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RESUMO

BRANDAO JUNIOR, Delacyr da Silva. Marcadores da tolerincia a
dessecacio de sementes de cafeeiro. Lavras: UFLA, 2000. 144 p. (Tese -
Doutorado em Fitotecnia)*

A sensibilidade a dessecagio em sementes é um grande obstaculo para
conservagdo da biodiversidade das espécies. A presente pesquisa foi
desenvolvida na Universidade Federal de Lavras (UFLA) ¢ na Wageningen
University and Research Centre (WUR), Laboratory of Plant Physiology, com o
objetivo de detectar modificagdes fisioldgicas, celulares e moleculares em
sementes de cafeeiro colhidas em diferentes estidios de desenvolvimento e
secadas a diferentes teores de agua. Foram colhidas sementes de Coffea arabica
em trés estadios de desenvolvimento e de C. canephora no estidio cereja. Parte
das sementes ndo foi submetida a secagem e parte foi secada a 30, 15, 10 ¢ 8%
de umidade. Posteriormente, as sementes foram armazenadas sob condigdo
controlada (10°C e 50% UR) em embalagens impermedveis. Em diferentes
periodos do armazenamento, as sementes foram submetidas a determinagdo
fisiologicas, celulares por microscopia eletrdnica de varredura 3 baixa
temperatura, determinagio de agicares especificos ¢ moleculares por meio dos
sistemas enzimdticos alcool desidrogenase (ADH), fosfatase alcalina (AKP),
esterase (EST) e catalase (CAT). Foram observados diferentes tipos de danos
nos diferentes estadios de maturagiio. Um grau de umidade critico das sementes
foi estabelecido abaixo do qual os danos passam a ser severos. A tolerdncia a
dessecagdo em sementes de C. arabica esti em funglo do estidio de
desenvolvimento das sementes, sendo que estas colhidas no estadio verde
apresentam maior sensibilidade a perda de seu teor de dgua. Sementes de C.
canephora apresentam-se intolerantes a dessecagdo. Para ambas as espécies de
cafeeiro, apds o armazenamento, as sementes secadas a 30% de umidade
apresentam maior germinag@o e vigor e reduzidos danos causados pela perda do
teor de agua das sementes. Padrdes eletroforéticos das enzimas esterase e
catalase variam em fun¢do do estadio de desenvolvimento das sementes de
cafeeiro e do nivel de tolerincia & dessecagdo. Acréscimo no conteido de
glicose € sacarose estd associado com protegdo de sementes de cafeeiro contra
danos de secagem e a aquisigio da tolerdncia & dessecagdo. Andlise
ultraestrutural apresenta coalescéncia de corpos de lipidios, presencas de cristais
nos espagos intercelulares, ruptura dos sistemas de membranas associadas a
danos de secagem.

* Comité Orientador: Prof'. Maria das Gracas Guimardes Carvalho Vieira — UFLA
(Orientadora), Dr. Henk W.M. Hilhorst - WUR, Prof’. Edila Vilela de Resende Von
Pinho, Prof®, Maria Laene Moreira de Carvalho, Prof. Renato Mendes Guimaries, Prof,
José da Cruz Machado.



ABSTRACT

BRANDAO JUNIOR, Delacyr da Silva. Markers of the coffee seeds
desiccation tolerance. Lavras: UFLA, 2000. 144 p. (Thesis — Doctorate in
Plant Science)*

The sensibility to desiccation in seeds is a big obstacle in the preservation of the
biodiversity of species. The present research was performed at the Universidade
Federal de Lavras (UFLA) and at the Wageningen University and Research
Centre (WUR), Laboratory of Plant Physiology, aiming to detect physiological,
cell and molecular changes in coffee seeds harvested in different stages of
development and dried at different moisture contents. Coffea arabica seeds were
harvested in tree different stages of development and seeds of C. canephora. at
the redish stage. Part of the seeds was dried to 30, 15, 10 and 8% moisture
contents. Subsequently seeds were stored under controlled conditions (10°C an
50% RH) in sealed container. Seeds were undertaken in  different storage
periods to the following determinations: physiologic, cellular at scanning
microscopy under low temperature and molecular by looking at specific sugars
and enzyme eletrophorertic (alcohol desidrogenase (ADH), alkaline phosphatase
(AKP), esterase (EST) and catalase (CAT)). Different types of damages were
observed in the different stage of seed development. A minimum critical level
of moisture content of seed was established below which damages are severe.
The desiccation tolerance in Coffea arabica seeds depends on the seed
development stage; seeds harvested at green stage present the highest sensibility
in terms of water loss. Seeds of Coffea canephora present intolerance to
desiccation. For both species of coffee following storage, the seeds dried at 30°C
present the highest germination and vigour values and reduced damages caused
by water losses. Electrophoretic patterns of esterase and catalase vary according
with stage of seed development and to the level of desiccation tolerance.
Increases in glucose and sucrose contents are associated with protection
mechanisms in coffee seeds against damages by drying and acquisition of
desiccation tolerance. Ultrastrutural analysis revealed coalescence of lipids
bodies, presence of crystals at intercellular spaces, membrane breakdown
associated with to drying damages.

*Guidance Committee: Prof. Maria das Gracas Guimardes Carvalho Vieira —
UFLA (Major Professor), Dr. Henk W.M. Hilhorst - WUR, Prof. Edila Vilela de
Resende Von Pinho, Prof. Maria Laene Moreira de Carvalho, Prof. Renato
Mendes Guimaraes, Prof. José da Cruz Machado.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O café é o produto agricola de maior valor de exportagéo. Ele contribui
com aproximadamente 10 bilhSes de libras anuais para a economia de mais de
50 paises da América Latina, Africa e Asia (Orozco-Castilho et al., 1994). O
café comercial é oriundo de duas espécies: Coffea arabica L. e C. canephora
Pierre. A melhor qualidade de bebida esta associada com C. arabica, que foi
desenvolvida nas regides montanhosas no sudoeste da Etiopia, nas altitudes de
600- 1800 m e este representa 73% da produgio mundial e quase a totalidade da
produgdo da América Latina. O C. canephora, que ¢ encontrado no centro e
oeste equatorial da Africa, em regides entre o nivel do mar e 600m de altitude,
compreende 80% da produgdo africana (Wilson e Shannon, 1995; Downey e
Boussion, 1996).

O Brasil ¢ atualmente o maior produtor mundial de C. arabica e o
segundo maior de C. canephora, perdendo apenas para a Indonésia. A
importincia sécio-econdmica dessa cultura tem sido historicamente destacada no
cendrio nacional. Entretanto, a despeito de sua importincia econdémica e
agricultural o café ndo tem sido extensivamente beneficiado pelo mesmo
desenvolvimento tecnolégico que tem sido aplicado em outras espécies,
principalmente no tocante a tecnologia de sementes de cafeeiro.

A semente vem sendo o principal mecanismo de estabelecimento,
expansdo, diversificacdo e melhoramento da produgdo agricola; o banco de
reposicdo de caracteres hereditirios e de variabilidade das espécies; o
mecanismo de transporte das inovagdes e da revolugdo que a biotecnologia esta

propiciando. Sementes de cafeeiro sdo particularmente propensas &8 uma rapida



deteriora¢ao, principalmente quando armazenadas em ambientes de alta
temperatura ¢ umidade relativa do ar, o que dificulta a sua utilizacio na
produ¢do de mudas para formagao e/ou renovagio de lavouras ou como fonte de
material genético para uso em melhoramento.

A fisiologia das sementes de cafeeiro ¢ complexa e o conhecimento
nessa area € incipiente. Existem consideraveis diferengas na fisiologia das
sementes das diferentes espécies do género Coffea, que afetam a longevidade
destas sementes, entre elas a habilidade ou ndao para tolerar a dessecacdo. O
principal entrave para o armazenamento de sementes de cafeeiro ¢ o
conhecimento limitado de como as sementes podem ser secadas e a interagio
entre temperatura ¢ conteddo de umidade na sobrevivéncia da semente, sendo
que aplicagdes de técnicas de secagem poderdo permanecer no campo de
“acertos e erros” se o conhecimento das causas da baixa longevidade das
sementes de cafeeiro ndo for elucidado (Eira et al., 1999).

Existem diferengas marcantes no nivel de tolerancia a dessecacio entre
as duas espécies comerciais de café C. arabica e C. canephora. As espécies
podem fornecer um 6timo sistema comparativo, proporcionando uma
oportunidade para estudar a base da tolerdncia a dessecagdo em Coffea e
associadas ao uso de técnicas moleculares, citologicas, fisiologicas, dentre
outras, podem contribuir para a melhoria do conhecimento da longevidade das
sementes de cafeeiro.

Esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de detectar modificacdes
fisiologicas, celulares e moleculares em sementes de cafeeiro, colhidas em
diferentes estadios de desenvolvimento, secadas a diferentes graus de umidade e
armazenadas.

Em uma primeira etapa, foi avaliada a aquisi¢do de tolerdncia a
dessecacdo nos diferentes estadios de desenvolvimento de sementes de cafeeiro.

Em uma etapa final. procurou-se detectar mudancas fisiologicas, celulares ¢

b2



moleculares em sementes de C. arabica, colhidas em diferentes estddios de
desenvolvimento e de C. canephora, colhidas no estidio cereja, secadas a

diferentes teores de agua e armazenadas por seis meses.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Longevidade e Deterioracio de Sementes

O fruto do café é uma drupa, normalmente contendo dois l6culos e duas
sementes. O exocarpo do fruto maduro pode ser vermelho ou amarelo, com um
mesocarpo pectino gelatinoso (polpa) de 0,5-2 mm de espessura, rico em
agucares e dgua; ¢ o endocarpo, pergaminho que envolve cada semente, que é
constituida pelo embrido, pelo endosperma e por uma membrana prateada, que é
a espermoderme. As sementes podem variar em tamanho, forma e densidade, de
acordo com as condigdes de desenvolvimento e gendtipo (llly e Viani, 1995;
Rena e Maestri, 1986).

Algumas espécies do género Coffea possuem sementes que sdo
excepcionalmente de curta viabilidade, particularmente quando armazenadas em
ambientes naturais. O termo ortodoxo e recalcitrante foi proposto por Roberts
(1973) para distinguir sementes de alta e baixa longevidade. Sementes ortodoxas
s@o aquelas que sobrevivem por longos periodos; elas podem ser secadas para
conteitdos de umidade abaixo de 5%, sem injuria e sdo habeis para tolerar
temperaturas de congelamento. Sementes recalcitrantes ndo podem ser secadas
para umidades abaixo de 30% sem injurias e sdo incapazes de tolerar
temperaturas de congelamento. Como resultado, sementes recalcitrantes
sobrevivem por curtos periodos e apresentam problemas quanto a
armazenabilidade. Sua alta umidade induz a infestagdo por microrganismos, o
que contribui para acelerar o processo de deterioracio das sementes, além do
mais, 0 armazenamento sob temperaturas sub zero causa a formacio de cristais
de gelo e ruptura dos sistemas de membranas celulares, causando injuria por

frio. Algumas sementes recalcitrantes, de origem tropical, sdo susceptiveis &



injiria por resfriamento, & temperaturas bem acima de zero, na faixa de 10 a
15°C (Chin, 1988).

Sementes recalcitrantes e ortodoxas diferem grandemente em sua
ecologia ¢ morfologia (Chin et al., 1989). Sementes recalcitrantes sdo
primariamente originadas de darvores perenes dos trépicos umidos, como
algumas espécies do género Coffea, e o cacau; em alguns casos, de dreas
temperadas, como o Citrus; enquanto a maioria das sementes ortodoxas vém de
espécies anuais temperadas, adaptadas para campos abertos (Illy e Viani, 1995).

Os mecanismos que envolvem a tolerancia 4 dessecagdo em sementes de
cafeeiro sdo complexos € a literatura ainda ndo apresenta resultados conclusivos.
King e Roberts (1979) classificaram as sementes de cafeeiro como
recalcitrantes, mas ap6s cinco anos, verificou-se que elas ndo eram
verdadeiramente recalcitrantes e poderiam ser ortodoxas (Roberts, King e Ellis,
1984). Segundo Vossen (1979) as sementes de cafeeiro mantém a sua
viabilidade quando armazenadas com 10% e 40% de umidade. Essas sementes
deterioram rapidamente em valores intermedidrios. Sementes de cafeeiro e
alface (ortodoxa) (Ibrahin, Roberts ¢ Murdoch, 1983; Villiers ¢ Edgumbe, 1975)
apresentam um padrio semelhante a esse respeito (Ellis, Hong e Roberts, 1990).
Chin (1978) inclui as sementes de cafeeiro (C. canephora) mo grupo das
recalcitrantes. Recentemente, uma terceira categoria, intermedidria entre
ortodoxa e recalcitrante, foi identificada, compreendendo sementes que podem
resistir & desidratagio até um certo nivel, mas tem sua armazenabilidade
reduzida. Ellis, Hong ¢ Roberts (1990), observaram que sementes de quatro
cultivares de C. arabica ndo apresentaram perdas na germinagio, quando foram
secadas até cerca de 10% de umidade, mas tiveram a germinagdo diminuida
quando armazenadas as temperaturas de 0° e -20°C, comportamento

caracteristico da categoria intermedidria.
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Devido as sementes de cafeeiro sobreviverem a secagem para conteudos
de umidade inferiores a 0,20 kg/kg, elas ndo sdo consideradas recalcitrantes
(Ellis, Hong e Roberts, 1990; Hong e Ellis, 1992; Vertucci e Farrant, 1995; Eira
et al., 1999). Todavia, as sementes ndo sobrevivem a dessecagdo completa ou
aos efeitos combinados de dessecag@o e baixa temperatura, motivo pelos quais
ndo sdo consideradas ortodoxas (Ellis, Hong e Roberts, 1990, 1991; Hong e
Ellis, 1992). O principal impedimento, para o0 armazenamento de sementes com
comportamento intermedidrio ¢ o conhecimento limitado de como estas podem
ser secadas e a interagdo entre temperatura de secagem e conteido de umidade
na sobrevivéncia da semente (Eira et al., 1999).

Existe uma considerivel variabilidade na fisiologia pés-colheita de
sementes recalcitrantes, tanto dentro, como entre espécies. Dentro de uma
espécie, a variagdio pode ccorrer de colheita a colheita, ou dentro de uma unica
colheita (Berjak et al., 1996; Finch-Savage e Blake, 1994). O conteiido de agua e
o tamanho do embrido podem variar entre as estagdes (Finch-Savage, 1996;
Berjak et al., 1996). Ha também diferentes taxas de perda de dgua no material
recalcitrante, as quais variam de espécie para espécie, ¢ com o estidio de
desenvolvimento do eixo embriondrio da semente (Berjark ¢ Pammenter, 1997).
Uma caracteristica adicional das sementes recalcitrantes € que elas sdo
metabolicamente ativas, sendo esta uma manifestacio do desenvolvimento ou do
comego da germinagao. Essa atividade pode ser indicada por meio de técnicas de
ultraestrutura (Berjak, Farrant ¢ Pammanter, 1989; Berjak et al., 1993), dados
bioquimicos (Corbineau et al., 1999) ou pela medida direta da respiragdo
(Farrant et al., 1999).

Existem diferen¢as marcantes nos niveis de sensibilidade & dessecagdo
entre as espécies de Coffea spp. Essas diferencas podem ser atribuidas as
relagbes filogenéticas, habitat de origem e/ou duragdo do estidio de

desenvolvimento.



Coffea arabica e C. canephora sio espécies da sub-seccdo
Erythrocoffea. (Carvalho et al, 1991). Sementes oriundas de diferentes sub
secgdes apresentam diferentes niveis de tolerdncia a dessecagdo, ainda que a
classifica¢do nio tenha sido baseada na fisiologia da semente.

King e Roberts (1979) associaram espécies ortodoxas com ambiente
exposto & seca sasionalmente e espécies recalcitrantes a ecossistemas umidos.
Essa relagio foi confirmada por Hong e Ellis (1992) para C. arabica e C.
liberica.

A tolerdncia a dessecagio também pode ser associada ao ambiente
natural. C. arabica ¢ origindria de altas altitudes do sudeste da Etidpia; uma
vegetagio de savana; C. canephora tem seu centro primario de diversifica¢do na
densa floresta equatorial da Guine e Sudio, regido transitoria de floresta tropical
e savana (Eira et al., 1999).

Sementes recalcitrantes também diferem das ortodoxas na sua
morfologia. Na maioria das sementes recalcitrantes maduras, seus frutos s@o
revestidos com polpa ou camada ariléide suculenta e testa (Chin et al., 1989). Na
maturidade fisiolégica, o conteido de umidade das sementes recalcitrantes €
geralmente muito mais alto (50-70%) do que o das sementes ortodoxas (30-
50%). Algumas vezes elas s@o maiores que a maioria das sementes ortodoxas, e
seus embrides possuem somente 15% do tamanho de um embrido de semente
ortodoxa. Acredita-se que sementes recalcitrantes ndo apresentam dorméncia,
mas seu desenvolvimento continua progressivamente proximo a germinagdo
(Berjak et al., 1950).

Diferencas na tolerincia a dessecagio podem também ser atribuidas a
duragio do periodo de maturagio. No Brasil, o periodo gasto entre o
florescimento e o estado dos primeiros frutos maduros, ¢ em torno de 8 meses
para C. arabica ¢ de 9-10 meses para C. canephora (Carvalho et al., 1991).

Finch-Savage (1992) levantou a hipétese de que o procedimento recalcitrante é



resultado de um término precoce do desenvolvimento, e dessa forma, a
tolerdncia & dessecagdo nunca € alcancada pelas sementes. Desde que o tempo
gasto para maturagio € menor em espécies tolerantes, sugere-se que esta
hipétese deva ser modificada para a de que a maturacfo é particularmente lenta
em espécies mais recalcitrantes (Eira et al., 1999).

Geralmente, apds o estidio final de maturagéo fisiologica, a semente
estd em condi¢des de maximo vigor (Ellis e Pieta Filho, 1992) e deste ponto
deterioram, gradativamente, até perder finalmente a viabilidade. Tem sido
sugerido que isso € refletido pela diminui¢do progressiva do potencial das

\Qsement&s para sintetizar lipidios, proteinas e todas as classes de acidos
ribonucléicos (Osborne ¢ Cheah, 1982). As enzimas envolvidas no reparo do
DNA também sdo prejudicadas com o tempo (Vazquez, Montiel ¢ Vizquez-
Ramos, 1991), gerando anormalidades morfolégicas e aberrag3es
cromossdmicas.

A deterioragdo ou envethecimento de sementes envolve uma segiiéncia
de eventos bioquimicos ¢ fisiologicos, que levam a um progressivo declinio na
qualidade de sementes e, finalmente, 3 perda da viabilidade. Sementes sdo
consideradas ndo vidveis quando elas nio germinam sob condigSes ambientes
favoraveis ap6s a quebra da dorméncia. Os efeitos do envelhecimento podem ser
detectados pela anélise de amostras de populagdes, sementes individuais, tecidos
ou células (Mattews e Powell, 1986).

Avangos em pesquisas em tecnologia de sementes sdo requeridos para o
desenvolvimento de procedimentos que reduzam a intensidade e a velocidade de
deterioragdo.

K Segundo Delouche e Baskin (1973), a deterioragiio de sementes pode ser
caracterizada como um processo inevitavel, sendo, no entanto, possivel retardar
a taxa de deterioragdo por meio de praticas que conduzam i um é4timo

armazenamento. A deterioragdo de sementes também ¢é considerada um processo



irreversivel, porém alguns mecanismos de pré-condicionamento ou tratamento
de sementes com fungicidas melhoram a emergéncia em campo. Deterioragao de
sementes varia entre populagdes das mesmas, entre variedades e dentro de uma
mesma variedade, sendo que o potencial de armazenabilidade varia entre lotes
individuais e dentro de um mesmo lote de sementes.

Condicdes fisicas e fisiologicas de sementes influenciam grandemente o
periodo de sua viabilidade. Sementes que apresentam quebras, trincas ou
rachaduras deterioram mais rapidamente que sementes nido danificadas
(McDonald, 1985; Priestley, 1986; Branddo Jr. et al., 1999). Na auséncia de
sintomas fisicos, sementes fisiologicamente danificadas tornam-se susceptiveis
4 répida deterioracio. Virios tipos de estresses ambientais durante o
desenvolvimento da semente, e, principalmente, na matura¢io fisiolégica,
podem reduzir sua longevidade, como por exemplo, deficiéncia de minerais
(Harrington, 1960), agua (Haferkamp, Smith e Nilan, 1953), ¢ temperaturas
extremas (Justice e Bass, 1978). Sementes imaturas e pequenas dentro de um
lote de sementes ndo apresentam a mesma armazenabilidade que as sementes
maduras e grandes (Wien e Kueneunan, 1981; Minor e Paschal, 1982). A dureza
do endosperma da semente também aumenta a sua longevidade (Patil e
Andrews, 1985).

Entre os muitos eventos que tém sido identificados ou sugeridos como
basicos da deterioragdio de sementes estdio: aberragdes cromossdmicas e danos
no DNA (Bewley e Black, 1982; Roberts, 1972; Osborne, 1983; Vazquez,
Montiel e Vizquez-Ramos, 1991), alteragdes ou sinteses de RNA e proteinas
(Osborne, 1980; Kosanke et al., 1990), mudangas em enzimas e proteinas de
reserva (Basavarajappa, Shetty e Prash, 1991), diferencas na atividade
respiratdria e produgio de ATP (Come e Corbineau, 1989; Villierse Edgcumbe,
1975) e alteragdes no sistema de membrana (Bewley, 1986; Priestley, 1986;



Wilson e McDonald, 1986; Smith e Berjak, 1995). Essa separa¢do em eventos
ndo pode ser vista como mutuamente exclusiva.

A perda da viabilidade de sementes ¢ altamente dependente da
temperatura de armazenamento ¢ do grau de umidade das mesmas (Roberts,
1972; Priestley, 1986). Os efeitos da umidade relativa e conseqiiente umidade da
semente e temperatura do ambiente de armazenamento sdo altamente
interdependentes. Ambos os parimetros influenciam o metabolismo das
sementes e podem ser associados as varias mudancas bioquimicas ¢ metabolicas
que podem resultar na perda de integridade de membranas, diminuigdo de RNA
e da sintese de proteinas ¢ produgdo de ATP (Priestley, 1986). Alta umidade
relativa aumenta o teor de agua das sementes, o que influencia eventos
bioquimicos como aumento da atividade de enzimas hidroliticas, aumento de
respiracdo e aumento de acidos graxos livres. Altas temperaturas contribuem
para aumentar a taxa enzimatica ¢ a ocorréncia de reagGes metabdlicas, o que
leva a uma deterioragdo mais ripida. Todavia, a umidade da semente é
considerada como o fator mais critico na manutencdo da longevidade das
sementes (Copeland e McDonald, 1995).

Temperaturas sub zero (temperaturas de congelamento) limitam a
longevidade de muitas espécies de sementes. A exposicédo direta a temperaturas
congelantes induzem injurias letais (Scebba, Sebastiani e Vitagliano, 1999).

Eira et al. (1999) estudaram o efeito do grau de umidade e da
temperatura de secagem na sobrevivéncia de sementes de Coffea spp. Esses
autores detectaram diferencas em niveis de tolerdncia a dessecagdo e sugerem
que essas diferencas podem ser atribuidas & variagdo genética. C. racemosa
apresentou-se como a espécie mais tolerante, enquanto C. liberica foi a mais
sensivel a desidratagdo. Conteudos de umidade criticos foram mais altos quanto

menor a temperatura de exposi¢do. Foram ainda reportadas diferengas em
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tolerdncia entre cultivares e espécies similares, o que proporciona uma

oportunidade para estudar a base genética da tolerdncia a dessecagdo em Coffea.

2.2. Aquisicio da Tolerdncia 4 Dessecacdo mnos Diferentes Estidios de

Desenvolvimento

Na maioria das espécies, o crescimento e desenvolvimento das sementes
é paralisado no final da maturagdo. Essa fase ¢ marcada pela queda no conteiido
de agua, que, provavelmente, é resultante da desconexdo entre a semente € a
planta mie. Nessa fase de amadurecimento, a semente sofre uma adaptagdo
estratégica para torni-la apta a tolerar as severas condi¢Ges ambientais,
garantindo assim melhor sobrevivéncia das espécies durante 0 armazenamento ¢
disseminagio (Leopold, 1990; Guimardes, 2000). Em outras espécies
(recalcitrantes) as sementes ndo podem resistir & dessecacao, devendo seu
conteddo de dgua permanecer alto durante todo o seu desenvolvimento e
maturagao.

A aquisi¢io da tolerdncia & dessecagdo ocorre durante a maturagio,
antes que as sementes sofram uma severa queda no seu conteido de agua.
Porém, niio se pode afirmar se a tolerdncia ¢ adquirida antes ou em resposta a
perda de dgua. Algumas sementes apresentam uma rapida transi¢do de uma fase
de intolerdncia & tolerdncia 3 dessecagdo, podendo ou ndo coincidir com a
deposigio de reservas. Segundo Sanhewe e Ellis (1996), 2 maturidade fisiologica
e a secagem apos a maturidade ndo so pré-requisitos para a germinagio, mas a
tolerdncia 2 rapida secagem é desenvolvida em resposta a perda de agua apos a
maturidade.

Finch - Savage (1992), estudando o desenvolvimento de sementes de
Quercus robur, uma espécie recalcitrante, verificou uma paralisagdo prematura

do seu desenvolvimento, antes desta ter desenvolvido tolerdncia & dessecacdo.
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Esse autor levantou a hipétese de que o procedimento recalcitrante € resultado
de um término precoce do desenvolvimento, e que nessas circunstincias, as
sementes nunca serdo tolerantes a desseca¢iio. Farrant et al. (1997), estudando a
organizagiio subcelular e a atividade metabélica durante o desenvolvimento de
trés espécies de sementes com diferentes niveis de tolerdncia a dessecagdo,
verificaram que os dados s3o consistentes com a hipotese de que sementes
recalcitrantes apresentam um desenvolvimento truncado. Desde que exista uma
correlagdo inversa entre o tempo de maturagdo das espécies de Coffea quanto a
tolerancia a dessecacio, Eira et al. (1999) sugerem modificar essa hipétese para
a de que a maturagdo ¢ particularmente lenta em espécies mais recalcitrantes.

Carvalho e Alvarenga (1979) observaram que sementes provenientes de
frutos em diferentes estidios de desenvolvimento, como “chumbinho” ¢ “verde-
cana”, germinam em porcentagens muito inferiores do que as sementes de frutos
cereja. Osei-Bonsu et al. (1989) verificaram, porém, que sementes de C.
canephora, oriundas de frutos amarelos e amarelo-esverdeados, apresentam
germinagdo superior as sementes de frutos cereja.

Segundo Ellis, Hong ¢ Roberts (1991), sementes de cultivares de C.
arabica, oriundas de frutos de maturidade intermedidria (amarelos) toleraram
uma maior dessecagdo (4-5% de umidade) quando comparadas com as de frutos
maduros (vermelhos) ou imaturos (verdes). A sensibilidade 4 dessecagdo nesses
estadios foi semelhante aquelas observadas em sementes de espécies ortodoxas
apos o inicio da germinagdo. Consequentemente, a possibilidade de existir uma
categoria intermedidria entre ortodoxa e recalcitrante tem sido levantada (Ellis,
Hong e Roberts, 1990, 1991).

Pammenter, Farrant e Berjak (1984) tém sugerido que sementes
recalcitrantes exibem sinais de alguns processos germinativos durante o

armazenamento.
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Durante a germinagdo, antes da protrusdo da radicula, as sementes
podem ainda resistir & secagem extrema. Entretanto, apés essa etapa, ocorre a
perda progressiva da tolerdncia a dessecagdo (Leprince et al., 1990).

A aquisigo de tolerdncia & dessecagiio ndo ¢ um processo sincronizado
entre sementes individuais e nem entre os diferentes tecidos da semente,
podendo ocorrer variagdes no tempo necessirio para o inicio da tolerdncia a
dessecagiio entre sementes (Ellis, Hong e Roberts, 1987; Leprince, Bronchart e
Deltour, 1990). A exemplo de variagdes entre tecidos embrionarios, Leprince
(1992) verificou que, em sementes de brassica, os tecidos dos cotilédones
apresentaram-se tolerantes antes dos da radicula, que se manteve sensivel a
dessecaciio por um periodo mais longo durante o desenvolvimento. Oishi e
Bewley (1990), também observaram que as camadas de aleurona de sementes de
milho em desenvolvimento apresentaram tolerdncia a dessecacdo anteriormente

ao embrido.

2.3. Taxa de Secagem

Um fator adicional que contribui para a variabilidade na resposta das
sementes a sensibilidade & dessecagdo é a taxa de secagem. Geralmente, um
menor conteido de dgua na semente pode ser-tolerado em taxa de secagem
rapida. Ainda hd de se considerar que sementes de menor tamanho, a semente
niio permite uma rapida secagem, o que ¢ particularmente visivel quando eixos
isolados sdo secados (Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991, 1993). Ndo ¢é
considerado que essa secagem rapida induza a alguma forma de toleréncia a
dessecagdo. No entanto, sabe-se que a rapida secagem ndao permite tempo
suficiente para que se processem reagdes deletéricas que causam a perda da
viabilidade (Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991; Berjak, Vetucci e Pammenter,
1993; Pammenter et al., 1998).



Quando secado para conteiidos de dgua na faixa de 0,4-0,2g H.O/g
massa seca (g/g), o eixo isolado que ¢ essencialmente sensivel & dessecagdo nio
ird sobreviver por longo periodo nesse estado parcialmente desidratado e sob
condi¢bes de temperatura ambiente (Eira et al., 1999). O efeito da taxa de
secagem tem sido também reportado para sementes inteiras, porém com dano
muito menos extenso em sementes inteiras (Farrant, Berjak ¢ Pammenter, 1985),
e em alguns casos esse dano néo ¢ evidente (Finch-Savage, 1992). A redugio do
efeito da secagem em sementes inteiras pode ser em fungdo dessas nio poderem
ser desidratadas tdo rapidamente quanto os eixos excissados; apesar de que
Finch-Savage (1992) tem levantado a hipétese de que o método utilizado na
remogio do eixo pode influenciar a resposta da desidratagéio de eixos isolados.

Os resultados obtidos por Pammenter et al. (1998), confirmam que a
taxa de secagem influencia a sensibilidade & dessecagdo de sementes inteiras. A
resposta diferencial para desidratagdo a diferentes taxas de secagem, implica que
ndo ¢ possivel definir o conteiiddo de umidade critica para a perda da viabilidade
para sementes recalcitrantes. Provavelmente, distribuicdo desigual de 4gua nos
tecidos € uma das causas que contribui para a sobrevivéncia das sementes
secadas rapidamente para baixos conteiidos de 4gua. Essas observagdes
sugeriram que a secagem lenta proporciona uma desidratagdo homogénea e que
a secagem rapida proporciona uma secagem desigual através dos tecidos.
Conclui-se que a principal causa da menor viabilidade em material secado
lentamente foi, provavelmente, conseqiiéncia, principalmente, de processos

primarios de degrada¢3o de membrana.
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2.4. Ultraestrutura

Deficiéncias na integridade de membrana podem ser medidas pela
lixiviagdo de eletrolitos da célula (De Paula et al., 1994), ou visualizadas por
meio de analise ultraestrutural (Castro e Martinez — Hondavilla, 1984).

Estudos ultraestruturais de tecidos, apos dessecagio, tém revelado que a
membrana celular é um dos primeiros pontos de injiria. Células de embrides
imaturos de Phaseolus vulgaris intolerantes & dessecagdo apresentaram colapso
geral nas membranas, em contraste is de embrides secos, tolerantes, cujas
membranas mantiveram sua integridade (Dasgupta, Bewley e Yeung, 1982). Em
sementes de milho germinando, cujas radiculas eram sensiveis a dessecago,
foram detectados danos na membrana plasmatica, enquanto em radiculas
tolerantes, as membranas apresentaram-se intactas (Crevecour, Deltour e
Bronchart, 1976; Sargent, Mandi e Osborne, 1981).

Amorim et al. (1977) indicaram que a alteragio da estrutura de
membranas celulares, ocasionada por temperaturas extremas, altas ou baixas,
variagdes na umidade do ar e injirias de secagem, induz a perda do poder
germinativo de sementes de cafeeiro em decorréncia da perda de seletividade e
da organizagdo das membranas.

- Farrant et al. (1997) estudando a organizagio subcelular ¢ a atividade
metabélica durante o desenvolvimento de 3 espécies de sementes com diferentes
niveis de tolerancia a dessecagdo, verificaram que, durante o desenvolvimento
das sementes, ocorreram redugdes no teor de dgua, na taxa de respirag¢do, na
vacuolizagio ¢ um aumento na deposicio de reservas insoluveis que se
correlacionaram diretamente com o aumento da toleféncia a dessecagdo. Esses
parimetros ndo foram alterados durante o desenvolvimento de sementes de uma
espécie intolerante a dessecagdo (Avicennia marina). Segundo os autores, uma

importante  diferenga ultraestrutural que ocorre em sementes em
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desenvolvimento de Phaseolus vulgaris e Aesculus hippocastanun tolerante e
semi-tolerante 4 dessecagdo, respectivamente, é¢ a maior area proporcional de
endomembranas em mitocondrias de células de meristema de radicula em A.
hippocastamum e em P. vulgaris. Os dados sdo consistentes com a hipdtese de
que extensiva vacuolizagio e grande quantidade de metabélitos contribuem para
sensibilidade & dessecacio.

Pammenter et al. (1998), verificaram, por observagdes microscdpicas,
diferengas ultraestruturais quando os tecidos foram secados a duas diferentes
taxas de secagem. Células de eixo de sementes, com conteido de &gua similares,
submetidas a secagem lenta, exibiram deterioragdo de membrana maior do que
as daquelas secadas rapidamente. Situagdio semelhante foi encontrada em células
oriundas de eixos de viabilidade similares, porém com diferentes contetidos de
dgua. Essas observagbes sdo consistentes com a hipétese de que diferentes
processos degradativos causam perda de viabilidade em fungdo da taxa de
secagem, € que as membranas s3o particularmente suceptiveis a danos durante a
secagem lenta. Vale ressaltar que alguns dos danos de ultraestrutura observados

foram resultados da reidratagdo parcial durante a fixa¢io aquosa.

2.5. Acumulagiio de Aciicares

Além de ser um solvente para reagdes bioquimicas, a dgua € um
importante estabilizador estrutural para os organismos. Interagdes hidrofilicas e
hidrofébicas proporcionam estrutura para macromoléculas e organelas dentro da
célula. Estruturas de membranas, consideradas como local primério de danos ‘por
dessecacdo, em particular, dependem dessas interagbes complexas (Crevecoeur,
Deltour e Bronchart, 1976; Senaratna e Mckersie, 1983). A hipétese da
substituicio da agua sugere que compostos polihidroxidos podem substituir a

dgua na estabilizagdo de estrutura de membranas no estagio seco (Crowe, 1971;
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Santarius, 1973). Neste caso os grupos hidroxil podem ligar hidrogénio com
grupos de cabegas polares (Crowe, Crowe ¢ Chapman, 1984), propiciando as
interagdes hidrofilicas necessdrias para estabilizar as estruturas de membrana.

Uma caracteristica das sementes ortodoxas ¢ a sua habilidade para
resistir 4 dessecacdio. Proteinas que ocorrem na maturagdo, sacarose €
oligossacarideos da série rafinose, tém sido considerados como um dos
principais fatores na aquisicdo de tolerdncia A dessecagdo (Horbowicz e
Obendorf, 1994; Vertucci e Farrant, 1995).

A acumulagio de oligossacarideos durante a maturagio de sementes €
associada com a aquisi¢do de tolerdncia a dessecagdio. Aciicares sdo substancias
consideradas eficientes em estabilizar macromoléculas (Colaco et al., 1990;
Hottiyer et al., 1994) e estrutura de membranas (Leprince, Hendry e Mckersie,
1993), durante a dessecagdo. Aglcares redutores, como glicose, frutose,
galactose e maltose estdo ausentes ou presentes em baixas quantidades, em
sementes maduras e secas (Horbowicz e Obendorf, 1994). Agucares redutores,
especialmente monossacarideos, promovem produtos da reagdo Maillard (Sun e
Leopold, 1995), estimulam respiragdo (Leprince e Walters-Vertucci, 1995) e
aumentam a formagdo de radicais livres (Finch-Savage et al., 1994, Leprince et
al., 1995). Entio, tecidos que contém alta concentragGes destes agicares, como
tecidos apicais de sementes germinando, tendem a ser mais sensiveis a
dessecacgio (Koster e Leopold, 1988). Agilicares ndo redutores, como sacarose €
polissacarideos, sio menos reativos ¢ considerados componentes protetores, em
associac#o com tradicionais protetores contra radicais livres, com o ascorbato e
glutationa (Kranner e Grill, 1996; Orthen, Popp € Smirnoff, 1994).

A tolerdncia a dessecagdo parece ser um processo gradual, ¢ a
acumulagio de sacarose se correlaciona com estigios iniciais de tolerancia a
dessecagdio (Sun e Leopold, 1993), todavia, sacarose sozinha ndo € suficiente

para conferir tolerancia a dessecagdo (Brenac et al., 1997).
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Tri- e tetrassacarideos, assim como rafinose e estaquiose,
freqiientemente, ocorrem em quantidades considerdveis em sementes secas de
muitas espécies (Amuti e Pollard, 1977). Esses aguicares servem muitas vezes
como material de reserva ou estio envolvidos na formagdo do estado vitreo
(Bruni e Leopold, 1991; 1992; Koster, 1991). Eles também executam um papel
na protegio de membranas e proteinas, de uma forma semelhante 4 descrita para
os dissacarideos (Crowe et al., 1987; 1988). Em sementes ortodoxas, a menor
relagio entre sacarose ¢ oligossacarideos soliveis confere maior
armazenabilidade (Horbowicz e Obendorf, 1994). A proporgio de
oligosacarideos da familia da rafinose e estaquiose € relevante para o mecanismo
de tolerincia a dessecacdo de sementes (Chen e Burris, 1990, para milho;
Blackman, Obendorf e Leopold, 1992, para soja). Essa hipbtese é de que
oligossacarideos da familia da rafinose previnem a cristalizagéo da sacarose
durante a desidratagiio (Koster e Leopold, 1988; Koster, 1991; Grases et al.,
1994), permitindo a ocorréncia de um estado vitreo no citoplasma (Koster e
Leopold, 1988). Tem sido proposto que a formagao de um estado vitreo estavel e
a acentuada interacio molecular desses aglicares com a agua sdo caracteristicas
cruciais da tolerdncia i dessecacdo ¢ armazenabilidade (Koster ¢ Leopold, 1988;
Koster, 1991; Bruni, 1993; Sun ¢ Leopold, 1994).

Alguns experimentos indicam que acumulagdio de oligossacarideos da
série rafinose, durante a formagdo de sementes, prolonga a sua armazenabilidade
(Bernal-Lugo et al., 1993; Horbowicz e Obendorf, 1994). Esse mecanismo pode
ser aplicado na armazenabilidade de sementes secas, porém em tecidos
intolerantes a dessecagdo a umidade requerida para a formagdo do estado vitreo
¢ muito maior (Sun et al., 1994).

Os oligossacarideos da série rafinose sdo acumulados tradicionalmente
em sementes em desenvolvimento, continuando apds a maturidade e dessecagio

(Saravitz, Pharr e Carter., 1987; Brenac et al., 1997). Os oligossacarideos da
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série rafinose, estio amplamente distribuidos em muitas espécies de sementes €
estio localizados em tecidos que permanecem vidveis apos a dessecagdo,
incluindo o embriio e a camada de aleurona de cereais, cotilédones e tecidos
apicais de legumes e outras dicotiledoneas.

A acumulagio de oligossacarideos, como rafinose e estaquiose, ¢
correlacionada com o mecanismo de tolerdncia & dessecacdo de sementes,
conferindo maior armazenabilidade. Entretanto, carboidratos sozinhos sdo
provavelmente insuficientes para conferir tolerdncia & dessecagéo (Blackman et
al., 1991; Leprince, Hendry e Mckersie, 1993).

2.6. Alteracdes Enzimiticas Relacionadas a Damos de Secagem e

Deterioraciio de Sementes

A exata causa da perda da viabilidade de sementes ainda ndo esta
elucidada. Todavia, vérias mudancas tém sido largamente associadas a
deterioragdo da semente durante o envelhecimento. Na presenga de oxigénio, o
envelhecimento de sementes pode levar a mudangas peroxidativas em acidos
graxos polinsaturados (Wilson e McDonald, 1986). Esses radicais livres
induzem peroxidacio ndo enzimatica e tem grande potencial para danos em
membranas, enzimas e acidos nucleicos e sdo normalmente uma das principais
causas de deterioragéio de sementes armazenadas (Wilson e McDonald, 1986;
Hendry, 1993).

No armazenamento de sementes secas, estresses oxidativos e
peroxidagdo de lipidios, mediados pelos radicais livres séo as razoes da falta da
reorganizagio da membrana durante a embebigdo (Pandey, 1992).

Muitas mudangas bioquimicas ocorrem na deterioragio das sementes.
Essas mudancas incluem alteragGes em atividades enzimaticas, taxas de
respiragio e sintese, degradagdio de acidos nucléicos e proteinas e mudancas na

carga de energia (Priestley, 1986).
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Radicais livres e peroxidagio de lipidios sdo considerados como
principais contribuintes da deterioragéio de sementes (Priestley, 1986, Wilson e
McDonald, 1986, Hendry, 1993). Eles produzem mudangas em acidos graxos
insaturados que afetam a estrutura e propriedades funcionais das membranas
celulares, assim como a inativagdo de proteinas constituintes de membranas e
um aumento na permeabilidade de membrana (Simon, 1974).

A diminuicdo da atividade respiratéria, durante o processo
deteriorativo, sugerido por Wilson e McDonald (1986), ocorre pela quebra do
gradiente protonico necessario para manter o acoplamento respiratério. Segundo
os autores, a membrana da mitocdndria, por ser rica em lipidios insaturados e
devido a presenca de cristas, estd mais sujeita a peroxidagdo de lipidios, o que,
consequentemente, interfere nas taxas respiratdrias.

Para Murray (1984), o efeito negativo da deterioragdo de sementes
sobre taxas respiratorias resulta em atraso na degradacdo de reservas, o que
prejudica o desenvolvimento do embrido. Esse atraso tem sido atribuido a um
escasso desenvolvimento mitocondrial durante as primeiras fases da germinagdo
(Morahashi, Bewley e Yeng, 1981), a falta de hidrélises enziméticas (Rodriguez,
1991) e/ou a escassez de oxidagdo de metabdlitos derivados de hidrélises de
reserva (Woodstock, Furrman e Solomons, 1984). -

A glutamato oxaloacetato transaminase participa da reagdo especifica
de transferéncia de aminogrupo de um aminoécido ao acido o cetoglutarato para
formar o acido glutimico e produzir o cetodcido. Reage em diferentes
velocidades com, aproximadamente, todos os outros aminodcidos, em uma
reagdo reversivel. Essas reagdes ocorrem, sobretudo, no citoplasma e o dcido
glutimico, ao qual a membrana mitocontrial é permedvel, entra na matriz, onde
pode ser novamente transaminado ou ser desaminado pela glutamato
desidrogenase. Essa é, portanto, uma enzima atuante no processo de degradagio

e sintese de proteinas (Conn e Stumpf, 1980), apresentando um importante papel
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na germinagdo de sementes. Utilizando técnicas eletroforéticas, Chauhan,
Gopinathan e Babu (1985) observaram em soja e cevada um aumento do numero
de bandas da glutamato oxaloacetato transaminase com 0 envelhecimento das
sementes. Segundo os autores, essas mudancas no nimero de bandas sio devidas
a um aumento na atividade metabolica que ocorre com a evolugdo do processo
de deterioragao.

A respiragio aerébica ndio é o unico fator que afeta a deterioragdo de
sementes. Zhang et al. (1994) verificaram que, no metabolismo anaerébico, a
produgio de compostos volateis pela semente pode ser um importante fator que
acelera o processo de deterioragdo. Segundo os autores, dentre 0s compostos
volateis, o acetaldeido foi o que proporcionou maiores efeitos danosos,
independente da umidade relativa e temperatura do ambiente de armazenamento,
enquanto o etanol causou deterioragio de sementes somente em condi¢des de
umidade relativa alta. Branddio Jr., Carvalho e Vieira (1999) observou uma
correlagdo positiva entre viabilidade de sementes de milho e atividade da enzima
ilcool desidrogenase. Vantoai, Fausey e McDonald Jr. (1987) afirmam que, no
metabolismo anaerébico o piruvato, primariamente produzido na glicélise, ¢
convertido para acetaldeido pela agiio da enzima piruvato descarboxilase ¢ o
acetaldeido é, entdo, reduzido para etanol pela dlcool desidrogenase

Ushimaru et al. (1999) observaram que, quando pléntulas de arroz,
desenvolvidas em condiges aerdbicas, foram submergidas por mais de 1 dia, as
mudangas morfologicas em resposta a4 hipoxia, a exemplo da elongacdo do
coleoptilo, nio foram observadas. Por outro lado, a atividade de ADH, uma
reconhecida enzima anaerdébica (Sachs e Ho, 1986; Kenned et al, 1992),
aumentou apds a submersdo por 1 dia, e a atividade foi menor do que naquelas
que permaneceram 6 dias submersas. O aumento na atividade de ADH
demostrou que as plantulas que permaneceram submersas por 1 dia, apos 6 dias,

sob condi¢des aerdbicas, foram aclimatadas para condigio de hipoxia.
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Entretanto, a baixa sobrevivéncia e as pequenas mudancas morfologicas indicam
que as adaptacOes foram insuficientes, com relagdo aquelas ocorridas em
plantulas submersas por 6 dias. O moderado aumento na atividade de ADH em
plantulas de arroz de 6 dias de desenvolvimento que foram colocadas em
condi¢des de hipoxia por 1 dia, sugere falhas em suprir suficientemente ATP,
via fermentagio alcéolica, o que, provavelmente, foi responsavel pela rapida
morte das plantulas.

Um indicador inicial de danos de membranas induzidos por dessecagéo ¢
a lixiviagfio de varias solutos citoplasméticos (ions, agticares e proteinas) que
ocorrem quando da reidratagio de tecidos de sementes dessecadas (Senaratna ¢
Mckersie, 1983; 1986; Crowe et al., 1989). A quantidade de lixiviados
citoplasmaticos correlaciona positivamente com a sensibilidade a dessecacdo
(Senaratna e Mckersie 1983; 1986). Experimentos na cinética de lixiviados ¢ a
perda natural de substincias mostraram que lixiviados refletem uma perda
parcial da semi-permeabilidade de membranas, sugerindo que a injuria por
dessecagdo esta diretameme associada a disfuncdo de membrana (Senaratna e
Mckersie, 1986). O efeito da desseca¢@io na organizagdo fisica da bicamada de
lipidios, tem sido investigado em muitos sistemas experimentais, incluindo
modelo de membrana isolada de tecidos vivos (Crowe et al., 1986; Senaratna e
Mckersie, 1986) ou preparado de misturas de lipidios (Crowe et al., 1988;
Mckersie, Hoekstra e Krieg, 1990).

Segundo Tyagi (1992), a perda da integridade de membrana estd
diretamente associada ao mecanismo de envelhecimento de sementes. Desse
modo, quando embebida em dgua, as sementes deterioradas apresentam maior
lixiviagio de solutos, sendo essa liberagdo proporcional ao estado de
desorganizagiio das membranas.

A peroxidacdo de lipidios resulta em danos de membranas, fator de

grande importincia na deterioragio de sementes armazenadas e redugdo na



longevidade de sementes sob condigGes naturais (Khan et al., 1996). Aumento
nos danos de radicais livres e declinio na atividade de sistemas de
processamento desses radicais, durante o envelhecimento acelerado, tem sido
vinculado 4 perda de viabilidade de sementes (Bailly et al., 1996; Basavarajappa,
Shetty e Prakash, 1991; Lin, 1988).

Espécies de oxigénio ativado, como radicais superdxidos (0,), oxigénio
singleto (-0.), peréxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil (OH), sdo
gerados em ambientes estressantes por excitagio excessiva do metabolismo
(Okuda et al., 1991, Wise e Naylor, 1987). Espécies de oxigénio ativados séo
supostamente responsaveis pela injaria induzida pelo congelamento, por serem
produzidos em altas concentragdes durante o estresse por frio (Kendall ¢
Mckersie, 1989) e podem iniciar reagdes degradativas, causando peroxidagdo de
lipidios e danos is membranas, degradagdo de proteinas e extingdo de clorofila
(Bowler, Montagu e Inzé, 1992; Rice-Evans, Deplock e Symors, 1991).

Fosfatases representam um extenso grupo de enzimas no reino vegetal.
Enquanto fosfatase dcida em cereais tem sido extensivamente estudada, existem
poucas informagdes sobre fosfatase alcalina. A enzima fosfatase acida (ACP)
participa em reagdes de hidrélise de esteres podendo atuar sobre fosfolipidios de
membrana, provocando a peroxidagdo de lipidios. Rajagopal e Sen-Mandi
(1992) observaram maior ‘atividade dessa enzima em embrides de sementes de
arroz envelhecidas artificialmente em relagio a embrides de sementes
envelhecidas naturalmente e ndo envelhecidas. Outra enzima que também
participa da hidrolise de esteres, é a esterase (EST). Shatters et al. (1994),
trabalhando com sementes de soja, observaram perda de 77% da atividade de
duas esterases ap6s 48 h de envelhecimento e o aumento da atividade total dessa
enzima com o envelhecimento. Ja a lipoxigenase (LOX) € uma classe de
enzimas que contribui na peroxidagdo de lipidios (Tappel, 1962). Essa enzima

catalisa a introdugio de oxigénio molecular em édcidos graxos polinsaturados e
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seus derivados com um sistema cis, cis-1,4-pentadieno. Sua a¢io pode gerar
quantidades significantes de hidroperéxidos. Estes, juntamente com
catalisadores metalicos, podem servir como iniciadores de diferentes radicais
livres, os quais, subsequentemente, proliferam e aceleram a oxidagéo de lipidios
(German e Kinsella, 1985). Além disso, segundo Lagocki et al., 1976 os
hidroperéxidos parecem ativar a lipoxigenase.

Para neutralizar estes eventos toxicos, sistemas anti-oxidativos estdo
presentes nos tecidos das plantas. Esses sistemas protetores sdo compostos de
constituintes enzimaticos e nd#o enzimiticos, sendo um dos mais eficientes
mecanismos de desintoxica¢do, no qual o perdxido de hidrogénio é removido
(Foyer, Descourvieres ¢ Kunert, 1992). Os danos celulares causados pela
peroxidagiio de lipidios podem ser reduzidos ou prevenidos por mecanismos
protetores, envolvendo enzimas removedoras de radicais livres e de peréxidos
como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (PO)
(Basavarajappa, Shetty e Prakash, 1991; Jeng ¢ Sung, 1994; Bailly et al., 1996).

As superéxidos dismutase sdo um grupo de metaloenzimas as quais
catalizam a desproporcionalizagio de radicais superéxidos livres (02),
produzidos em diferentes locais na célula, para oxigénio molecular ¢ H;0,
(Rabinowitch e Fridovich, 1983). Existem essencialmente 3 tipos de SOD
contendo Mn, Fe, ou Cu mais Zn como metais prostéticos. SOD exerce um
importante papel em proteger a célula contra os efeitos deletérios de radicais
superoxidos livres (Halliwell e Gutteridge, 1989). A SOD ¢ geralmente
considerada como chave na regulagdes de concentragGes intracelulares de
radicais superéxidos (0;) e peréxidos, os quais podem reagir nas reag3es de
Haber-Weiss para formar radicais hidroxil (Bowler, Montagu e Inzé, 1992)
levando a peroxidagio de lipidios (Gutteridig ¢ Halliwell 1990).

Em células vegetais plastideos, mitocondrias e microcorpos

inevitavelmente produzem oxigénio ativo. O radical superéxido (0O;) € gerado
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pelo sistema de transporte de elétron em plastideos e mitocdndrias. Per6xido de
hidrogénio (H,0) ¢ produzido por intermédio de processos da B-oxidagdo em
glioxissomos e da fotorespiragio nos peroxissomos. Peréxidos (Oz) séo
dismutados pela superéxido dismutase (SOD) para H,0; e H,0. Peréxido de
hidrogénio (H,05), gerado em microcorpos, é desintoxicado principalmente pela
catalase, enquanto em outros compartimentos subcelulares, este € removido pela
ascorbato peroxidase (APX) (Asada e Takahashi, 1987).

Com a reacdo catalizada pela APX, ascorbato é oxidado para radicais
monodehidroarcorbato. Para reciclagem do ascorbato, monodehidroascorbato
redutase (MDAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) ¢ glutationa redutase
(GR) sdo necessarias. Essas sete enzimas antioxidativas estdo envolvidas no
sistema desintoxicativo em plantas (Asada e Takahashi, 1987).

Bailly et al. (1996) verificaram que a perda da viabilidade de sementes
de girassol estd associada ao decréscimo na atividade da superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR).

A catalase estid envolvida na remogdo de peroxido de hidrogénio
(Fridovich, 1986; Smith, 1989). A redugdo na atividade dessa enzima
provavelmente resulta de um decréscimo no nivel de glutatione reduzido,
reconhecido com um importante fator na prevengéo de injirias oxidativas.

As peroxidases desempenham um papel critico no metabolismo das
plantas e na oxidagfio por perdxidos, como um aceptor de hidrogénio. As
peroxidades desempenham papel importante nos mecanismos de defesa, e sua
atividade é estimulada no local de injiria, quando da introdugdo de patégenos
(Gaspar, Pennel e Gresppin, 1986). Sio encontradas na maioria dos tecidos das
plantas em multiplas formas. Devido a estabilidade das peroxidases e de suas
habilidades para catalisar uma variedade de reagdes, tem sido especulado que
elas podem contribuir para a prevengio de degeneracio na qualidade de
produtos de plantas. (Weng et al., 1991). Em sementes, a perda da atividade
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dessa enzima pode tornar a semente mais sensivel aos efeitos de O, e radicais
livres sobre acidos graxos insaturados de membranas. Essa enzima previne a
formagdo de perdxido nas células, o que provocaria danos as mesmas € tornaria
as sementes mais sujeitas a perdas de viabilidade.

Muitos estudos tém focalizado alteragbes de enzimas antioxidativas em
relagio a tratamentos de baixa temperatura. (Pinheiro et al., 1997; Saruyama e
Tanida, 1995). Alguns autores (Scebba, Sebastiani e Vitagliano, 1998; Schoner e
Krause, 1990) tém verificado um rapido e transitério aumento nos niveis de
superéxido dismutase, catalase e peroxidase (Okuda et al., 1991) correlacionado
a maior tolerdncia ao estresse oxidativo (Bridger et al., 1994). Um decréscimo
de protegdio enzimética contra ataque oxidativo também foi associado a perda de
viabilidade em sementes durante a secagem (Hendry et al., 1992).

Assim, a incapacidade dos tecidos das sementes sensiveis a4 dessecagdo
de efetuarem adequada protegdo contra eventos oxidativos, consequente do
metabolismo desorganizado durante a desidratagdo, pode ser considerada como
uma das principais causas da sensibilidade a dessecagao.

As sementes recalcitrantes parecem possuir mecanismos antioxidantes
(Hendry et al, 1992; Finch-Savage, Hendry ¢ Atherton, 1994), no entanto, esses
mecanismos protetores podem se prejudicar sob condigSes de estresse hidrico
(Smith e Berjak, 1995); sendo, portanto, ineficientes em termos de protegdo
contra danos por dessecagdo. Hendry et al. (1992) e Finch-Savage et al. (1993)
verificaram um aumento de radicais livres e uma diminuigdo da atividades das
enzimas removedoras desses radicais durante a desidratagio dos eixos de
sementes ndo tolerantes a dessecagdo (Quercus robur). Leprince et al. (1990) e
Leprince (1992), verificaram uma drastica redugdio da atividades da enzima
superéxido dismutase e da peroxidase em radiculas de milho intolerantes a

dessecagdo.
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Alguns autores observaram que o declinio da atividade da catalase
(Bailly et al., 1996; Sung, 1996; Sung e Chin, 1995), da esterase (Shatters et al.,
1994), da peroxidase (Sung, 1996; Sung e Chin, 1995; Sung e Jeng, 1994;
Basavarajappa, Shetty e Prakash, 1991), e da superéxido dismutase (Bailly et al.,
1996, Sung, 1996; Sung e Chin, 1995; Sung e Jeng, 1994; Pukacka, 1992) foi
concomitante com o aumento do envelhecimento natural e/ou artificial das
sementes. Em contrapartida, Puntarulo e Boveris (1990), observaram um
aumento de atividade da catalase e peroxidase em ambos envelhecimentos
(natural e artificial) de eixos de soja.

A perda da atividade enzimatica pode ser resultado ou ainda induzido
por deterioragio de proteinas (ex. reagio Maillard) Sun e Leopold (1995). Dessa

forma, essa aparente reducdo da atividade enzimdtica protetora no metabolismo
. de peréxido, que ocorre com o envelhecimento, pode levar a ineficiéncia do
sistema de protegdo das sementes.

Dessa forma, fica evidente a necessidade de se conhecer mais
profundamente os mecanismos envolvidos na perda da viabilidade de sementes
de café, anteriormente a qualquer programa que visa a estudar condigdes ideais

para o armazenamento das sementes dessas espécies.
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CAPITULO 2

Aquisi¢cio da Tolerdncia 4 Dessecaciio nos Diferentes Estidios de
Desenvolvimento de Sementes de Cafeeiro (Coffea arabica L.)

1 RESUMO

BRANDAO JUNIOR, Delacyr da Silva. Aquisicio da Tolerdncia a
Dessecacio nos Diferentes Estidios de Desenvolvimento de Sementes de
Cafeeiro (Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 2000. 144 p. (Tese -
Doutorado em Fitotecnia)*

A aquisi¢do da tolerdncia a dessecagio pode ocorrer durante o desenvolvimento
das sementes de diversas espécies, entretanto para sementes de cafeeiro, os
resultados apresentados pela literatura ainda ndio sdo conclusivos. A presente
pesquisa foi desenvolvida com os objetivos de verificar em que estddio de
desenvolvimento sementes de Coffea arabica adquirem tolerdncia a dessecagdo e
o efeito imediato e ao longo do armazenamento, da secagem sobre a viabilidade e
vigor dessas sementes. Foram utilizadas sementes de cafeeiro da cultivar Acaid
Cerrado colhidas nos estadios verde (chumb@o), verde cana e cereja. Parte das
sementes nio foi submetida & secagem (controle) e parte foi secada em estufa de
circulagdo forgada, regulada i temperatura constante de 30°C, até atingirem o
grau de umidade de 15%. Posteriormente, as sementes foram acondicionadas em
recipientes de vidro de 200 ml hermeticamente fechados € mantidos em cimara a
temperatura de 10°C e 50% UR. As avaliagSes foram efetuadas aos zero, 3, 6 ¢ 9
meses de armazenamento, sendo avaliado o grau de umidade, a condigdo
fisiolégica, por meio dos testes de germinagio, protrusio radicular, percentagem
de raizes secundarias, emergéncia em cdmara de crescimento ¢ indice de
velocidade de emergéncia e da condig¢do bioquimica pela anélise eletroforética de
isoenzimas. Para andlise eletroforética foram utilizados os sistemas
isoenzimaticos alcool desidrogenase (ADH), fosfatase acida (ACP), fosfatase
alcalina (AKP), esterase (EST), catalase (CAT), peroxidase (PO) e glutamato-
oxiloacetato transaminase (GOT). Pelos resultados pode-se observar que
sementes de cafeeiro apresentam um aumento do nivel de tolerdncia a dessecac¢do
com o aumento do desenvolvimento. Sementes secadas a 15% de umidade
mantém a qualidade fisiologica ao longo de nove meses de armazenamento sob
condicio de 10°C e 50% de UR. Sementes ndo secadas (50% de umidade)
apresentam queda linear ao longo do armazenamento sob condigio de 10°C, 50%
UR e embalagem hermética.

* Comité Orientador: Prof®. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira —
UFLA (Orientadora), Dr. Henk W.M. Hilhorst - WUR, Prof’. Edila Vilela de
Resende Von Pinho, Prof*. Maria Laene Moreira de Carvalho, Prof. Renato
Mendes Guimaries, Prof. José da Cruz Machado.
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2 ABSTRACT

BRANDAO JUNIOR, Delacyr da Silva. Acquisition of desiccation tolerance
in coffee seeds at different developmental stages: UFLA, 2000. 144 p.
(Thesis — Doctorate in Plant Science)*

Acquisition of desiccation tolerance is a phenomenum which may occur during
the development of seeds of several species, being little investigated for coffee
seeds. The present research was carried out with the objective of verify in
which stage of development of coffee seeds tolerance to desiccation is acquired.
Seeds of Coffea arabica cultivar Acaia Cerrado harvested at three maturation
stages, green, yellow and redish were used. Part of the seeds was dried in forced
air, under constant temperature of 30°C until the seed moisture content reached
15%. Then seeds were stored in hermetic containers in cool chamber at 10°C of
temperature and 50% of relative humidity. The evaluation was made after zero,
3, 6 and 9 months of storage, looking at moisture content, physiological
conditions through  germination test, radical proctrusion, percentage of
secundary roots, emergence in growth room, emergence speed index, and
biochemical condition by electrophoretic analysis of isoenzymes. For the
electroforetic analysis the following isoenzimatic systems were used: alcoho!
desidrogenase (ADH), acid phosphatase (ACP), alkaline phosphatase (AKP),
esterase (EST), catalase (CAT), peroxidase (PO) and gluthamate oxiloacethate
transaminase (GOT). According to the results it was possible to conclude that
coffee seeds present an increased desiccation tolerance as they reach later
stage of development. Seeds harvested at the green and yellow stages presented
a decline in the production of secondary roots and percentage of seedling
emergence. Drying seeds to 15% moisture content provided conditions to keep
physiological quality throughout 9 months storage under 10°C and 50% relative
humidity. Non dried seeds (50% moisture content) present a linear reduction in
the physiological quality when stored at 10°C, 50% relative humity in hermetic
container.

*Guidance Committee: Prof. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira -
UFLA (Major Professor), Dr. Henk W.M. Hilhorst - WUR, Prof, Edila Vilela de
Resende Von Pinho, Prof. Maria Laene Moreira de Carvalho, Prof. Renato
Mendes Guimaraes, Prof. José da Cruz Machado.
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3 INTRODUCAO

A armazenabilidade das sementes ortodoxas ¢ aumentada por
decréscimo de temperatura no armazenamento e teor de dgua da semente
(Roberts, 1973). Sementes ortodoxas sdo, consequentemente, tolerantes &
dessecagdio. J4 as sementes recalcitrantes ndo obedecem essas regras, desde que
elas perdem a viabilidade, quando o seu grau de umidade ¢ reduzido para alguns
valores relativamente baixos (Roberts, 1973). Além disso, algumas sementes
recalcitrantes, de origem tropical, também sdo susceptiveis a injuria por
resfriamento, ocorrendo morte de sementes, na faixa de temperatura de 10 a
15°C (Chin, 1988).

Alguns autores classificaram as sementes de cafeeiro (C. arabica) como
recalcitrante (Roberts, 1973; King, 1979), mas, apés alguns anos, foi sugerido
que as sementes de cafeeiro ndo eram verdadeiramente recalcitrantes e poderiam
ser ortodoxas (Roberts King e Ellis, 1984). Ellis, Hong e Roberts (1990),
sugeriram uma categoria intermediaria para sementes de cafeeiro, onde estas
possam resistir & desidratacio at¢ um certo grau de umidade, mas tém sua
armazenabilidade reduzida.

A aquisigio da tolerdncia 2 dessecagio ocorre durante ©
desenvolvimento das sementes de diversas espécies, entretanto para sementes de
cafeeiro, os resultados apresentados pela literatura variam em funcdo das
diferentes espécies do género Coffea. Ellis, Hong € Robert (1991), verificaram
que sementes oriundas de frutos de maturidade intermediaria (verde cana) foram
mais tolerantes a dessecagdo do que as colhidas no estidio cereja (frutos
maduros) ou no estidio verde (imaturos). Ja Carvalho e Alvarenga (1979)
observaram que a germinagéo de sementes oriundas de frutos maduros foi muito

superior a de frutos imaturos ou de maturidade intermediaria. Guimaries (2000)
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detectou que o vigor das sementes de cafeeiro aumentou sensivelmente na fase
de desenvolvimento entre os estadios verde e verde cana.

A incapacidade dos tecidos das sementes sensiveis & dessecagdo
efetuarem adequada prote¢do contra eventos oxidativos, conseqiientes do
metabolismo desorganizado durante a desidratagio e armazenamento, pode ser
considerada como uma das principais causas da sensibilidade & dessecacgdo e
baixa longevidade das sementes (Leprince , Hendry e Mckersie, 1993). Dessa
forma, o balangco entre geracdio e remogdo de radicais, mantido durante a
secagem ¢ armazenamento das sementes, se relacionard com a longevidade das
mesmas.

Danos celulares causados pela peroxidagdo de lipidios podem ser
reduzidos ou prevenidos por mecanismos protetores, dentre as quais pode-se
citar: enzimas removedoras de radicais livres e de per6xidos como a superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (PO) (Basavarajappa, Shetty e
Prakash, 1991; Jeng e Sung, 1994; Bailly et al., 1996; Brand3o Jr., Carvalho e
Vieira, 1999, Branddo Jr. 1996; Vieira, 1996). Todavia, enzimas como fosfatase
acida (ACP) e fosfatase alcalina (AKP), podem atuar sobre fosfolipidios de
membrana, provocando a peroxida¢@io desses lipidios (Rajagopal e Sen-Mandi,
1992; Vieira, 1996; Brandio Jr., Carvatho e Vieira, 1999; Brandio Jr., 1996).

Além da importincia das enzimas associadas ao processo de
peroxidacdo, a alteragdo na atividade de enzimas ligadas ao processo respiratorio
pode contribuir para a perda da viabilidade da semente. Segundo Wilson e
McDonald (1986) a membrana da mitocondira, por ser rica em lipidios
insaturados ¢ devido & presenga de cristas, apresenta mais intensamente a
peroxidagdo desses lipidios, o que acaba por interferir com a taxa respiratoria.
Enzimas, como dlcool desidrogenase (respiragdo anaerébica) e glutamato-

oxaloacetato transaminase (GOT) (ciclo de Krebs), tém sido investigadas para
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correlagio com viabilidade (Branddo Jr. 1996; Throuneberry e Smith, 1955;
Chauran, Gopinathan ¢ Babu, 1985).

Torna-se evidente a necessidade de se conhecer mais profundamente os
mecanismos envolvidos na perda da viabilidade de sementes de cafeeiro,
anteriormente a qualquer programa que visa a estudar condigGes ideais para o
armazenamento das sementes dessa espécie.

A presente pesquisa foi realizada com os objetivos de verificar em que
estadio de desenvolvimento sementes de Coffea arabica adquirem tolerdncia a
dessecagiio, e o efeito imediato e ao longo do armazenamento, da secagem sobre

a viabilidade e vigor das sementes de cafeeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Analise e
Biotecnologia de Sementes da Universidade Federal de Lavras (MG). Foram
utilizadas sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.), cultivar Acaid Cerrado,
cothidas em campos de produgdo de sementes da universidade.

A colheita e despolpamento dos frutos nos estidios verde (chumbio),
verde cana e cereja, foram efetuados manualmente. Apé6s despolpados, os frutos
foram degomados por submersdio em dgua 4 temperatura constante de 30°C
durante o periodo de 24 horas. Em seguida, as sementes foram lavadas em agua
corrente e colocadas sobre papel toalha para retirada do excesso de agua. Parte
das sementes ndo foi submetida a secagem (controle) ¢ parte foi secada em
estufa de circulagéio for¢ada, regulada a temperatura constante de 30°C, até as
sementes atingirem o grau de umidade de 15% (base imida). Posteriormente, as
sementes foram acondicionadas em recipientes de vidro de 200 ml com tampa,
lacradas e armazenadas em cimara fria 4 temperatura de 10°C e 50% UR.

As avaliagdes foram efetuadas antes (zero) e apds 3, 6 ¢ 9 meses de
armazenamento, quanto ao grau de umidade, a condigio fisioldgica, por meio
dos testes de germinagdo, protrusio radicular, percentagem de raizes
secundarias, emergéncia em camara de crescimento e indice de velocidade de

emergéncia e da condigéio bioquimica pela anilise eletroforética de isoenzimas.

4.1. Determinacio do grau de umidade

Foi determinado pelo método da estufa 105°t 3°C durante 24 horas,
utilizando duas repetigdes para cada espécie, conforme prescrigdes das Regras
para Analise de Sementes (Brasil, 1992). Os resultados foram expressos em

percentagem.
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4.2. Qualidade fisiolégica das sementes

.. Teste de germinacio

O teste de geminagdo foi realizado com quatro subamostras de 50
sementes para cada uma das quatro repetigSes dos tratamentos. O endocarpo da
semente foi removido antes da semeadura, que foi realizada em papel toalha no
sistema rolo, umedecido com 4gua na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel.
Os rolos, contendo as sementes, foram mantidos em germinador regulado a
temperatura constante de 30°C. As avaliagdes foram feitas ap6s 15 dias
(protrusdo de radicula) e 30 dias do inicio do teste, computando-se as plantulas
normais. Foram consideradas plintulas normais aquelas que apresentavam
radicula e hipocétilo com comprimento superior a 2 cm € se encontravam

aparentemente sadias.

.. Protrusio radicular
A porcentagem de protrusio de radiculas foi avaliada aos 15 dias apds

semeadura.

.. Percentagem de raizes secundarias
Foi efetuada, conjuntamente com o teste de germinagdo, onde foram
computadas, aos 30 dias apos a semeadura, as plintulas que apresentavam raizes

secunddrias. Os resultados foram expressos em percentagem.

.Emergéncia sob condigies de cAmara de crescimento
Esse teste foi conduzido em bandejas, contendo uma mistura de
areia+terra na proporgdo de 2:1. Foram utilizadas 4 repetigdes de 50
sementes/amostras semeadas a uma profundidade de 3 cm. As bandejas foram

dispostas inteiramente casualizadas em camara de crescimento regulada a
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temperatura constante de 30°C em regime alternado de luz e escuro de 12 horas.
No decorrer do teste foram realizadas regas quando necessadrias. A emergéncia
foi determinada com contagem unica das plantulas emergidas, aos 60 dias apds
semeadura. Foram consideradas emergidas plintulas que apresentavam o0s

cotilédones acima do substrato. Os resultados foram expressos em percentagem.

.. Indice de velocidade de emergéncia
O indice de velocidade de emergéncia foi conduzido conjuntamente
com o de emergéncia. A velocidade de emergéncia foi determinada anotando-se
diariamente o nimero de plantulas com mais de 2 cm de comprimento, até a
completa estabilizagdo do estande. O indice de velocidade de emergéncia foi

estabelecido segundo critérios de Maguirre (1962).

4.3. Andlise eletroforética

Para anilise eletroforética de isoenzimas foram utilizadas amostras de
100 sementes de cafeeiro liofilizadas e trituradas a frio em moinho refrigerado.
O triturado foi armazenado em deep freezer a -85°C.

A extragdo das enzimas foi efetuada adicionando a 100 mg do pé da
semente  200pl do tampdo de extragdio (0,2M Tris, pH 8,0, 0,1% B
mercaptoetanol, 0,4% PVP, 0,4% PEG, ImM EDTA). O homogeneizado foi
incubado em gelo por 2 horas e centrifugado a 16000 xg a 4°C por 60 minutos.
Posteriormente 30pl do sobrenadante de cada tratamento foram aplicados nos
géis de poliacrilamida a 4,5% (gel concentrador) e 7,5% (gel separador). As
corridas eletroforéticas foram desenvolvidas a 12 mA no gel concentrador e 24
mA no gel separador. Os géis foram revelados para: dlcool desidrogenase
(ADH), esterase (EST), fosfatase dcida (ACP), fosfatase alcalina (AKP),
catalase (CAT), peroxidase (PO) e glutamato-oxalacetato transaminase (GOT),

de acordo com metodologia descrita por Alfenas (1998), sendo que a peroxidase
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foi revelada apenas para os periodos de armazenamento de zero e trés meses € a

alcalina para os periodos de seis e nove meses.

4.4. Procedimento estatistico

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (3x2x4) com 4 repetigdes, sendo 3 estadios de desenvolvimento (verde,
verde cana e cereja), 2 teores de dgua (sementes ndo secadas e secadas a 15% de

umidade) e 4 épocas de avaliagio (zero, 3,6 ¢ 9 meses). Os dados percentuais

foram transformados em arc. sen m , sendo realizada anilise de variincia
para todos os pardmetros analisados, excetuando para a analise eletroforética.
Para comparagio das médias de estidio de desenvolvimento ¢ dos
efeitos da secagem sobre as sementes foi utilizado o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, enquanto que, para comparagdo das épocas de avaliagdo, foi

empregado o estudo de regressao polinomial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados contidos na Tabela 1, observa-se que as sementes de
cafeeiro, colhidas em diferentes estidios de maturagio, mantiveram seus teores
de 4gua praticamente inalterados durante o armazenamento, o que demostra que
os recipientes utilizados se mostraram eficientes em manter a umidade das

sementes.

Tabela 1. Valores médios de umidade das sementes de cafeeiro, colhidas em
diferentes estadios de desenvolvimento, antes ¢ apds a secagem, ao
longo do armazenamento em camara fria (10°C e 50% UR). UFLA,
Lavras, MG, 2000.

Estidio de Umidade (%)

Maturaggo 0 Meses 3 Meses 6 Meses 9 Meses
Verde imida 53,0 52,3 53,2 52,8
Verde cana iimida 50,0 49,7 50,3 50,5
Cereja umida 49,7 51,1 49,.3 50,3
Verde seca 15,7 16,4 16,5 16,3
Verde cana seca 14,4 15,7 14,3 14,7
Cereja seca 13,2 13,3 13,2 13,3

Pelos resultados da anilise de variancia (Tabela 1A), observa-se que,
durante a primeira época de avaliagio, houve efeito significativo para os fatores:
estddio de desenvolvimento; secagem e interagdo entre estes fatores para todos
os pardmetros avaliados. Os valores médios e os coeficientes de variagdo das

avaliagbes de protrusdo radicular, germinagdo, percentagem de raizes
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secundarias, emergéncia em cimara e indice de velocidade de emergéncia estdo
presentes na Tabela 2.

Pelos resultados dos testes determinantes da condigdo fisioldgica,
conduzidos anteriormente ao armazenamento, pode ser verificado que a
qualidade fisiolégica das sementes colhidas no estadio verde e ndo secadas
(controle) foi inferior a daquelas colhidas no estadio verde cana ¢ cereja, que por
sua vez nio diferiram significativamente entre si (Tabela 2). Esses resultados
contrastam com os obtidos por Carvalho e Alvarenga (1979) que detectaram
valores percentuais de germinagdo inferiores nas sementes de cafeeiro colhidas
no estadio verde (chumbinho) e verde cana, em relacdo as colhidas no estadio
cereja.

Os testes determinantes da condigéio fisiologica detectaram reducdes
percentuais significativas quando as sementes, colhidas no estadio verde, foram
secadas para 15% de umidade. Por outro lado, os testes de emissdo de raizes
secundarias ¢ emergéncia em camara de crescimento, detectaram diferencgas
significativas do efeito da secagem sobre a condicdo fisiolégica das sementes,
colhidas no estiadio verde cana, e nio foi detectada nenhuma diferenca
significativa para efeito de secagem nas sementes colhidas no estadio cereja
(Tabela 2). Esses resultados sugerem que sementes de C. arabica colhidas no
estadio verde ndio toleram a dessecagdio e que, entre o estdio verde e verde cana,
adquirem certa tolerdncia a dessecagdo, tornando-se, no entanto, mais tolerante
no estadio cereja. Diversos autores (Bochicchio et al., 1993, 1994, 1996; Brenac
et al., 1997) verificaram que embrides frescos de sementes de milho germinam
mesmo em estidio precoces de desenvolvimento, quando eles ainda sdo
intolerantes a dessecagio, € que a secagem induz a um desvio do programa de
desenvolvimento para o programa de germinagdo, no caso de sementes

ortodoxas.
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Tabela 2. Resultados médios de protrusfo radicular, germinagdo, percentagem de raizes secundérias, emergéncia e indice
de velocidade de emergéncia de sementes de cafeeiro colhidas em diferentes estidios de desenvolvimento,

antes (controle) e apés a secagem. UFLA, Lavras, MG, 2000.

56

Protrusfio radicular Germinaciio Raiz secunddiria
Maturaciio (%) (%) (%)
Secadas Controle Secadas Controle Secadas Controle
Cereja 85,1a A 84,5a A 96,3a A 96,3a A 858a A 885a A
Verde cana 80,1a A 86,5a A 949a A 92,1ab A 546 b B 83,5a A
Verde 50,0 bB 73,2 bA 63,1 bB 86,0 b A 234 ¢B 50,5 bA
C.v. 6,749 5,719 5,655
Média 61,635 71,516 54,326
Emergéncia Velocidade de Emergéncia
Maturagiio (%) (Indice)
Secadas Controle Secadas Controle
Cereja 95,1a A 98,2a A 1,115a A L115a A
Verde cana 943a B 993a A 1,082a A I,132a A
Verde 439 b B 76,3 bA 0,508 bB 0.845 bA
C.v. 6,666 8,169
Média 70,546 0,972

-Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maiiscula na linha, relativo a cada parametro, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)



De uma maneira geral, pode ser observado que sementes colhidas nos
estadios verde cana e cereja, apresentaram uma melhor condigdo fisiologica que
aquelas colhidas no estadio verde, sendo que os testes de percentagem de raizes
secundarias e emergéncia em cimara de crescimento detectaram ser a semente
colhida no estadio cereja, significativamente, mais tolerante a desseca¢do que as
colhidas no estadio verde cana, seguidas das colhidas no estadio verde (Figura 1
e 2). Aratijo, Corréa e Pereira (1989), nao verificaram efeito imediato da
secagem nas temperaturas de 30 e 40°C sobre a qualidade das sementes oriundas
de frutos cereja. O efeito deletério da secagem s6 foi verificado apés o periodo
de seis meses de armazenamento sob condi¢des de ambiente de laboratdrio.
Guimariies (2000) detectou que o vigor das sementes de cafeeiro aumentou
sensivelmente na fase de desenvolvimento entre os estadios verde e verde cana.
Entretanto, Ellis, Hong e Roberts (1991), verificaram que sementes de cultivares
de C. arabica, oriundas de frutos de maturidade intermediaria, apresentaram-se
mais tolerantes a uma dessecacdio até 4-5% de umidade do que as de frutos
maduros ou imaturos. Ellis, Hong e Roberts (1991), utilizaram lotes de sementes
de diferentes procedéncias com diferentes estadios de maturagao, podendo ter

ocorrido efeito do lote, além da maturagio.
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Anilise eletroforética

Pelas Figuras 3 e 4 podem ser observados os padroes eletroforéticos da
fosfatase dcida (ACP), esterase (EST), alcool desigrogenase (ADH), catalase
(CAT), peroxidase (PO), e glutamato-oxilacetato transaminase (GOT) das
sementes de cafeeiro colhidas em diferentes estddios de maturago e submetidas
a secagem. Nota-se que, em fungdo da secagem e do estidio de maturagdo das
sementes de cafeeiro, ocorreram alteragdes nos padrées eletroforéticos das
enzimas, com excegdo da ACP que ndo apresentou atividade.

A enzima fosfatase acida participa em reagdes de hidrélise de esteres,
podendo atuar sobre fosfolipidios de membrana, provocando a peroxidagio
desses lipidios. Autores como Branddo Jr. (1996) e Vieira (1996) s6 verificaram
atividade da fosfatase écida naquelas sementes de milho e algodio,
respectivamente, que se apresentavam em avancado processo de deterioragio.
Vieira (1996), observou ainda grande incidéncia de microrganismos naquelas
sementes que apresentavam atividade da ACP e levantou a hipétée de que a
atividade detectada poderia ser proveniente dos microrganismos que se
encontravam em associa¢éio com as sementes.

As enzimas élcool desidrogenase (ADH) e catalase (CAT) apresentaram
atividade apenas em sementes submetidas 4 secagem e foi observado um
aumento da intensidade das bandas, em fungdo do estiadio de desenvolvimento.
Esses resultados se relacionam com os detectados pelo teste de percentagem de
raizes secundarias, em que foram obtidos valores percentuais menores em
sementes secadas, quando colhidas no estddio verde e verde cana (Figura 2),
fato esse que sugere uma menor tolerdncia 3 dessecagio nesses estadios.
Provavelmente, os danos ocasionados as sementes pela retirada da agua tenham
contribuido para uma mudanga da via molmal de suprimento de AATP,

podendo a atividade da ADH resultar em um suprimento imediato de ATP, via
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fermentagdo alcodlica Dessa forma, a via fermentativa torna-se fundamental
para a manutengio da viabilidade da semente na condigdo seca. A ADH € uma
enzima que atua no metabolismo anaerdbico, no entanto o metabolismo de
sementes secadas e armazenadas & baixa temperatura e umidade relativa (10°C ¢
50% UR), é reduzido e a maior atividade da ADH pode resultar de imediato em
maior suprimento de ATP, via fermentagéo alcdolica.

As fungdes metabolicas da enzima catalase (CAT) e os resultados de
atividade dessa enzima, também sugere, a exemplo do ji detectado por outras
determinagdes, um aumento da tolerdncia & dessecagdo com o aumento do
estadio de desenvolvimento das sementes. A catalase, enzima envolvida na
remogio de peréxido de hidrogénio (Fridovich, 1986), pode desempenhar um
controle desses peroxidos enddgenos, através de um ciclo de 6xido-redugéo,
envolvendo glutadione e ascorbato (Smith et al., 1989). A menor atividade desta
enzima, provavelmente, resulta na diminuigio da prevengdo de danos
oxidativos. Esses danos ocorrem, principalmente, em tecidos de sementes
sensiveis a desidratagio. A maior atividade dessa enzima em sementes colhidas
no estadio cereja e a menor em sementes do estidio verde, e auséncia da
atividade em sementes ndo secadas, pode estar relacionada a tolerdncia a
dessecagiio, pois, segundo Leprince, Hendry ¢ Mckersie (1993), a incapacidade
dos tecidos das sementes sensiveis & dessecacdio efetuarem adequada prote¢do
contra eventos oxidativos, conseqilentes do metabolismo desorganizado durante
a desidratacdio e armazenamento, pode ser considerada como uma das principais
causas da sensibilidade 4 dessecagdo e baixa longevidade das sementes. Esses
resultados sdo concordantes com os obtidos por Bailly et al. (1996), Sung e
Chin (1995) e Sung (1996), que verificaram um decréscimo da atividade da

catalase com a perda da viabilidade das sementes.
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Pelo zimograma da peroxidase (Figuras 3 e 4), pode ser observado
padrdes de bandas diferenciados para sementes secadas (1) e nio secadas (2).
Nota-se que as bandas po, e po;, presentes nas sementes secadas, apresentaram
aumento de intensidade em fun¢io do estidio de desenvolvimento das
sementes. Por outro lado, sementes ndo secadas apresentaram as bandas po; e
Po4, com intensidade decrescente nas sementes colhidas no estidio verde, verde
cana e cereja. A enzima peroxidase (PO) desempenha um papel critico no
metabolismo das sementes por utilizagdo de peréxidos como aceptor de
. hidrogénio, podendo contribuir para o aumento dos mecanismos de defesa e
prevencdo de perda na qualidade das sementes (Wang, Lee e Rhee, 1999). Em
sementes secadas, a maior intensidade da banda. pos no estidio cereja,
provavelmente, estd relacionada & prote¢do dessa enzima contra danos
peroxidativos, favorecendo a aquisi¢do da tolerdncia a dessecagdio. Leprince et
al. (1990) e Leprince (1992), verificaram uma drastica redugio da atividades da
enzima peroxidase em radiculas de milho intolerantes & dessecagdo. Ji em
sementes nio secadas, a presenca de maior intensidade (atividade) das bandas
po; € pos no estadio verde pode ser sustentada pela provivel indugdo da
atividade dessas enzimas na presenca dos produtos deletérios, ou seja, maior
necessidade de remogdo de radicais livres e peréxidos em sementes colhidas no
estadio verde (Figuras 3 e 4). Hendry et al. (1992) e Finch-Savage et al. (1993)
verificaram qﬁe, mesmo sementes sensiveis a dessecagdo, apresentam
mecanismos protetores que podem remover produtos de peroxidagdo.
Entretanto, esses mecanismos protetores podem tornar-se inefectivos sob
condigdes de estresse (Smith e Berjak, 1995); o que pode suportar os resultados
obtidos neste trabalho.

A menor intensidade e/ou nimero de bandas das enzimas catalase e
peroxidase, ligadas a remogdo de produtos de peroxida¢do, em sementes mais

sensiveis i dessecagdo (verde e verde cana), sob condigdes de secagem,



corraboram com os resultados obtidos por Hendry et al. (1992) e Finch-Savage
et al. (1993), que verificaram um aumento de radicais livres e uma diminuigdo
das atividades de enzimas removedoras desses radicais, durante a desidratacdo
dos eixos embriondrios de sementes sensiveis a dessecacdo (Quercus rubur).
Portanto, a maior atividade dessas enzimas (numero e intensidade de bandas)
das sementes no estadio cereja (Figuras 3 e 4), pode contribuir para a
preservagdo de sua qualidade fisiologica (Figuras le 2), sob condigdes de
estresse hidrico. Alguns autores, (Scebba e Vitagliano, 1998; Schoner e Krause,
1990) tém verificado um rapido e transitorio aumento nos niveis de superdéxido
dismutase, catalase e peroxidase (Okuda et al., 1991) correlacionado a maior
tolerdncia ao estresse oxidativo (Bridger et al, 1994). Um decréscimo de
protecio enzimatica contra ataque oxidativo também foi associado a perda de
viabilidade em sementes durante a secagem (Hendry et al., 1992).

Pode ser observado, no zimograma da esterase (EST), que as amostras
provenientes de sementes secadas apresentaram um aumento da intensidade das
bandas com o desenvolvimento do estadio de maturagdo. Ja as amostras
provenientes de sementes nao secadas (controle), apresentaram somente a banda
est, para sementes colhidas no estadio verde e est;, esi;e est; para as colhidas no
estadio verde cana e cereja, mostrando também um aumento do nimero e da
intensidade das bandas com o aumento do estadio de maturagdo. Essa enzima
esta envolvida tanto na hidrélise de esteres, quanto no metabolismo de lipidios.
Vale ressaltar que, nas sementes secadas, independente do estadio de
maturagdo, nio foi detectada a banda est,. Brandao Jr. et al. (1998) observou a
diminui¢do do nimero ¢ intensidade de bandas de esterase com a perda da
viabilidade dos lotes de sementes dentro de cada cultivar, confirmando os
resultados obtidos neste trabalho.

Para glutamato-oxiloacetato transaminase (GOT), pode-se observar,

pelos padroes eletroforéticos, a presenca das bandas gor;, gol> € gols nas
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sementes secadas € a intensidade dessas bandas apresentaram uma relagio
positiva com estidio de desenvolvimento das sementes, refor¢ando os resultados
obtidos pelos testes determinantes da condigdo fisiologica das sementes (Figura
1 e 2). Esses resultados sdo concordantes com os obtidos por Brandido Jr.,
Carvalho e Vieira (1999). A GOT apresenta um importante papel na germinagéio
de sementes, podendo fornecer proteinas e aminoacidos, assim como energia
durante o processo. Por outro lado, danos nas células (mitocondria) ou mesmo
na taxa de respira¢do podem comprometer a atividade da GOT. Portanto, quanto
maior a tolerdncia a dessecagdo, maior intensidade das bandas got;, gotz e got;.

Para sementes ndo secadas, pode-se verificar o desaparecimento da gor,
e diminuicdo da intensidade das bandas gor; e got; com o estidio de
desenvolvimento das sementes. A GOT € uma enzima importante no processo
de desorganizagdo e sintese de proteinas (Conn e Stumpf, 1980). A diminuig¢io
do nimero ¢ intensidade das bandas, com o estidio de desenvolvimento das
sementes ndo secadas, apresentam uma relagdo inversa com os testes
determinantes da qualidade fisiolégica (Tabela 2). Esse resultado estd de acordo
com os obtidos por Chauran, Gopinathan ¢ Babu (1985), que observaram, em
sementes de soja e cevada, um aumento do nimero das bandas da GOT com o
declinio de viabilidade das sementes no envelhecimento artificial.
Provavelmente, esse aumento do numero ¢ intensidade de bandas estio
relacionados a um aumento da atividade metabélica nas sementes imaturas.

De um modo geral, sementes submetidas a secagem apresentaram maior
atividade enzimitica do que aquelas ndo secadas (controle). Observou-se
também, maior atividade das enzimas (intensidade e/ou niimero de bandas) nas
sementes colhidas no estadio cereja, seguidas das colhidas no estiadio verde cana
e verde, 0 que sugere que essa maior atividade enzimatica estd relecionada a
estidio de desenvolvimento das sementes e tolerancia a dessecagéo, uma vez que

essa atividade enzimatica se relaciona, na maioria das vezes, com os resultados
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detectados pelos testes determinantes da condi¢do fisiologica das sementes de

cafeeiro (Figuras 1 a 4).

Sobrevivéncia no armazenamento

Pelos resultados dos testes determinantes da condicdo fisiolégica
(Figuras 5 e 6) pode-se verificar que, apesar das sementes ndo secadas
apresentarem, inicialmente, valores de germinagdo, protrusdo radicular ¢
percentagem de raizes secunddrias superiores aos das sementes secadas,
independente do estadio de desenvolvimento, estas apresentaram tendéncia de
queda linear ao longo do armazenamento, ao passo que sementes secadas a 15%
de umidade niio apresentaram essa tendéncia. Provavelmente, isso foi devido ao
alto metabolismo das sementes armazenadas com 50% de umidade (ndo
secadas), em recipiente impermeével, o que pode resultar em virias mudangas
bioguimicas e metabdlicas que levam & deterioragdo das sementes (Copeland e
McDonald, 1995; Priestley, 1986). Sementes colhidas no estadio verde
apresentaram qualidade fisiolégica inferior as colhidas no estadio verde cana e
cereja ao longo dos nove meses de armazenamento. Esses resultados sdo
reforgados pelos padrdes eletroforéticos das enzimas ADH, EST, GOT e CAT
(Figuras 3 e 4).

Pode-se ainda observar, pelas Figuras 5 e 6, que sementes secadas para
teores de dgua préximo a 15%, tiveram sua qualidade fisiologica preservada ao
longo dos nove meses de armazenamento sob condigao de 10°C e 50% UR,
independente do estadio de desenvolvimento das sementes. Araujo, Corréa e
Pereira (1989), verificaram efeito deletério sobre a germinagdo ¢ o vigor de
sementes secadas a 30°C para um teor de agua de 11,90%, apés seis meses de
armazenamento sob condi¢des de ambiente de laboratério. Para as sementes

colhidas no estidio verde cana e secadas, verifica-se, pelas Figuras 5 e 6, que,
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apés trés meses de armazenamento, ocorreu um incremento da protrusio
radicular, germinagéo, percentagem de raizes secundaria. Isso pode ter ocorrido
em fungdio de apresentagdio de dorméncia pelas sementes niio armazenadas.
Pode-se ainda verificar, pela Figuras 5, tendéncia de superioridade em termos de
percentagem de protrusdo radicular e germinagdo das sementes colhidas no
estadio verde cana a partir de trés meses de armazenamento. Quanto a emissao
de raizes secundérias, verifica-se, pela Tabela 2, que as sementes colhidas nos
estadios verde ¢ verde cana apresentaram quedas significativas, logo apés a
secagem das sementes, sendo. que, para aquelas colhidas no estidio verde cana, a
redugfio foi em torno de 30% logo apés a secagem, mostrando-se intolerantes a

dessecacdio. No entanto, sementes colhidas no estddio verde cana observou-se

um incremento nesse parimetro ao longo do armazenamento (Figura 6),

chégando, apos o0s Eeis meses de armazenamento, a superar as sementes colhidas
no estadio cereja. Provavelmente, com a secagem, as sementes colhidas no
estadio verde cana foram induzidas a um estado de dorméncia; possivelmente,
pela presenca de inibidores & germinagdo (ex: acido abscisicos) (Leprince
Hendry e Mckersie, 1993) ou resisténcia de tecidos que circundam o embrido
(Bewley, Kermode e Misra, 1989; Berry e Bewley, 1991) que podem inibir a
germinagdo e, por isso, confundir os efeitos degenérativos da secagem
(Guimardes, 2000). Ellis, Hong ¢ Roberts (1991), que verificaram que sementes
de cultivares de café arabica, colhidas no estiddio verde cana (maturidade
intermedidria) apresentaram-se mais tolerantes a uma dessecacdo até 4-5% de

umidade do que as de frutos maduros ou imaturos.
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FIGURA 5. Efeito da secagem na protrusdo de radiculas (15 dias) e percentagem de
germinagdo (30 dias) de sementes de cafeeiro, colhidas nos estadios
verde, verde cana e cereja, armazenadas por diferentes periodos @, 3,
6 ¢ 9 meses). UFLA, Lavras-MG, 2000.
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UFLA, Lavras-MG, 2000.
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‘ Anadlise eletroforética

Os zimogramas das alteragdes dos padrdes eletroforéticos de alcool
desigrogenase (ADH), catalase (CAT), peroxidase (PO), esterase (EST),
fosfatase alcalina (AKP) e glutamato-oxilacetato transaminase (GOT) com a
secagem e armazenamento de sementes de cafeeiro, colhidas em diferentes
estidios de desenvolvimento, estdo presentes nas Figuras 7 a 9. Os perfis
isoenzimaticos dessas enzimas variaram com o estadio de desenvolvimento,
secagem e periodo de armazenamento das sementes de cafeeiro.

Os padrdes eletroforéticos da peroxidase para amostras provenientes de
semente secadas permaneceram praticamente inalterados daqueles observados
antes do armazenamento, havendo, no entanto, um aumento da intensidade
dessas bandas com o estadio de desenvolvimento das sementes. Ja as sementes
nio secadas, que apresentavam diminuigao da intensidade das bandas po; e poy,
com o estadio de desenvolvimento, antes do armazenamento, passaram a mostrar
um aumento da intensidade dessas bandas apds trés meses de armazenamento.

A enzima catalase, apoés trés meses de armazenamento, apresentou
atividade para os tratamentos provenientes de sementes néo secadas (controle),
que, anteriormente a0 armazenamento, ndo tinham apresentado. Pode-se
observar também, pelos zimogramas, que o nimero ¢ a intensidade das bandas
foi similar para os diferentes estadios de desenvolvimento, diferindo, no entanto,
para sementes secadas e ndo secadas. Provavelmente, a atividade da enzima
catalase, ap6s trés meses de armazenamento, em sementes ndo secadas, tenha
sido devido a ocorréncia de danos peroxidativos nas sementes armazenadas em
recipientes lacrados com alto teor de 4gua, o que exigiria uma maior atividade
das enzimas removedoras de perdxidos, visando a controlar os componentes
deletérios. Para neutralizar esses eventos toxicos, sistemas anti-oxidativos estdo

presentes nos tecidos das sementes, uma vez que ¢ssas rotas removedoras siao
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particularmente relevantes sobre diversos estresses que levam a danos oxidativos
(Foyer et al., 1992). Os danos celulares causados pela peroxidagio de lipidios
podem ser reduzidos ou prevenidos por mecanismos protetores envolvendo
enzimas removedoras de radicais livres e de peréxidos como a catalase (CAT)
(Basavarajappa, Shetty e Prakash ,1991; Jeng e Sung, 1994; Bailly et al., 1996).
Entretanto, ap6s seis e nove meses de armazenamento, pode-se verificar (Figura
9) o desaparecimento das bandas dessa enzima (perda da atividade) nos
tratamentos provenientes de sementes nio secadas (controle), independente do
estadio de desenvolvimento, o que sugere uma possivel perda dos mecanismos
protetores de peroxidagdo, ¢ a ocorréncia do processo deteriorativo. Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos com os testes determinantes da
condi¢do fisiolégica (Figuras 5 e 6), em que as sementes ndo secadas,
independente do estddio de desenvolvimento, apresentaram tendéncia de queda
linear em sua germinagdo, protrusdo radicular e percentagem de raizes
secunddrias ao longo do armazenamento. Brandio Jr. et al. (1998), Sung e Chiu
(1995), Bailly et al. (1996) e Sung (1996) verificaram uma perda da atividade da
enzima catalase com o envelhecimento de sementes. Nos tratamentos em que as
sementes foram secadas, pode ser observado aumento na intensidade de bandas,
em fungdo de estidio de desenvolvimento das sementes, 0 que sugere uma maior
protegdo contra a peroxidagido, uma vez que se trata de enzima removedora de
peréxidos. Esses resultados reforcam os obtidos pelos testes determinantes da
qualidade fisiolégica (Figuras 5 e 6). Entretanto, pode ser observado pelos
zimograms desta enzima (Figuras 3 a 4 e 7 a 9), a diminui¢io do nimero e da
intensidade de bandas com o aumento do periodo de armazenamento. A perda
da atividade da catalase, enzima removedora de perdxido, pode tornar as
membranas das células das sementes mais sensiveis aos efeitos deletérios de O,
e radicais livres, o0 que provoca a degeneragdo destas e o comprometimento do

vigor.
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Figura 7. Efeito da secagem (1- secadas; 2- controle) sobre os padrdes
eletroforéticos das isoenzimas alcool desidrogenese (ADH), esterase
(EST), peroxidase (PO), glutamato oxilacetato desidrogenase (GOT),
catalase (CAT) e fosfatase acida (ACP) de sementes de cafeeiro, colhidas
em diferentes estiddios de maturagdo, apds trés meses de armazenamento.
UFLA, Lavras-MG, 2000.
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Figura 8. Efeito da secagem (1- secadas; 2- controle) sobre os padrdes eletroforéticos das
isoenzimas alcool desidrogenese (ADH), esterase (EST), peroxidase (PO).
glutamato oxilacetato desidrogenase (GOT), catalase (CAT) e superoxidc
dismutase (SOD) de sementes de cafeeiro, colhidas em diferentes estadios de

matura¢do, apos trés meses de armazenamento. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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Pelo zimograma da EST, pode-se observar, para sementes secadas, a
presenca da banda est; para aquelas colhidas no estadio verde e baixa atividade
da banda est; para aquelas colhidas no estidio verde cana e cereja. Sementes
colhidas no estddio cereja apresentaram as bandas est; ¢ esi3 em maior
intensidade. Verifica-se, entdo, um aumento do nimero e da intensidade dessas
bandas com o estidio de desenvolvimento das sementes. Quanto aos
tratamentos provenientes de sementes ndo secadas (controle), a esterase ndo
apresentou atividade para aquelas sementes colhidas no estadio verde e verde
cana. No entanto, para as colhidas no estadio cereja, foram detectadas as bandas
est; e est;. Apesar do aumento do numero € da intensidade das bandas com o
aumento do estidio de desenvolvimento das sementes, tanto para sementes
secadas, como para as do controle, houve uma redu¢io do nimero ¢ da
intensidade dessas bandas em relagio aquelas antes do armazenamento. Apés
seis e nove meses de armazenamento (Figura 9), apenas as sementes colhidas no
estadio verde cana e cereja e secadas a 15% de umidade apresentaram atividade
dessa enzima (bandas est; € ests). Resultados semelhantes foram observados por
Chauran, Gopinathan e Babu (1985), trabalhando com sementes de soja e
cevada, Branddo Jr. et al. (1997) com sementes de girassol, Branddo Jr.,
Carvalho e Vieira (1999) com sementes de milho e Branddo Jr. et al. (1998)
com sementes de cafeeiro que verificaram o decréscimo da atividade da esterase
com o envelhecimento das sementes. Shatters et al. (1994), trabalhando com
sementes de soja, observaram perda de 77% da atividade de duas esterases apos
48 h de envelhecimento.

A enzima fosfatase alcalina (AKP) participa em reagdes de hidrélise de
esteres, podendo atuar sobre fosfolipidios de membrana, provocando a
peroxidagdio de lipidios. Nesta pesquisa, apés 0 armazenamento, por seis e nove
meses, foram observadas presenca de atividade de AKP para todos os

tratamentos, com excegio daquele proveniente de sementes colhidas no estadio
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cereja € secadas a 15% de umidade (Figura 9), sendo que esse tratamento e o
verde cana foram os que ndo apresentaram tendéncia de queda na qualidade
fisiologica, durante os nove meses de armazenamento (Figuras 5 e 6). Rajagopal
e Sen-Mandi (1992) observaram maior atividade dessa enzima em embrides de
sementes de arroz, envelhecidas artificialmente, em relagio a embrides de
sementes envelhecidas naturalmente e n3o envelhecidas. O aumento da
atividade dessa enzima com o envelhecimento pode gerar quantidades
significantes de radicais livres, os quais, subsequentemente, proliferam e
aceleram a oxidag@o de lipidios (German e Kinsella, 1985).

De uma maneira geral, pode ser observado nas sementes submetidas a
secagem, maior atividade (intensidade e¢/ou nimero de bandas) das enzimas
removedoras de peroxidos naquelas colhidas no estiadio cereja, seguidas das
colhidas no estadio verde cana e verde, além de diminui¢io dessa atividade
enzimatica com o aumento do periodo de armazenamento. Isso sugere que essa
maior atividade enzimatica esta relacionada a ocorréncia de danos peroxidativos
durante a secagem e armazenamento associada a estddio de desenvolvimento das
sementes ¢ tolerdncia a dessecagdo, uma vez que essa atividade enzimatica
corresponde aos resultados detectados pelos testes determinantes da condicdo
fisiologica das sementes de cafeeiro ao longo do armazenamento (Figuras 5 e 6).
Por outro lado, pode-se verificar que, apesar das sementes niio secadas
apresentarem inicialmente atividades inferiores aos das sementes secadas, ou
ndo apresentarem atividades das enzimas associadas a danos peroxidativos,
houve uma tendéncia de aumento da atividade dessas enzimas ao longo do
armazenamento, O que ndo ocorreu para sementes secadas a 15%.
Provavelmente, essa variagdo do padrao eletroforético foi devido a mudangas
bioquimicas e metabdlicas que levam a deterioragdo das sementes (Copeland e
McDonald, 1995; Priestley, 1986). Esses resultados apresentam rela¢do com os

obtidos pelos testes de condigdo fisioldgica (Figuras 5 e 6). Comparagdes de
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sobrevivéncia ao longo dos 9 meses de armazenamento sob condigdes
controladas (10°C e 55% UR), indicam que as sementes colhidas no estadio
verde perderam a viabilidade mais rapidamente do que aquelas colhidas nos
estadios verde cana e cereja. Alguns autores observaram que o declinio da
atividade da catalase (Bailly et al., 1996; Sung, 1996; Sung e Chin, 1995), da
esterase (Shatters et al., 1994), da peroxidase (Sung, 1996; Sung e Chin, 1995;
Sung e Jeng, 1994; Basavarajappa Shetty e Prakash, 1991), e da superoxido
dismutase (Bailly et al., 1996, Sung, 1996; Sung ¢ Chin, 1995; Sung e Jeng,
1994; Pukacka, 1992) foi concomitante com o aumento do envelhecimento

natural e/ou artificial das sementes.
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Figura 9. Efeito da secagem (1- secadas; 2- controle) sobre os padres eletroforéticos das

isoenzimas esterase (EST), fosfatase alcalina (AKP) e catalase (CAT) de

sementes de cafeeiro colhidas em diferentes estidios de maturagdo, apos seis e

nove meses de armazenamento. UFLA, Lavras-MG, 2000.



6 CONCLUSOES

Sementes de cafeeiro apresentam um aumento do nivel de tolerdncia a
dessecagdo com a evolugdo do desenvolvimento, e sementes colhidas no estadio
verde apresentam maior sensibilidade a dessecagéo.

Sementes de cafeeiro, secadas a 15% de umidade, a 30°C, tém sua
viabilidade e vigor reduzidos.

Sementes secadas a 15% de umidade mantém a qualidade fisiologica ao
longo de nove meses de armazenamento sob condigdo de 10°C e 50% de UR.

Sementes nio secadas (50% de umidade) apresentam queda linear na
qualidade fisiolégica ao longo do armazenamento sob condi¢do de 10°C, 50%

UR e embalagem hermética.
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CAPITULO 3
Marcadores da Tolerancia a Dessecacfio de Sementes de Cafeeiro
1 RESUMO

BRANDAO JUNIOR, Delacyr da Silva. Marcadores da tolerfincia a
dessecacdo de sementes de cafeeiro. Lavras: UFLA, 2000. 144 p. (Tese —
Doutorado em Fitotecnia)*

Existem diferengas obvias no nivel de tolerdncia 4 dessecagdo entre as duas
espécies comerciais de café, Coffea arabica e Coffea canephora, podendo, as
marcantes diferencas no nivel de tolerdncia a dessecagdo de sementes de
cafeeiro fornecerem um Otimo sistema comparativo de estudos sobre esse
enfoque. A presente pesquisa foi desenvolvidA na Universidade Federal de
Lavras (UFLA) e na Wageningen University and Research Centre (WUR),
Laboratory of Plant Physiology, objetivando estabelecer relages entre
mudangas na germinabilidade, nos padrdes eletroforéticos de enzimas, nos
teores de aglicares, nos padrbes ultraestruturais com os estddios de
desenvolvimento e teores de dgua das sementes de C. arabica e com os teores de
agua das sementes de C. canephora, ao longo do armazenamento. Para tanto,
foram utilizadas sementes de cafeeiro das espécies C. arabica L., cultivar Acaia
cerrado ¢ C. canephora Pierre coletadas no campus experimental da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG e do jardim clonal da Fazenda
Cachoeira do Norte - Muriae, MG, Brasil, respectivamente. Os tratamentos
constaram dos diferentes estadios de maturagdo (verde, verde cana e cereja) e
diferentes teores de dgua (sementes nio secadas, secadas a 30, 10 ¢ 8%).
Posteriormente, as sementes foram embaladas em sacos de polietileno e
armazenadas em cimara fria 4 temperatura de 10°C e 50% de U.R. A avaliagdes
foram efetuadas aos zero, 3 e 6 meses de armazenamento, quanto ao grau de
umidade, condi¢Zo fisioldgica (teste de germinagdo, protrusio radicular, indice
de velocidade de germinagdo), andlise eletroforética de isoenzimas,
determinacgdo de agucares e andlise ultraestrutural. As sementes de cafeeiro da
espécie C. arabica apresentam redugfo na percentagem de protrusdo radicular e
germinagdo quando submetidas a secagem a teores de agua inferiores a 30%,
independente do seu estadios de maturacdo, sendo que as sementes colhidas no

* Comité Orientador: Prof’. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira - UFLA
(Orientadora), Dr. Henk W.M. Hilhorst - WUR, Prof*. Edila Vilela de Resende Von
Pinho, Prof*. Maria Laene Moreira de Carvalho, Prof. Renato Mendes Guimaries, Prof.
José da Cruz Machado.
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estidios verde apresentam maiores perdas de germinabilidade. Sementes
colhidas no estddio verde cana e cereja apresentam uma relativa tolerancia a
dessecagdo, mas ndo resistem a redugiio do seu teor de dgua para niveis mais
baixos (10 e 8 %), apresentando-se com comportamento intermediario. A
tolerancia & dessecagdo em sementes de C. arabica esta em fungdo do estadio de
desenvolvimento das sementes; as sementes colhidas no estidio verde
apresentam a maior sensibilidade 4 perda no seu teor de dgua. Sementes de C.
canephora apresentam-se intolerantes a dessecagdo. Para ambas as espécies de
cafeeiro, apés o armazenamento, as sementes secadas a 30% de umidade
apresentam a maior germinagio e vigor e reduzidos danos causados pela perda
do teor de dgua das sementes (atividade das enzimas esterase e catalase,
coalescéncia de corpos de lipidios e ruptura do sistema de membranas). Padroes
eletroforéticos das enzimas esterase e catalase variam em funciéio do estadio de
desenvolvimento das sementes de cafeeiro e do nivel de tolerdncia a dessecacio.
Acréscimo no conteudo de glicose € sacarose estio associados com protecdo de
sementes de cafeeiro contra danos de secagem e a aquisigdo da tolerincia a
dessecagdo. Anilise ultraestrutural detectou coalescéncia de corpos de lipidios,
presencas de cristais nos espagos intercelulares, ruptura dos sistemas de
membranas associadas a danos de secagem (intolerancia a dessecagio).
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2 ABSTRACT

BRANDAO JUNIOR, Delacyr da Silva. Markers of the coffee seeds
desiccation tolerance. Lavras: UFLA, 2000. 144 p. (Thesis — Doctorate
in Plant Science)

Coffee seeds consists an optimum system to study desiccation tolerance,
considering that the two commercial species of coffee, Coffea arabica and C.
canephora, present major differences in levels of tolerance to desiccation. The
present study was developed at the Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Brazil, and at the Laboratory of Plant Physiology of the Wageningen University
and Research Centre (WUR), The Netherlands, aiming to verify the relationship
among changes in germination, enzyme electrophoretic patterns, sugar levels
and ultrastructure patterns in relation to moisture content and different
developmental stages of C. arabica seeds and moisture content of C. canephora
seeds during storage. Seeds of C. arabica L. cv. Acaia Cerrado were harvested
from an experimental field from the Universidade Federal de Lavras (UFLA),
located in Lavras, while seeds of C. canephora Pierre were harvested from a
clonal field from the ‘Cachoeira do Norte’ farm, located in Muriaé, both
counties of the state of Minas Gerais, Brazil. The treatments consisted of seeds
in different stages of development (from green, yellow and red fruits) with
different moisture contents (fresh seeds and seeds dried to 30, 10 and 8%
moisture content). Seeds were all packed in polythene bag and stored at 10°C
and 50% RH. Seeds were evaluated before storate (time zero) and after 3 and 6
months of storage. Seeds of C. arabica showed a reduction in percentage of
radicle protrusion and germination when dried to levels below below 30%
moisture content, independently of their developmental stage, whereas seeds
from the green stage fruits showed a greater loss in germinability. Seeds from
yellow and red stage C. arabica fruits were relatively tolerant to desiccation, but
did not resist being dried to moisture contents below 10%, showing an
intermediate beheviour. Desiccation tolerance in C. arabica seeds showed to be
dependent on the developmental stage, in which green fruit seeds were more
sensitive to dehydration. Seeds of C. canephora were intolerant to desiccation.
Seeds of both coffee species showed highest germination and vigour and
presented lower levels of dehydration damages (enzyme activity coalesce of

*Guidance Committee: Prof. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira —
UFLA (Major Professor), Dr. Henk W.M. Hilhorst - WUR, Prof. Edila Vilela de
Resende Von Pinho, Prof. Maria Laene Moreira de Carvalho, Prof. Renato
Mendes Guimaries, Prof. José da Cruz Machado.
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lipid bodies and probable rupture of membranes system) after storage when
dried to 30% moisture content. Changes in the electrophoretic patterns of
esterase and catalase were dependent on the developmental stage and level of
desiccation tolerance. The increase in the contents of glucose and sucrose were
associated with seed protection against drying damages and acquisition of
desiccation tolerance. The ultrastructural analysis allowed the detection of
coalescent lipid bodies, crystals in intercellular spaces and membrane damage
related do drying, indicating intolerance to desiccation.
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3 INTRODUCAO

A sensibilidade a dessecagéo em sementes é um grande obstdculo para a
conservagio da biodiversidade de espécies, uma vez que pode impedir a pratica
de operagdes convencionais como rapida dessecacdio, seguida por
armazenamento a temperaturas baixas (subzero), métodos tradicionais para
conservagdo de germoplasma.

A tolerdncia a dessecagdo parece ser um processo gradual e eventos
bioquimicos/fisiologicos durante a maturagéo de sementes podem ser associados
a aquisicdo de tolerdncia a dessecagdo (Leprince et al., 1998). Para sementes de
cafeciro, fatores como, temperatura e taxa de secagem, estidio de
desenvolvimento das sementes podem influenciar na aquisi¢io da tolerancia a
dessecagdo (Ellis, Hong e Roberts, 1991).

Existem diferengas marcantes no nivel de tolerdncia i dessecagio entre
as duas espécies comerciais de café, C. arabica e C. canephora, podendo essas
espécies fornecer um Gtimo sistema comparativo de estudo da tolerdncia a
dessecagdo do género Coffea.

A exata causa da ripida perda da viabilidade de sementes de cafeeiro
ainda ndo estd bem definida, todavia, varias mudangas tém sido largamente
associadas a deterioragdo da semente durante a secagem e armazenamento.

Na presenga de oxigénio, o estresse hidrico e o envelhecimento de
sementes podem levar a mudangas peroxidativas em dcidos graxos
polinsaturados (Wilson e McDonald, 1986), em enzimas e acidos nucléicos, e
sdo, normalmente, uma das principais causas de deterioragio de sementes
armazenadas (Wilson e McDonald, 1986; Hendry, 1993). Mecanismos
protetores, que podem remover os produtos de peroxidagdo, radicais livres ¢
peréxido, estio presentes nas sementes, controlando esses componentes

deletérios. Dentre os mecanismos protetores, pode-se citar varias enzimas
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removedoras de radicais livres e perxidos, como as enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (PO). (Bowler, Montagu e Inzé,
1992). Dessa forma, o balango entre produgio e remogio de radicais livres e
peréxidos pode ser mantido durante a secagem e armazenamento de sementes,
evitando perdas na sua armazenabilidade (Leprince , Hendry e Mckersie, 1993;
Sung e Jeng, 1994).
Apesar das sementes recalcitrantes possuirem mecanismos antioxidantes
(Hendry et al, 1992; Finch-Savage, Hendry e Atherton, 1994), esses podem
tornar-se inefetivos sob condigGes de estresse hidrico (Smith e Berjak, 1995);
perdendo sua agdo em termos de protegdo contra danos de dessecacdo.
Hendry et al. (1992) e Finch-Savage et al. (1993); Branddio Jr. et al.
(1999) verificaram um aumento de radicais livres e/ou uma diminui¢do da
atividade das enzimas removedoras desses radicais durante a desidrata¢éo dos
eixos de sementes e de sementes ndo tolerantes a dessecagio.
O acimulo de oligossacarideos, durante a maturagdo de sementes, é
. associado com a aquisi¢io de tolerdncia i dessecacio. S3o atribuidos aos
. agucares, propriedades de estabilizar macromoléculas e estrutura de membranas,
' durante a dessecagdio (Colaco et al., 1992; Leprince et al., 1993; Hottiyer et al.,

1994). A hipétese é que oligossacarideos da série da rafinose previnem a

cristalizagdo da sacarose durante a desidratagio (Koster e Leopold, 1988;
Koster, 1991; Grases et al., 1994), permitindo a ocorréncia de um estado vitreo
no citoplasma (Koster ¢ Leopold, 1988). Aciicares redutores, especialmente
monossacarideos, contribuem para a ocorréncia de reagdes Maillard (Sun e
Leopold, 1995), estimulam respiragio (Leprince et al., 1995) e aumentam a
. formac8o de radicais livres (Finch-Savage, Hendry e Atherton, 1994; Leprince et
al.,1995). Dessa forma, tecidos que contém altas concentragdes desses agicares,
como tecidos apicais de sementes, durante o processo de germinagiio, tendem a

ser mais sensiveis a dessecacdo (Koster e Leopold, 1988).
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Tem sido proposto que a formagdo de um estado vitreo estivel é
dependente da interagio molecular com a agua, e ¢é caracteristica crucial da
tolerdncia & dessecagiio ¢ armazenabilidade (Koster e Leopold, 1988; Koster,
1991; Bruni 1993; Sun e Leopold, 1994). Entretanto, carboidratos soliveis
sozinhos siio, provavelmente, insuficientes para conferir tolerdncia a dessecagdo
(Blackman et al., 1991; Leprince, Hendry e Mckersie, 1993).

Deficiéncias na integridade de membrana que podem ser manifestadas
pelo aumento da permeabilidade celular, que resulta num aumento da lixivia¢do
de eletrdlitos (De Paula et al, 1994), sio também visualizadas em nivel
ultraestrutural (Castro e Martinez — Hondavilla, 1984). Estudos ultraestruturais
de tecidos, ap6s dessecagdo, tém revelado que a membrana celular é um dos
primeiros pontos de injiria. Células de embriGes intolerantes a dessecagdo
apresentam colapso geral nas membranas, em contraste as de embrides secos,
tolerantes, cujas membranas mantém sua integridade (Dasgupta, Bewley e
Yeung, 1982). Em radiculas sensiveis & desseca¢do, foram detectados danos na
membrana plasmadtica, enquanto em radiculas tolerantes, as membranas
apresentaram-se intactas (Crevecour et al.,, 1976; Sargent , Mandi e Osborne,
1981).

O comportamento das sementes no armazenamento € normalmente
classificado por comparagdes de sobrevivéncia a diferentes taxas de secagem
(King e Roberts, 1979; Probert e Longley, 1989).

A presente pesquisa foi desenvolvida objetivando estabelecer relagdes
entre mudancas na germinabilidade, nos padrdes eletroforéticos de enzimas, nos
teores de acglicares, nos padrdes ultraestruturais com os estadios de
desenvolvimento ¢ com os teores de dgua das sementes de C. arabica e os teores

de agua das sementes de C. canephora, ao longo do armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada nos Laboratérios de Analise e
Biotecnologia de Sementes da Universidade Federal de Lavras (MG) e de
Fisiologia Vegetal da Universidade de Wageningen - Holanda. Foram utilizadas
sementes de café das espécies Coffea arabica L., cultivar Acaia cerrado e C.
canephora Pierre do grupo Conilon, coletadas no campus experimental da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG e no jardim clonal da Fazenda
Cachoeira do Norte - Muriaé, MG, Brasil, respectivamente.

A colheita ¢ despolpamento dos frutos nos estidios verde (chumbio),
verde cana e cereja foram efetuados manualmente, sendo que, para espécie C.
canephora, foram utilizadas sementes apenas colhidas no estidio cereja. Apos
despolpados, os frutos foram degomados em bandejas com agua dentro de
camara BOD regulada a temperatura constante de 30°C durante o periodo de 24
horas.

A secagem foi efetuada em caixas de polietileno (higrostat), contendo
solucdo saturada de cloreto de magnésio (MgCl,), nitrato de cilcio (Ca(NOs),) e
cloreto de potdssio (KCI), os quais propiciaram o equilibrio higroscépico das
sementes em 8, 10 e 30% de umidade, respectivamente, em sala refrigerada a
20°C. As sementes que niio foram secadas apresentaram 50% de umidade. Os
tratamentos constaram dos diferentes estidios de maturagdo (verde, verde cana e
cereja) e diferentes teores de dgua (sementes ndo secadas, secadas a 30, 10 e
8%). Posteriormente, as sementes foram embaladas em sacos plasticos de
polietileno lacrados e armazenadas em cimara fria e seca 4 temperatura de 10°C
e 50% de U.R. As avaliagdes foram efetuadas antes ¢ apos seis meses de
armazenamento para sementes de C. arabica e aos zero, trés e seis meses de
armazenamento para sementes de C. canephora, quanto ao grau de umidade,

condi¢do fisiolégica (teste de germinagdo, protrusio radicular, indice de
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velocidade de germinac¢do), andlise eletroforética de isoenzimas, determinagio
de acGcares e analise ultraestrutural. Para a anilise eletroforética, foram
utilizados os sistemas fosfatase alcalina (AKP), fosfatase acida (ACP), esterase
(EST), catalase (CAT) e super6xido dismutase (SOD), escolhidos em fun¢do de

suas participa¢Ges no metabolismo da semente.

4.1. Determinaciio do grau de umidade

Foi determinado mantendo as sementes em estufa previamente regulada
a 96°C por 36 horas, utilizando duas repeticGes para cada espécie, conforme
metodologia adotada pelo Laboratorio de Fisiologia Vegetal (WUR). Os

resultados foram expressos em percentagem.

4.2. Qualidade fisiologica das sementes

.. Teste de germinag¢io

O teste de gemina¢do foi realizado com quatro repeticdes de 25
sementes para cada um dos tratamentos. O endocarpo da semente foi removido
antes da semeadura, que foi realizada em papel toalha, no sistema de rolo,
umedecido com agua na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel. Os rolos
contendo as sementes foram mantidos em cdmara incubadora regulada a
temperatura constante de 30°C, no escuro. As avaliagbes foram feitas
diariamente durante os primeiros 15 dias (protrusdo de radicula) e, apés 30 dias
do inicio do teste, foram computadas as plantulas normais. Foram consideradas
plintulas normais aquelas que apresentavam radicula e hipocétilo com

comprimento superior a 2 cm € se encontravam aparentemente sadias.
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.. Indice de velocidade de protrusio radicular

O indice de velocidade de protrusio radicular foi realizado utilizando-se
as contagens didrias do nimero de radiculas protrundidas durante o teste de

germinagdo e calculado pela férmula proposta por Maguirre (1962).

4.3. Anilise eletroforética

Foram utilizadas amostras de 15 sementes de cafeeiro de cada
tratamento, liofilizadas e maceradas em nitrogénio liquido. O pé obtido foi
armazenado em “deep freezer” a -85°C.

A extragdo da fragdo protéica foi efetuada, adicionando, a 100 mg do pé
da semente, 200ul do tampéo de extragdo (0,2M Tris, 0,1% B mercaptoetanol,
0,4% PVP, 0,4% PEG, 1mM EDTA). O homogeneizado foi incubado em gelo
por 1 hora e, posteriormente, centrifugado a 16000 xg a 4°C por 60 minutos.
Foram aplicados 30pul do sobrenadante de cada tratamento em géis de
poliacrilamida a 4,5% (gel concentrador) e 7,5% (gel separador). As corridas
eletrofotéticas foram desenvolvidas a 12 mA no gel concentrador e 24 mA no
gel separador. Apés as corridas eletroforéticas, os géis foram revelados para os
sistemas isoenzimaticos: esterase (EST), fosfatase alcalina (AKP), fosfatase
acida (ACP), catalase (CAT), e superéxido dismutase (SOD), de acordo com
metodologia descrita por Alfenas (1998).

4.4. Extracgio e anilise de carboidratos soliveis

Vinte mg do p6é das sementes liofilizadas e maceradas foram
homogeneizados em 1ml de metanol 80% contendo melositose como padrao.
(Horbowicz e Obendorf, 1994). O homogeneizado foi aquecido a 75°C por 15
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minutos, vacuo rapido por 45minutos. Posteriormente foi adicionado 500 pl de
4gua ultra pura e 0 homogeneizado permaneceu 10 minutos sob agitagio a frio e,
em seguida, foi centrifugado a 14000 xg a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante
foi injetado em um cromatégrafo liquido (HPLC) e os carboidratos soliveis
foram identificados e calculados com base nas dreas de pico de um padrio. As

quantidades foram resultado das médias de 2 repeti¢des de cada tratamento.

4.5. Andlise ultraestrutural

Para as observagdes das organizagGes subcelulares dos embrides, foram
utilizadas trés sementes por tratamento, as quais tiveram seus endocarpos
removidos. Posteriormente, as sementes foram submetidas & embebic¢éo por 96h
a 30°C no escuro e os embriGes foram entdo extraidos e preparados para serem
examinados pelo procedimento de microscopia eletronica de varredura a baixa
temperatura (LTSEM). Os embrides foram colados com cola especial para
tecido (Tissue Tek), sobre uma pequena chapa cilindrica que foi mergulhada em
nitrogénio liquido. As amostras foram transferidas para uma pre-cAmara de
resfriamento, modelo Oxford 1500 HF sistema cryotrans (Instrumentos Oxford,
Eynsham, Inglaterra), mantida a temperatura de -160 a -175°C, e
posteriormente, foram realizados cortes com auxilio de uma ldmina de escalpelo.
Apos fatiadas, as amostras foram fixadas por 5 minutos a 90°C e 10 Pa. Em
seguida, as amostras foram cortadas em camadas em uma pré-cimara Oxford e
transferidas para o estagio frio que foi montado no campo de emissdo Hitachi S-
4100 (Instrumentos Cientificos Hitachi, Mountain View, Califérnia).

A andlise dos embrides de sementes de cafeeiro foi realizada em
temperaturas de —160 a —196 °C em microscépio eletronico de varredura. Segdes
aleatérias de tecidos meristematico de radicula, hipocétilo e cotilédones foram

avaliadas. As contribuigGes proporcionais de 4reas de vaciolos, reservas
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insoliiveis (6leos e corpos protéicos, griios de amido) e endomembranas foram
avaliadas para cada estidio de desenvolvimento e grau de umidade das

sementes.

4.6. Procedimento estatistico

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x4x2 (3 estddios de maturagdo, 4 teores de dgua das sementes e 2
épocas de avaliagdo), com 4 repeticdes para C. arabica. J4 para a espécie C.
canephora foi adotado o esquema 4x3 que corresponde a 4 teores de dgua das

sementes e 3 épocas de avaliagdo. Os dados percentuais foram transformados em

arc. sen +/x/100 , sendo realizada anilise de varidncia para todos os
parimetros analisados, excetuando para anélise eletroforética e ultraestutural.
Para comparagdo das médias relativas ao pardmetro concentragio de
sacarose nos diferentes estidios de desenvolvimento das sementes de C. arabica
e dos efeitos da secagem das sementes foi utilizado o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para comparagdo dos efeitos da secagem e época de avaliagdo
para a espécie C. canephora foi utilizado o o teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
(Coffea arabica)

Pela anilise de variincia dos dados, podem ser observados efeitos
significativos dos tratamentos: estidio de maturagdo, teores de 4gua das
sementes, época de avaliagio e a interagdo entre os fatores para todos os
parametros avaliados.

Pelo resultado do teste de germinagdo (Figura 1) verifica-se que as
sementes de C. arabica, no estadio cereja, anteriormente ao armazenamento, ndo
apresentaram redugdes significativas nos valores percentuais de germinagdo,
quando foram secadas de 50% para até 8% de umidade. Ja sementes colhidas
no estadio verde cana apresentaram redugdio significativa do percentual de
germinagio, quando secadas a 30% de umidade, enquanto que, aquelas sementes
nio secadas, secadas a 10 e 8% de umidade ndo diferiram entre si quanto ao
percentual de germinagdo pelo teste de Tukey. Todavia, sementes provenientes
de frutos verde apresentaram uma redugio na germinagdo em torno de 70%, a
medida em que foram submetidas a secagem para 8% de umidade. No entanto,
ap6s seis meses de armazenamento, as sementes secadas até 30% de umidade
foram as que apresentaram os maiores valores percentuais de germinagdo para
os trés estadios de maturag@o considerados. Provavelmente, isso tenha ocorrido
devido ao alto metabolismo que as sementes ndo secadas (alta umidade)
apresentaram durante 0 armazenamento, resultando em perdas na qualidade.
Com a secagem das sementes até 30% de umidade, pode ter havido queda no
metabolismo das mesmas, sem aparente ocorréncia de danos aos sistemas de
membranas (Figura 10). Observa-se, ainda , que a secagem das sementes a
niveis de 10 e 8% de umidade, apesar de reduzirem o metabolismo (baixa
umidade), também provocaram danos durante o processo de secagem, o que

pode ser visualizado na Figura 10, onde se verifica a presenga de cristais nos
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espacos intercelulares das células da regido da radicula, presenga esta indicativa

da perda de integridlade de membrana, contribuindo para a reducdio na

porcentagem de germinagdo (Figura 1). Também os padrées isoenzimaticos das

sementes secadas a niveis de 10 ¢ 8% de umidade apresentaram uma maior

intensidade de bandas das enzimas esterase e catalase em fungdo dos diferentes

/ estddios de maturagiio. Enquanto que a enzima esterase pode estar atuando na

\\ hidrélise de esteres, favorecendo a peroxidacdo de lipidios, a maior atividade da

N J enzima catalase pode estar relacionada ao proprio sistema de defesa da sementes

~ contra os danos peroxidativos induzidos pelo processo de secagem e
“ deterioragdo de sementes no armazenamento.

Sementes colhidas no estidio cereja foram as que apresentaram maior
porcentagem de germinagio, seguidas pelas colhidas no verde cana e por ultimo,
no estidio verde. Esse fato, associado aos resultados de ultraestrutura e atividade
enzimética, sugere que sementes de cafeciro no estidio verde apresentam o
maior nivel de intolerdncia 4 dessecagio e que o aumento da tolerincia &
dessecagio em sementes de cafeeiro ocorre com o avango do estadio de
maturacdo. Pesquisas em tolerincia & dessecagdio, por meio de secagem rapida
até baixos conteiidos de igua, tém mostrado que a tolerincia a dessecagio é
adquirida somente nos estidios finais de maturacio em muitas sementes
ortodoxas (Kermode, 1990; Hong e Ellis, 1992). Esses resultados estio de
acordo com os verificados por Guimardes (2000) que observou, em sementes de
cafeeiro, uma tendéncia de aumento da germinagio com o seu desenvolvimento,
associado & presenca de proteinas termo-estiveis (LEA’s) que segundo Leprince
et al. (1995) estdo relacionadas a tolerancia 4 dessecacdo.

Pela Figura 1, pode-se observar que nio houve efeito da secagem sobre
a protrusdo radicular de sementes, colhidas no estadio cereja, enquanto que, no
estddio verde cana, as sementes apresentaram um aumento da protrusdo

radicular com a redugdo do teor de dgua das mesmas. Porém, as sementes
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colhidas no estadio verde apresentaram uma redugdo progressiva da germinagdo
e da protrusdo radicular com diminui¢do do conteido de dgua das sementes.
Esse aumento da protrusdo radicular com a redugio do teor de dgua das
sementes, cothidas no estadio verde cana, pode estar relacionado a uma possivel
quebra de um estado de dorméncia, que sementes de cafeeiro poderiam
apresentar nessa fase, ou ainda uma mudanga no programa de desenvolvimento
para o de germinagdo em fungdo da secagem.

Apb6s seis meses de armazenamento, observa-se (Figura 1) a redugdo da
percentagem de protrusio radicular e germinago das sementes de cafeeiros nio
secadas ¢ secadas a 10 e 8% de umidade, independente do estidio de
desenvolvimento. Copeland e McDonald (1995) e Priestley (1986) concluiram
que o alto metabolismo das sementes, armazenadas com 50% de umidade em
recipiente impermedvel, resulta em varias mudancas bioquimicas e metabélicas
que levam a deterioragdo das sementes. Essas conclusdes podem ser
confirmadas pelos resultados de anélise ultraestrutural (Figura 10) e pela maior
atividade das enzimas esterase e catalase (Figura 2 e 3). Por outro lado, a
reducdio da germinagdo das sementes secadas a 10 e 8%, provavelmente, ocorreu
em fungdo dos danos ao sistema de membranas das células do embrido por
ocasidlo da secagem, como pode ser confirmado pelos resultados de
ultraestrutura (Figura 7), em que foram observadas as mais intensas alteragdes,
como formagdes de cristais nos espagos intercelulares (indicativo da perda de
integridade de membrana), desaparecimento do vactolo e de endomembranas,
além de coalescéncia de lipidios.

Para as sementes secadas a 30% de umidade, verifica-se pela Figura I,
que, apds o armazenamento, ocorreu um incremento da germinagéo,
principalmente das sementes colhidas no estidio verde cana e cereja, em relagdo
a das sementes antes de serem armazenadas. Isso pode ter ocorrido em fungdo de

sementes de cafeeiro recém colhidas apresentarem dorméncia; possivelmente,

99


danielle
New Stamp

danielle
New Stamp


pela presenga de inibidores & germinagio (ex: acido abscisicos) (Leprince
Hendry e Mckersie, 1993) ou resisténcia de tecidos que circundam o embrido
(Bewley, Kermode e Misra, 1989; Berry e Bewley, 1991) que podem inibir a
germinagdo e, por isso, confundir os efeitos degenerativos da secagem
(Guimaraes, 2000).

Enquanto as sementes verdes apresentaram um carater recalcitrante.
sementes verde cana e cereja apresentaram uma relativa tolerancia a dessecagio.
mas ndo resistiram a redugdo do seu conteiido de dgua, para niveis mais baixos
(10 e 8%) como as sementes ortodoxas, confirmando o comportamento
intermediario dessas sementes, sugerido por Ellis, Hong ¢ Roberts (1990). Esses
resultados reforcam ainda os obtidos por diversos autores, Bacchi (1958),
Wellman e Toole (1960), Couturon (1980), Reddy (1987) e Dias e Barros (1993)
que defendem como condigdes propicias para o armazenamento de sementes de
cafeeiro, baixas temperaturas (proximas de 10°C) e altos contetidos de agua das

sementes.
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FIGURA 1. Efeito da secagem no percentual de protrusdo radicular ¢ de
germinagiio de sementes de Coffea arabica, antes (1) ¢ apds seis

meses de armazenamento (2). WUR, Wageningen-Holanda, 2000.
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Anilise Eletroforética

Pode ser verificado (Figuras 2 a 4), pelos padrdes eletroforéticos de
extratos proteicos de sementes de cafeeiro da espécie C. arabica, que as enzimas
esterase (EST) e catalase (CAT) (Figuras 2 e 3) apresentaram aumento de
atividade com a redugo do contetido de dgua das sementes.

Observa-se, pelos padrdes eletroforéticos da esterase (Figura 2), que as
sementes secadas a 8% de umidade apresentaram uma maior intensidade de
bandas dessa enzima, em fung@o dos diferentes estiadios de maturagiio. De uma
maneira geral, a atividade dessa enzima aumentou em funcdo da reducio do teor
de dgua na semente, sendo que, sementes no estidio verde, nio secadas, nio
apresentaram atividade para essa enzima. Sementes colhidas no estidio cereja,
secadas a 30% de umidade ndio apresentaram atividade para essa enzima,
mesmo apds seis meses de armazenamento, assim como, aquelas colhidas no
estidio verde e verde cana e secadas para 0 mesmo teor de dgua apresentaram
bandas pouco nitidas (baixa atividade). Vale ressaltar que as sementes secadas
para 30% de umidade foram as que apresentaram maiores valores de germinagio
e protrusdo radicular, principalmente apés armazenamento. A esterase é uma
enzima envolvida na hidrélise de esteres, o que justifica o aumento na
intensidade de bandas com o processo de secagem, ¢ a ndo atividade nas
sementes colhidas no estadio cereja e secadas a 30%. Provavelmente, a secagem
a niveis de umidade inferiores a 30% tenham contribuido para o aumento de
danos peroxidativos, tanto é que, sementes nd3o submetidas i secagem, e
armazenadas por seis meses, apresentaram atividade dessa enzima para os
diferentes estadios de maturagdo e baixa atividade nos estadios verde e verde
cana ¢ nenhuma atividade para sementes colhidas no estidio cereja, submetidas
a secagem a 30%; reforcando os resultados detectados pelos testes de

germinagdo e protrusdo radicular. Provavelmente, o estddio cereja é o de maior
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nivel de tolerdncia a dessecagdo (Branddo Jr. et al., 1999) ¢ a secagem a 30% a
que proporciona conservagdo das sementes no armazenamento, por periodos
mais longos (germinagdo das sementes acima de 90% apds 6 meses de
armazenamento e queda em torno de 20% na germinagdo para sementes colhidas
nesse mesmo estidio de maturagiio, porém secadas a 10%). A auséncia de
atividade da enzima esterase pode sugerir a auséncia e/ou reduzida ocorréncia de
danos peroxidativos, induzidos pelo processo de secagem, ou mesmo
armazenamento.

J& a enzima catalase desempenha um papel chave na remogdo de
peroxido de hidrogénio, evitando, com isso, a acumulagio de danos
peroxidativos. Pode-se observar, por meio dos padrdes eletroforéticos da
catalase (Figura 3), um aumento da atividade dessa enzima com a secagem da
semente, porém uma redugio da atividade com o aumento do estidio de
maturagio, ou seja, maior atividade para sementes colhidas nos estddios verde e
verde cana e secadas a 10% e 8% de umidade, e para aquelas colhidas no estddio
cereja, secadas a 8% de umidade. Isso, provavelmente, seja devido a maior
ocorréncia de danos peroxidativos nos tratamentos mais intolerantes a
dessecagdio, 0 que exigiria uma maior atividade das enzimas removedoras de
perdxidos, visando a controlar os componentes deletérios, como j@ mencionados
por Bowler Montagu e Inzé (1992), Leprince , Hendry e Mckersie (1993) e Sung
e Jeng (1994). Apos 6 meses de armazenamento, observa-se, de uma maneira
geral, atividade dessa enzima para sementes colhidas nos diferentes estadios de
maturagio e secadas a diferentes teores de dgua. Entretanto, a baixa atividade
para sementes colhidas no estadio verde cana e secadas a 30% de umidade e
auséncia de atividade para sementes colhidas no estddio cereja e secadas a 30%
de umidade, reforga os resultados detectados pelos teste de germinagdo,
protrusdio radicular e atividade da enzima esterase, pois, enquanto a enzima

esterase pode estar atuando na hidrélise de esteres, favorecendo a peroxidagéo
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de lipidios, a maior atividade da enzima catalase pode estar relacionada ao
prdprio sistema de defesa da semente contra os danos peroxidativos induzidos
pelo processo secagem e deterioragdo de sementes no armazenamento. Como ji
mencionado por Hendry et al. (1992), F inch-Savage, Hendry e Atherton (1994),
apesar das sementes recalcitrantes possuirem mecanismos antioxidantes, esses
podem tornar-se inefetivos sob condigSes de estresse hidricos (Smith e Berjak,
1995); perdendo sua agdo em termos de protegdo contra danos de dessecagdo.
Apesar da enzima fosfatase alcalina (AKP) participar em reagdes de
hidrélise de esteres, podendo atuar sobre fosfolipidios de membrana,
provocando a peroxidagdo de lipidios, e a enzima superéxido dismutase (SOD)
catalizar a desproporcionalizagdo de radicais superoxidos livres (0,), produzidos
em diferentes locais na célula, para oxigénio molecular e H,0, (Rabinowitch e
Fridovich, 1983), pelos padrdes eletroforéticos dessas enzimas (Figura 4), ndo
foi possivel verificar alteragdes em fungio dos diferentes estidios de

desenvolvimento, teores de 4gua das sementes e periodo de armazenamento.
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Coffea arabica

Verde Verde-cana Cereja

C. canephora

0 meses 3 meses 9 meses
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1-50% 2-30% 3-10% 4-8%

FIGURA 2. Padrdes isoenzimiticos de esterase (EST) de sementes de cafeeiro da
espécie C. arabica, colhidas de frutos em diferentes estidios de
maturagio, antes (a) e apds seis meses de armazenamento (b) e
sementes da espécie C. canephora colhidas no estadio cereja,
submetidas a secagem a diferentes graus de umidade e ao

armazenamento (0, 3 e 6 meses). WUR, Wageningen-Holanda, 2000.
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Coffea arabica
CAT

Verde Verde-cana Cereja

C. canephora

0 meses 3 meses 9 meses

1-50% 2-30% 3-10% 4-8%

FIGURA 3. Padroes isoenzimdticos de catalase (CAT) de sementes de cafeeiro da
espécie ardbica, colhidas de frutos em diferentes estadios de
maturagao, antes (a) e apos seis meses de armazenamento (b) e
sementes da espécie C. canephora colhidas no estddio cereja,
submetidas a secagem a diferentes graus de umidade e ao

armazenamento (0, 3 ¢ 6 meses). WUR, Wageningen-Holanda, 2000.
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Coffea arabica
Verde Verde-cana Cereja AKP

C. canephora
0 meses 3 meses 9 meses

SOD

1-50% 2-30% 3-10% 4-8%

FIGURA 4. Padrdes isoenzimaticos de fosfatase alcalina (AKP) e superoxido
dismutase (SOD) de sementes de cafeeiro da espécie arabica, colhidas
de frutos em diferentes estadios de maturagio e de sementes da espécie
C. canephora, colhidas no estadio cereja, submetidas a secagem a
diferentes graus de umidade e ao armazenamento (0, 3 e 6 meses).
WUR, Wageningen-Holanda, 2000.
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Anilise de Carboidratos Soliveis

Pode ser observado, pela Figura 5, que o agticar redutor ramose teve um
decréscimo linear com a redugio do conteido de 4gua das sementes,
independente do estddio de maturagio. Enquanto que a glicose apresentou uma
reducdo mais acentuada dos seus teores nas sementes colhidas no estédio verde,
seguida das colhidas nos estidios verde cana e cereja.

Segundo Crowe et al. (1988), a maioria dos carboidratos, incluindo
glicose e diversos outros monossacarideos, sio agentes protetores durante a
dessecagdo, o que justifica os resultados obtidos neste trabalho, em que se
verifica uma correlagéo positiva entre acimulo de glicose, estidio de maturagéio
e tolerdncia 4 dessecagéo. Desta forma, tecidos que contém altas concentragdes
desse agiicar tendem a ser mais tolerantes i dessecagiio. Porém, existem
discordancias com relacio ao papel dos agiicares redutores, especialmente
monossacarideos, na tolerincia & dessecagdo. Agucares redutores, como glicose
¢ ramose, aparecem durante a perda de tolerdncia a dessecagdo, apbs a
germinagdio ou em estadios intolerantes (Leopold, 1988; Leprince et al., 1992).
Segundo Horbowicz e Obendorf (1994), em sementes maduras e secadas, esses
aglicares estariam normalmente ausentes ou presentes somente em baixas
quantidades. No entanto, quando presentes, promovem produtos da reagio de
Maillard (Sun e Leopold, 1994), estimulando a respiragdo (Leprince et al., 1995)
e aumentando a formagdo de radicais livres (Finch-Savage, Hendry e Atherton,
1994, Leprince et al,, 1995). Durante os tltimos estadios de maturagio, em
sementes ortodoxas, os niveis de monossacarideos sio reduzidos, possivelmente
pela formac#o preferencial de oligossacarideos (Vertucci e Farrant, 1995). Dessa
forma, segundo esses autores, a redu¢fio do conteiido de monossacarideos resulta
na redugiio do substrato respirdvel, o que pode limitar a fonte de radicais livres.

Ressalta-se, ainda, nesta pesquisa, uma relagio negativa entre presenca de
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acticares redutores e atividade da enzima esterase. Essa enzima participa na
hidrolise de esteres, favorecendo a peroxidagdo de lipidios e, consenquente,
actiimulo de radicais livres. A redugio da concentragdo da glicose foi verificada
nos estidios de colheita mais sensiveis & desseca¢do (verde, verde cana). Pela
Figura 5, pode-se observar um decréscimo de 1 mg/l na concentragéio de glicose
para cada redugio de 2% no teor de agua das sementes colhidas no estidio
verde. Portanto, sementes que apresentaram os mais altos teores de glicose
(cereja) foram, provavelmente, as que apresentaram menor susceptibilidade aos
danos peroxidativos, sugerindo o efeito protetor desse agucar durante a
dessecagdo.

Quanto 2 sacarose, verifica-se, pela Tabela 1, aumento significativo da
concentragio desse dissacarideo com o estadio de maturagdo das sementes,
independentemente do conteado de dgua das mesmas. O acimulo de sacarose
tem sido proposto como um fator chave em estabilizagdo de membranas (Sun et
al., 1994). Na presente pesquisa, foi observado que os estadios de colheita que
apresentaram maiores concentragdes de sacarose também foram os que
apresentaram maiores percentuais de germinagio e de protrusdo radicular. O
acimulo de sacarose ¢ oligossacarideos, durante a maturagdo de sementes, tem
sido associado com a aquisigdo de tolerdncia & dessecagdo, podendo estabilizar
macromoléculas (Colaco et al., 1992) e estrutura de membranas (Leprince et al.,
1993), durante 4 dessecagdo. A sacarose ainda € um agicar ndo redutor, portanto
menos reativa e considerada componente protetor contra radicais livres (Orthen,
Popp e Smirnoff, 1994; Kranner e Grill, 1996).
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FIGURA 5. Efeito de secagem nos teores de agticares redutores em sementes de C.

arabica colhidas em diferentes estadios de maturagio. WUR,

Wageningen-Holanda, 2000.

110



Tabela 1. Valores médios dos teores de sacarose de sementes de cafeeiro da
espécie C. arabica colhidas em diferentes estadios de maturagdo ¢

secadas a diferentes teores de agua. WU, Wageningem-Holanda,

2000.
Estadio de Maturagao Sacarose (mg/l)
Cereja 1619,0 a
Verde Cana 1549,1 a
Verde 14136 b
Cv 4.95
Meédia 1527,25

-Médias seguidas de uma mesma letra miniscula na coluna e maitscula na linha,
nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Observagdes Ultraestruturais

Em sementes de C. arabica, nas células da radicula, hipocétilo e
cotilédones, observa-se, no geral, células turgidas com o vacuolo ocupando
grande parte do volume celular, visualizagdo nitida de pequenos corpos de
lipidios no citoplasma, parede celular delgada com o protoplasto aderido a
parede, conferindo aspectos ultraestruturais aparentemente normais, tanto para
aquelas colhidas no estadio cereja, como para aquelas colhidas no estidio verde
cana, independente do teor de agua para o qual as sementes foram secadas
(Figuras 6 a 8). Ja nas sementes colhidas no estadio verde e que foram secadas a
8% de umidade, nota-se modifica¢des ultraestruturais nas células dos embriGes
(Figura 9) . Em células dos cotilédones, hipocétilo e radicula, foram observadas
as mais intensas alteragdes, como formagdes de cristais nos espagos
intercelulares (indicativo da perda de integridade de membrana),

desaparecimento do vaciiolo e de endomembranas, coalescéncia de lipidios.
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Corpos de lipidios coalesceram ¢ formaram uma grande estrutura compacta,
sendo que a extensdo dos danos foram maiores na regido da radicula, seguida
pela do hipocdtilo. Apds reidratagdo, as células mostraram ruptura das
membranas internas como a do vaciolo (tonoplasto).

Os danos induzidos pela dessecagio e posterior reidratacio nos
embrides de sementes, colhidas no estddio verde, foram severos e aparentemente
irreversiveis (Figuras 9 e 10). Em contraste, nas células de embrides de
sementes, colhidas no estidio verde cana e cereja, foram observadas pequenas
ou nenhuma modificagdo ultraestrutural devido & dessecagfio ou reidratagdo. Néo
foi verificada coalescéncia de corpos de lipidios ou sinais de vesiculagdo e
extensiva ruptura de membranas. As células tinham aparéncia semelhante
dquelas em que a membrana do vaciiolo permaneceu intacta. Provavelmente,
nesse estidio de desenvolvimento, as sementes sio tolerantes a dessecacdo.
Essas observagdes coincidem com os resultados obtidos no teste de germinagdo,
protrusdo radicular e anidlise eletroforética das enzimas esterase e catalase
(Figuras 1-4).

A exceg@o das sementes colhidas no estidio verde e secadas a 8% de
umidade, os corpos de lipidios permaneceram estaveis, independente do grau de
umidade a que foram secadas (Figura 7). Como ji mencionado na literatura
(Leprince et al., 1998), também em sementes de cafeeiro, alguns fatores estdo
envolvidos na prevengdo da coalescéncia de corpos de lipidios durante a
maturacdo e secagem. Provavelmente os dois fatores que estdo interagindo sio a
alta viscosidade do citoplasma em sementes secadas e a taxa de secagem.
Durante a secagem natural, com o processo de matura¢io das sementes, a
viscosidade do citoplasma aumenta com a concentragdo de aglicares soluveis e
proteinas citoplasmdticas, consequentemente um estado vitreo é formado, no
qual todas as organelas s3o amparadas e protegidas por um citoplasma

extremamente viscoso (Willians e Leopold, 1989; Leprince e Vertucci, 1995;



Wolker e Hoekstra, 1997; Leprince et al., 1998). Em modelos de emulsdes, a
alta viscosidade, gerada pela alta concentracio de polissacarideos, ¢ um fator
chave na estabilizagdo de pequenas goticulas de 6leo (Mangino, 1989). Em
adicdo, a propriedade hidrofobica de proteinas citoplasméticas pode também
promover uma interface entre os lipidios e o citoplasma, atuando, assim, como
uma barreira a coalescéncia, como sugerido por Barford et al. (1989) e Mangino
(1989) em estudos de estabilizagdo de sistemas de emulsdes. A taxa de secagem
também pode influenciar a estabilidade de corpos de lipidios, como observado
em cotilédones de coco secados (Leprince, et al., 1998). Segundo esses autores,
a taxa de secagem pode influenciar a ocorréncia de coalescéncias de corpos de
lipidios. Desde que a taxa de secagem controle indiretamente o aumento na
viscosidade, altas viscosidades poderdo ser geradas durante a secagem. Portanto,
efetivamente, amparando os corpos de lipidios e prevenindo sua coalescéncia.
Dependendo da viscosidade dos citoplasmas, alguns corpos de lipidios poderdo
se apresentar unidos e, portanto, tendo a oportunidade de se fundirem, fato esse
que influencia a sensibilidade 4 dessecagao.

Os resultados da presente pesquisa, reforcam os observados por
Dasgupta, Belwey e Yeung (1982), em que o desenvolvimento das sementes de
Coffea arabica passam de um estigio intolerante a um posterior tolerante. Essa
aquisi¢io de tolerdncia pdde ser detectada pelo teste de germinagdo, pela
atividade das enzimas esterase e catalase, por alteragdes nos teores de agiicares ¢
modificagdes ultraestruturais como ruptura de membrana ou coalescéncia de
corpos de lipidios.

Apos seis meses de armazenamento a 10°C e 50% de UR., as células
dos embrides das sementes, colhidas nos estadios verde cana e cereja €
submetidas 4 secagem a diferentes teores de dgua, permaneceram,
aparentemente, tirgidas. J4 nas células da radicula e hipocétilo dos embrides das

sementes, colhidas no estidio verde e secadas a 10% de umidade (Figura 11),



foram observadas formagGes de cristais nos espagos intercelulares, que é um
indicativo de perda de integridade de membrana e de danos de deteriora¢do. Em
células dos cotilédones dos embrides de sementes, nio secadas e secadas a 30%
de umidade, n3o foram observados danos aparentes em qualquer dos estadios de

desenvolvimento.
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Figura 6. Micrografias “LTSEM” de organizagGes sub-celulares da regido da radicula

de embrides de Coffea arabica, oriundos de sementes colhidas no estadio
verde e secadas a 10% de umidade. PC, parede celular; Va, vactolo; N,
nicleo: EI, espacos intercelulares; CL, corpos de lipidios. WUR,

Wageningen - Holanda, 2000.



Figura 7. Micrografias LTSEM de organizagdes sub-celulares da regido da radicula

de embrides de Coffea arabica, oriundos de sementes colhidas no estadio
verde, secadas a 8%, apresentando formagdes de cristais nos espagos
intercelulares e fusdo de lipidios (a) e secadas a 10% (b), aparentemente
normais. Células da regido da radicula de embriGes, oriundos de sementes
colhidas nos estadios verde cana (c) e cereja (d), secadas a 8% apresentando-

se aparentemente normais. WUR, Wageningen - Holanda, 2000.
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Figura 8. Micrografias LTSEM de organizagdes sub-celulares de embrides de
Coffea arabica, oriundos de sementes colhidas no estadio verde, ndo
secadas. Células da regido da radicula (a), do hipocotilo (b) e dos
cotilédones, aparentemente normais ¢ em boas condigdes (c). WUR,

Wageningen - Holanda, 2000.
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Figura 9. Micrografias LTSEM de organizacdes sub-celulares de embrides ae
Coffea arabica oriundos de sementes colhidas no estidio verde
secadas a 8% de grau de umidade, apresentando uma mistura de
protoplasma (d), tonoplasto quase desintegrado e fusdo de lipidios
(e) e presenca de pontuagdes escuras (f), possivel efeito secundario
da deterioracdo das células. WUR, Wageningen - Holanda, 2000.
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Figura 10. Micrografias LTSEM de organizagdes sub-celulares de embrides de Coffea

arabica oriundos de sementes colhidas no estddio verde, secadas a 8% de
umidade e reidratada em atmosfera controlada. Células da regido da radicula
apresentando formacBes de cristais nos espagos intercelulares (a), fusdo de
lipidios (b); hipocétilo com formagdes de cristais nos espagos intercelulares (c) e

cotilédones aparentemente normais (d). WUR, Wageningen - Holanda, 2000.
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11. Micrografias LTSEM de organizagdes sub-celulares de embrides de Coffea

arabica oriundos de sementes colhidas no estidio verde, secadas a 8% de
umidade e armazenadas seis meses a 10°C. Células da regido da radicula
apresentando  formagdes de cristais nos espagos intercelulares (a),
desaparecimento do tonoplasto (b); hipocoétilo (c) e cotilédones (d), com
formacdes de cristais nos espagos intercelulares. WUR, Wageningen - Holanda,

2000.
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(Coffea canephora)

Pelos resultados das Figuras 12 e 13, pode ser observado que sementes
de cafeeiro da espécie de C. canephora, colhidas no estadio cereja, apresentaram
percentagem de protrusdo radicular, germinagdo e de raizes secundarias
préximas de 98% (dados originais), tanto para aquelas sementes que nio foram
secadas (controle) como para as que foram secadas até 30% de umidade, ”
anteriormente ao armazenamento. Foi verificado que sementes secadas a niveis
de 10 ¢ 8% de umidade apresentaram redugdes significativas do percentualde
protrusio radicular, germinagdo e porcentagem de raizes secundarias, da ordem
de 90% (Figura 12 e 13). J4 em relagdo ao indice de velocidade de protrusdo de
radicula (Figura 13), foi observada uma redugdo de aproximadamente 50% nas
sementes secadas a 30% de umidade, mesmo antes do armazenamento, quando
comparada com aquelas ndo secadas, atingindo indices proximos de 0 naquelas
sementes secadas a 10 e 8% de umidade. Verifica-se, portanto, que, apesar de
nio ter havido um efeito imediato da secagem no percentual de germinagio,
quando as sementes foram secadas para teores de agua em torno de 30%, foi
detectada uma queda acentuada no indice de velocidade de protrusdo radicular.

No entanto, sementes armazenadas por trés meses, sofreram redugGes
em torno de 60% na germinagdo, protrusdo radicular, porcentagem de raizes
secundérias, bem como redugdo no indice de protrusdo radicular das sementes
ndo secadas e perda total desses pardmetros apos seis meses de armazenamento
(Figuras 12 e 13). Isso provavelmente ocorreu devido ao metabolismo mais
ativo nas sementes com grau de umidade de 50%, o que pode ter favorecido
reagdes deletérias, principalmente estando as sementes armazenadas em
recipientes (saco de polietileno) lacrados. O Alto teor de agua das sementes
influencia eventos bioquimicos, como aumento da atividade de enzimas

hidroliticas, aumento de respiragio ¢ aumento de dcidos graxos livres, o que leva
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a uma deterioragdo mais rapida; pois, a umidade da semente é considerada como
o fator mais critico na manuten¢do da longevidade das sementes (Copeland ¢
McDonald, 1995).

Ja as sementes secadas a 30% de umidade apresentaram, tanto apds 3
meses de armazenamento, quanto apos 6 meses (Figura 12 e 13), queda de
aproximadamente 30% na germinagdo, protrusdo radicular e porcentagem de
raizes secundarias. Também a redu¢do do indice de velocidade de protrusao
radicular foi menor do que nas sementes ndo secadas e/ou secadas a 10% e 8%
de umidade, o que sugere ser esse conteudo de agua das sementes (30%) o que
possibilitou a melhor preservagdio da qualidade fisiolégica durante o
armazenamento.

De uma maneira geral, os resultados sugerem que as sementes maduras
(cereja) de C. canephora apresentam intolerancia a dessecag@o, apresentando
danos de secagem até em pequenas redugdes do conteido de umidade das
sementes (30%), o que reforca a classificagio dessas sementes como
recalcitrante por diversos autores (Hong e Ellis, 1995). Em espécies
recalcitrantes, as sementes nio podem resistir a dessecagcao, devendo seu
conteido de agua permanecer alto durante todo o seu desenvolvimento e
maturagao.

A perda da viabilidade de sementes ¢ altamente dependente da
temperatura de armazenamento e do grau de umidade das sementes (Roberts.
1972; Priestley, 1986). Os efeitos da umidade relativa e, conseqgiiente umidade
da semente ¢ temperatura do ambiente de armazenamento, sdo altamente
interdependentes. Ambos o0s parametros influenciam o metabolismo das
sementes e podem ser associados as varias mudangas bioquimicas e metabdlicas
(alteracdo isoenzimatica) que podem resultar na perda de integridade de
membranas (Priestley, 1986). Alta umidade relativa aumenta o teor de agua das

sementes, o que influencia eventos bioquimicas, como o aumento da atividade



de enzimas hidroliticas, respiragdo e dcidos graxos livres. Altas temperaturas
contribuem para aumentar a taxa enzimitica e a ocorréncia de reagdes
metaboélicas, o que leva a uma deterioragio mais rapida. Todavia, a umidade da
semente ¢ considerada como o fator mais critico na manutengdo da longevidade
das sementes (Copeland e McDonald, 1995).
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velocidade de protrusio radicular de sementes de Coffea canephora,
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armazenadas. WUR, Wageningen-Holanda, 2000.
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Andlise Eletroforética

Pelo perfil eletroforético da enzima esterase (Figura 4), observa-se
atividade enzimdtica apenas para aquelas sementes secadas a 10 ¢ 8% de
umidade, anteriormente ao armazenamento. Esse resultado se assemelha aos
obtidos para as sementes de C. arabica antes do armazenamento. Vale ressaltar,
no entanto, a menor nitidez das bandas (baixa atividade) para C. canephora.
Como ja mencionado, a enzima esterase pode estar atuando na hidrdlise de
esteres, favorecendo a peroxidacgdo de lipidios, portanto, a maior atividade dessa
enzima pode estar relacionada a ocorréncia de danos peroxidativos induzidos
pelo processo de secagem. Apos o armazenamento das sementes, sob condigdes
de camara fria (10°C e 50% U.R.), o perfil eletroforético da esterase revelou
atividade dessa enzima também para aquelas sementes secadas para teores de
agua de 30%, e ainda foi verificado um aumento da intensidade das bandas dessa
enzima com o aumento do periodo de armazenamento. Esses resultados,
divergem dos obtidos para C. arabica, em que ndo se verificou atividade da
enzima esterase nas sementes secadas a 30% de umidade. Para C. canephora foi
verificado que as sementes secadas a 30% de umidade apresentaram, tanto ap6s
3 meses de armazenamento, quanto apos 6 meses (Figura 12 e 13), queda de
aproximadamente 30% na germinagdo, protrusio radicular e porcentagem de
raizes secundarias. Portanto, a presen¢a da maior atividade da enzima esterase
nas sementes secadas a 30% de umidade pode estar relacionada a ocorréncia de
danos peroxidativos induzidos pelo processo de deterioragdo. Assim, a
incapacidade dos tecidos das sementes sensiveis a dessecagdo efetuarem
adequada protegéo contra a destrui¢do dos eventos oxidativos, consequente do
metabolismo desorganizado durante a desidratacdo, pode ser considerada como

uma das principais causas da sensibilidade a dessecacdo.
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O padrio eletroforético da catalase, (Figura 4), enzima envolvida na
redugio de perdxido de hidrogénio (Fridovich, 1986), apresentou aumento da
atividade (intensidade das bandas) com a redugdo do teor de agua das sementes.
Mesmo as sementes secadas a 30% de umidade apresentaram atividade para essa
enzima, enquanto que sementes nio secadas nao apresentaram atividade. Como
ja mencionado para C. arabica, isso provavelmente seja devido a maior
ocorréncia de danos peroxidativos nos tratamentos mais intolerantes a
dessecacdio, 0 que exigiria uma maior atividade das enzimas removedoras de
peréxidos, visando a controlar os componentes deletérios (Bowler, Montagu e
Inzé, 1992; Leprince , Hendry e Mckersie, 1993; Sung e Jeng ,1994). Nos
diferentes periodos de armazenamento, pode ser observado, de uma maneira
geral, atividade dessa enzima apenas para sementes secadas a diferentes teores
de agua. Sung ¢ Jeng (1994), também ndo observaram auteragdo na atividade da
catalase durante o envelhecimento de sementes de amendoim. Entretanto,
Baillyet al. (1996) verificaram, em sementes de girassol, uma redugdo dréstica
da atividade dessa enzima apés 48 horas de envelhecimento (45°C ¢ agua).

Ja as enzimas fosfatase alcalina (AKP) e superdxido dismutase (SOD)
(Figura 4), apesar de participarem rea¢des que promovem ¢ reémovem produtos
de peroxidagdo, respectivamente (Rabinowitch e Fridovich, 1983), pelos padrdes
eletroforéticos dessas enzimas (Figura 4), ndio foi possivel verificar alteragoes

em funcdo dos teores de agua das sementes e periodo de armazenamento.

Anilise de Carboidratos Soliveis

Os aglicares presentes nas sementes maduras de C. canephora foram
ramose, glicose e frutose, sendo que os demais (rafinose e estaquiose) foram
encontrados em baixissimas concentragdes. Pela Figura 14, pode-se verificar o

efeito da secagem nas concentragdes de agucares redutores em sementes de C.
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canephora avaliado antes do armazenamento e apds trés e seis meses de
armazenamento. Pode ser observado um decréscimo nos teores de ramose,
glicose e frutose com a redugio da umidade das sementes. Os teores de ramose e
glicose foram reduzidos para niveis inferiores 4 metade dos valores iniciais
quando as sementes foram secadas de 50 para 30% de umidade. A partir de
entio, os teores de ramose permaneceram praticamente inalterados para
sementes secadas a 10 ¢ 8% de umidade, enquanto que, os de glicose foram
ainda menores nas sementes secadas a 10 ¢ 8% de umidade.

Quanto a frutose, a redugiio dos teores desse agucar s6 foi observada
apos a secagem das sementes para teores de agua de 10 ¢ 8% e houve um
aumento nos teores de frutose com o armazenamento das sementes.

Segundo Vertucci e Farrant (1995), durante os ultimos estidios de

~y!maturagdo em sementes ortodoxas, os teores de monossacarideos sio reduzidos,
provavelmente pela formagdo de aglicares ndo redudores. Diversos autores como
Koster e Leopold (1988), Chen e Burris (1990) e Blackman, Obendorf ¢ Leopold
(1992) sugerem que tecidos tolerantes apresentam baixa quantidade de agucares
redutores, como glicose, frutose e ramose. No entanto, na presente pesquisa,
decréscimo nos teores de ramose, glicose e frutose, com a redugfo da umidade
das sementes, ndo foi acompanhada da aquisigéo da tolerdncia a dessecagio.

A ocorréncia de elevadas concentragdes de agiicares redutores em grios
secos de cafeeiro comercial ¢ normalmente descrito como sendo resultado da
degradacdo de aglicares maiores durante o armazenamento (Bucheli et al., 1996;
Bucheli et al., 1998). Uma vez que a sacarose é o principal carboidrato
transportado no floema, o que tem sido também detectado no cafeeiro (Rogers et
al., 1999), o aumento dos niveis observados de glicose e frutose na semente com
o armazenamento, provavelmente seja devido ao catabolismo de sacarose nesse

orgdo.
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Rogers et al. (1999), estudando mudancas do conteado de agucares no
desenvolvimento de grios de diferentes variedades de Coffea canephora e C.
arabica, verificaram que os oligossacarideos estaquiose ¢ rafinose encontram-se
em baixas concentragdes nos grios. As mais altas concentragSes de estaquiose,
normalmente estavam em torno de 0,2% e este conteiido foi constante durante o
desenvolvimento do gro, enquanto que rafinose foi encontrada em baixas ¢
constantes concentragdes. Baixas concentragdes em grdos maduros também
foram detectadas nos resultados de Clifford (1985) e Guimaraes (2000).

Pela presente pesquisa, pdde-se observar baixos teores de sacarose nas
sementes de C. canephora em contraste aos altos teores em sementes de C.
arabica. CorrelagGes entre altas concentragdes de sacarose e tolerancia a |
dessecaciio de sementes tolerantes a dessecagdo tem levado & sugestdo que ela
pode representar um importante mecanismo de tolerdncia & dessecagdo (Koster e
Leopold, 1988; Leprince et al., 1992; Crowe et al., 1997). A sacarose representa
quase que a totalidade dos agticares livres em grios maduros de cafeeiro, sendo
que em C. arabica foram encontrados niveis mais altos que em C. canephora ¢
esses niveis correlacionam-se diretamente com os niveis de glicose e frutose em
tecidos do endosperma das duas espécies. Os baixos niveis de glicose e frutose
detectados em grios maduros foram também observados por Silwar e Liillmann
(1988) e Wolfrom, Plunkett e Laver (1960) em suas pesquisas € os niveis mais
altos de sacarose em C. arabica do que em C. canephora também foram
constatados por Clifford (1985) e Silwar e Liillmann (1988). Todavia,
acumulagiio de sacarose em sementes de cafeeiro pode ndo ser o unico fator na
aquisi¢io de tolerancia & dessecagio em sementes, como ji mencionados por
Blackman et al. (1991), Ooms, Wilmer e Karssen (1994) e Guimardes (2000).
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Observacoes Ultraestruturais

Nio foram observados danos aparentes nas células de radiculas,
hipocétilo e cotilédones de sementes de C. canephora nao secadas ou secadas
até 30% de umidade. Por outro lado, nas secadas a teores de gua de 10 e 8%, as
células mostraram avangada deterioragdo nas estruturas de membranas (Figuras
15 e 16). Foram observados os mesmos tipos de danos apresentados nas células
dos embrides de sementes de Arabica colhidas nos estidio verde ¢ secadas a 8%
de umidade. Apds o armazenamento, foram observadas, nas células dos
embrides de sementes de Canephora que nio foram secadas, avangada
descompartimentalizagio, grandes corpos de lipidios, estando as células das
diferentes regides do embrido completamente mortas, devido & deterioragdo dos
tecidos das sementes durante o armazenamento. Esses resultados refor¢am os
detectados pelos testes de germinagdo, protrusdo radicular, porcentagem de
raizes secundarias, indice de velocidade de protrusio radicular, determinacdo de
aglicares e dos padrdes eletroforéticos das enzimas catalase e esterase. Existe
um grande nimero de alterages ultraestruturais associadas & perda da
viabilidade durante a dessecagio das sementes. Danos letais, durante a
progressiva perda de agua em sementes, envolve multiplos componentes,
incluindo acumulagiio de oligossacarideos ndo redutores (Leprince et al., 1990;
Blackman, Obendorf e Leopold, 1992), sistemas de protegdo aa formagdo de
radicais livres (Hendry, 1993; Leprince, Hendry e Mckersie, 1993).

De acordo com os resuitados da presente pesquisa, existem diferencas
nos niveis de tolerdncia a dessecagdo entre as duas espécies, sendo que a espécie
C. canephora apresentou-se mais sensivel & dessecagdo, mesmo apés terem
atingido a maturidade. Ji as sementes de C. arabica adquiriram tolerancia a
dessecag@io com o processo de maturagdo. Diversos autores (Hong e Ellis, 1995,

Eira et al., 1999) tém observado diferengas marcantes nos niveis de sensibilidade
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a dessecacdio entre as espécies de Coffea spp. Segundo esses autores, essas
diferencas podem ser atribuidas as relagdes filogenéticas, habitat de origem e/ou
duragdo de maturidade. Coffea arabica e C. canephora sio as principais
espécies comerciais do género, recebendo classificagdo intermediaria e

recalcitrante, respectivamente, quanto a tolerdncia a dessecagdo.
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Figura 16. Micrografias LTSEM de organizagdes sub-celulares de embrides de Coffec
canephora oriundos de sementes de frutos cerejas, nio secadas (a) ¢
secadas a 30 (b), 10 (¢ ) e 8% (d) de graus de umidade. WUR
Wageningen - Holanda, 2000.
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6 CONCLUSOES

As sementes de cafeeiro da espécie C. arabica apresentam redugéo da
percentagem de protrusdo radicular ¢ germinagdo quando submetidas a secagem
a teores de agua inferiores a 30%, independente do seu estidio de
desenvolvimento. As sementes colhidas no estidio verde apresentam maiores
perdas de germinabilidade, maior atividade enzimatica (CAT e EST), menores
teores de aglicares e danos ultraestruturais como: coalescéncia de corpos de
lipidios e provavel ruptura do sistema de membrana em relagdo as sementes
colhidas nos estados verde cana e cereja.

Sementes colhidas no estidio verde cana e cereja apresentam uma
relativa tolerancia a dessecagdo, mas ndo resistem a reducdo do seu teor de dgua
para niveis mais baixos (10 e 8 %), apresentando comportamento intermediario.
A tolerdncia a dessecagdo em sementes de C. arabica esta em fungdo do estidio
de desenvolvimento das sementes, sendo que as sementes colhidas no estadio
verde apresentam a maior sensibilidade a perda de seu teor de agua.

Sementes de C. canephora apresentam-se intolerantes a dessecagdo.

Sementes de C. canephora, com o processo de secagem, perdem a
viabilidade, apresentam maior atividade de CAT e EST, danos ultraestruturais e
reducdes de agiicares.

Para ambas as espécies de cafeeiro, apds 0 armazenamento, as sementes
secadas a 30% de umidade apresentam a maior germinagdo e vigor e reduzidos
danos causados pela perda do teor de agua das sementes evidenciados pela
atividade das enzimas esterase e catalase e auséncia de danos ultraestruturais.

Padrdes eletroforéticos das enzimas esterase e catalase variam em
fun¢do do estadio de desenvolvimento das sementes de cafeeiro e do nivel de

tolerancia a dessecacio.
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Acréscimo no conteildo de glicose e sacarose estio associados com
proteciio de sementes de cafeeiro contra danos de secagem e a aquisicio da

tolerdncia a dessecagio.
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TABELA 1A. Resumo da anilise de varidncia dos dados obtidos de protrusdo

radicular, germinacio, percentagem de raizes secunddrias,
emergéncia e indice de velocidade de emergéncia de sementes
de cafeeiro colhidas em diferentes estadios de
desenvolvimento, antes (controle) e apds a secagem. UFLA,
Lavras, MG, 2000.

CAUSAS DA QUADRADOS MEDIOS

VARIACAO GLL. Protrusio Germinagio Raizes
radicular (%) Secundarias (%)

(%)

Maturagio 2 571,25698** 776,72199** 2077,68383**

Secagem 1 223,23759*%* 98,41690* 922,08295**

Mat. X Sec. 2 103,34019** 199,81773** 153,38153%*

Residuo 18 17,30297 16,72626 9,43899

Média Geral 61,634 71,516 54,326

C V(%) 6,749 5,719 5,655

CAUSAS DA QUADRADOS MEDIOS

VARIACAO G.L. Emergéncia emcidmara  Velocidade de emergéncia

(%) (indice)

Maturagio 2 2330,77164** 0,49393%*

Secagem 1 34,32512 0,05217**

Mat. X Sec. 2 431,41111*%* 0,10869**

Residuo 18 21,49867 0,00456

Média Geral 70,860 0,97596

C V(%) 6,543 6,917 ’

* Significancia ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significancia ao nivel de 1% de probabilidade.
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