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Armazenamento e conservacao de
sementes convencionais e transgénicas’

Introducao

A senescéncia € um evento celular natural aos organismos
bioldégicos. Em sementes, a senescéncia ou a deterioragdo resultam
da interagado entre complexos fatores, como os inerentes as semen-
tes (qualidade fisiolégica, gendtipo, morfologia, constituicdo quimica
e teor de agua) e os exdégenos como as condicbes do ambiente de
armazenamento (temperatura, umidade relativa e embalagem). Todos
esses fatores devem ser considerados tanto para o armazenamento
de sementes por periodos que variam de poucos dias até alguns anos,
quanto para a conservacao a longo prazo, sendo superior a 5 anos
(FAO, 2013; Hong; Ellis, 2002).

O gradiente de armazenabilidade depende dos ecétipo, ge-
notipo, grau de maturacdo, presenga ou auséncia de dorméncia,
comportamento fisiolégico para fins de conservagao e nutrientes de
reserva das sementes, fatores esses que podem variar entre semen-
tes de uma mesma espécie e de espécies distintas. Sementes que
atingiram a maturacgéo fisiolégica e/ou apresentam dorméncia fisica
possuem maior armazenabilidade que aquelas imaturas e/ou que tém
dorméncia fisioldgica. Conforme a predominéancia de nutrientes de re-
servas, as sementes amilaceas tém maior armazenabilidade que as
aleuro-amilaceas, seguidas pelas aleuro-oleaginosas, sendo as olea-
ginosas com menor armazenabilidade. Dependendo do método e das
condicbes de conservacgao utilizados, sementes ortodoxas tém maior
armazenabilidade que aquelas de comportamento intermediario ou re-
calcitrante (Freitas, 2018; Vertucci; Roos 1990). Sementes ortodoxas
sdo aquelas que toleram a dessecagao e podem ser conservadas em
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temperaturas subzero (-18 °C ou -20 °C).

Ao atingir a maturidade fisioldgica e iniciar sua dispersao ou
sua colheita, a semente apresenta maximas longevidade, viabilidade,
germinabilidade e maximo vigor. Apds a dispersado ou a colheita, es-
ses atributos tendem a declinar, em maior ou menor velocidade, em
resposta as condi¢des a que as sementes sdo expostas, uma vez que,
o metabolismo basal dessas néo é detido nem em temperatura am-
biente, nem em baixas temperaturas de armazenamento, ou mesmo,
em temperaturas subzero de conservagdo (Hay; Probert, 2013; van
Treuren et al., 2013). A detencéo quase total do metabolismo basal s6
ocorre quando as sementes sdo congeladas em temperaturas criogé-
nicas, preferencialmente imersas em nitrogénio liquido (-196 °C) [San-
tos; Saloméo, 2017]. Na Figura 1, ha a representagao da temperatura
mais eficiente para a menos eficiente, na manutencao da integridade
de sementes durante o armazenamento ou a conservagao.

196°C > -20°C > 5a12°C > ambiente

Figura 1. Manutencdo de viabilidade, germinabilidade, longevidade e vigor
de sementes armazenadas ou conservadas em diferentes condi¢des de tem-
peratura.

Condi¢des de armazenamento e conservacao

Alongevidade e a viabilidade sao caracteristicas de alta plasti-
cidade em sementes. Porém, ainda ndo estao elucidadas todas as in-
teracbes entre genes e ambiente que conferem as sementes distintos
padrées de longevidade e viabilidade (Zinsmeister et al., 2020).
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Em condi¢cbes adequadas de armazenamento ou conservacgao
(temperatura, umidade relativa, teor de agua das sementes e tempo),
as sementes podem manter tanto a longevidade quanto a viabilidade
por maior periodo. Isso porque, a longevidade e a viabilidade durante
0 armazenamento ou a conservagao tém correlagao direta, sobretudo,
com a redugao do teor de agua das sementes e a temperatura de
exposicao. Em condicdes inapropriadas de altas temperaturas, altas
umidades relativas e sementes muito hidratadas ha perda gradativa
de viabilidade e germinabilidade, alteracbes na coloragdo e no teor
de agua das sementes, danos estruturais e funcionais dessas, pois 0s
processos de degeneragido sao acelerados e resultam em morte das
mesmas (Lee et al., 2012; Azevedo et al., 2003).

A deterioracdo é um processo continuo que se inicia quando a
semente atinge a maturidade fisiolégica e alguns de seus efeitos sdo
imperceptiveis visualmente, passando a ser criticos, até que sejam le-
tais para a semente. Entretanto, ha sinais de deterioracdo que podem
ser quantificados, como a perda gradual ou total da germinabilidade,
a desuniformidade na emergéncia de plantulas, o aumento do nimero
de plantulas anormais e a redugéo do vigor das plantulas.

O postulado classico sobre as condicbes de armazenamento
e conservagao de sementes determina que a cada redugéo de 1% do
teor de agua das sementes ou de 5 °C na temperatura de armazena-
mento, ou conservagao, duplica-se o periodo de vida das sementes
(Harrington, 1972).

A dessecacao de sementes, que consiste na remogao em
quantidade adequada de agua livre do sistema, € um dos fatores que
garantira a eficiéncia do armazenamento ou da conservagéo. Entre-
tanto, danos decorrentes de dessecagao malconduzida resultam em
perda parcial ou total da viabilidade, antes mesmo do armazenamento
ou da conservagao. Os danos causados pela dessecacao podem se
acentuar, progressivamente, durante o armazenamento ou a conser-
vacao, levando a deterioragao ou a completa perda de viabilidade do
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material biolégico. Esses danos celulares podem ser estruturais, fun-
cionais, mecanicos, moleculares, metabdlicos, fisicos e fisiolégicos,
conforme exemplificados na Figura 2 (Manfre et al., 2009; Kaczmar-
czyk et al., 2012; Engelmann; Gonzales-Arnao, 2013). Dependendo
da intensidade dos danos decorrentes da dessecagao malconduzida,
esses podem ser reversiveis durante as etapas de absorcao e embe-
bicdo de agua no processo germinativos. Informacdes sobre o proces-
so de dessecacgao serao dados mais adiante no texto.

*Mudanga da *Perda de ¢
conformagdo com&arﬁn}e?taliza in{gggi ﬁ:gr?:o
e 0 celular s
configuracio de dorméncia
molecular das
aguas

*Alteracdes "
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i -perda de viabilidade 0%

/| \
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Figura 2. Danos em sementes submetidas a dessecacgao inapropriada.

De acordo com a FAO (2013), a conservagao a longo prazo
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de sementes ortodoxas deve ser realizada as temperaturas subzero
e as sementes devem estar com teores de agua variando de 3 a 7%
umidade (com base na massa fresca) [FAO, 2013; Roberts, 1973]. Em
temperaturas criogénicas, os teores de agua devem ser testados para
cada espécie, ecétipo e gendtipo, em fungao das taxas de congela-
mento e descongelamento a serem adotadas e das estruturas a serem
regeneradas (Salomao; Santos, 2018).

Considerando-se periodos curtos de armazenamento, ha dife-
rentes combinagdes entre as condigdes ambientais de temperatura e
umidade relativa que permitem atingir o ponto de equilibrio higrosco-
pico entre a umidade da semente e a umidade relativa do ambiente,
visto que que esse equilibrio varia entre as espécies e a temperatura
de exposicao. Na literatura, tém-se algumas combinacdes entre tem-
peratura ambiente e umidade relativa para o armazenamento, confor-
me apresentado na Tabela 1. De maneira geral, para armazenamento,
recomenda-se como teores de agua das sementes valores entre 6 e
12%, para sementes amilaceas e entre 4 e 9% para sementes lipidicas
(Harrington, 1972; 1973).
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Tabela 1. Condigbes de temperatura e umidade relativa para o arma-
zenamento de sementes de comportamento fisiolégico ortodoxo.

Umidade .
relativa (%) Referéncia

Diferentes culturas | 0a5b 10a30 Hong; Ellis, 2002
<25 45 Pioneer, 2021
20 10412 Crop Genebank Knowledge Base, 2021

Espécie Temperatura

20 50 Aegro, 2021
12 48 Bragantini, 2005
Oliveira, 2009
Crop Genebank Knowledge Base, 2021

Pioneer, 2021

Pioneer, 2021
Smith, 1991

Carvalho et al, 2018

A utilizacao de embalagem que proporciona impermeabilidade
e hermeticidade as sementes é extremamente importante. Isso por-
que a deterioragdo das sementes é retardada dado que esse tipo de
embalagem evita que as sementes absorvam agua do ambiente, ndo
sofram o efeito desfavoravel da pressao de oxigénio e n&o haja prolife-

racao de patégenos (Azevedo et al., 2003; Silva et al., 2010; Salomao
et al., 2020).
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Senescéncia e/ou deterioracdo de sementes

Mesmo em condi¢des favoraveis de armazenamento ou de
conservacgao ha um decréscimo gradativo da viabilidade da semente
devido a seu envelhecimento e/ou a sua deterioracdo (Sano et al.,
2016). Esses processos abarcam uma sequéncia de eventos molecu-
lares, bioquimicos, fisioldgicos e celulares diretamente relacionados
ao vigor, viabilidade, longevidade e germinagédo das sementes culmi-
nando com a morte dessas (Fu et al., 2015). Esses processos estao

esquematizados na Figura 3.
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Figura 3. Eventos moleculares, bioquimicos, fisiolégicos e celulares envolvi-
dos no envelhecimento ou na degradagéo de sementes (Baseado em Fu et

al., 2015).



Segundo Delouche (1982) a senescéncia e/ou a deterioragao
de sementes sdo processos inexoraveis, progressivos, ativos e irre-
versiveis. Contudo, dependendo da intensidade e do tipo de danos,
as sementes podem reverté-los pelos mecanismos de protecéo e de
reparo. Por meio do mecanismo de protecao, ocorre a formacgao de ci-
toplasma vitreo que reduz as atividades metabdlicas celulares e a pro-
ducao de antioxidantes evitando assim, o acumulo de macromoléculas
oxidadas em sementes armazenadas. No mecanismo de reparo, ocor-
re a reversao de danos acumulados nos DNA e RNA, e nas proteinas
por meio de enzimas como a DNA glicosilase e a metionina sulféxido
redutase, durante a fase de embebigéo, no processo germinativo das
sementes (Sano et al., 2016).

Sementes transgénicas

Em distintos paises, a producao e o uso de sementes trans-
génicas sao regulamentados por agéncias governamentais (Leslie;
Jabbour, 2019). Questiona-se, contudo, o porqué dessas sementes
nao serem armazenadas e tampouco conservadas em bancos con-
vencionais de germoplasma (Wickson, 2016). Isso pode ser atribuido
ao fato de que as instituicdes que trabalham com OGMs (Organismos
Geneticamente Modificados) requerem certificagao para fazé-lo, bem
como infraestruturas com identificagdes diferenciadas daquelas desti-
nadas as sementes nao transgénicas, para sua conservagao.

Orientacdes sobre como identificar locais de armazenamento
ou conservacgao de sementes transgénicas podem ser, provavelmente,
obtidas na Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio),
de acordo com o que dispbe a Lei de Biosseguranca Lei n° 11.105,
de 24 de margo de 2005, regulamentada pelo Decreto n° 5.591, de
22 de novembro de 2005 2. Informacdes adicionais sobre condi¢des
de armazenamento e conservacao de OGM podem ser, provavelmen-

2 https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-2006/2005/Lei/L11105.htm
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te, obtidas por meio do curador de germoplasma - Germplasm Cura-
tors (all@arabidopsis.uk) - do Nottingham Arabidopsis Stock Centre
(NASC), School of Biosciences, University of Nottingham — Reino Uni-
do.

Tem sido cada vez mais frequente o uso de ferramentas mo-
leculares e da engenharia genética para aprimorar o vigor e a longe-
vidade de sementes (Wu et al., 2017) e para compreender os efeitos
deletérios dos bioprocessos que levam a perda da integridade por de-
terioragdo das sementes.

Sementes transgénicas de algumas espécies do sistema pro-
dutivo agricola tém-se prestado como modelos para melhor entendi-
mento dos eventos relacionados a longevidade e ao vigor. O uso de
sementes transgénicas como modelos para elucidagéo de distintos
mecanismos e eventos biolégicos pode ser exemplificado como se
segue. Foram observadas maiores termotolerancia e resisténcia a de-
terioragcdo controlada em sementes transgénicas de tabaco, por meio
da superexpressao do gene que codifica o fator de transcricdo HSFA9
de girassol (Prieto-Dapena et al., 2006). Foi determinado o conteudo
de isoflavonas e a qualidade fisiologica de sementes convencionais
e transgénicas de cultivares de soja, antes e apos 180 dias de arma-
zenamento em condi¢cdes de ambiente natural de laboratério, sendo
que as respostas variaram conforme o gendtipo (Avila et al., 2011).
Foi comparado o potencial fisiolégico de sementes de soja convencio-
nal e sua derivada transgénica Roundup Ready (RR) (Carvalho et al.,
2012). Foi também avaliada a longevidade de sementes derivadas de
linhagens transgénicas de arroz superexpressando a enzima PIMT de
reparo de proteina (Petla et al., 2016). Determinaram-se os efeitos da
superexpressao de uma aldo-ceto redutase (AKR) isolada de Pseu-
domonas sobre a armazenabilidade e a longevidade de sementes de
tabaco e arroz (Narayana et al., 2017). Foi realizada a caracterizagao
germinativa em campo e laboratorio de sementes derivadas de trans-
génicas de girassol utilizadas para remediacdo ambiental (Nam; Han,
2020).
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Além de seu amplo uso comercial, sementes transgénicas tém
sido utilizadas em estudos de distintas areas das ciéncias biolégicas
e igualmente empregadas em pesquisas com o objetivo de elucidar
eventos e processos que conferem armazenabilidade, viabilidade, vi-
gor, germinabilidade e longevidade as sementes. Esse material, devi-
do a sua importancia, deve ser mantido em condi¢des que lhe assegu-

rem total integridade, desde sua colheita até seu uso.

Procedimentos para o armazenamento de sementes
transgénicas

A semente transgénica, exceto pelo seu transgene, tem com-
portamento germinativo e para fins de conservagdo e/ou armazena-
mento igual & semente convencional, a ndo ser que o transgene tenha
sido introduzido especificamente para alterar alguma dessas caracte-
risticas. A diferenga entre semente convencional e semente transgéni-
ca é que para a segunda deve-se trabalhar em acordo com as normas
de biosseguranga determinadas pela CTNBio (Comissao Técnica Na-
cional de Biosseguranca). Assim sendo, os procedimentos de armaze-
namento de sementes devem ser idénticos para um mesmo gendtipo
convencional e transgénico. No Arabidopsis Biological Resource Cen-
ter, (ABRC), Ohio State University — Estados Unidos a area destina-
da aos processamentos, manejo, armazenamento € a conservagao
de sementes mutantes de Arabidopsis spp. tém estruturas similares
aos laboratérios e bancos de germoplasma de sementes convencio-
nais, com camaras de secagem, camaras frigorificas e freezers a -20
°C (https://artsandsciences.osu.edu/academics/departments-centers/
arabidopsis-biological-resource-center).

Procedimentos praticos e simples podem conferir melhor ma-
nutencao da integridade de sementes OGM desde sua obtengao, seu
armazenamento e até sua utilizacdo. Esses procedimentos consistem
na dessecacao apropriada de sementes, seu acondicionamento em
embalagens herméticas e impermeaveis, e 0 armazenamento em bai-
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xas temperaturas ou temperaturas subzero. As etapas que precedem
0 armazenamento de sementes transgénicas, tanto de espécies co-
mercialmente cultivadas no pais, como daquelas utilizadas em experi-
mentacgdes para distintos fins como, as de algodao (Gossypium hirsu-
tum L.), arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh), cana-de-acucar
(Saccharum L.), eucalipto (Eucalyptus L'Hér. spp.), feijao (Phaseolus
vulgaris L.), milho (Zea mays L.), soja (Glycine max (L.) Merr.) e tabaco
(Nicotiana L. spp.) sao:

1. Colheita e Beneficiamento

1.1. Colher os frutos ou cariopses (cana-de-agucar e milho) quando
estiverem no ponto maximo de maturidade fisioldgica. Nesse momen-
to, ha alteracdes de coloracao de frutos ou cariopses, inicio da abertu-
ra dos frutos e de dispersao de sementes, mudanca da coloragao e da
massa das sementes e outras alteragdes peculiares a cada espécie.

1.2. Em condi¢des assépticas, remover manualmente as sementes
dos frutos e das espiguetas/espigas. Retirar da amostra as sementes
chochas, malformadas, quebradas, residuos de frutos, palhas, folhas,
flores e de outros materiais inertes.

Il. Determinacéo do teor de agua inicial
2.1. No mesmo dia do beneficiamento, determinar o teor de agua ini-
cial das sementes, conforme descrito nas Regras para analise de se-
mentes, capitulo 7 - Determinagao do grau de umidade (Brasil, 2009)
[Figura 4].
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Figura 4. Capsulas de aluminio utilizadas para acondicionar sementes no
teste de umidade

2.2. Apos a retirada da subamostra para o teste de umidade, acondi-
cionar as sementes restantes em recipiente com tampa, veda-lo com
filme de PVC e manté-lo a temperatura ambiente de laboratério até o
dia seguinte, quando houver o resultado do teor de agua do material.

2.3. Ndo manusear as sementes ou deixa-las em local com ar-condi-
cionado funcionando.

lll. Secagem das sementes
3.1. Se as sementes estiverem com teor de agua = a 15% (com base

na massa fresca), reduzir o teor de agua para valores entre 4% e 8%,
adotando-se uma das seguintes condi¢des de dessecagao:
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3.1.1. Dispor as sementes em um recipiente aberto (tipo bandeja) e
manté-las a temperatura ambiente de laboratério por cerca de 30 h
(Figura 5). Apos esse tempo de dessecacao, homogeneizar a amostra
e retirar a quantidade necessaria para avaliar o teor de agua, confor-
me descrito no item 2.1. Acondicionar o restante das sementes em
recipiente fechado (item 2.2 e 2.3);

Figura 5. Disposi¢cao de sementes para a secagem a temperatura ambiente
de laboratério (Foto: Antonieta Nassif Salomao).

3.1.2. Dispor as sementes sobre papel filtro ou sobre peneira em re-
cipiente contendo silica gel, indicador azul desidratada (rosa saturada)
ou laranja desidratada (verde saturada), tampar e vedar o recipiente
com filme de PVC (Figura 6). Manter o recipiente a temperatura am-
biente de laboratério, por um periodo de 12 a 24 h. Se for necessario,
trocar a silica gel, quando essa se hidratar ou saturar. Apds o periodo
de dessecacdo, homogeneizar a amostra e retirar a quantidade ne-
cessaria para avaliar o teor de agua, conforme descrito no item 2.1.
Acondicionar o restante das sementes em recipiente fechado (item 2.2
e 2.3).
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Figura 6. Disposicdao de sementes sobre peneira em recipiente contendo si-
lica gel (indicador azul) para a secagem (Foto: Antonieta Nassif Salom&o).

3.2. Se as sementes estiverem com teor de agua < a 15% (com base
no peso fresco), reduzir o teor de agua para valores entre 4% e 8%,
adotando-se as seguintes condi¢des de dessecagao:

3.2.1. Dispor as sementes em um recipiente aberto (tipo bandeja)
e manté-las a temperatura ambiente de laboratério por cerca de 12
horas (Figura 5). Apds esse tempo de dessecagado, homogeneizar a
amostra e retirar a quantidade necessaria para avaliar o teor de agua,
conforme descrito no item 2.1. Acondicionar o restante das sementes
em recipiente fechado (item 2.2 € 2.3), ou

3.2.2. Dispor as sementes sobre papel filtro ou sobre peneira em re-
cipiente contendo silica gel, indicador azul desidratada (rosa saturada)
ou laranja desidratada (verde saturada), tampa-lo e veda-lo com filme
de PVC (Figura 6). Manter o recipiente a temperatura ambiente de
laboratério, por um periodo de 6 a 8 horas. Se for necessario, mudar a
silica gel, quando essa se hidratar ou saturar. Apds o periodo de des-
secacgao, homogeneizar a amostra e retirar a quantidade necessaria
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para avaliar o teor de agua, conforme descrito no item 2.1. Acondicio-
nar o restante das sementes em recipiente fechado (item 2.2 e 2.3).
3.3. Caso as sementes nao atinjam os teores de agua desejados,
repetir os procedimentos descritos acima, por periodos de 1/3 e de 2/3
dos indicados para teores de agua = 15% e <15%, respectivamente.

IV. Armazenamento das sementes

4.1. Acondicionar as sementes em embalagens que possam ser veda-
das ou hermeticamente fechadas. A escolha da embalagem depende-
ra do tamanho e da quantidade de sementes a serem armazenadas.

4.2. Tipos de embalagens sugeridas: microtubo, flaconete, frasco de
plastico ou vidro, todos com tampa de rosca que deve ser vedada com
filme PVC. As embalagens como saco de polietileno com ziper ou ve-
davel (tipo Ziploc) ou saco trifoliado com camadas de polietileno e alu-

minio devem ser hermeticamente fechados em seladora. (Figura 7).

Figura 7. Exemplo de tipo de embalagem para acondicionamento de semen-
tes a serem armazenadas: saco trifoliado com camadas de polietileno e alu-
minio envolto com filme PVC.
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4.3. Para a identificacdo da espécie, do tratamento e outros na em-
balagem, usar material que n&o se apague durante o tempo de expo-
sicdo as condicdes de armazenamento. Por exemplo, a identificagdo
pode ser feita: com caneta de tinta permanente ou caneta de tinta
comum na propria embalagem; em etiqueta impermeavel ou semiper-
meavel; em fita crepe aderidas a embalagem. Adicionalmente, deve-
-se sempre colocar a identificagao, escrita a lapis e em papel, dentro
da embalagem. Para maior seguranca, € recomendado acondicionar
a embalagem contendo as sementes em saco plastico e armazena-lo
nas condicbes desejadas (Figura 8).

'\\

sementes Zea mays L. A

04.10.2021
Iy

Figura 8. Exemplo de identificacdo a ser usada fora e dentro da embalagem
contendo de sementes a serem armazenadas.

4.4. Armazenar as sementes devidamente embaladas em geladeira (5
°C a 8 °C) ou camara fria (10 °C a 12 °C) por periodo de até 12 meses
ou até a colheita da proxima safra. Em freezer (-14 °C a -25 °C), as
sementes podem permanecer por periodos superior a 12 meses.

V. Uso das sementes

5.1. Para as sementes mantidas em geladeira ou camara fria, reti-
ra-las duas horas antes de utiliza-las, mantendo-as em temperatura
ambiente de laboratério.
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5.2. Para as sementes congeladas (freezer) retira-las, por pelo me-
nos, quatro horas antes de utiliza-las, mantendo-as em temperatura
ambiente de laboratério.

Consideracodes finais

Os atributos das sementes, longevidade, viabilidade, germinabi-
lidade e vigor, resultam da interagdo entre genes e o ambiente em que
essas foram formadas. Visando garantir a disponibilidade de semen-
tes para distintos usos, por maiores periodos, € necessario manter a
integridade de seus atributos, em condigbes artificiais. Isso, somente
€ possivel retardando seu envelhecimento e/ou sua deterioragdo por
meio de armazenamento e conservacao em condicoes adequadas e
eficazes tanto para sementes convencionais, quanto para sementes

transgénicas.
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