starenje) procesi lipidne
peroksidacije u semenu mnogo su
intenzivniji nego tokom prirodnog
starenja semena. Na osnovu rezultata
iznetih u ovom radu, uocava se mo-
gucénost predvidanja stepena lipidne
peroksidacije u semenu tokom ¢uva-
nja primenom testa ubrzanog stare-
nja. Poredenjem veStackog i prirod-
nog starenja ustanovljeno je da je
sadrzaj MDA u semenu posle testa
ubrzanog starenja u trajanju tri dana
bio pribliZzno jednak sadrzaju MDA u
semenu ¢uvanom 12 meseci.

Aktivnost SOD opadala je tokom
prirodnog starenja semena (Graf.
1B). Utvrdeno je da je nakon $esto-
mesecnog cuvanja semena doslo do
znacajnog i vrlo znacajnog opadanja
aktivnosti SOD u semenu svih ispi-
tivanih sorti kako u kontrolisanim,
tako i u konvencionalnim skladiSnim
uslovima, u odnosu na aktivnost SOD



u sveZzem semenu. Nakon 12 meseci
prirodnog starenja u semenu svih
ispitivanih sorti nastavljen je trend
opadanja aktivnosti SOD u obe
varijante ¢uvanja semena. Najniza
aktivnost ovog enzima utvrdena je u
semenu sorti Balkan i Novosadanka,
u obe varijante ¢uvanja. Najvisa
aktivnost SOD u semenu ustanovlje-
na je kod sorti Afrodita, Vojvodanka i
Morava u obe varijante c¢uvanja.
Rarzlika izmedu ovih najvisih i najni-
Zih utvrdenih vrednosti za aktivnost
SOD u prirodno ostarenom semenu
bila je znacajna.

U uslovima oksidativnog stresa
SOD se javlja kao regulator uticaja
spoljasnjih uslova na jacinu stresa u
biljnim celijama (Scandialos, 1993).
Puntarulo i Boveris (1990) su zabe-
lezili povecanje aktivnosti SOD pri
bubrenju kod svezih embriona
semena soje, dok je kod ostarelog
semena bila znacajno inhibirana.
Balesevié-Tubi¢ S. i sar. (2005)
navode smanjenje aktivnosti SOD u
ostarelom semenu suncokreta. Prema
Alscher et al. (2002), SOD igra klju-
¢nu ulogu u suzbijanju oksidativnog
stresa izazvanog razli¢itim uticajima.

Tokom prirodnog starenja semena
takode je utvrdeno opadanje aktiv-
nosti Px. Tako je nakon Sestome-
se¢nog cuvanja semena doslo do vrlo
znacajnog opadanja aktivnosti Px u
semenu svih ispitivanih sorti kako u
kontrolisanim, tako i u konvencio-
nalnim skladi$nim uslovima, u odnosu
na aktivnost ovog antioksidantnog
enzima u sveZem semenu (Graf. 1C).
Nakon 12 meseci prirodnog starenja u
semenu svih ispitivanih sorti nastav-
ljen je trend opadanja aktivnosti Px u
obe varijante ¢uvanja semena. Prema
istrazivanjima drugih autora (Dey i
Mukherjee, 1986; Puntarulo S. i
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Boveris, 1990; Zhang i Kirkham,
1996), tokom prirodnog kao i indu-
kovanog starenja semena, takode
dolazi do postepenog smanjivanja
aktivnosti peroksidaze.

Primenom testa ubrzanog stare-
nja, aktivnost SOD i Px u semenu
znacajno je opala kod svih ispitivanih
sorti. Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima koje navode Anderson i
Baker (1983) uocavajuéi smanjenje
aktivnosti SOD u semenu soje pod-
vrgnutom vesStackom starenju.

Izlaganjem semena soje veSta-
¢kom i prirodnom starenju, dobijena
je vrlo znacajna negativna korelacija
izmedu sadrzaja MDA i aktivnosti
SOD u semenu (r = - 0,43). Utvrdena
jeivrlo znacajna negativna korelacija
izmedu sadrzaja MDA 1 aktivnosti Px
u ostarelom semenu (r = — 0,69).
Izmedu aktivnosti dva antioksidantna
enzima utvrdena je vrlo znacajna
pozitivna korelaciona zavisnost (r =
0,56). Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima koje navodi BaleSe-
vié-Tubi¢ S. (2001) u ispitivanjima
procesa starenja semena suncokreta.

Zakljucak

Povecanjem perioda ¢uvanja se-
mena soje, povecavao se sadrzaj
malondialdehida (MDA) u semenu,
na osnovu ¢ega se moZe zakljuciti da
je lipidna peroksidacija bila intenziv-
nija u ostarelom semenu. Najinten-
zivnija lipidna peroksidacija bila je
posle petog dana testa ubrzanog
starenja. SadrZzaj MDA u semenu
podvrgnutom tri dana veStackom
starenju bio je pribliZzno jednak
sadrzaju MDA u semenu ¢uvanom 12
meseci u konvencionalnim skladiSnim
uslovima. Starenjem semena sunco-
kreta opadala je aktivnost supero-



ksid-dizmutaze i peroksidaze, §to je
bilo posebno izraZeno primenom
vestackog starenja.

Poboljsanje genotipskih svojstava
sorti soje na delovanje nepovoljnih
endogenih i egzogenih ¢inilaca za-
datak su oplemenjivaca. Kreiranjem
novih sorti ¢ije bi seme bilo otpornije

na unutra$nje degradativne promene
tokom ¢uvanja, povecala bi se Zivotna
sposobnost i dugove¢nost semena
soje. Ovo je od izuzetnog znacaja
kako za semensku proizvodnju, tako i
za oCuvanje genetske raznovrsnosti
ove biljne vrste.
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BIOCHEMICAL CHANGES DURING AGING OF SOYBEAN SEED

BALEéEVIC’-TpBIC SVETLANA, TAT}C’ M.,
DORDEVIC V., PUKIC V., KOSTIC M.

SUMMARY

Biochemical changes that occur in the seed as a result of ageing are very sig-
nificant for seed quality and longevity. Because of its characteristic composition,
processes occurring in the seed of oil crops during storage will be typical as well.
Six soybean varieties developed in Institute of field and vegetable crops Novi
Sad, submitted to accelerated and natural aging, under controlled and conven-
tional storage conditions were used in these trials. The content of
malondialdehyde, superoxide dismutase and peroxidase activities were studied.
The biochemical processes i.e. lipid peroxidation, as well as the decrease in
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supeoxide dismutase and peroxidase activities (especially pronounced by ap-
plied accelerated aging) were caused by both type of aging. The degree of seed
damage and the ability of seed to resist the negative consequences of aging were
influenced, beside duration of aging period, by type of storage and characteris-
tics of soybean varieties.

Kye words: aging, lipid peroxidation, seed, soybean, superoxide dismutase,
peroxidase
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