DETERIORACAO DE SEMENTES

io Marcos Filho

ecnologia de Sementes

Depto. Produgao Vegeta
USP / ESAL

Sementes maduras ndo conseguem preservar
indefinidamente as suas fungbes vitais.
Inevitavelmente, seres vivos envelhecem e morrem.

Idade cronolégica x Idade bioldgica ou fisiolégica

DETERIORAGCAO

Série de alteragbes fisiologicas, fisicas, bioquimicas,
com inicio a partir da maturidade fisiolégica, em ritmo
progressivo, determinando a queda do potencial de
desempenho e culminando com a morte da semente

Es10)

AUGE DO POTENCIAL FISIOLOGICO » MATURIDADE
Manejo pds-maturidade

DETERIORAGCAO
Intensidade e velocidade variaveis de acordo com a
espécie, cultivar, lotes do mesmo cultivar, sementes
do mesmo lote e partes da mesma semente

FORTE INFLUENCIA DO GENOTIPO, COMPOSIGAO
QUIMICA, LONGEVIDADE NATURAL, GRAU DE
UMIDADE, PRATICAS DE MANEJO

Processo inevitavel? Continuo? Irreversivel ?
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GERMINAGCAO (%)
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Curva de perda da viabilidade da semente (POWELL, 1986)
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Dificuldades para elucidar o processo e suas
. conseqiiéncias:
DETERIORAGAO - N — -
Deterioragdo tem especificidades que impedem
Desequilibrio funcional de tecidos ativos de generalizagao
. . tando inativacio aradual semeadura x armazenamento
organismos vivos, acarretando inativagado gradua injiirias mecanicas x envelhecimento
do metabolismo e das fungdes vitais. Variagoes metodoldgicas na pesquisa:
envelhecimento natural x artificial
Influéncia de fatores bidticos e abiéticos
Regides especificas da semente ndo deterioram
0 com a mesma velocidade : endosperma x embrido [
Reserva Semente Endosperma Embrido
Amido 74 88 09
Lipidios 04 <1.0 3
Proteinas 08 07 19
regido da
radicula
Composigao porcentual de reservas armazenadas em diferentes . .
partes de sementes de milho, cv lowa 939 (Bewley & Black, 1985) _ Das & Sen Mandi (1992) > sementes de trigo




Numero de Sementes

MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

200 - Germinagao néo é perdida
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MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

Manifestagoes Fisiologicas

REDUGAO DA VELOCIDADE DE GERMINAGAO
DECLINIO DA VELOCIDADE DE CRESCIMENTO
REDUGAO DO CRESCIMENTO

MENOR RESISTENCIA A ESTRESSES DO AMBIENTE
DURANTE A GERMINAGAO E DESENVOLVIMENTO
INICIAL DA PLANTULA

REDUGAO DO POTENCIAL DE ARMAZENAMENTO
REDUGAO DA RESISTENCIA A AGAO DE MICRORGANISMOS
REDUGAO DA PERCENTAGEM DE EMERGENCIA DE

PLANTULAS EM CAMPO

MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

MAIOR ESPECIFICIDADE DAS CONDIGOES DE AMBIENTE
PARA A GERMINAGAO

DESUNIFORMIDADE NO DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS

AUMENTO DA TAXA DE ANORMALIDADE DE PLANTULAS
REDUGAO DA PERCENTAGEM DE GERMINAGAO
FORMAGAO DE PLANTAS ESTEREIS

REDUGAO DA PRODUGAO (DIRETA OU INDIRETA ?)
PERDA DO PODER GERMINATIVO
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MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

Manifestagdes Bioquimicas
1. Respiragao e Sintese de ATP

- Queda da taxa respiratoria
declinio tomada O, ou aumento liberagéo CO,

- Menor sintese de ATP
- Acréscimo da liberagao de etanol e de aldeidos

volateis: produtos toxicos originados da
respiragao anaerdbica

RESULTADOS DE ALTERAGOES EM MITOCONDRIOS

&

membrana
externa
membrana
interna

DNA, enzimas

matriz

Numero, velocidade de formagao, estrutura, eficiéncia

Velocidade de
germinagao
relacionada ao
envelhecimento
da semente e
eficiéncia dos
mitocondrios

uogeunwsab o) sheq -O—

—8— Germination (%)
=
T

Years of storage

Figure 12. Decreased speed of germination as a function of aging.
The average lag time 10 the stan of germination for Norway spruce
seeds (Picea abies) was & d in a lab ¥ i . Data =3

of Lipkin (1927).
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EVENTOS EVIDENCIA POSSIVEIS CAUSAS
- Declinio tomada e - Danos as membranas
consumo de O, de mitocondrios
-Aumento liberag&o | Formacéo lenta de
f—\:l(tjz . It novos mitocéndrios
- Alteragdes ultraes- ) -
Atividade | truturais: liberagdo |° ZAenoLd|spon|b|I|dade
. . . exsudatos e su st~rato para
respiratoria | _ Producéo de ATP respiragao
- Metabolismo respi- |- Danos a enzimas res-
ratorio: declinio da piratorias
atividade de enzimas | . Metabglitos toxicos:
desmoliticas etanol, aldeidos
- Nimero, atividade e s
. ; - Ineficiéncia de meca-
integridade de :
AP nismos de reparo
mitocondrios

T
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MANIFESTACOES DA DETERIORACAQ

Manifestagoes Bioquimicas
2. Sistemas enzimaticos (hidro e desmoliticas)
- Alteracdes na estrutura, sintese e atividade
de enzimas

- INATIVAGAO PROGRESSIVA OU ACRESCIMO DA ATIVIDADE
- REDUGAO OU PARALISAGAO DA SINTESE
- MENOR ATIVIDADE DE ENZIMAS RESPIRATORIAS
- SINTESE “de novo” TORNA-SE ERRATICA

- MENOR EFICIENCIA NOS MECANISMOS DE REPARO

2. Sistemas enzimaticos (hidro e desmoliticas)

DECRESCIMO NA ATIVIDADE: menor mobilizagio de
nutrientes ou deficiéncia de mecanismos de protegao

AMILASE (a e B)
MALATO DESIDROGENASE (MDH): producéo de ATP (ciclo
de Krebs

ALCOOL DESIDROGENASE (ADH): remogéo de acetaldeido
(toxico) durante a respiragao anaerébica
ESTERASES: prevengao da peroxidagéo
SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD): primeira linha de defesa
contra ataque de radiais livres
CATALASE: protegéo contra ataque de radiais livres 3

EsuO]

ADH (alcool desidrogenase)

Ambiente controlado - A,

ELs ¢
0 91 & 9 16 0 9 15 ©0 9 15 0 9 15 0 9 15
L1 L3 L4 LS L7 L9
HA HB HC

Atua diretamente na respiragdo. A atividade (eficiéncia) diminui com o
progresso da deterioragdo (bandas mais escuras); assim, ha tendéncia
para formagédo de maior quantidade de acetaldeido e atividade da enzima
deveria ser alta para para tentar reduzir a quantidade desse composto

T

(como é o caso do hibrido C, que foi o de pior desempenho). 0
Timdteo (2011) o)

SOD (superdxido dismutase)

Ambiente controlado - A;

0 9 15 0 9 15 0 9 15 0 9 15 0 9 15 0 9 15
L1 L3 _ L4 L5 L7 L9
HA HB HC

Se a atividade da SOD for baixa, isto pode indicar que as sementes estdo
mais sujeitas ao ataque de radicais livres (bandas indicadas pelas setas
brancas). Essas bandas correspondem aos lotes mais deteriorados. Assim,
aos 9 e 15 meses de armazenamento, as sementes estdo mais deterioradas
e sujeitas ao ataque dos radicais livres (Timéteo, 2011).

T
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CAT (catalase)

Ambiente controlado - A;

e .. .... .|c.o

0 915 0 8 15 0 9 15 0 9 16 0 9 15 0 9 15
L1 L3 L4 Ls L7 L9

HA HB HC

A catalase (CAT) atua desativagao do radical livre (H,0,).
A alta atividade da catalase (0 més de armazenamento =» setas brancas) vai
diminuindo com o decorrer do tempo (setas amarelas). As sementes mais
deterioradas sdo mais sujeitas ao ataque de radicais livres, devido a redugéo
atividade da CAT, fato demonstrado pela menor intensidade das bandas

T

MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

Manifestagdes Bioquimicas
3. Metabolismo de Reservas
| CARBOIDRATOS |

- Decréscimos teores agucares totais e soluveis:
limitagdo da disponibilidade de substratos para
arespiragao

- Menor protegao a integridade das membranas

- Menor capacidade de utilizagao de carboidratos

nesses periodos (Timéteo, 2011) o
MANIFESTACOES DA DETERIORACAO
EVENTOS EVIDENCIA POSSIVEIS CAUSAS Manifestagdes Bioquimicas
- Acdo de fungos - Decréscimo teores 3. Metabolismo de Reservas

de acUcares totais

- Acréscimo taxa respi- S
- Decréscimo teores

AlteracGes no

) ratoria . .
metabolismo de acucares solu-
dereservas |- Menor capacidade de veis
CARBOIDRATOS | utilizag&o de carboi- - Acréscimo teores
dratos de agucares redu-

tores
- Acdo de amilases
- Menor quantidade
- Velocidade de germi- de rafinose e esta-
nagéo quiose

- Aumento da liberagéo
de exsudatos

T
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- Instabilidade quimica é uma das principais causas

- Hidrélise de lipidios de reserva: lipases

- Degeneragao de fosfolipidios de membranas
- Peroxidagao de lipidios (lipoxigenases)

- Autoxidagao de lipidios

T




MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

Peroxidagcao

Ocorre nos lipidios armazenados e nas membranas

Reagdes sdo aceleradas pela lipoxigenase e ocorrem
quando G.U. =2 14%

Formacao de radicais livres e produtos toxicos

T
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MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

Autoxidagao

Seqiiéncia de reagoes nao catalisadas por enzimas,
quando o G.U. < 6 %, a partir da agéo do oxigénio
sobre acidos graxos insaturados, resultando na
liberagdo de radicais livres.

T

L
MANIFESTACOES DA DETERIORACAO
o . Radical livre: atomo ou grupo de atomos com um
o . ° ¥ a D eletrf)n néP pareat?o, ;?roduzido por' autoxi’da'géo
° > . AaA W L ou via enzimas oxidativas. As cadeias de acidos
oo oo graxos oxidam-se espontaneamente, produzindo
O atomo de Oxigénio possui 6 O gas oxigénio (O2) radlc_als altament_e reatlvqs . ~ .
eletrons externos: forma dois  compartiha dois pares (uma A partir da formagao do primeiro, reagdo em cadeia
pares naturalmente e “procura” ligagdo dupla) de elétrons
complementar os outros dois com outro atomo de oxigénio
pares - Anion superoxido (O,), Peréxido de hidrogénio (H,0,),
radicais hidroxil (OH)
9 [}
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+ Que sao radicais livres?
- Um atomo ou molécula que possui um elétron nao pareado

- Umelétron ndo pareado em um atomo ou molécula “carrega” maior
quantidade de energia que um elétron pareado

MANIFESTACOES DA DETERIORAGAO

|A96es de Radicais Livres |

Cadeia de reagées, promovendo alteragdes na estrutura e
fungdes de moléculas

Comprometimento das fungdes bioldgicas de proteinas
(enzimas), lipidios (membranas) e acidos nucleicos

Clivagem de proteinas, de acidos nucleicos, resultando em
produtos de baixo peso molecular

Comprometimento sério da atividade de mitocondrios

ACELERAGAO DO PROCESSO DE DETERIORAGAO a

s
e ——
EVENTOS EVIDENCIA POSSIVEIS CAUSAS MAN|FESTA§0ES DA DETER|0RA§A0
- Liberagéo de exsuda- . . . L.
08 ctes em mito. |- Peroxidacao de lpt- Manifestagdes Bioquimicas
condrios dios das membranas 3. Metabolismo de Reservas
AlteracOes no |- Reducéo taxarespi- |- Ineficiéncia de meca-
metabolismo | ratéria nismos de reparo
dereservas |-Aumento acidos gra- - Autoxidacio: acidos PROTEINAS
LIPIDIOS xos livres agdo.
B ~ L graxos insaturados e . s ,
Formacao radicais | comentes secas) Decréscimo na sintese de proteinas
- Danos a proteinas, - Peroxidag&o: acidos , ;o
enzimas, acidos nu- | graxos hidrocarbo- Queda dos teores de proteinas sollveis
cleicos nados/lipoxigenases .. ) L.
- Formaggo aldeidos | oy 20 niveis a-to- Acréscimos nos teores de aminoacidos
) ::%Xrﬁgsgéo hidrope- coferol (antioxidante) . B
roxidos @ Desnaturagao de proteinas ®
Esx.0) Esx.0)




MANIFESTACOES DA DETERIORACAO

EVENTOS EVIDENCIA POSSIVEIS CAUSAS
- Alterages na estrutura |- Danos por radicais Manifestacdes Bioquimicas
~ de enzimas livres
Alteracoes Inativaca ) M int d
em ENZIMAS e | - Inativagéo progressiva |- Menor sintese de p
PROTEINAS de enzimas protei-nas 4. Taxas de sintese
- Sintese de proteinas - Perda de compartimen-
- Metabolismo de RNA, talizagéo
DNA - Desorganizagéo de Intensidade e eficiéncia
- Menores teores de membranas: acéo de
proteinas soluveis fosfolipases
[ [
MANIFESTACOES DA DETERIORACAO
_ i Manifestagoes Bioquimicas
EVENTOS EVIDENCIA POSSIVEIS CAUSAS

Alterac6es em
taxas de sintese

- Menor capacidade
de utilizagado das
reservas

- Desorganizagao das
membranas

- Declinio da atividade
de componentes
citoplasmaticos

- Reducao da producgao
de ATP

T
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5. Cromossomos e Acidos Nucleicos

Degradacao de DNA e de RNA-m

Rupturas em cromossomos

Alteragoes nucleares e abortamento de grdos de pélen
Ineficiéncia de mecanismos de reparo

T
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Viabilidade DNA RNA

(%) (mglgms) (mgigm.s)
95 10,2 46,4
64 9,7 43,0
00 31 43,7

Relagdes entre viabilidade da semente e concentragoes
de DNA e RNA de sementes de centeio

T

Depésito Camara Fria
Cultivar Germinagio DNA Germinagio DNA
(%) (ng/mg m.s.) (%) (pg/mg ms.)
Pennyrile 0 1,641 90 4,38
Corsica 0 1,33 88 410
Stafford 0 3,35 94 6,40
Essex 0 3,62 92 4,58
Pharaoh 0 3,03 68 3,98

() Médias de trés épocas.

Germinagao (%) e concentragdes de DNA (ug/mg m.s.) extraido de sementes
de cinco cultivares de soja armazenados em depdsito normal e em camara
fria e seca (10°C e 50% U.R), ap6s a embebigao durante 24 horas
(Marcos Filho, McDonald, TeKrony e Zhang 1997).

T

(Adaptado de Osborne et al., 1980/81) (1] (1]
Es10) Es10)
Manifestagoes Bioquimicas
EVENTOS EVIDENCIA POSSIVEIS CAUSAS 6. Sistemas de Membranas
- Mutacoes
- AberragGes cromossomi- | Degradag&o DNA
cas durante a diviséo
celular: rupturas | Autslise (autodigestéo)
- Alteragbes ultraestruturais:
Danos fragmentagao D hidréli
genéticos | - Sintese de DNA e RNA anos por hidrolise
- Alterag6es natranscricdo e i
traducao Perda capacidade do
- Reduc&o sintese enzimas e |Sistema de reparo de
proteinas DNA
- Reducéo atividade de
enzimas Ativacdo DNases
- Reducéo DNA de alto peso
molecular
0 5 9

10



Manifestagoes Bioquimicas |_m
Sistemas de Membranas
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A > orientacao dos fosfolipidios; B =» orientagéo de fosfolipidios e de proteinas

Manifestagoes Bioquimicas
6. Sistemas de Membranas
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Manifestagoes Bioquimicas
6. Sistemas de Membranas

Perda da integridade & menor permeabilidade seletiva
Perda da compartimentalizagao celular

Liberagao de exsudados

Danos principais provocados por peroxida¢ao

Ineficiéncia de mecanismos de reparo

=1

Leakage of electrolytes from soybean seeds following accelerated
aging (McDonald and Wilson. 1980. J. Seed Technol. 5:56-66).

T
0
EsuO|
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EVENTOS

EVIDENCIA

POSSIVEIS CAUSAS

EVENTOS EVIDENCIA POSSIVEIS CAUSAS
- Reducdo atividade de | - Redugéo da eficiéncia
mitocondrios dos mecanismos de
- Reducéo taxas de reparg B o
. - Peroxidacgéao de lipidios
sintese
Danos as - Secagem
membranas |- Alteragbes nacon-  |. Reducso rafinose,
dutividade estaquiose

- Alteragdes ultraes-
truturais

- Composic¢éo das
membranas

- Reduc¢éo a-tocoferol

- Formagéo e agéo de
radicais livres

- Danos por hidrélise
enzimatica

- Alteragbes na

- Desorganizagéo do

Alteracbes sensibilidade a agdo metabolismo
hormonais hormonal - Danos as membranas
e menor resposta a
acdo hormonal
- Produtos priméarios
ou secundérios de
Metabolitos - Deteccéo direta reacdes quimicas
toxicos durante a

deterioragdo

- Menor eficiéncia do
sistema de
desintoxicagéo

Microrganismos

- Deteccéo direta
- Inoculagéo

- Elevagéo do grau de
umidade e/ou tempe-
ratura

T

9

SEQUENCIA DA DETERIORACAO

Biossintese incompleta
Membranas incompletas
(2

MATURIDADE FISIOLOGICA
v

Degeneragdo das membranas
v

piratorias e bi
Germinafio lenta
Potencial de :onservagio
Menor taxa de (fsenvolvimento

Menor uniformidage de desempenho

Maior sensibilidage a adversidades
Redugéo da emergéncii de plantulas em campo
Aberragoes morfolégic:s (plantulas anormais)

Perda do podsr germinativo

MORTE DA SEMENTE

T
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SEMENTE
VIAVEL

queda da
atividade de

\ integridade de

enzimas
peroxidacéo de lipidios s atividade de RNases
/ perda da

membranas )
livres — integridade do
/ ineficiéncia \ DNA
no reparo de DNA
perda da
organizagao reducéo na /
celular atividade de

mitocondrios queda da
sintese de

DNA
queda da /
sintese de
proteinas

Germinagéo (%)

60—

40—

20—

Grau de umidade
elevado

Grau de umidade
adequado

Periodo de armazenamento

Sl
NAO VIAVEL hg.' hg.'
0 ESTADO VITREO
Como é possivel a sobrevivéncia e conservagao das
funcgdes vitais em organismos que toleram a desseca¢iao?
Vitrificacdo é o processo através do qual a agua sofre uma
transigao para um estado amorfo, de consisténcia rigida.
O citoplasma assume a consisténcia de um liquido com alta
viscosidade, suficiente para impedir ou dificultar reagdes
quimicas =» garantia da estabilidade celular @33
oo Q
Importante: presenca de proteinas LEA, agucares (rafinose, % (U/OL) o
estaquiose) ,§, ) ,§,




0 ESTADO VITREO

Queda da temperatura ou secagem - maior concentragao
da solugao celular: estabilidade e tolerancia a dessecagéo

Consisténcia & barra de chocolate ou “pirulito”
solida, mas com propriedades fisicas de um ligiiido

Fase ligliefeita 3 barra de chocolate “derretida”:
adicdo de agua ou elevagao da temperatura = maior
atividade celular > deterioragao

T

=2

0 ESTADO VITREO

Soja: G.U. <9,0%; Milho: G.U. <10,0%

Envelhecimento > perda gradual da habilidade das

células vivas manterem o citoplasma vitrificado

0 ESTADO VITREO
FORMAGAO

- Desidratagao e/ou queda da temperatura

- Presenga de rafinose, estaquiose
- Presencga de proteinas LEA

- Manuteng¢ao das membranas no estado
“cristalino liquido”

- Sementes recalcitrantes?

T

=2

- Condigéao inicial das sementes

T
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- Condigbes climaticas na maturagao

T

- Momento de colheita

T

9 9
... INTENSIDADE DE DETERIORAGAO -
- Injdrias mecanicas g . 8%
£ T 10%
]
- Secagem da semente - * 1
. 4%
- Beneficiamento : : : :
6 12 18 24
.~ , Armazenamento (meses)
- Condigoes e periodo de armazenamento Ere : S
— eitos do grau de umidade sobre a conservagao de sementes —
g‘ da soja (Misra, 1981)

15



100 -
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S 80+
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40 7 20°C
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6 12 18 24
Armazenamento (meses)
Efeitos da temperatura ambiente sobre a conservagao de 3

=2

sementes de soja (Misra, 1981)

- Condigoes e periodo de armazenamento — Regras de Manejo

a) Variacoes no grau de umidade das sementes e temperatura

- Reducdo de 1p.p. no grau de umidade das sementes 9 periodo seguro
para o armazenamento duplica (graus de umidade entre 5,0% e 14,0%)
G.U. % superior a 14% 9 desenvolvimento de fungos é acelerado

G.U. % inferior a 5% - autoxidacéo de lipidios

- Reducéo de 5 °C & longevidade duplica (valido para o intervalo 0 a 50°C)

- Ambas as reducdes = longevidade “quadruplica”

T

EsuO]

- Condigoes e periodo de armazenamento — Regras de Manejo

b) Combinacdes T° C + U.R. %

-T°C + U.R.% até 80 & seguro para 8 - 10 meses
-T°C + U.R.% até 65-70 5 seguro para 12 - 18 meses
-T°C + U.R.% até 55 - ideal para 3 - 5 anos (ambiente artificial)

-T°C + U.R.% até 45 - para 5 - 15 anos (ambiente artificial)

Em geral, equilibrio com umidade relativa menor que 65 - 70%
€ seguro para o armazenamento de sementes de grandes
culturas

EsuO|

- Sanidade

T
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UMIDADE  GRAU DE FUNGO Tg&ﬁ'ﬁ/‘g&m;ﬁ%
RE'-QT'VA ”M'E;ADE PREDOMINANTE -----—--—-----------------
(%) (%) MINIMA  OTIMA

50 2% T—
65-70 10-12 A. halophilicus
70-75  f2-13 A restiUs o4 gg_3s
A. glaucus
75-80 13-15 A-candidus 40 g5 45 _g5
A. achraceous
80-85 15-17 A, flavus 10a15  40-50
Penicillium sp.
85-90 17-19 Penicilliumspp.  -5a0 20a25
>90 >19 Fungos de campo  Vérias Varias

Desenvolvimento de fungos em sementes de soja, em relagdo a umidade relativa do ar,

- Tratamento quimico

grau de umidade das sementes e temperatura (Castor, 1983)
8l
ARMAZENAMENTO (meses) “ ” !“E! !;UE: :l E” :"“ : :EE! ”E: :EE E: :
VIGOR T . INTENSIDADE DE DETERIORACAO
0 2 6 10
INICIO ARMAZ. 94 88 84 22
ALTO SEMEADURA 94 82 85 15

NAO TRATADA 94 77 74 02

INICIO ARMAZ. 91 78 75 26
BAIXO SEMEADURA 91 79 77 25
NAO TRATADA 91 46 61 01

Efeitos da época do tratamento fungicida (Rhodiauram) sobre a germinagao de
de soja ar las em ambi normal, durante 10 meses (Adaptado de

Carvalho e Jacinto)
@l

- Embalagem
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