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RESUMO

ESTANISLAU, Wagner Tompson. Modelo funcional de desenvolvimento de
sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.) Lavras: UFLA, 2002. 113 p.
(Dissertagao — Mestrado em Fitotecnia)*.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar os processos de
histodiferenciacdo e organogénese em relagéo aos eventos fisicos e fisiol6gicos
do desenvolvimento e maturagdo de sementes de cafeeiro (Cv. Acaid Cerrado
MG-1474). Os frutos foram colhidos do tergo superior das plantas entre a antese
e 255 dias apés a antese (DAA). As andlises morfol6gicas e anatdmicas
relacionadas a organogénese foram feitas por meio de microscopia
estereoscdpica, que permitiu a identificagio dos diferentes tecidos e estddios de
desenvolvimento do fruto e sementes. Foi possivel observar que o
desenvolvimento inicial do fruto ocorre em fungdo do desenvolvimento e
crescimento do tecido nucelar do ovério, que ird constituir o perisperma. O
avango do crescimento do fruto acontece em fungdo da degradagéo gradual da
porgdo interna do perisperma (Pi) que cede espago ao crescimento gradual do
endosperma e embrido. A porgdo externa (Pe) do perisperma persistiu apés a
completa degradagiio da Pi e crescimento do endosperma, correspondendo ao
espermoderma ou ‘pelicula prateada’ observada em frutos/sementes maduros. Os
parametros testados foram: o contelido de 4gua e matéria seca do fruto, sementes
e embrido; germinag#o in vitro de embriGes excisos; germinagdo de sementes em
cimara de germinagdo e tolerdncia & dessecagdo de embriGes e sementes. Os
embrides adquiriram capacidade germinativa a partir dos 150 DAA, quando j&
apresentavam formato cotiledonar, coincidindo com a fase de acimulo crescente
de matéria seca ¢ perda de umidade. No entanto, as sementes germinaram
somente a partir dos 210 DAA, quando o endosperma apresentou-se solidificado.
A germinagdo méixima das sementes foi alcangada na fase verde-cana e cereja do
fruto aos 225 DAA. As sementes adquiriram toleréncia 3 dessecagdo também a
partir dos 210 DAA, dependendo do estddio de desenvolvimento do fruto e do
método de secagem aplicado. As andlises do padréio de acimulo de B-tubulina
por meio de “Western Blotting” e das configuragdes do citoesqueleto
microtubular por meio de detecgdo imunocitoquimica, permitem a caracterizagéo
dos processos de divisdio e expansdo celular durante a histodiferenciagdo e
organogénese. A anilise completa de todos os dados permitiu a identificagdo das
diferentes fases do desenvolvimento e a elaboragfio de um modelo funcional de
desenvolvimento para o fruto e sementes de cafeeiro.

*Comité Orientador: Dr.’. Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA
(Orientadora), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimarées.



ABSTRACT

ESTANISLAU, Wagner Tompson. A functional model of coffee (Coffea
arabica L.) seed development. Lavras: UFLA, 2002. 113 p. (Dissertation —
Masters degree in Crop Science)".

The objective of the present study was to characterize the processes of
histodifferentiation and organogenesis in relation to physical and physiological
events during development and maturation of coffee seeds (cv. Acaid Cerrado
1747). Fruits were harvested from the upper third part of the plants, between o
and 255 days after anthesis (DAA). The morphological and anatomical analysis
related to organogenesis were carried out using stereoscopic microscopy, which
allowed the identification of the different tissues and characterization of the
different developmental stages of the fruit and seeds. It was observed that initial
fruit growth was due to growth and development of the ovary nucellus into a
transient perisperm tissue. As fruit growth progressed, the internal portion of the
perisperm (Pi) was gradually degraded giving space for the gradual growth of
endosperm and embryo, resulting in growth of the seed it self. The external
portion of the perisperm (Pe) persisted upon the completion of Pi degration and
endosperm growth, and corresponded to the spermodermis or ‘silver skin’ that is
observed in maturate fruits/seeds. The physical and physiological parameters
tested along development were seed water content and dry matter of fruits, seeds
and excised embryos, in vitro germinability of excised embryos, germinability of
seeds in germination cabinets, and desiccation tolerance excised embryos and
seeds. Embryos acquired germinability from 150 DAA onwards, when they have
reached the cotyledonary shape, coinciding with the phase of dry matter
accumulation and water loss. Seeds, however, would germinate only from 210
DAA onwards, time when the endosperm appeared solid and with relatively high
levels of accumulated dry matter. Maximum seed germination was achieved
when fruits reached the yellow and cherry stages at 225 DAA. Seeds acquired
desiccation tolerance also from 210 DAA onwards, which appeared to be
dependent on the stage of development and drying method applied. The analysis
of B-tubulin accumulation by means of western blotting coupled to the analysis
of the microtubular cytoskeleton configurations by means of
immunocytochemistry and fluorescence  microscopy, allowed the
characterization of cell division and expansion during histodifferentiation and
organogenesis. The complete analysis of all data allowed the identification of the
diferent phases of development and construction of a functional model for coffee
fruit and seed development.

*Guidance Commitee: Dr.". Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA (Major
Professor), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimardes.
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CAPITULO1

1 INTRODUGCAO GERAL

A importdncia s6cioeconémica da cultura do cafeeiro tem sido
historicamente destacada no cendrio nacional, sendo uma atividade geradora de
empregos e fixadora de mio-de-obra no campo.

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos—
USDA, a estimativa de produgiio na nova safra brasileira 2001/2002 € de 33,7
milhdes de sacas, sendo 23 milhes de café ardbica e 10,7 milhdes de robusta. A
drea plantada foi avaliada em 2,5 milhGes de hectares e o nimero de pés de café
em 5,7 bilh3es, sendo que 25% desse total, ainda ndo chegou ao estddio de
produgdo. O que mais chama a atencdo € o volume de café ardbica, insﬁﬁciente
para as necessidades brasileiras de exportagdio e consumo. A estimativa oficial
brasileira € de 26,7 milhGes de sacas para a pr6xima safra 2001/2002 e de 31,1
milhdes de sacas para a atual safra 2000/2001 (Carvalhies, 2001).

Dentre as muitas espécies de cafeeiros existentes no mundo, duas se
destacam economicamente: Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre.
Aproximadamente, 70% do café comercializado no mundo € do tipo arabica (C.
arabica L.), e 30 % é do tipo robusta (C. canephora Pierre) (Rena et al., 1986).
O café representa uma fonte considerdvel de divisas para o desenvolvimento
econdmico do Brasil, principalmente para Minas Gerais, que é o Estado de
maior importincia na produgdo de Coffea arabica L., sendo responsével por
50% da produgdo brasileira, sendo que cerca de 340 milhdes de mudas sdo
formadas e plantadas a cada ano no Estado (Floriani, 2000). Segundo Mendes et
al., (1995), a regido do sul de Minas Gerais & responsével por 50% da produgio
do Estado.



A forma mais utilizada de propagagdo do cafeeiro € por meio de mudas,
as quais podem ser “mudas de meio ano” ou “mudas de ano”. As sementes para
a formagdo das mudas, no sul do Estado de Minas Gerais, sio colhidas
geralmente entre Junho e Agosto, dependendo das condigdes climéticas e estddio
de maturagio. No entanto, por causa da germinacio lenta, geralmente as mudas
de meio ano estdo prontas para serem transferidas para o campo somente entre
Janeiro ¢ Margo do ano seguinte, perdendo dessa forma trés meses da época
chuvosa, o que pode prejudicar significativamente o desenvolvimento inicial das
plantas e estabelecimento da lavoura. No caso das mudas de um ano de idade, a
transferéncia para o campo € feita no periodo ideal de plantio do ano seguinte,
aproveitando o inicio do perfodo chuvoso. Dessa forma, fica impossivel obter
mudas oriundas de sementes recém-colhidas, bem desenvolvidas e vigorosas
para plantio dentro do mesmo ano de colheita das sementes. O armazenamento
das sementes para adequagdo da época ideal de produgdo de mudas €
problemitico do ponto de vista da qualidade fisiolégica, uma vez que as
sementes de Coffea spp. sdo, em geral, menos tolerantes & dessecagdo e
armazenamento, com tendéncia a serem mais “recalcitrantes”.

A semente de cafeeiro se caracteriza por ter uma germinagdo lenta e
varidvel, conforme as condiges de produgdao (Went, 1957). O potencial de
germinagio das sementes vai se moldando no decorrer do seu desenvolvimento,
e se relaciona diretamente ao estidio de maturacdo da semente, por ocasido da
colheita e subseqiientes fases de processamento, que incluem, despolpamento,
degomagem, secagem e armazenamento. A baixa qualidade da semente pode
inviabilizar a obtengdio de mudas de cafeeiros uniformes com um
desenvolvimento adequado e um padrio de qualidade desejado para o plantio.

Poucos trabalhos tém sido conduzidos para elucidar os mecanismos que

regem os processos de floragio e desenvolvimento do fruto, incluindo



embriogénese, formagiio do endosperma e maturagdo durante a formagdo das
sementes de cafeeiros, além dos mecanismos atuantes durante a germinagéo.

Estudos por meio de andlises moleculares, bioquimicas e
imunocitoquimicas constituem ferramentas eficientes para a elucidagéo do
padrao de atividade do ciclo celular e definigdo dos estdgios de embriogénese e
maturagdo, em relag@o aos eventos fisiolégicos que ocorrem durante a formagiio
de sementes C. arabica L.

Com este trabalho, teve-se como objetivo, caracterizar as diferentes
fases do desenvolvimento de sementes de cafeeiro em relagdo &
histodiferenciacfio e organogénese, germinabilidade, tolerdncia a dessecagéo,
acimulo de tubulina e configuragdes do citoesqueleto microtubular,
estabelecendo assim um modelo funcional que permita um melhor entendimento
dos mecanismos de desenvolvimento, conservagéo e germinagdo de sementes de

cafeeiros.



2 REFERENCIAL TEORICO

As sementes sdo unidades primdrias de dispersdo de plantas superiores
contendo o potencial genético de uma determinada espécie. Elas dispdem de
uma estrutura biol6gica complexa que, no decorrer do tempo, tem-se adaptado a
diversos ambientes e passando, as vezes, por algum tipo de estresse. Apesar de
ndo ser uma regra geral, as sementes possuem mecanismos, 0s quais permitem
que as mesmas resistam a perfodos de seca prolongados, a temperaturas
extremas e ainda permanecam vidveis por longos periodos, podendo até se
estender por centenas de anos. Além disso, possuem ainda, mecanismos que
controlam a germinagdo, para que essa ocorra em condi¢Ges mais favordveis.
Essas caracteristicas siio fatores essenciais para preservagio das plantas e
consegiientemente manutencdo da variabilidade genética, constituindo um
fascinante sistema para pesquisa biolégica. Além disso, as sementes sdo
importante fonte de alimento e nutrem mais de dois tergos da populagdo
mundial.

As sementes se compdem de um ou mais tecidos de reserva de
nutrientes, um embrido, além de estruturas encapsuladoras designadas para
protegio e que podem também regular a germinagdio. Sdo consideradas
estruturas unicas, visto que a formag@o das mesmas requer o envolvimento de
duas fases consecutivas dentro do ciclo de vida de uma planta; a fase
esporofitica, na qual hi a formagdo dos 6rgaos de reprodugdo, e a fase
gametofitica, compreendendo a fusiio desses 6rgdos de reprodugdo, a partir da
qual, esses tecidos diferenciados se desenvolvem.

Os processos morfolégicos e fisiol6gicos que acontecem durante o
desenvolvimento e germinacdo j4 foram estudados e descritos para vérias

espécies (Comai & Harada, 1990; Bewley, 1997; Harada, 1997; Hilhorst et al.,



1998). As informagdes sobre os mecanismos que controlam esses processos,
comegaram a surgir a partir da década de 90, apés a introdugéo das tecnologias
biogenéticas e moleculares nesse campo de pesquisa (Galau et al., 1991; Bewley
& Black, 1994; Goldberg et al., 1994; Koomnneef & Karssen, 1994; Hilhorst,
1995; Kermode, 1995; Harada, 1997; Raghavan, 1997). Desde entio, as andlises
das mudangas no padrio de expressio de genes que acontecem durante a
embriogénese e o desenvolvimento de sementes, e crescimento pés-germinativo,
ttm contribufdo significativamente com evidéncias sobre os programas
regulatérios que governam ambas as fases (Dure et al., 1981; Chlan & Dure,
1983; Dure, 1985). Dentro desse contexto, ndo hé dividas de que nas dltimas
décadas houve um grande avango no entendimento dos processos envolvidos no
desenvolvimento e germinagéo, incluindo a dorméncia de sementes. Contudo,
ainda € pouco o que se sabe sobre o conhecimento de muitos aspectos de
importéncia primordial envolvendo a ciéncia de sementes. Conforme discutido
por Karssen (1993), ainda sdo necessérios estudos interdisciplinares dentro da
ciéncia de sementes strictu sensu, para que se possa entender as fungdes e o
comportamento das sementes. Para algumas espécies, esses estudos ji ocorrem
ha alguns anos e estdo avangados, mas para a maioria das espécies, incluindo o

cafeeiro, as pesquisas sdo ainda incipientes.

2.1. Desenvolvimento de sementes

Em termos conceituais, o desenvolvimento de sementes pode ser
dividido em dois perfodos distintos, relacionados 4 formagio do embrido, ou
embriogénese (Comai & Harada, 1990; Harada, 1997; Bewley, 1997; Hilhrost,
1998). O primeiro periodo geralmente € definido como o da morfogénese,
durante o qual se estabelece o plano no qual o embrido € formado. Isso acontece
por meio de intensas divisGes celulares e formacdo dos tecidos e partes
embriondrias (West & Harada, 1993; Goldberg et al., 1994; Meinke, 1995;). O



segundo € o perfodo subseqiiente de maturagéo do embridio e da semente. Esse
periodo inclui a interrupcdo da formagdo dos tecidos ¢ partes do embrido; o
acimulo de nutrientes de reservas; mudangas no tamanho, peso fresco e peso
seco do embrido; supressdo de germinagdo precoce; aquisi¢do de tolerdncia a
dessecacgdo; dessecacdio ¢ quiescéncia; e em muitas espécies, a indugdo de
dorméncia (Koornneef & Karssen, 1994). A germinagio e o crescimento pds-
germinativo do embrido representam as fases durante as quais acontece a
reativacdo dos processos metabélicos e morfogenéticos da semente quiescente
(Bewley, 1997; Harada et al., 1998).

Tem sido questionado o fato de que a interrupgdo do desenvolvimento
do embrido e da semente, durante a fase de maturagdo, se constitui numa
condi¢iio imposta, ndo sendo necessdria a formagdo de um embrido vidvel
(Walbot, 1978). Por exemplo, ao contrdrio das plantas superiores, os embrides e
sementes de plantas inferiores ndo passam por um perfodo de interrupgio do
desenvolvimento e quiescéncia metabélica, de forma que nesses casos, os
embrides e sementes também nfo passam por um periodo de dessecagéo, sendo
intolerantes A dessecagdo. Isso implica que em plantas superiores, produtoras de
sementes, processos relacionados 2 maturagdo, dorméncia ¢ germinagio foram
incorporados ao longo do tempo, a0 modo continuo de desenvolvimento
morfogenético das plantas inferiores. Dessa forma, os programas regulatérios
que controlam a interrupcio do crescimento e metabolismo durante o
desenvolvimento do embriio, e que também controlam a reativagdo do
crescimento e metabolismo durante a germinagiio, sio de grande relevancia e
certamente envolverdo a inativagdo e reativagio dos eventos relacionados ao
ciclo celular nas células embriondrias. '

Antes da década de 20, ndo se encontram referéncias de trabalhos sobre
maturagio de sementes. A partir dessa data, alguns pesquisadores (Hatcher e
Purvis, 1945; Grabe, 1956; Henson & Tauman, 1961; Leininger & Urie, 1964;



Aldrich, 1973;) comegaram a se preocupar com esse assunto. Entretanto,
somente nos \ltimos anos é que se tem procurado dar maior importancia as
pesquisas relacionadas 2 maturag@o de sementes.

Diversos estudos evidenciam que a semente atinge a maturidade
fisiolégica antes que ocorra o ponto de colheita determinado pelos padrdes
tradicionais ¢ empiricos comumente utilizados (Azevedo, 1977). A defini¢ao do
termo “maturidade fisiolégica”, foi até bem pouco tempo bastante controvertida.
Popinigis (1975) e Delouche (1976), citam que a maturagio se refere s
alteragoes morfol6gicas, fisiol6gicas e funcionais, que ocorrem a partir da
fecundagdo, prosseguindo até o momento em que as sementes estio em
condigdes de colheita.

A maturidade fisiolégica é definida como o momento em que a semente
atinge seu mdximo peso de matéria seca (Popinigis, 1977). No entanto, esse
ponto nem sempre coincide com a méixima qualidade fisiol6gica, indicando o
momento em que paralisa a translocag@o de fotoassimilados da planta, fase onde
a semente ainda estd com um teor de 4gua relativamente elevado (Von Pinho,
1998). A devida compreensdo do processo de maturagio e maturidade torna-se
cada vez mais importante. Apesar desses estudos, poucos trabalhos tém sido
conduzidos com o objetivo de se entenderem os mecanismos moleculares e
celulares atuantes durante a embriogénese e formagdo das sementes de cafeeiro,
além daqueles durante a germinacdo. Nesse sentido, hd uma deficiéncia de
informagGes a respeito dos possiveis fatores que possam afetar ou definir a
qualidade das sementes de cafeciro durante o desenvolvimento, dessecagio e
armazenamento, em fungdo do estado fisiolégico do embrido, e que
possivelmente também possam regular a germinagio.

Para se entenderem ou elucidarem processos que regem o
desenvolvimento da “semente de cafeeiro” e que conferem suas caracterfsticas

peculiares, devem ser considerados fatores como a embriogénese e o



desenvolvimento da semente de cafeeiro como um todo, visto que a qualidade
final da semente depende, em muitos casos, de fatores ativos ainda durante a
formagdo do embrido assim como da prépria semente.

A méxima porcentagem de germinacio de sementes de soja, algodao,
sorgo e trigo coincide com a maturidade fisiol6gica das mesmas (Delouche,
1976; Popinigis, 1977; Carvalho & Nakagawa, 1980). A porcentagem de
germinagdo aumenta gradativamente até atingir o maximo, tendendo a decrescer
de acordo com as condigoes, sob as quais as sementes sdo mantidas. Entretanto,
existem espécies em que a germinagio méxima € atingida antes, ou mesmo
depois da maturidade fisiolégica. Sementes de soja germinam aos 38 dias apés a
fecundagdo, algoddo aos 22 dias, sorgo entre 5 e 10 dias e trigo comega a
germinar até 5 dias ap6s a fecundagao.

Segundo Delouche (1976), para a maioria das espécies, o contetido de
umidade no ovério ou no 6vulo ndo fertilizado, estd em tommo de 70%. Apéds a
fertilizagdo, o contetido de umidade normalmente aumenta por alguns dias e
logo decresce em seguida com o desenvolvimento da semente, até atingir um
equilibrio e se estabilizar com cerca de 14 a 20% de umidade na época da
colheita.

Nos frutos de cevada, Harlan & Hope (1922), citam que a porcentagem
de 4gua durante seu desenvolvimento decrescia uniformemente até 42%, quando
a deposicdo de matéria seca era interrompida e a taxa de perda de 4gua era entao
acelerada.

Fregiientemente tem-se observado que a semente, em seu ponto de
méxima matéria seca, apresenta-se com um contetido de umidade relativamente
alto. Carvalho (1974) e Jacinto & Carvalho (1974), encontraram na maturidade
da semente de algodio e soja teores de umidade de 56 a 58% respectivamente.

Esses altos teores de umidade encontrados na semente por ocasido da maturidade



fisiolégica dificultam a colheita e a secagem, de acordo com Delouche (1976) e
Carvalho (1976).

De uma maneira geral, as alteragGes no tamanho da semente sao assim
descritas por Delouche (1976) e Azevedo (1977): verifica-sc um aumento do
tamanho, a partir da fertilizagdo, até um ponto maximo sob condigSes de alta
umidade, em torno de 40% em Sorghum vulgares L. e 80% em Gossypyum
hirsutum L. Quando o tamanho méximo € atingido, este sofre um decréscimo
gradativo, 2 medida que a semente seca. Azevedo (1977), cita que o peso de
matéria seca de diversas sementes cresce da fertilizacdo até atingir o maximo, na
maturidade fisiol6gica, a partir da qual, nota-se um decréscimo por causa da

secagem da semente no campo.

2.2. Ciclo celular e crescimento

O crescimento depende de divisdo assim como de expansdo celular. A
seqiiéncia dos processos que acontecem durante a divisdo celular € definida
como ciclo celular, o qual depende da replicagio ou duplicagdo de DNA, e leva
a padrdes especificos de organogénese e morfogénese, ou seja, diferenciagdo
celular (Varela et al, 1975; Barlow, 1993). Considerando os aspectos citolégicos
¢ moleculares, o ciclo celular envolve o ciclo cromossdmico, no qual a sintese e
duplicagio de DNA acontecem durante a intérfase, além do ciclo mitético, o
qual leva a divisdo celular (Gunning & Steer, 1996). A padronizagio do ciclo de
divisio celular leva a padrdes configuracionais dos componentes do
citoesqueleto, o qual, atuando como o “maquindrio estrutural subcelular” é
necessério para a citoquinese ou divis@o celular, e crescimento.

Os microtibulos sdo os componentes principais do esqueleto celular ou
citoesqueleto. Eles apresentam uma estrutura cilfndrica, sem ramificagdes, com
cerca de 25 nm em didmetro externo, e com um canal central aberto de cerca de

15 nm de didmetro, sendo formados a partir de dimeros contendo um



polipeptideo de a-tubulina e um de B-tubulina, cada um com peso molecular em
torno de 50 a 55 kD e cerca de 450 aminodcidos. Os microtibulos estdo
relacionados ao ciclo celular por meio de arranjos re-organizacionais e
configuracionais distintos, tais como o arranjo cortical caracteristico da intérfase,
e os amranjos de préfase, fusos mitéticos e fragmoplasto, os quais sdo
caracteristicos da fase mitética (Derksen et al., 1990; Goddard et al., 1994;
Gunning & Steer, 1996).

Com base no padrao observado da sintese de DNA e configuragio do
citoesqueleto microtubular, estudos realizados por De Castro (1998) com
sementes de tomate, permitiram definir trés estdgios distintos da embriogénese.
Em comparagido ao conceito geral de desenvolvimento embriondrio e de
sementes, definido em 2 fases, (Comai & Harada, 1990; Harada, 1997), a
primeira fase do desenvolvimento embrionério em sementes de tomate mostrou-
se como sendo a fase de estabelecimento do plano no qual o embrido € formado,
havendo a formag&o dos tecidos e partes embriondrias. Essa fase € claramente
definida como uma fase marcada por uma atividade intensa de sintese de DNA,
uma rede abundante de citoesqueleto microtubular cortical e mitético, e como
resultado, muitas divisdes celulares. A finalizagdo da morfogénese acontece
somente em uma segunda fase, quando entdo o acimulo de nutrientes de reserva
acompanha as mudangas na forma e tamanho do embrido, € quando também
acontecem as principais mudangas relacionadas aos pesos fresco e seco. Dessa
forma, essa segunda fase é marcada pela detecgio apenas de citoesqueleto
microtubular cortical abundante, o qual, na auséncia de sintese de DNA e
divisdes celulares, leva ao crescimento do embrido por expansdo celular. Nesse
estddio, o embrido atinge sua forma final, coincidindo com a aquisigéio de peso
seco miximo e aquisi¢do da maturidade fisiolégica. Em fung#o disso, De Castro
(1998) sugeriu que o processo de morfogénese ndo inclui necessariamente

divisdo celular e histodiferenciagdo, mas pode acontecer também somente como
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resultado de expansdo celular. Finalmente, a terceira fase, maturacio, ¢ marcada
pela degradagdo completa do citoesqueleto microtubular, o qual entdo deixa de
existir em embriGes de sementes de tomate completamente maduras. A
supressdo de germinagdo precoce e indugio de quiescéncia em embrides de
sementes de tomate acontecem durante essa fase, mesmo sem que haja a
dessecagao “completa” das sementes. A maturagio das sementes de tomate
acontece dentro do fruto aquoso, de forma que a umidade das mesmas € mantida
em torno de 50% (com base no peso fresco).
¥

2.3. Semente de cafeeiro

Em decorréncia da diferenciagdo das gemas das axilas das ramas, tem
inicio a formagdo dos botdes florais, os quais permanecem em dorméncia
durante o perfodo seco. A antese da flor s6 ird ocorrer com o advento do
aumento da temperatura associado a condig¢des hidricas favordveis, dando infcio
ao desenvolvimento dos frutos, culminando com a maturagao completa (Rena &
Maestri, 1985).

O “café” € uma espécie tropical de floragéo gregdria, ou seja, todas as
plantas individuais, numa certa extensdo geogrifica, florescem simultaneamente
(Alvin, 1973). Todavia, o nimero de floradas € varidvel, desde poucas, nas
regibes cafeeiras das latitudes médias, com época seca definida, até vérias ao
longo do ano, nas regiGes equatoriais chuvosas (Capot, 1964). Assim, enquanto a
regido cafeeira do sul e sudeste do Brasil apresenta 2 a 3 floradas de intensidades
decrescentes, na Costa Rica verificam-se até 12 ou 15 (Alvim, 1973). Esse
habito reprodutivo conduz a uma série de dificuldades préticas, umas
relacionadas com colheitas parciais prolongadas, outras com controle efetivo de
doengas (Browning, 1973) e/ou pragas, ou com a qualidade de graos e sementes
(Wormer, 1965; Cannell, 1974; Clowes ¢ Wilson, 1974).
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\ O periodo de desenvolvimento das sementes de cafeeiro € relativamente
longo, em torno de 240 dias desde a floragdo até a maturagio, sendo dependente
das condigdes climdticas da regido e da espécie. A distribuigdo das chuvas € um
fator que pode influenciar sobremaneira o florescimento e conseqiientemente o
periodo de formagdo das sementes. Alegre (1959) sugere que a precipitagdo
anual 6tima estd entre 1200 e 1800 mm, mas o cafeeiro cresce e produz bem,
tanto nas montanhas do Quénia, onde chove apenas 800 mm, como na Costa
Rica e India, onde a precipitagio € maior do que 2000 mm anuais. H4 indicagdes
de que o cafeeiro pode suportar um periodo de deficiéncia hidrica de até 150
mm, especialmente quando o mesmo ndo se estende até a fase de floragdo
(Haarer, 1962; IBC, 1981). Os pericdos secos sdo importantes para o
crescimento da raiz, para a maturagio dos ramos formados na estagdo chuvosa
precedente, para a diferenciagdo floral e maturag@o dos frutos (Haarer, 1962).f

O fotoperfodo € outro fator climitico que pode influenciar no
florescimento da planta de cafeeiro\Franco (1958) realizou o primeiro trabalho
sobre fotoperiodismo em relagdo a induc@o floral no cafeeiro, concluindo que
esta é uma planta de dias curtos. Alvin (1977) verificou que o comprimento do
dia e a distribuigio das chuvas s#io os principais fatores externos que controlam o
florescimento do cafeeiro. Frederico & Maestri (1970) confirmaram a
interferéncia do fotoperiodo e da distribuigio de chuvas no desenvolvimento dos
botdes florais. Os autores abordaram que, ap6s a diferenciagéo, os botoes florais
crescem até atingir um comprimento de 4 a 5 mm, quando entram em
dorméncia, caso haja um pericdo seco definido. O crescimento s6 € reiniciado
sob condigdes naturais, depois de uma chuva de certa magnitude. Os botdes
florais passam entiio a crescer rapidamente, com a antese, dentro de 10 a 14 dias,
conforme a regido.

Além das condigdes climéticas durante a fase reprodutiva, o preparo e

posterior armazenamento das sementes sio, possivelmente, fatores que também

14



interferem na preservagdo da qualidade fisiolégica e do poder germinativo das
mesmas, visando a obtengdo de mudas com crescimento e desenvolvimento
adequado. Durante o beneficiamento dos frutos, ap6s o despolpamento e
degomagem, as sementes de café contém cerca de 50% de umidade. Se elas
secam um pouco mais, as sementes tendem a manter uma umidade constante em
torno de 35 a 40%. As sementes nessa condi¢io germinam 95% ou mais, mas
perdem rapidamente a sua viabilidade (Carvalho & Monteiro Sales, 1956;
Arcila-Pulgarin, 1976). Em raziio dessa rdpida perda do poder germinativo e das
limitagGes da secagem natural 2 sombra, sendo esse um método tradicionalmente
recomendado, t&m sido estudados procedimentos alternativos de preparo e
armazenamento de sementes.

Bacchi (1955, 1956, 1958) observou que a semente de café pode ser
secada ao sol e se conserva bem quando o teor de 4gua € mantido entre 10 e
12%. Posteriormente, Arcila-Pulgarin (1976) determinou que sementes de café
podem ser secadas artificialmente sob temperatura de até 45°C e a um teor de
dgua de 12 a 13%, sem ter sua viabilidade afetada. Parece importante que o teor
de dgua das sementes nio alcance valores inferiores a 9%, mas a raziio da sua
perda de viabilidade nessa condigdo ainda € desconhecida, podendo ser
puramente fisica ou de natureza bioquimico-fisiolégica (Sondahl & Sharp,
1979). Vélio (1976) observou que a viabilidade pode ser estendida, quando a
semente € conservada com teor de 4gua de 40%. De um modo geral, em estudos
efetuados por Camargo et al., (1993), Dias & Barros (1993) e Miranda et al.,
(1993) evidenciaram que, para conservagio de sementes de café, sdo necessarios
valores relativamente altos para o teor de 4gua nas sementes. Nesse sentido,
vérios métodos de conservagiio tém sido sugeridos na tentativa de manter as
sementes com um grau de umidade superior a do equilibrio com o ambiente,
embora os métodos de armazenamento adequados para manutengio dessa

umidade sejam, muitas vezes, dificeis e onerosos, inviabilizando a sua utilizagdo
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pritica. Outro aspecto a ser considerado na conservacdo de sementes de café
com altos teores de dgua (30 a 40%) € que essa condi¢éo favorece a atividade de
microrganismos que contribuem para o agravamento da deterioragdo das
sementes (Miranda & Valias, 1984).

Apesar da considerdvel importincia econébmica do "produto café’, a
semente de cafeeiro tem recebido pouca atengdo da pesquisa no que diz respeito
a sua qualidade e ao fato de constituir-se num carreador de todas as
caracteristicas genéticas de uma planta além de garantir a sua sobrevivéncia

como espécie.

2.4, Tolerancia 2 dessecacdo

A dessecaciio € considerada necesséria para conclus@o do ciclo de vida
das sementes ortodoxas. E geralmente interpretada como uma adaptagio
estratégica para tornar a semente apta A sobrevivéncia durante o armazenamento,
para garantir melhor disseminagdo das espécies € para prover tolerdncia as
severas condi¢Bes ambientais (Leopold, 1990). Esse padriio de desenvolvimento
ocorre em sementes de espécies angiospermas, ortodoxas em relagdo a sua
habilidade de resistir ao armazenamento com um reduzido contetido de umidade.
Em contraste, sementes de outras espécies nio podem sofrer uma secagem
durante o desenvolvimento e maturagdo. Seu contetido de 4gua deve permanecer
alto durante todo o seu desenvolvimento, até a germinagdo; desse modo, jd que
ndo podem resistir & dessecagdo, sdo inaptas para o armazenamento por longos
periodos de tempo. Esse grupo de sementes é chamado de “recalcitrantes™ e
incluem muitas espécies de 4rvores tropicais (Farrant et al., 1986, 1993).

Sementes recalcitrantes € ortodoxas diferem grandemente em sua
ecologia e morfologia (Chin et al, 1989). Sementes recalcitrantes sdo
primariamente originadas de 4rvores perenes dos trépicos dmidos, como

algumas espécies do género Coffea, e o cacau; em alguns casos, de 4reas
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temperadas, como Citrus; enquanto a maiorig das sementes ortodoxa vem de
espécies anuais temperadas, adaptadas para campos abertos (Illy & Viani, 1995).

Sementes em desenvolvimento sdo usualmente incapazes de germinar, a
menos que sejam secadas, embora embrides em desenvolvimento germinem
precocemente num meio liquido, sem secagem. Isso indica que embrides
isolados adquirem germinabilidade em estédios precoces do desenvolvimento
(Bochicchio et al., 1994, 1996). De acordo com Bewley & Black (1985), a
secagem superaria os obsticulos impostos ao embridio pelas estruturas
circundantes ou por fatores hormonais.

No processo de secagem, o embridio da semente entra em um estado de
quiescéncia, no qual, o metabolismo permanece nulo e/ou ndo-mensurdvel
(Lynch & Clegg, 1986), até que condigdes favordveis de umidade o reativem e
induzam a germinagao. Antes que as sementes sofram essa severa perda de 4gua,
elas adquirem a habilidade para tolerar a dessecagdo. Muitas sementes sofrem
uma répida transigdo entre uma fase de intoleréncia e de tolerdncia a dessecagio,
aproximadamente no meio do seu desenvolvimento e precedendo ou coincidindo
com a deposigdo de reservas (Kermode & Bewley, 1989; Kermode et al., 1989;
Hong & Ellis, 1992). Durante a germinagdo, a tolerancia 2 dessecagfio € mantida
por vérias horas apds o inicio da embebicdo. Antes da protrusio da radfcula, as
sementes podem resistir & extrema secagem, mas 2 medida que a germinagio
progride, esse tratamento torna-se altamente danoso e finalmente letal
(Crevecoeur et al., 1976; Sargent et al., 1981; Dasgupta et al., 1982; Senaratna
& McKersie, 1986; Leprince et al., 1990).

Ainda ndo se pode afirmar que a tolerdncia 2 dessecagiio ¢ desenvolvida
antes ou em resposta a perda de dgua durante a maturagdo. De acordo com
Bewley (1979), uma semente € tolerante quando sobrevive a répida dessecagiio,

suspendendo o metabolismo e revivendo ap6s a reidratagéo.
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A tolerincia a dessecagdo € uma caracteristica quantitativa, conseguida
progressivamente. Sementes secadas lentamente, por vérios dias, continuam a
metabolizar e desenvolver-se até que um nivel critico de umidade seja
alcangado, portanto, pode-se esperar um aumento gradativo do nivel de
tolerdncia durante esse processo de secagem. Assim, a avaliagdo da tolerdncia a
dessecagio, ap6s a secagem lenta, ndo correspondera necessariamente ao estddio
de desenvolvimento em que se encontrava a semente antes do inicio da secagem.
A capacidade de germinagiio também € um atributo adquirido progressivamente.
Embora a secagem lenta, em estddio apropriado, parega acentuar a germinagao
em diversas espécies de sementes (Kermode et al., 1989), fatores adicionais tém
sido observados em algumas espécies. Durante a secagem lenta, sementes
recalcitrantes avangam no processo de germinagdo, 0 que conseqgiientemente
acentua a destrui¢io de mecanismos de tolerdncia & dessecagdo, conduzindo a
perda da viabilidade em conteidos de &gua maiores do que o material
rapidamente seco (Farrant et al., 1985; Berjak et al., 1989). Além disso, outros
processos deletérios, relacionados com a perda de dgua, podem estar presentes
em contetidos intermedidrios de 4gua, como por exemplo, o descontrole dos
processos metab6licos que conferem viabilidade ou da auséncia de sistemas
antioxidantes (Come & Corbineau, 1996). Em teores de dgua marcadamente
menores, que podem ser atingidos por uma secagem muito rdpida, de eixos
excisos, sdo simplesmente uma conseqiiéncia da desidratagao, sendo atingida tao
rapidamente que o periodo durante o qual as reag3es deletérias, que ocorrem em
contelidos de 4gua intermedi4rios sio minimizadas (Pammenter et al., 1991;
Berjak & Pammenter, 1997; Pritchard & Manger, 1998).

Nio h4 padrio de secagem rdpida para tecido sensivel a dessecagdo, mas
h4 um limite inferior de teor de 4gua, no qual o tecido ndo sobrevive, sendo esse
limite maior em sementes recalcitrantes quando comparados aos das sementes
ortodoxas e intermedidrias (Pammenter et al., 1991; Berjak et al., 1993;
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Pammenter et al., 1993; Pritchard & Manger, 1998). Foi sugerido que a
secagem rdpida impede, ou nio d4 tempo para que os processos de recuperacdo,
como reestruturagdo de membranas, se estabelecam, sendo necessdrio mais
tempo para os reparos na reidratagio (Oliver & Bewley, 1997). As diferentes
respostas para a taxa de secagem de sementes recalcitrantes e ortodoxas em
desenvolvimento enfatizam a diferenga fundamental entre elas.

Existe uma considerdvel variabilidade na fisiologia pds-colheita de
sementes recalcitrantes, tanto dentro, como entre espécies. Dentro de uma
espécie, a variagiio pode ocorrer de colheita a colheita, ou dentro de uma tnica
colheita (Berjak et al., 1996; Finch-savage & Blake, 1994). O contetido 4dgua e o
tamanho do embrido podem variar entre as estagdes (Finch-Savage, 1996; Berjak
et al,, 1996). H4 também diferentes taxas de perda de 4gua no material
recalcitrante, as quais variam de espécie para espécie, € com o estddio de
desenvolvimento do eixo embriondrio da semente (Berjak & Pammenter, 1997).
Uma caracteristica adicional das sementes recalcitrantes € que elas se mantém
metabolicamente ativas, ao contrdrio das sementes ortodoxas, passando do
processo de desenvolvimento diretamente para o de germinagZo, sem que ocorra
um estadio de quiescéncia ou dorméncia. Essa atividade pode ser detectada por
meio de técnicas de ultraestrutura (Berjak et al., 1989; Berjak et al., 1993),
andlises bioquimicas (Corbineau et al., 1999) ou pela medida direta da
respiragdo (Farrant et al., 1997).

Estudos ultraestruturais de tecidos, apés dessecagio, tém revelado que
membranas celulares sdo um dos principais locais de injirias. Dessecagio
imposta a embrides de Phaseolus vulgaris em estddio imaturo de
desenvolvimento, intolerantes 2 dessecago, induziu um colapso de membranas,
em contraste com células de embrides tolerantes, nos quais as membranas

mantiveram sua integridade (Desgupta et al., 1982).
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Na maioria das espécies, 0 crescimento e desenvolvimento das sementes
¢ paralisado no final da maturagdo, sendo essa fase marcada pela redugdo no
contetido de 4gua, que, provavelmente, € resultante da desconexdo entre a
semente e a planta-mae. Nessa fase de amadurecimento, a semente sofre uma
adaptagdo estratégica para tornar-se apta a tolerar as severas condigoes
ambientais, garantindo assim a melhor sobrevivéncia das espécies durante o
armazenamento e disseminagdo (Leopold, 1990; Guimaraes, 2000). Em outras
espécies recalcitrantes, as sementes resistem a dessecagdo, devendo seu
contetido de 4gua permanecer alto durante todo o seu desenvolvimento e
maturagao.

A aquisicdo de tolerdncia 2 dessecacdo ocorre durante a maturagdo,
antes que as sementes sofram uma severa queda no seu conteido de 4gua.
Porém, ndo se pode afirmar se a tolerdncia € adquirida antes ou em resposta a
perda de dgua. Segundo Sanhewe e Ellis (1996), a maturidade fisiol6gica e a
secagem apdés a maturidade ndo sdo pré-requisitos para a germinagdo, mas a
tolerncia a rdpida secagem € desenvolvida em resposta a perda de 4gua apés a
maturidade.

As sementes de cafeeiro foram inicialmente classificadas por Roberts
(1973) como recalcitrantes, ou seja, perdem mais rapidamente a viabilidade
quando armazenadas com grau de umidade reduzido € em ambientes com
temperaturas relativamente baixas. Ellis et al., (1990) observaram que essas
sementes apresentavam caracterfsticas tanto do comportamento ortodoxo, no
qual estdo incluidas a maioria das espécies, como recalcitrante, e sugeriram a sua
inclusdo numa nova categoria chamada de intermediéria.

As sementes de cafeeiro foram recei;éménte classificadas como
intermedidrias, isto €, sdo relativamente tolerantes a dessecacfio na fase pos-
colheita, mas n@o resistem & remogdo de dgua em niveis tdo baixos quanto as

sementes ortodoxas. Essas sementes, de origem tropical, podem também ser
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sensfveis ao frio, mesmo no estado desidratado (Ellis et al., 1990; Hong e Ellis,
1995). Abdelnour et al., (1992) trabalharam com embrides zigéticos
desidratados de sementes de cafeeiros e obtiveram 95 % de sobrevivéncia
quando submetidos 3 técnica de criopreservagiio. Essa técnica € definida como
conservagio de material biolégico em nitrogénio liquido a -196° C, ou com o
nitrogénio em sua fase vapor a -150°C.

Segundo Eira et al., (1999), sementes de diversas espécies de Coffea
apresentaram um comportamento diverso com relagio 2 tolerincia 2
desidratagdo e baixa temperatura, mas entre cultivares de C. arabica L. nio
foram observadas diferencas. Sementes de C. arabica e C. congensis
apresentaram maior sobrevivéncia 3 ~20° C com grau de umidade de 0,12
Kg/kg, C. canepfora em 0,13 Kg/kg, C. dewevrei em 0,14 Kg/kg e C. racemosa
em 0,15 Kg/kg. As sementes de C. liberica nio sobreviveram quando expostas a
-20° C em quaisquer dos niveis de umidade testados. Sementes de C. arabica e
C. racemosa com 0,20 Kg/kg sobreviveram a criopreservagdo, embora danos por
desidratagdo tenham sido observados. Assim, a sugestio de comportamento
intermedidrio entre ortodoxo e recalcitrante sugerido para sementes de Coffea
spp. pode ser substanciado.

Amorim et al., (1977) citaram que a perda do poder germinativo da
semente de café € devida 2s alteragSes impostas 2 estrutura e a organizagio das
membranas celulares, com conseqiiente perda da permeabilidade seletiva,
ocasionada por temperaturas extremas altas ou baixas, por variagio na umidade
do ar e por injurias.

Branddo Junior (2000) cita que sementes de cafeeiro apresentam um
aumento no nivel de tolerdncia A dessecagio com a evolugio do
desenvolvimento, e sementes colhidas de frutos no estddio verde apresentam

maior sensibilidade a dessecagio.
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A semente de cafeeiro se caracteriza por ter uma germinagdo lenta e
varidvel quanto 3 porcentagem de germinagdo (Went, 1957), o que pode estar
relacionado ao estddio de maturag@o, aos mecanismos que regem o processo de
maturagio da semente e aos processos de pds-colheita como secagem e
armazenamento, conforme observado em outras espécies (Bewley & Black,
1994). Posteriormente, Franco (1970) verificou que o processo de germinagdo de
sementes de café, em condighes favordveis de temperatura e umidade, pode
ocorrer num intervalo de até quatro semanas. J4 Guimaries (1995), concluiu que
para acelerar o processo germinativo, as sementes devem ter o endocarpo
removido. Rena & Maestri (1986) também afirmam que a presenga do
endocarpo nas sementes, principalmente sob baixas temperaturas, atrasam a
germinagio, sendo que a remogio do “pergaminho” e em temperatura de 32°C
sementes maduras germinam em apenas 15 dias.

A semente de cafeeiro € pouco tolerante ao armazenamento apés a
dessecac@o (Bacchi 1955, 1958; Bendani, 1962; Arcila-Pulgarin, 1976; Van der
Vossen, 1979; Miglioranza, 1982; Araijo, 1988; Dias & Barros, 1993; Camargo
et al., 1996). Isso inviabiliza o armazenamento de sementes de cafeeiro por
periodos maiores. A manutengdo da qualidade fisiolégica possibilitaria a
germinagdo e formagdo de mudas uniformes com qualidade apropriada para a
comercializa¢do e o plantio em anos posteriores ao de sua colheita, facilitando
dessa forma o planejamento e reducéio dos custos na implantagdo de uma nova
lavoura.

Existem diferencas marcantes nos niveis de sensibilidade a dessecagdo
entre as espécies de Coffea spp., as quais podem ser atribuidas as relagdes
filogenéticas, habitat de origem e/ou duragdo do estidio de desenvolvimento.

Diferencas na tolerdncia & dessecagdo podem também ser atribuidas a
duragdo do periodo de maturagdo. No Brasil, o perfodo entre o florescimento e o

estddio dos primeiros frutos maduros, é em torno de 8 meses para C. arabica e
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de 9 a 10 meses para C. canephora (Carvalho et al.,, 1991). Finch-Savage
(1992) levantou a hip6tese de que o procedimento recalcitrante € resultado de

um término precoce do desenvolvimento, ¢ dessa forma, a tolerincia 2

dessecaciio nunca € alcangada pelas sementes.
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CAPITULO 2

ORGANOGENESE E GERMINABILIDADE DURANTE
O DESENVOLVIMENTO DE SEMENTES DE CAFEEIROS
(Coffea arabica L.).

1 RESUMO

ESTANISLAU, Wagner Tompson. Organogénese e germinabilidade durante
o desenvolvimento de sementes de cafeeiros. (Coffea arabica L.). In,

Modeclo funcional de desenvolvimento de sementes de cafeeiros (Coffea
arabica L.). 2002. Cap.2 Dissertagiio (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras’.

Este trabalho foi idealizado com o objetivo de caracterizar a organogénese e os
aspectos fisicos e fisiol6gicos durante o desenvolvimento e maturagio de
sementes de cafeeiros (Cv. Acaid Cerrado MG-1474). Foram marcados ramos no
terco superior das plantas dois dias apés o inicio da florada. As sementes foram
isoladas de frutos colhidos em diferentes estddios de desenvolvimento, entre a
antese e 255 dias apés a antese (DAA), e classificados por colorag@o e tamanho.
As anilises morfolGgicas e anatémicas relacionadas a organogénese foram
realizadas por meio de microscopia estereoscépica, que permitiu a
caracterizacio dos diferentes estddios de desenvolvimento, com base na
presenga e/ou crescimento de perisperma, endosperma e embrido, avaliando-se
também, o teor de dgua e contexido de matéria seca dos diferentes tecidos. Foi
avaliada a germinabilidade de embrides isolados e sementes no decorrer do
desenvolvimento. O crescimento inicial do fruto foi relacionado ao
desenvolvimento do perisperma originado apartir do crescimento do tecido
nucelar. Apesar de existirem variagdes no desenvolvimento inicial, h4 uma
tendéncia de uniformizagdo do tamanho dos frutos. A pelicula prateada se
resume a resquicios da camada externa do perisperma observado em frutos e
sementes maduros. Os embrides adquirem germinabilidade a partir dos 150
DAA, quando j4 apresentam formato cotiledonar, o que coincide com a fase de
actimulo crescente de matéria seca e perda de umidade. As sementes germinam
somente a partir dos 210 DAA, quando o endosperma se apresenta sélido. A
germinabilidade méxima € alcangada na fase verde-cana e cereja.

*Comité Orientador: Dr.’. Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA
(Orientadora), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimardes.
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2 ABSTRACT

ESTANISLAU, Wagner Tompson. Organogenesis and germinability in
developing coffee (Coffea arabica L.) seeds. In: . A functional model
of coffee (Coffea arabica L.) seed development. 2002. Cap.2 Dissertation
(Masters degree in Crop Science) ~ Universidade Federal de Lavras,Lavras .

The objective of the present study was to characterize organogénesis, physical
and physiological aspects during coffee (cv. Acaid Cerrado MG-1474) seed
development and maturation. Fruits were harvested from branches marked at
upper third part of the plants, between 0 and 255 days after the pollination
(DAA) and classified in color and size. The morphological and anatomical
analysis related to organogénesis were done by means of estereoscopic
microscopy, which allowed the characterization of the different stages of
development, based on the growth and development of perisperm, endosperm
and embryo tissues. It was also evaluated the water and matter contents of the
isolated tissues. The initial growth of the fruits was due to the development of
the nucellus tissue into perisperm. Although it was observed a significant
variation in fruit size during development, there was a tendency of
uniformization in terms of morphology, antomy and fruit size as maturation was
reached. The spermodermis or silver skin layer corresponded to the residues of
the outter perisperm tissue that is present in mature fruit and seeds. Embryos
acquire germinability from 150 DAA onwards, when they have reached the
cotyledonary shape, coinciding with the phase of dry matter accumulation and
water loss. Seeds, however, germinated only from 210 DAA onwards, time
when the endosperm appeared solid and with relatively high levels of
accumulated dry matter. Maximum seed germinability was achieved at when
fruits reached the yellow and cherry stages.

*Guidance Commitee: Dr.’. Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA (Major
Professor), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimaries
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3 INTRODUCAO

Sendo o cafeeiro uma cultura perene, a fase de implantagdo da lavoura é
de suma importéncia e exige especial atengio por parte dos produtores, uma vez
que falhas neste periodo podem prejudicar de forma irreversivel a produtividade
durante toda a vida til da cultura. A aquisicio de sementes e mudas de alta
qualidade e o plantio em épocas adequadas sdo fatores de fundamental
importdncia a serem considerados no que diz respeito a produtividade da cultura.
A qualidade final da semente é uma consegiiéncia dos processos metabélicos
que ocorrem durante a sua formag@o e processamento (Sanhewe & Ellis, 1996).

Na maioria das espécies, a formacgdo de sementes segue um padrido em
que o processo inicia dentro do saco embriondrio diminuto, o qual, com algumas
excegles, € geralmente da mesma forma, tamanho e arranjo. Apesar das
similaridades iniciais, as sementes se desenvolvem de acordo com as
especificagGes genéticas para cada espécie. De acordo com Mayer & Mayber
(1989), as sementes passam por quatro est4dios, iniciando pela formagéo até o
estddio de sementes secas, que sdo: histodiferenciagdo que ocorre na fase de
formacdo, a maturagdo que € o estddio em que a semente acumula 0 miximo de
matéria seca, a dessecagdo e quiescéncia. Ji autores como Comai & Harada
(1990), Bewley (1997) e Hilhorst et al. (1998) afirmam que o desenvolvimento
das sementes pode ser dividido em dois periodos distintos: a morfogénese e a
fase de maturagio do embrido ¢ da semente, considerando dessecagdo e
quiescéncia como eventos do processo de maturago. A elucidagdo dos
mecanismos que regem os processos de embriogénese e formagdo do
endosperma € fundamental para um melhor entendimento dos processos

degenerativos em sementes que podem afetar sua germinagao.
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Os processos relacionados com as fases do desenvolvimento de
sementes de cafeeiro sao ainda parcialmente desconhecidos. Os dados existentes
sdo limitados e oriundos de estudos conduzidos na década de 50, época em que
os pesquisadores ainda ndo se dispunham de técnicas e equipamentos mais
adequados a esse tipo de estudo. O presente trabalho foi proposto com o objetivo
de caracterizar a organogénese e os aspectos fisicos e fisiolégicos do
desenvolvimento e maturagdo de sementes de cafeeiros (Coffea arabica L.) Cv.
“Acaid Cerrado MG-1474".
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4 MATERIAL E METODOS

Foram estudadas as sementes de Coffea arabica L., cultivar “MG-Acaid
Cerrado 1474”, oriundas de plantas localizadas no campo experimental da UFLA
(Universidade Federal de Lavras), Lavras, Minas Gerais, a 900 m de altitude. A
lavoura foi instalada em margo de 1997, sendo considerado seu 1° ano de carga
comercial em 2000, com uma produgdo de 60 sc/ha. As adubagtes foram
realizadas com base na andlise do solo, conforme recomendagSes da 5°

Aproximagio CFSEMG, (1999).

4.1. Marcagiio das plantas, ramos e caracterizaciio dos frutes

Foram selecionadas 6 linhas de plantas com 40 plantas cada, com
espagamento de 2,0m por 0,6m. Os ramos foram marcados no tergo superior das
plantas. A marcagiio das flores foi realizada no 2° e 3° dias ap6s o infcio da
antese, considerando como padrao flores abertas e com pétalas ainda “presas” ao
receptéiculo floral, sendo eliminados botdes florais e flores nas quais as pétalas ji
tinham se soltado do recepticulo floral, procurando dessa forma, uma
uniformizagio do desenvolvimento dos frutos.

Os frutos foram colhidos em épocas diferentes de desenvolvimento,
distinguidos com base no mimero de dias apés a antese (DAA), e foram
separados por peneiras de classificagdo: 16 a 32 meshs com didmetros dos crivos
em mm de: 6,35; 7,14; 7,94; 8,73; 9,53; 10,32; 11,11; 11,91; 12,70. Desta forma,
os frutos foram classificados nos estddios: chumbinho, chumbo, verde, verde-
cana e cereja (Scaranari, 1954; Caixeta, 1981) e posteriormente, nos estddios
finais da maturagdo, foram separados e classificados considerando a coloragdo
como verde, verde-cana e cereja conforme a Tabela 1. As sementes foram

isoladas dos frutos manualmente por meio de estiletes.
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TABELA 1 - Descrigdo dos tratamentos (estddios de desenvolvimento de frutos
de cafeeiro em fungéio de dias apSs a antese — DAA), durante o
periodo de agosto de 1999 a julho de 2000. UFLA, Lavras, MG,

Dias aigg :;ntese (DAA) Estadio de desenvolvimento
90 Chumbinho
120 Chumbo
150 Chumbo
165 Verde
180 Verde
195 Verde a verde-cana
210 Verde-cana
225 Verde-cana a cereja
225 Cereja
255 Cereja

Uma vez isoladas dos frutos, uma parte das sementes foi utilizada para
determinagdo do teor de 4gua e para realizagio dos testes de germinagdo e outra
parte para anélise de microscopia. Foram considerados para essas andlises os
frutos oriundos da peneira mais expressiva, ou seja, aquela peneira em que
continha uma maior porcentagem de frutos.

Os frutos foram caracterizados com relagdo a porcentagem de frutos
retidos em cada peneira (16 a 32). Em cada época de coleta foi determinado:
coloragéo dos frutos como verde, verde-cana e cereja, presenga e crescimento do
perisperma, como também, presenga e crescimento do saco embriondrio por
meio de andlise visual. A andlise visual foi realizada por meio de lupa
estereoscopica, apés o corte dos frutos longitudinalmente e transversalmente na

parte mediana, considerando como eixo o pediinculo.
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4.2. Determinagiio do conteiido de dgua

As determinagdes do contexido de 4gua dos frutos, sementes e embriGes
foram realizadas apds a colheita em cada estddio de desenvolvimento de frutos
frescos, seguindo os procedimentos prescritos nas RAS (Regras para Anélise de
Sementes) pelo método da estufa a 105°C + 3 por 24 horas (Brasil, 1992). Foram
utilizadas trés repeti¢oes de 10 frutos inteiros. Para determinagdo do contetido de
dgua em sementes, essas foram isoladas do fruto, sendo removido ainda o
endocarpo (pergaminho), usando-se 20 sementes por amostra. O mesmo
procedimento foi utilizado para embribes, sendo os mesmos isolados das
sementes com o uso de estiletes e pingas, sendo utilizados 20 embrides por

amostra.

4.3. Germinagéo

O teste de germinagio dos embrides isolados foi conduzido em meio de
cultura in vitro, a partir do momento em que se conseguia extrair os embriGes
das sementes ainda em formag&o sem danificé-los. A extragio foi efetuada com
auxflio de estiletes e pingas sob condi¢des assépticas em cimara com fluxo
laminar. O meio de cultura utilizado foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962), com
adicdo de 2% de GA; (giberelina). Os tubos de ensaio com o meio de cultura e
os embrides foram acondicionados em cdmara de crescimento, no laboratério de
cultura de tecidos da Universidade Federal de Lavras. Foram considerados
germinados aqueles embrides que apresentavam uma colorag@o esverdeada dos
cotilédones e com um comprimento radicular maior que 1 mm.

A germinagdo das sementes foi conduzida extraindo-as dos frutos, sendo
a semeadura realizada em papel, na forma de rolo, umedecidos com um volume
de 4gua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel. Foi utilizada a temperatura

constante de 30°C, e as contagens foram realizadas de dois em dois dias, durante

42



30 dias. Foram consideradas germinadas, aquelas sementes que apresentavam

protrusdo radicular, com raiz maior que 1 mm.

4.4. Dados meteorolégicos
Os dados meteorolégicos de temperatura, umidade relativa e
precipita¢io, durante o periodo de coleta dos frutos e realizagéo dos trabalhos,

foram obtidos da Estagio Meteorolégica da UFLA, Universidade Federal de

Lavras.

4.5. Procedimento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
utilizando-se 3 repetigSes para cada época de coleta. Os dados foram
interpretados estatisticamente por meio de anélise de varidncia. As médias forma

comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as condi¢Bes climdticas registradas durante o
periodo de realizagio do experimento estdo indicados na Tabela 2. A
temperatura variou de 26,6° C a 14,6° C e a umidade relativa média foi de 68%

com uma precipitagdo média de 115,5 mm.

TABELA 2 - Dados médios de temperatura méxima, mfnima e média (°C),
precipitacio pluviométrica (mm) e umidade relativa do ar (%)
registrados durante o perfodo de agosto de 1999 a julho de 2000.
UFLA, Lavras, MG, 2001.

fpoca Temperatura °C Precipitacio ~ Umi. Relativa
Maxima Minima Média (mm) (%)
Mai./99 24.7 11.6 17.3 6.4 69.0
Jun./99 24.5 12.0 17.0 28.5 73.0
Jul./99 249 12.6 17.9 38 70.0
Ago./99 26,4 10,8 17,7 0,0 45,0
Set./99 25,5 13,5 20,4 224 56,0
Out./99 26,7 15,0 20,0 37,1 66,0
Nov./99 26,6 15,5 20,3 143,9 71,0
Dez/99 274 17,5 21,8 357,7 76,0
Jan./00 284 18,4 22,7 459,8 77,0
Fev./00 28,4 18,1 22,3 156,0 78,0
Mar/00 27,9 17,7 21,8 192,8 79,0
Abr./00 21,3 15,0 20,4 16,4 70,0
Mai./00 25,1 12,2 17,7 0,1 70,0
Jun/OO 25,2 10,6 17,1 0,0 64,9
Jul/00 24,0 10,5 16,0 0,3 65,6
MEDIA 26,2 14,1 19,4 95,0 68,7

Fonte: Estagiio meteoroldgica da Universidade Federal de Lavras, 2001.



5.1. Floragio e desenvolvimento dos frutos

O estimulo para indugédo floral ocorreu durante um periodo curto de
chuvas, entre os dias 8 e 16 de setembro, que sucedeu um periodo de estiagem
ocorrido nos meses anteriores (Figura 1, Tabela 2). A abertura das flores ou
antese se iniciou dia 18 de setembro, com uma durag@o em torno de 4 dias. Uma
vez abertas, foi possivel verificar o murchamento da corola das flores, seguido
de escurecimento e queda durante esse periodo. Esse cbmponamento de
florescimento em plantas de cafeeiro seguiu o mesmo padrdo observado por
Alvim (1984). Segundo o autor, sob condi¢des normais, as gemas florais
permanecem latentes por um perfodo de seca, sendo capazes de iniciar
imediatamente o crescimento, tdo logo ocorra uma chuva. A abertura das flores
acontece em seguida, podendo ser observada em um unico dia em cafeeiro
“robusta”, ou em vérios dias em “ardbica”, no qual, as flores comumente abrem
nas primeiras horas da manhi e a corola comega a murchar no segundo dia.

Maestri & Barros (1977) afirmaram que a florada, na maioria das
regides cafeeiras ocorre apds as primeiras chuvas e € seguida de um grande
desenvolvimento vegetativo, com a planta concentrando toda a produgdo e/ou
mobilizagdo para o crescimento vegetativo. A reconstituicdio da folhagem,
perdida durante a iltima colheita ou por ocasido do inverno, ¢ importante para
que ocorra uma boa carga de produgéo.

Nas condigdes do presente estudo, nao se verificou crescimento dos
frutos e nem crescimento vegetativo até os 60 DAA, periodo este caracterizado
por uma estiagem prolongada (Tabela 2, Figura I). Isso indica que os ovérios
fecundados, permanecendo num certo estado de laténcia, sdo capazes de suportar
condigdes extremas de déficit hidrico, reiniciando o crescimento dos frutos, tdo
logo se estabelecam condigdes de disponibilidade de dgua mais favordveis.

Segundo depoimento de agricultores, esse € um comportamento comumente
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observado nas lavouras, mas que ainda ndo recebeu devida atengdo por parte da

ciéncia e pesquisa em café.
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FIGURA 1 - Dados de precipitagdo do més de setembro e o periodo de antese
do cafeeiro. UFLA, Lavras - MG, 2001.

O crescimento dos frutos sé foi reiniciado ap6s os 60 DAA, coincidindo
com, ou em resposta a um perfodo de precipitagcSes mais intensas e constantes
em novembro, sendo acompanhado por um intenso desenvolvimento vegetativo.

At€ aos 60 dias ap6s a antese, foi somente observado o desenvolvimento
dos ovérios que atingiram em torno de 2 mm de didmetro por 4 mm de
comprimento. A partir deste ponto, pdde ser verificado o crescimento inicial do

fruto (a partir de novembro), com o aumento da precipitagdo (Figura 2).
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FIGURA 2 - Precipitagio mensal acumulada entre janeiro e dezembro de 1999.
UFLA, Lavras - MG, 2001.
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O consumo da nucela durante a formagdo da semente ocorre na maioria
das espécies. A nucela prové tecido para origem e nutricio do gametdfito
feminino. Parte dela permanece presa entre os integumentos 3 medida que o
6vulo se desenvolve. Normalmente, nenhum crescimento ocorre, € a nucela é
pelo menos parcialmente consumida, porque ela supre com substéncias
nutritivas o saco embriondrio em desenvolvimento. No entanto, em algumas
espécies, ela passa por desenvolvimento adicional e contribui substancialmente
com o tecido de reserva conhecido como perisperma. Exemplos de espécies que
tém o perisperma desenvolvido sdo: beterraba (Beta vulgaris) e (Euphorbia
esula) (Malavasi, 1997).

Wormer (1964) e Cannell (1971, 1974) acrescentam que, no

desenvolvimento, durante o qual a matéria seca do fruto aumenta regularmente,
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a0 passo que a matéria fresca aumenta pouco, o crescimento do fruto de café
compreende cinco fases: uma primeira fase, que compreende um periocdo sem
crescimento visivel (fase chumbinho); a segunda, na qual h4 uma expansdo
rapida, apés o que, o endocarpo endurece (pergaminho); a terceira fase
ocorrendo a formagéo do endosperma, que ocorre durante a parte final da fase de
expansao endosperma leitoso; Quarta fase na qual o endosperma endurece
continuando até antes da maturagdo (granagiio) e a quinta fase sendo a

maturagdo (cereja).

5.2. Teor de dgua

Como pode ser verificado na Figura 3, o contetido de 4gua decresce e é
distinto, tanto para fruto, como para semente e embrido, com o decorrer do
desenvolvimento.

Essa variagdo do contelddo de dgua nos diferentes tecidos durante o
processo de maturacdo € varidvel com a espécie, cultivar e condig¢Ges climdticas
(Guimaries, 1999).

Apesar de o teor de dgua ser distinto para embrides, sementes e frutos na
fase de desenvolvimento aos 120 DAA, no final do processo de maturagiio, o
embrido e a semente possuem praticamente 0 mesmo teor de dgua, em torno de
50 %, e o fruto se diferencia, com umidade de 70 % em fungdo da quantidade de

mucilagem, caracteristica dos frutos no estddio cereja.
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FIGURA 3 - Conteiido de 4dgua do fruto, semente e embrido de cafeeiros
durante o desenvolvimento, colhido em diferentes épocas.
Valores expressos em porcentagem (%). UFLA, Lavras — MG,
2001.

5.3. Matéria seca

A matéria seca (Figura 4) € acumulada gradualmente durante o
desenvolvimento tanto do fruto como da semente ou embrido. No caso das
sementes, 0 maximo de matéria seca foi observado préximo aos 235 DAA, com
ligeiro decréscimo posterior. Esse decréscimo de matéria seca da semente pode
ser explicado pela interrupgéo da translocagiio de fotoassimilados da planta para
a semente, e pelo consumo de substratos necessérios ao processo de respiragio,
como supde Carvalho & Nakagawa (1980), ou ainda, devido A deterioragio

comumente notada nas sementes que permanecem no campo apés o periodo de
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maturaciio fisiolégica, conforme Delouche (1976). Verifica-se também um
crescente aciimulo de matéria seca no fruto de um modo geral, podendo ser
resultado da translocagdo, ou troca de fotoassimilados entre o fruto (polpa) e a
semente, na qual, hd um fluxo da semente para o fruto do que o contrério, uma
vez porque o fruto estd acumulando agiicares nessa fase.

O desenvolvimento da semente de cafeeiros € longo, em torno de 255
dias depois da fertilizagéo, quando acima de 91% dos frutos se encontram no
estddio cereja. A acumulagdo de matéria seca na semente comega de forma lenta,
aos 195 DAA, seguido por um periodo de aciimulo mais rédpido até atingir um
méximo em tomno dos 235 DAA (Figura 4). Este padrdo de acimulo de matéria
seca ndo tem o mesmo comportamento considerando os tecidos separadamente,
como embrido e fruto como um todo.

A anilise da Figura 4 indica que o acimulo de matéria seca dos frutos e
das sementes ¢ distinto. Enquanto a semente atinge o ponto méximo de aciimulo
de matéria seca aos 235 DAA, o fruto ainda est4 acumulando matéria seca aos
255 DAA. J4 o embrido, acumula a matéria seca até 235 DAA com um ligeiro

decréscimo aos 255 DAA.
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FIGURA 4 - Aciimulo de matéria seca do fruto, semente e embrido de cafeeiro
durante o desenvolvimento. UFLA, Lavras - MG, 2001.

5.4. Caracterizacio dos frutos
Observando-se os dados da Figura 5, pode ser verificado que no inicio

do desenvolvimento, hi uma grande variabilidade com relagdio ao tamanho dos
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frutos, que foram quantificados por meio de reten¢do em peneiras com diferentes
didmetros de crivos, o que ¢ minimizado com o decorrer do desenvolvimento.
Ao final do processo de maturagio, 76,6% dos frutos estavam concentrados na
peneira 32, indicando que, apesar da desuniformidade inicial de
desenvolvimento, no final do processo de maturagio, houve uma uniformizagio

do tamanho dos frutos.
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FIGURA 5 - Caracterizagao quanto a porcentagem de frutos por peneira, no
desenvolvimento do cafeeiro. UFLA, Lavras — MG, 2001.

Aos 210 DAA foram observados valores percentuais de frutos, verde,
verde-cana e cereja (Figura 6). Aos 210 DAA, o percentual foi de 39, 42 ¢ 19
para verde, verde-cana e cereja, respectivamente, ja aos 255 DAA, os valores

dos percentuais foi de 4, 4 e 92 de frutos verde, verde-cana e cereja
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respectivamente. Isso indica também que houve uma padronizagio da coloragdo

dos frutos na fase final de maturagéo.
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FIGURA 6 - Caracterizagdo quanto a porcentagem de frutos verde, verde-cana e
cereja no desenvolvimento. UFLA, Lavras — MG, 2001.

5.5. Analise morfolégica

Analisando as imagens estereoscGpicas da Figura 7, pode-se verificar o
desenvolvimento dos diferentes tecidos do fruto de cafeeiro. Os integumentos
sdo degradados logo apés a fecundacdo dos 6vulos (Figura 7A), confirmando
que o que se desenvolve inicialmente € o tecido nucelar ou perisperma, sendo
este transiente, o qual € parcialmente consumido, cedendo todo seu espago ao

endosperma, contendo em seu interior o embrido também em crescimento.
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FIGURA 7 - Imagens estereoscépicas de tecidos de frutos de cafeeiros dural?te 0
desenvolvimento mostrando os diferentes padres morfol6gicos.
Barras indicam 2 mm, . .

A) 0 DAA, detalhes de um corte no botéo floral, realizado na regido do ovirio,

logo ap6s a fecundagdio do 6vulo, com indicagdo do perisperma (P)., restos

integumentares (In), pericarpo (Pe) e os primérdios da semente verdadeira (Se).

60 X).

gi) Ao)s 90 DAA, mostrando o endosperma, o que seria a semente verdadeira (Se)

ocupando cerca de 5 % do perisperma (P). Detalhes das dobras internas da

semente (D).

C) Aos 120 DAA, mostrando o endosperma (semente verdadeira) (Se), num

estado mais hialino, ocupando cerca de 70 % do perisperma (P).

D) Aos 120 DAA, mostrando o embrido (Em) no estddio coragdo-torpedo,

iniciando a formagdo dos cotilédones e presenga do suspensor, com ©

endosperma (En) num estado gelatinoso.

E) Aos 150 DAA, o perisperma (setas) se resume a uma camada de células,

devido ao desenvolvimento do endosperma (En), o qual ocupou totalmente o

espago antes ocupado pela nucela/perisperma.

F) Aos 150 DAA, o embrido, no est4dio cotiledonar. Eixo embriondrio (Ex) e

cotilédones (Co) j4 completaram seu desenvolvimento.

G) Aos 210 DAA, o endosperma (En) se apresenta cm sua conformagdo final,

num estado mais solidificado, j4 com uma coloragfio acinzentada e o perisperma,

uma pelfcula fina que envolve o endosperma, mostrando também tecidos

cotiledonares (Co) do embrido.

H) Aos 225 DAA, fruto no estadio cereja, mostrando detalhes do embrido, eixo

embriondrio (Ex) e o endosperma (En) solidificado. O fruto com uma camada de

mucilagem (M) mais espessa, caracteristica da maturagdo. UFLA, Lavras - MG,

2001.

O tecido remanescente origina a “pelicula prateada” como é chamado o
perisperma de semente de café.

Nesse perfodo, evidenciando o desenvolvimento do endosperma, o qual
ocupa o espago do perisperma, que provavelmente € consumindo, se relaciona
com os dados de Malavasi (1997), que cita que o tecido nucelar também € um
tecido de reserva, suprindo com substancias nutritivas o saco embriondrio em

desenvolvimento.
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Aos 90 DAA foi possivel a visualizagdo do tecido endospermitico
(Figura 7B) pela andlise microscépica.

O desenvolvimento inicial do fruto de cafeeiro se deve ao crescimento
do tecido nucelar dipl6ide. O endosperma presente aos 90 DAA s6 pdde ser
visto em cortes examinados ao microsc6pio, e dentro deste, um embrido
mintisculo, apresentando-se como um conjunto de células, ndo diferenciadas. A
partir dos 90 DAA, o perisperma, ¢ gradativamente degradado e/ou consumido,
cedendo espago ao desenvolvimento do endosperma tripléide e embrido dipléide
(semente verdadeira). O endosperma jovem com apenas algumas centenas de
células tem uma forma oval ou de baldo. Sua consisténcia € quase idéntica & da
nucela que o envolve, consistindo de um tecido aquoso, hialino, que pode ser
destacado do perisperma, desde que sejam tomadas precaucGes para evitar o
rompimento da epiderme.

O tecido endospermético (semente) se desenvolve no perisperma, que
aos 90 DAA, tem aparéncia aquosa, mas j apresenta reentrincias caracteristicas
do endosperma (dobras). Nessa fase j4 se observam os primérdios do embrido ao
microscépio. (Figura 7B).

Depois da forma oval que atinge dentro do perisperma, o endosperma
em crescimento se achata e gradativamente vai crescendo cada vez mais,
adquirindo uma consisténcia leitosa, a qual vai tomando o lugar da massa do
perisperma, acompanhando as reentrancias do endosperma.

Aos 120 DAA j4 pode ser observada a formagdo do endosperma leitoso
em substituigdo ao perisperma. Nessa fase o perisperma apresenia uma coloragdo
esverdeada (Figura 7C). O embridio j4 se destaca, com um formato de transi¢ao
entre coragiio e torpedo, € com sua consisténcia mais firme (Figura 7D).

Aos 150 DAA (Figura 7E), o endosperma alcanga o seu méiximo
tamanho e torna-se mais rigido na medida em que o fruto vai amadurecendo,

entretanto, o fruto ainda continua a crescer, sendo esse crescimento
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apareniemente associado ao crescimento do pericarpo, que, num estddio mais
avancado, se transforma em uma polpa adocicada 3 medida que o fruto
amadurece. O embrifio j4 se apresenta totalmente diferenciado, apresentando o
seu formato final (cotiledonar), crescendo apenas em tamanho (Figura 7F). O
perisperma vai se reduzindo formando apenas uma fina camada esverdeada que
envolve o endosperma.

Aos 210 DAA (Figura 7G), apesar de o fruto apresentar uma coloragio
de transigdo, com presenca de frutos em diferentes estddios de maturagdo, o
estddio verde € ainda bastante expressivo. No seu interior, a semente ji
completou todo o seu desenvolvimento morfolégico, restando, no entanto a
maturagdo do fruto externamente. Nesse estddio, apesar do fato de os embrides
jd estarem aptos a iniciarem o processo germinativo, a semente ainda ndo
apresentou algum indicio de germinagio no estddio verde (Tabela 3). O
pericarpo do fruto apresenta-se ainda ndo muito espesso, com uma coloragio
esverdeada e ainda com uma certa firmeza do mesocarpo, apresentando uma
polpa mais firme. O endocarpo, que é chamado de *“pergaminho”, se apresenta
bem rigido. Ap6s o endurecimento desse, as sementes nio podem mais crescer
em tamanho, em virtude da constricio mecinica imposta pelo endocarpo duro
(Leon & Fournier, 1962). E o tamanho dos léculos, portanto, determina o
tamanho potencial do grio (Wormer, 1966). Portanto, o crescimento da semente
cessa em estddios ainda imaturos de desenvolvimento, ficando o crescimento
apés esse periodo como resultado do “crescimento” efou “expansio” da
mucilagem ou do tecido mucilaginoso.

Aos 225 DAA (Figura 7H), estidios finais do desenvolvimento,
conseqiientemente da maturagio, a semente atinge, o dpice do desenvolvimento,
os frutos apresentam na sua maioria uma coloragio cereja, com uma camada
espessa de mucilagem e bastante adocicada, sendo essa a época ideal de colheita.

Segundo Manual de Recomendagdes, a época ideal para colheita é quando a
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lavoura apresenta uma porcentagem de frutos verdes ndo superior a 5 % (IBC,
1981).

De acordo com Mendes, et al. (1954), no desenvolvimento de frutos de
café h4 trés fases distintas: a primeira, na qual o 6vulo é formado no interior do
ovério; a segunda, decorrente da fertilizagdo, que se caracteriza pelo rdpido
crescimento do 6vulo e do ovério; nessa fase a semente ji ¢ delineada pelo
perisperma, sendo esta considerada pelo autor como um perisperma transit6rio.
Finalmente, na terceira fase, o perisperma, ou tecido nucelar, € substituido pelo
endosperma contendo em seu interior um embrido.

Embora Houk (1938) inicialmente tivesse afirmado que no évulo de C.
arabica L. o niicleo e o integumento eram indistintos, pesquisas posteriores
conduzidas por Graner (1939), Fagerlind (1939), Joshi (1938) e Mendes (1941),
demonstraram que essas duas zonas de tecido se apresentam bem distintas e
separadas; a nucela constituindo-se de apenas uma camada de células estreitas
que rodeiam o macrésporo, € o0 tnico integumento, a primina, € espesso,
formado por diversas camadas de células.

Segundo Dedeca (1957), com base em estudos da anatomia das
sementes, conclui-se que no envoltério seminal, espermoderma ou pelicula
prateada, estdo localizadas as caracteristicas mais importantes a serem utilizadas
na caracterizagio das espécies e variedades de cafeeiros. Essas caracteristicas
dizem respeito as dimensdes das fibras que constituem a referida pelicula, 2
espessura das suas paredes e ao nimero de pontuag3es nessas paredes.

No presente trabalho foi constatado que o integumento € degradado logo
ap6s a fertilizagio do 6vulo, e o que se desenvolve € somente o perisperma e néo
os integumentos (Figura 7A). Esses resultados divergem dos encontrados por
Houk (1938).

No que diz respeito A suposicdo inicial de Houk (1938), de que na

semente de cafeeiro ndo havia um endosperma verdadeiro, diversos
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investigadores demonstraram por meio de provas citolégicas e genéticas a
existéncia desse endosperma, que € do tipo nucleado. Essas afirmagdes sdo
contestadas por Dedeca, (1957), que denomina perisperma, os restos dos tecidos

da primina, que na semente madura estdo representados pela pelicula prateada.

5.6. Germinagio

De acordo com os resultados descritos na Tabela 3, os embrides
adquiriram germinabilidade a partir dos 120 DAA, ji as sementes somente a
partir dos 210 DAA mostrando que os embrides j4 se apresentavam vidveis a
partir de 120 DAA.

A germinabilidade € adquirida pela semente somente a partir do estidio
225 DAA, independente do estddio de maturagdo. N&o foi verificada diferenga
significativa nos valores de germinagdo das sementes colhidas nos estadios
verde-cana (225 DAA) e cereja (255 DAA).

TABELA 3 - Germinabilidade de embrides in vitro e de sementes durante o
desenvolvimento. UFLA, Lavras — MG, 2001.

DAA

Tecido ™30 150 165 180 195 210 225 255
EM 94 Aa 97 Aa 91 Aa 94 Aa 97 Aa 94 Aa 97 Aa 100 Aa
SEM 0 Bb O Bb 0O Bb O Bb O Bb O Bb 96 Aa 97 Aa

- Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna nio
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV = 5,57.

A médxima germinagdo ocorreu apés os 225 DAA, ndo diferenciando
ap6s este periodo, mantendo-se com alta germinabilidade até aos 255 DAA. A
germinagdo antes da maturidade fisiolgica, em estddios ainda verdes ou

imaturos das sementes foi observada em algoddo por Carvalho (1974), em trigo
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por Carvalho & Yanai (1976), em soja por Jacinto & Carvalho (1974) e em
feijao por Silva (1974).

Até aos 255 DAA, considerando o aciimulo de matéria seca no fruto,
ndo foi possivel detectar o ponto de maturidade fisiolGgica, como verificado por
Caixeta (1981), o qual considerou o ponto de maturidade fisiolégica por meio da
curva de matéria seca do fruto aos 220 DAA. O ponto de maturidade fisiol6gica
¢ caracterizado pelo ponto méximo de matéria seca, apesar de nem sempre, o
miximo de matéria coincidir com o méximo de vigor ¢ germinabilidade.
Analisando os dados da Tabela 3, pdde-se constatar que a partir de 225 DAA, a
semente ji apresenta 0 miximo de germinagdo, ndo variando estatisticamente
aos 255 DAA. Isso indica que o pardmetro germinabilidade isoladamente, ndo
fornece subsidio para afirmar que o ponto de maturidade fisiolégica ocorre.
Desse modo, verificando-se a curva de acimulo de matéria (Figura 4), da
semente isoladamente, foi possfvel detectar o ponto de maturidade fisiolégica
aos 235 DAA, discordando dos dados obtidos por Caixeta (1981) citados
anteriormente, o qual verificou o ponto de maturidade fisiolégica considerando o

actimulo de matéria seca nos frutos como um todo.
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6 CONCLUSOES

Os integumentos sdo degradados na fase inicial do desenvolvimento,
ap6és a fertilizagiio do 6vulo e o crescimento inicial do fruto se deve ao acimulo
do perisperma.

A pelicula prateada se resume a resquicios do perisperma no final da
fase de maturagZo, em resposta ao desenvolvimento do endosperma.

Apesar de ocorrerem variagGes no desenvolvimento inicial, no decorrer
do desenvolvimento, ocorre uma uniformizacio morfol6gica e de tamanho dos
frutos.

Os embrides adquirem germinagdo a partir dos 150 DAA, quando ji
apresentam formato cotiledonar, o que coincide com a fase de acimulo crescente
de matéria seca e perda de umidade. Essa germinagio permanece com o mesmo
indice, acima de 90 %, até o final do desenvolvimento, na maturagdo.

As sementes germinam somente a partir dos 210 DAA, quando o
endosperma se apresenta sélido. A germinagfio médxima & alcangada na fase

verde-cana e cereja.
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CAPITULO 3

AQUISICAO DE TOLERANCIA A DESSECACAO DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DE SEMENTES DE CAFEEIROS
(Coffea arabica L.)

1 RESUMO

ESTANISLAU, Wagner Tompson. Aquisi¢@io de tolerancia a dessecagio
durante o desenvolvimento de sementes de cafeeiros (Coffea arabica L.).
In. . Modelo funcional de desenvolvimento de sementes de cafeeiros.
(Coffea arabica L.) 2002. Cap.3 Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras,Lavras .

Este trabalho foi elaborado com o objetivo de verificar a aquisi¢do de tolerdncia
a4 dessecagiio durante o desenvolvimento de sementes de cafeeiros (Cv. Acaid
Cerrado 1474). Os frutos foram coletados de ramos do tergo superior das plantas
dois dias apds o inicio da florada em diferentes estddios de desenvolvimento,
entre a antese e 255 dias ap6s a antese (DAA), e classificados por coloragio e
tamanho. Foi determinado o teor de dgua de frutos frescos, que foram
posteriormente submetidos a4 secagem rdpida e lenta em solugdes saturadas de
sais, e secagem ambiente, até que alcangassem teor de dgua em torno de 14%.
Dos frutos frescos e ap6s a secagem foram isoladas sementes para serem
submetidas ao teste de germinacdo em papel ¢ delas obtidos embrides excisos
para avaliagdo de germinagdo in vitro. O método de secagem afeta a tolerdncia a
dessecacdo de sementes de cafeeiros em diferentes estidios de desenvolvimento.
Em geral, a tolerincia a dessecaciio e a germinagdo de sementes de cafeeiro se
iniciam a partir de 210 dias ap6s a antese no estddio verde-cana dos frutos,
enquanto que em embrides excisos se iniciam a partir de 150 DAA.

*Comité Orientador; Dr.". Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA
(Orientadora), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimardes.
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2 ABSTRACT

ESTANISLAU, Wagner Tompson. Acquisition of desiccation tolerance by
developing coffee seeds (Coffea arabica L.). In: . A functional
model of coffee (Coffea arabica L.) seed development. 2002. Dissertation
(Master’s degree in Crop Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras
*®

The objective of the present study was to characterize the acquisition of
desiccation tolerance by developing coffee (cv. Acaid Cerrado 1474) seeds.
Developing fruits were harvested from branches marked at the upper third part
of the plants, between O and 255 days after anthesis (DAA), and classified in
color and size. It was also evaluated the water and dry matter contents in isolated
fresh tissues. Freshly harvested fruits were submitted to slow and fast drying
under saturated salt solutions, and open air drying, until it could reach a water
content around 14%. Seeds were isolated from fresh fruits and from fruits after
drying and submitted to germination test. Isolated embryos were submitted to in
vitro germination test. It could be observed that the acquisition of desiccation
tolerance was affected by the drying regime and stage of development. In
general, seeds acquired germinability and desiccation tolerance from 210 DAA
onwards, becoming maximum in yellow and cherry fruits at 225 DAA, whereas
isolated embryos was from 150 DAA onwards.

*Guidance Commitee: Dr.". Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA (Major
Professor), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimaraes
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3 INTRODUCAO

Sementes de cafeeiro sdo, particularmente, propensas a uma répida
deterioragdo, principalmente quando armazenadas em ambiente de alta
temperatura ¢ umidade relativa do ar, o que dificulta a suva utilizagdo na
produgdo de mudas, para formagdo e renovagio de lavouras e como fonte de
material genético para uso em melhoramento.

A fisiologia da semente de cafeeiro é complexa, e existem considerdveis
diferengas na fisiologia das sementes das diferentes espécies do gé€nero Coffea,
que afetam a longevidade em relagdo 2 habilidade ou ndo para tolerar a
dessecagio.

Alguns autores classificam as sementes de cafeeiro (Coffea arabica)
como recalcitrante (Roberts, 1973; King & Roberts, 1979), mas por alguns anos,
foi sugerido que as sementes de cafeeiro ndo eram verdadeiramente
recalcitrantes e poderiam ser ortodoxas (Roberts, et al., 1984). Ellis, et al.
(1990), sugeriram uma categoria intermedidria para sementes de cafeeiro, na
qual essas poderiam resistir a desidrata¢do at€ um certo grau de umidade, mas
com sua armazenabilidade reduzida.

A aquisico de tolerdncia A dessecagio ocorre durante o
desenvolvimento das sementes de diversas espécies. Bewley, et al. (1989),
demonstraram que sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) ndo germinaram e
nem apresentaram sintese de proteinas associadas A germinagio quando retiradas
prematuramente da planta mae, a niio ser que fossem submetidas A secagem.
Segundo os autores, a redugdo de 4gua durante o desenvolvimento num
determinado est4ddio, pode ser suficiente para que as sementes passem do

programa de desenvolvimento para o de germinagéo.
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Em experimento conduzido para definir o estddio de desenvolvimento,
durante o qual embrides de sementes de milho adquirem tolerdncia a dessecagdo,
Bochicchio et al., (1996) concluiram que embrides frescos podem germinar em
estddios precoces, quando eles ainda sdo intolerantes & dessecag@o ¢ a tolerdncia
a rapida secagem € adquirida num estadio preciso do desenvolvimento, aos 25
dias ap6s antese, portanto muito antes da maturidade fisiolégica. Isto indica que,
aparentemente, embrides de sementes de milho ndo necessitam do choque
induzido pela secagem, que € freqiientemente necessdrio para a mudanga de
programa de desenvolvimento para o de germinagéo.

Ellis, et al. (1991), verificaram que sementes de cafeeiro oriundas de
frutos de maturidade intermedidria (verde-cana) foram mais tolerantes a
dessecagiio do que as colhidas no est4dio cereja (frutos maduros) ou no estigio
verde (imaturos). J4 Carvalho & Alvarenga (1979) observaram que a germinagio
de sementes oriundas de frutos maduros (cereja) foi superior a de frutos imaturos
(verde) ou de maturidade intermedidria (verde-cana). Guimardes (2000)
observou que o vigor das sementes de cafeeiro aumentou sensivelmente na fase
de desenvolvimento entre os estadios verde e verde-cana apresentando redugao
de vigor e viabilidade quando submetidas a secagem.

A capacidade de embriGes ou sementes sobreviverem apés desidratacdo
¢ também dependente do método de secagem, mais especificamente da
velocidade com que a 4gua € retirada (Seranatna et al. 1989). Em embrides
somdticos de alfafa (Mediago sativa L.), esses autores demonstraram que a
secagem lenta garantiu melhores germinagdes e vigor, quando comparada com a
secagem r4pida, indicando as vantagens da secagem lenta em indugdo de
tolerdncia a dessecagdo.

Segundo Rosa et al. (2000), sementes de milho submetidas 2
temperatura de 50°C em estddios intolerantes, apresentam baixa germinagao e

vigor e que a pré-secagem inicial 3 temperatura de 35°C (pré-condicionamento)
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induz tolerdncia a temperatura de 50°C, a qual ¢ adquirida gradativamente, 2
medida que as sementes de milho perdem 4gua.

Estudos mais aprofundados considerando os mecanismos de tolerdncia a
dessecagdo podem conduzir a resultados mais conclusivos e consistentes, além
de auxiliarem no entendimento bésico relativo ao desenvolvimento e a
germinagdo das sementes. Assim sendo, teve-se com este trabalho o objetivo de
verificar a tolerdncia a dessecagéio, de embriGes e sementes de cafeeiro durante o

seu desenvolvimento, submetidos aos diferentes métodos de secagem.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas as sementes de Coffea arabica L., cultivar “Acaid
Cerrado MG-1474", oriundas de plantas localizadas no campo experimental da
UFLA (Universidade Federal de Lavras), Lavras, Minas Gerais, a 900 m de
altitude. A lavoura foi instalada em margo de 1997, sendo considerado seu 1°
ano de carga comercial em 2000, com uma produgdo de 60 sc/ha. As adubagGes
foram realizadas com base na andlise do solo, conforme recomendagdes da 5°
Aproximagéo CFSEMG (1999).

4.1. Marcacio das plantas, ramos e caracterizaciio dos frutos

Foram selecionadas seis linhas de plantas com 40 plantas cada, com
espagamento de 2,0m por 0,6m. Os ramos foram marcados no tergo superior das
plantas. A marcagdo das flores foi realizada no 2° e 3° dias apés o inicio da
antese, considerando-se como padrdo flores abertas e com pétalas ainda “presas”
ao receptdculo floral, sendo eliminados botdes florais e flores das quais as
pétalas j4 tinham se soltado do receptéculo floral, procurando dessa forma, uma
uniformizagfo no desenvolvimento dos frutos.

Os frutos foram colhidos em épocas diferentes de desenvolvimento,
distinguidos com base no mimero de dias apés a antese (DAA) e coloragao de
frutos conforme a Tabela 4.

Os frutos foram classificados nos estddios: chumbo, verde, verde-cana e
cereja (Scaranari, 1954; Caixeta, 1981) e posteriormente, nos estddios finais, da
maturagio, foram separados e classificados considerando a coloragdo como
verde, verde-cana e cereja (Tabela 4). Os frutos foram também separados em
peneiras com didmetro dos crivos de 16 a 32 meshs, em cada coleta, sendo

considerados os frutos correspondentes 2 peneira na qual houve maior retengdo
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de frutos. As amostras obtidas em cada coleta foram divididas em quatro
porgdes, sendo que uma constituiu o material fresco e as outras trés foram

submetidas aos tratamentos de secagem.

TABELA 4 - Estidios de desenvolvimento dos frutos de cafeeiro em fungdo de
dias ap6s a antese (DAA) no periodo de agosto de 1999 a julho de
2000. UFLA, Lavras, Minas Gerais.

Dias apos antese (DAA) Estadio de desenvolvimento
150 Chumbo
165 Verde
180 Verde
195 Verde
210 Verde a Verde-cana
225 Verde-cana
225 Cereja

4.2, Métodos de secagem

O decréscimo do contedido de dgua foi acompanhado de dois em dois
dias durante o processo de secagem em todos os métodos adotados, at€ atingirem
um contetido de 4gua em torno de 13%, pelo método da estufa (Brasil, 1992).

Foram testados trés métodos de secagem dos frutos:

1)Secagem rdpida: os frutos foram acondicionados em cimaras
(Higrostat), com controle da umidade relativa no interior dessas. O aparelho
consiste de uma caixa de plastico com tampa para fechamento hermético, ao qual
foi adaptado um fundo telado e suspenso a uma altura de 20 cm com relagdo ao
fundo da cdmara, um sistema de circulagiio de ar interno, com a finalidade de

promover uma constante homogeneizag@o da umidade relativa do ar dentro da
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caixa. No fundo dessa, havia uma bandeja contendo uma solugdo salina
higroscépica. O sal utilizado para a secagem foi o Cloreto de Litio (LiCl)
obtendo-se uma solugdo saturada, por meio da qual se obtém um ambiente com
uma taxa de UR de 13 %.

2) Secagem lenta: semelhante ao processo de secagem répida, foi
alterado somente o tipo de sal utilizado no Higrostat durante o processo de
secagem. O sal utilizado para secagem lenta foi o Cloreto de Sédio (NaCl) numa
solugio saturada da qual se obtém um ambiente com uma taxa de UR de 73 %.

3) Secagem ambiente: os frutos foram acondicionados em camada tinica
em bandejas plisticas em condiges ambiente (aproximadamente com

temperatura de 25°C e umidade relativa de 70%).

4.3. Determinacdio do contelido de dgua

As determinagbes do conteddo de 4gua foram realizadas apds a colheita
em cada estddio de desenvolvimento dos frutos frescos, seguindo os
procedimentos prescritos nas RAS, pelo método da estufa a 105°C & 3 por 24
horas (Brasil, 1992). Foram utilizadas trés amostras de 10 frutos inteiros. Para
determinagdo do contetido de dgua em sementes, essas foram isoladas do fruto
sendo removido ainda o endocarpo (pergaminho), usando-se 20 sementes por

repetigdo.

4.4, Germinagao

O teste de germinagdo dos embrides isolados foi conduzido em meio de
cultura in vitro, extraindo os embrides das sementes (sendo estas extraidas dos
frutos), sem danific4d-los, com auxflio de estiletes e pingas sob condiges
assépticas em cimara com fluxo laminar. O meio de cultura utilizado foi o0 MS
(Murashige e Skoog, 1962), com adi¢io 2% de GA; (giberelinas). Os tubos de

ensaio foram acondicionados em cdmara de crescimento, no Laboratério de
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Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Lavras. Foram considerados
germinados aqueles embrides que apresentavam uma colorag@o esverdeada dos
cotilédones e com um comprimento radicular maior que 1 mm.

A germinagiio das sementes foi conduzida extraindo-as dos frutos, com
auxilio de estilete, sendo a semeadura realizada em papel, na forma de rolos,
umedecidos com um volume de 4gua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel.
Foi utilizada a temperatura constante de 30°C, e as contagens foram realizadas
de dois em dois dias, durante 30 dias. Foram consideradas germinadas, aquelas

sementes que apresentavam protrusio radicular maior do que 1 mm.

4.5. Procedimento estatistico

Os dados de conteiido de 4gua e de germinagdo dos embrides foram
avaliados estatisticamente, utilizando DIC (Delineamento Inteiramente
Casualizado), em esquema fatorial (7x4) sendo sete épocas de coleta dos frutos
em diferentes estddios de desenvolvimento, para frutos frescos e aqueles
submetidos aos trés métodos de secagem, com 3 repetigdes.

Para os dados de germinagio de sementes, o delineamento utilizado foi o
DIC, em esquema fatorial (3x4), para trés épocas de coleta dos frutos e esses
sendo frescos e, aqueles submetidos aos trés métodos de secagem com 4
repeticdes. Os dados foram interpretados estatisticamente por meio de anélise
variancia.

As médias foram comparadas pelo teste de Scott-knott, a 5 % de
probabilidade.

A redugdo do mimero de épocas de coleta para sementes ocorreu uma

vez que até aos 195 DAA, a germinagdo das sementes era nula.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teor de dgua nos frutos

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores de teores de 4gua de frutos

frescos e ap6s seus respectivos tratamentos de secagens em cada época de coleta.

Os frutos frescos apresentaram teores de dgua, variando de 66,03 a 79,35 %. A

secagem foi efetuada até entrarem em equilibrio higrostético, aproximadamente

13,5% de contetido de 4gua, dependendo da época de coleta e do tipo de

secagem.

TABELA 5 - Teores médios de 4gua dos frutos frescos e apés secagem. Valores
em porcentagem. UFLA, Lavras —- MG, 2001. (VC —Verde-cana /

CE - Cereja)

DAA FRESCO S. RAPIDA S.LENTA S.AMBIENTE

150 7935 A 1147 Bb 14,75 Ba 14,15 Aa

165 74,52 B 1142 Bec 1662 Aa 13,82 Ab

180 72,04 C 13,58 Aa 14,85 Ba 12,27 Bb

195 67,71 D 1044 Bb 14,21 Ba 1504 Aa

210 66,96 D 1226 Bb 16,75 Aa 11,91 Bb
225-VC 66,03 D 1478 Aa 14,14 Ba 14,04 Aa
225-CE 6152 D 1392 Ab 1737 Aa 13,75 Ab

- Médias seguidas de mesma letra miniscula na linha e maiscula na coluna n#o diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). CV = 6,47.

Os frutos frescos apresentaram um decréscimo continuo de valores de

umidade até 225 DAA. Esse comportamento de perda de dgua € caracteristico do
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desenvolvimento de frutos de cafeeiros conforme resultados encontrados por
Caixeta (1981) e Astolfi et al. (1981).

Por ocasido do aciimulo de matéria seca e deposigdo de reservas, 0s
valores de teores de dgua dos frutos passaram de 79,35 % aos 150 DAA para
66,03 % em frutos no estddio verde-cana e para 67,52 % no estddio cereja, aos
225 DAA.

Resultados semelhantes foram encontrados por Caixeta (1981), que
trabalhando com Coffea arabica L. Cv. Mundo Novo verificou um teor de dgua
de 78,59 % aos 140 DAA e de 66, 51% aos 220 DAA.

O termo ortodoxa e recalcitrante foi proposto por Roberts (1973) para
distinguir sementes de alta e baixa longevidade. Segundo Brandao Junior (2000),
sementes ortodoxas sdo aquelas que sobrevivem por longos periodos, podem ser
secas até conteddos de dgua abaixo de 5 %, sem injurias, e sdo hébeis para
tolerar temperaturas de congelamento. O mesmo autor caracteriza como
recalcitrantes sementes que ndo podem ser secas para contetidos de 4gua abaixo
de 30 % sem injlirias e sao incapazes de tolerar temperaturas de congelamento.
Como resultado, sementes recalcitrantes sobrevivem por curtos periodos e
apresentam problemas quanto 2 armazenabilidade. Assim sendo, os mecanismos
que envolvem a tolerdncia a dessecacao em sementes de cafeeiro sdo complexos
e a literatura ainda néo apresenta resultados conclusivos.

Tem ocorrido uma certa controvérsia no que diz respeito a um conteiido
critico de dgua, abaixo do qual a viabilidade da semente € perdida. Segundo
Roberts & Ellis (1989), o contetido final de 4gua em sementes secas (juntamente
com a temperatura), parece ser importante na determinagao da sobrevivéncia por
longos periodos. Para Branddo Junior (2000), sementes de cafeeiros secas a 15
% de umidade, tém a qualidade fisiol6gica mantida ao longo de nove meses de
armazenamento sob condigdes de 10° C e 50 % de UR (umidade relativa). A

literatura apresenta resultados em relagfio ao conteido de 4gua em sementes,
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citando que hd um conteido critico de dgua para manutengio da qualidade de
sementes da espécie em questdo, no entanto, nessas pesquisas tem-se ignorado o
tempo gasto para a perda de 4gua ou mesmo a temperatura em que os
experimentos de secagem foram realizados.

Em experimentos com sementes sensiveis a dessecacdo, ou com eixos
excisos destas, a taxa de secagem determina o tempo gasto para o material
passar por uma série de valores de contexidos de 4gua. Quanto mais rapidamente
a desidratagfio € atingida, menor € o contetido de 4gua critico para essas
sementes ou eixos (Normah, et al. 1986; Fu et al., 1990; Pammenter et al 1991e
Pammenter et al, 1993).

A taxa de secagem também influencia a resposta a desidratagdo de
sementes ortodoxas em desenvolvimento (Bewley & Black, 1994; Harada, 1997)
e a tolerdncia a dessecagiio de tecidos vegetativos (Oliver & Bewley, 1997). Em
ambos os casos, uma melhor sobrevivéncia & desidratagéio foi observada em
secagem lenta, presumivelmente devido ao tempo suficiente que € concedido

para indugdo e operagdio dos mecanismos de protegao.

5.2. Germinacfio

Os testes ligados ao processo germinativo sdao os mais utilizados para
predizer a qualidade fisiolégica de uma semente. Alguns processos e
mecanismos de germinagdo tém sido sugeridos para o entendimento da
tolerdncia 2 dessecagfo. Esses estudos incluem pesquisas com tecidos
vegetativos e embrides excisos, visando ao entendimento e ao comportamento
destes com relag@o a tolerdncia a dessecagdo.

A germinagiio de embrides excisos (Tabela 6), ocorreu a partir dos 150
DAA, nio apresentando variagio da sua germinabilidade no decorrer do

desenvolvimento até aos 225 DAA.

76



Os embrides extraidos dos frutos ap6s secagem, submetidos ao teste de
germinaciio, apresentaram resultados que indicam que os mesmos nao toleram a
dessecacdo nos estadios intermedidrios de desenvolvimento. Aos 150 DAA, os
embrides ndo toleram a secagem, ndo apresentando germinabilidade,
independentemente do teste de secagem utilizado. Apesar de os resultados nio
diferirem estatisticamente entre 150 e 180 DAA, os embrides apresentaram

alguma tolerdncia a dessecagio aos 165 DAA.

TABELA 6 - Porcentagem de germinag@o in vitro de embrides em meio de
cultura MS. Embrides extraidos de furtos frescos e apés
secagem. Fresco (FRE), secagem répida (SR), secagem lenta
(SL), secagem ambiente (SAM). UFLA, Lavras - MG, 2001.
(VC - Verde-cana / CE — Cereja).

DAA FRESCO SR SL SAM

150 97,22 Aa 0 Cb 0 Db 0 Db
165 91,66 Aa 555 Cb 833 Db 13,89 Db
180 94,44 Aa 555 Cb 0 Db 2,77 Db
195 97,22 Aa 2,77 Cc 3888 Cb 36,11 Cb
210 94,44 Aa 13,89 Cc 77,78 Bb 66,66 Bb

225-VC 100,00 Aa 83,33 Aa 97,22 Aa 9444 Aa
225-CE 97,22 Aa 58,33 Bb 9444 Aa 83,33 Aa

- Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha € maitscula na coluna nio diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). CV = 18,71.

A aquisigao da tolerdncia & dessecagdo é adquirida gradativamente com
o decorrer do desenvolvimento, a qual se torna mais evidente a partir dos 195
DAA, nos quais j4 existe germinabilidade para embrides submetidos aos
métodos de secagem lenta (com 38,88 % de germinagdo) e 2 secagem ambiente

(com 36,11 %). Com relagio 2 secagem répida nessa mesma época, o valor
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germinagdo (2,77 %) foi inferior aos observados nos embrides submetidos aos
outros métodos de secagem. Aos 210 DAA, houve um aumento da tolerancia a
dessecagiio dos embrides submetidos & secagem lenta e no ambiente, em relagao
aos extraidos aos 195 DAA, o que ndo ocorreu com embrides submetidos a
secagem rdpida. Menores valores de germinagio foram observados em sementes
submetidas 2 secagem répida, indicando que a mesma ndo proporciona
incremento na tolerdncia a dessecagdo.

Aos 225 DAA VC, comparando-se os resultados de germinagio de
embrides de frutos submetidos aos diferentes métodos de secagem ou de
embrides de frutos frescos, nio foram observadas diferencas estatisticas entre
esses tratamentos. Nesse estddio foram observados valores méximos de
germinagdo em embrides de frutos frescos. Nessa época, pdde-se constatar que
os tratamentos de secagem nido influenciaram a germinagio dos embrides. Dessa
forma, o miximo de tolerdncia A dessecagdo ocorreu em embrides aos 225 DAA
VC. Aos 225 DAA CE, com a secagem rdpida, os embrides foram menos
tolerantes a dessecaciio, apresentando menores valores de germinagdo, os quais
diferenciaram estatisticamente daqueles observados em embrides frescos e
submetidos 2 secagem lenta e ao ambiente.

Comparando os valores de germinagdo de embriGes submetidos a cada
método de secagem, com aqueles observados em embrides frescos, infere-se que
a secagem répida proporcionou menores valores de germinacéo dos embriGes em
todos os estadios de desenvolvimento, exceto aos 225 DAA VC, quando foram
observados os maiores valores de germinagfio, os quais nio diferiram
estatisticamente daqueles observados em embriGes submetidos aos diferentes
métodos de secagem.

De um modo geral, a redugo do conteiido de 4gua, no decorrer do
desenvolvimento foi acompanhada por um aumento da tolerdncia & dessecagio

para embrides de cafeeiro. Isso foi verificado para algumas espécies
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recalcitrantes, como Acer pseudoplatanus (Hong & Ellis, 1990), Q. robur
(Finch-Savage & Blake, 1994), A. hippocastanum (Tompsett & Pritchard, 1993;
Farrant et al., 1997), Camellia sinensis (Berjak et al., 1993).

Sementes de cafeeiro, consideradas como semi-recalcitrantes ou de
recalcitrincia intermedidria, apresentam taxas de germinagdo de embrides
excisos diferenciadas conforme seu estadio de desenvolvimento, dependendo do
método de secagem.

A comparagéo dos valores de germinagdo observados em embrides dos
frutos que sofreram secagem nos diferentes estddios de desenvolvimento permite
concluir que a secagem lenta € menos prejudicial & germinagdo em relagéo a
secagem ripida, ou seja, a secagem lenta conferiu aos embrides maior tolerdncia
A dessecagdo. Em estddios mais avangados do desenvolvimento, préximos aos
225 DAA, o dano de secagem ndo foi tdo evidente. Esses resultados podem ser
explicados por eventos que ocorrem no final do periodo de maturagdo de
diversas espécies, como os citados por Iljin (1957) e Farrant et al. (1997), que
indicam a deposicdo de reservas insoliveis, como de proteinas; alteragdo no
volume vacuolar e aumento de oligossacarideos que sdo mecanismos que estdo
associados a tolerdncia a dessecagdo.

Portanto, a secagem répida sugerida para minimizar os efeitos deletérios
associados com a desidratagdo de tecidos metabolicamente ativos (Pammenter et
al., 1991; Berjak & Pammenter, 1997; Pritchard & Manger, 1998), ndo estdo
evidentes nessa pesquisa, entdo, a secagem rdpida nio diminuiu a sensibilidade &
dessecagdo de “materiais” inteiramente ou semi-recalcitrantes. Esse fato implica
que a secagem rdpida com o intuito de evitar ou fugir daquele perfodo de
secagem durante o qual as reagbes deletérias ocorrem, ndo ocorreu nessa
pesquisa.

De uma maneira geral, a germinabilidade de sementes de cafeeiros

(Tabela 7), foi observada a partir dos 210 DAA, tanto em sementes de frutos
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submetidos 2 secagem, como em frutos frescos. As secagens lentas e realizadas
em condigdes ambiente proporcionaram resultados de germinagéo superiores aos
das sementes de frutos submetidos a secagem rdpida e de sementes de frutos
frescos.

A partir dos 225 DAA (Tabela 7), tanto nos estddios verde-cana como
no cereja, os resultados de germinagio apresentaram-se maiores, nao
diferenciando estatisticamente entre si, independentemente do método de
secagem. As sementes dos frutos que foram submetidos & secagem rdpida
apresentaram valores de germinagdio semelhantes aos observados naquelas
submetidas A secagem lenta e ambiente. Isso indica que a semente de cafeeiro
apresenta toleriincia 3 dessecagiio nesses estddios de desenvolvimento. Esses
resultados condizem com os encontrados por Guimardes (2000), que verificou
que h4 uma evolug#o acentuada da germinagio entre os estddios verde e verde-
cana, e uma subseqiiente tendéncia 2 estabilizagdo entre os estddios verde-cana e

cereja, independente do método de secagem.

TABELA 7 - Porcentagem de germinacdo de sementes de cafeeiros. Secagem
ripida (SR), Secagem lenta (SL) e Secagem ambiente (SAM).
UFLA, Lavras — MG, 2001.

DAA FRESCO SR SL SAM
210 0 Bb 3 Bb 21Ba 15Ba
225-VC 97Aa 92Aa 89 Aa 96 Aa
225-CE 9% Aa 92Aa 90Aa 92Aa

- Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna nio diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). CV = 10,49.

Pelos dados contidos na Tabela 7, a secagem em estddios verde-cana e

cereja, aos 225 DAA, nio conferiu nenhum dano & germinagéo das sementes, ou
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seja, nesses estddios de desenvolvimento, as sementes de cafeeiros se
comportaram como tolerantes a dessecagiio. Resultados diferentes foram obtidos
por Guimardes (2000), em que, trabalhando com sementes em diferentes
estddios de maturagiio, observou maiores taxas de germinacdo das sementes
antes da secagem, nos estddios verde, verde-cana e cereja, evidenciando que as
sementes de cafeeiro podem ser incluidas num grupo de sementes descrito por
Kermode & Bewley (1989), no qual, a desseca¢io ndo representa um sinal que
desvia o programa de desenvolvimento para um programa germinagao, visto que
a secagem foi prejudicial & germinagéo.

De uma maneira geral, pode-se observar que a tolerdncia a dessecagiio se
manifesta distintamente em cada fase de desenvolvimento, ou seja, o
comportamento da semente ¢ distinto do comportamento do embrido com
relacdo a dessecacdo; e os embrides apresentam germinabilidade num estddio
mais imaturo de desenvolvimento do fruto, comparado com a semente, que

germina apenas nos estddios finais de desenvolvimento.

81



6 CONCLUSOES

O método de secagem afeta a tolerdncia & dessecagio de sementes de
cafeeiros em diferentes estddios de desenvolvimento.

A aquisicio de tolerfincia 2 dessecagdio de embriGes tem um
comportamento diferenciado do comportamento da semente como um todo. Os
embrides germinam aos 150 DAA, enquanto que as sementes germinam a partir
dos 210 DAA.

A tolerincia A dessecacio de embrides de cafeeiros € adquirida
gradualmente no decorrer do desenvolvimento do fruto, a partir dos150 DAA,
atingindo um méximo aos 225 DAA.

A aquisigio da tolerdncia A dessecagio e germinacdo de sementes de

cafeeiro se inicia a partir de 210 DAA, com os frutos no estddio verde-cana.
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CAPITULO 4

B-TUBULINA E CITOESQUELETO MICROTUBULAR NO
DESENVOLVIMENTO DE SEMENTES DE CAFEEIRO
(Coffea arabica L.)

1 RESUMO

ESTANISLAU, Wagner Tompson. §-Tubulina e Citoesqueleto Microtubular
no desenvolvimento de sementes de cafeeiros (Coffea arabica L.). In:
Modelo funcional de desenvolvimento de sementes de cafeeiros (Coffea
arabica L.). 2002. Cap.4 Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras .

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar o padrdo de aciimulo
de B-tubulina e configurag@es do citoesqueleto microtubular nas diferentes fases
do desenvolvimento de sementes de cafeeiro. Os frutos foram colhidos entre a
antese e 255 dias ap6s a antese (DAA), e das sementes foram isolados os tecidos
do perisperma, endosperma e embrido. Desses tecidos foram extraidas fragSes de
proteinas totais, que foram submetidas 2 eletroforese em SDS-PAGE e ‘western
blotting’ para a imunodetecgdo quimiluminescente de PB-tubulina. Para a
visualizagdo do citoesqueleto microtubular, os diferentes tecidos foram isolados
e preparados por meio de fixagdio em paraformaldeido e emblocamento em
butilmetilmetacrilato (BMM). Em seguida, procedeu-se o seccionamento dos
materiais, imunodetecgio e visualizagdio de PB-tubulina e do citoesqueleto
microtubular em microscépio de fluorescéncia. As anélises do acimulo de B-
tubulina e das configuragdes do citoesqueleto microtubular permitiram
caracterizar o processo de histodiferenciagio e organogénese durante o
desenvolvimento e maturagio do fruto e sementes de cafeeiro, € sua possivel
funcionalidade em relag@o aos eventos fisicos e fisiolégicos durante as diferentes
fases do desenvolvimento da semente.

*Comité Orientador: Dr.. Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA
(Orientadora), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimaries.
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2 ABSTRACT

ESTANISLAU, Wagner Tompson. B-Tubulin and microtubular cytoskeleton
in developing coffee (Coffea arabica L.) seeds. In: . A functional model
of coffee (Coffea arabica L.) seed development. 2002. Cap.4 Dissertation
(Masters degree in Crop Science) Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

The objective of the present work was to verify the pattern of B-tubulin
accumulation and microtubular cytoskeleton configurations during development
of coffee seeds. Developing fruits were harvested between 0 and 255 days after
the pollination (DAA) from the upper third part of the plants. Perisperm,
endosperm and embryos were isolated from fruits and seeds. Total proteins were
then extracted from each tissue and submitted to SDS-PAGE electrophoresis and
chemiluminescent western blotting for the immunodetection of B-tubilin. For the
visualization of microtubular cytoskeleton, the diferent tissues were fixed in
paraformaldehyde and embedded in butyl-methymethacrilate (BMM).
Thereafter, the materials were sectioned and submitted to imunocytochemistry
detection of B-tubulin and visualization of the microtubular cytoskeleton on a
fluorescence microscope. The analysis of PB-tubulin accumulation and
microtubular cytoskeleton configurations allowed the characterization of
histodifferentiation and organogenesis during fruit and seed development, as
well as its functionality in relation to the physical and physiological events
during the different phases of seed development.

*Guidance Commitee: Dr.”. Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA (Major
Professor), Dr. Renato Delmondez de Castro, Dr. Renato Mendes Guimaraes.
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3 INTRODUCAO,

O crescimento de qualquer ser vivo, de uma maneira geral, depende de
divisio assim como de expansio celular. A seqiiéncia dos processos que
acontecem durante a divisdo celular é definida como ciclo celular, o qual
depende da sintese e duplicacgio de DNA, e da estrutura dindmica do
citoesqueleto em relagio aos padroes especificos de organogénese e
morfogénese, ou seja, diferenciagdo celular (Varela et al, 1975; Barlow, 1993).
Em niveis citolégico e molecular, o ciclo celular envolve o ciclo cromossdmico,
no qual a sintese e duplicagdo de DNA acontecem durante a intérfase, além do
ciclo mitético, o qual leva 2 divisdo celular (Gunning & Steer, 1996). A
padronizagio do ciclo de divisdo celular leva a padrdes recursivos das
configuragbes dos componentes do citoesqueleto, o qual, atuando como o
“maquindrio estrutural subcelular” é necessirio para eventos de divisio e
expansdo celular, que resultam no crescimento.

Os microtibulos sdo um dos componentes principais do esqueleto
celular ou citoesqueleto. Eles apresentam uma estrutura cilindrica, sem
ramificagdes, com cerca de 25 nm em didmetro externo, e com um canal central
aberto de cerca de 15 nm de didmetro, sendo formados a por dimeros contendo
um polipeptideo de o-tubulina e um de B-tubulina, cada um com peso molecular
em torno de 50 a 55 kD e cerca de 450 aminoécidos (De Castro, 1998). Os
microtiibulos sdo considerados como uma armacdo que determina a forma e
distribuicdo dos constituintes da célula. A integridade dos microtibulos ¢
necesséria para manter a forma caracteristica de muitas células e de uma ampla
lista de atividades celulares que incluem: o posicionamento e movimento de
organelas (Cole & Lippincott-Schwarts, 1995); localizagéio e regulagem de rotas

bioquimicas, como exemplo a glicélise (Masters, 1984), e tanto os sistemas de
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microfilamentos como de microtibulos estio envolvidos nos processos de
cariocinese e citocinese do ciclo celular (Steiger & Lloyd, 1991). Os
microtdbulos estdo relacionados ao ciclo celular por meio de arranjos re-
organizacionais e configuracionais distintos, tais como os arranjos corticais
caracterfsticos da intérfase, atuantes em eventos de expansdo celular, e os
arranjos de préfase, fusos mitéticos e fragmoplastos, os quais s@o caracteristicos
da fase mit6tica e de divisdo celular (Derksen, et al. 1990; Goddard et al., 1994;
Gunning & Steer, 1996).

Poucos trabalhos tém sido conduzidos com o intuito de se entenderem os
mecanismos de embriogénese e desenvolvimento das sementes de cafeeiro, além
daqueles durante a germinagdo. Isso implica a deficiéncia de informagGes a
respeito dos possiveis fatores que possam afetar o desenvolvimento e a
qualidade das sementes de cafeeiro como um todo.

Os “eventos” ativos durante a embriogénese e o desenvolvimento da
semente de cafeeiro sdo fatores que podem estar relacionados a qualidade final
da semente. A qualidade méxima obtida durante o desenvolvimento de uma
semente depende do estdgio de desenvolvimento e maturagio do embrido e da
semente. Dependendo da espécie, ou mesmo da cultivar, a qualidade maxima
pode ocorrer antes ou depois do ponto de maturidade fisiolégica (Bewley &
Black, 1994). Pelo presente estudo tem-se como objetivo verificar o padrdo de
acimulo de B-tubulina e configuragdes do citoesqueleto microtubular e suas

relagdes e funcionalidades nas diferentes fases do desenvolvimento de sementes

de cafeeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram estudadas as sementes de Coffea arabica L., cultivar “Acaid
Cerrado MG-1474", oriundas de plantas localizadas no campo experimental da
UFLA (Universidade Federal de Lavras), Lavras, Minas Gerais, a 900 m de
altitude. A lavoura foi instalada em margo de 1997, sendo considerado seu 1°
ano de carga comercial em 2000, com uma produgéo de 60 sc/ha. As adubages
foram realizadas com base na anslise do solo, conforme recomendagdes da 5°
Aproximagdo CFSEMG (1999).

4.1. Marcaciio de plantas, ramos e caracterizag@o dos frutos

Foram selecionadas 6 linhas de plantas com 40 plantas cada, com
espagamento de 2,0m por 0,6m. Os ramos foram marcados no tergo superior das
plantas. A marcago das flores foi realizada no 2° e 3° dias apés o inicio da
antese, considerando como padrio abertas e com pétalas ainda “presas” ao
receptéculo floral, sendo eliminados bot3es florais e flores das quais as pétalas ja
tinham se soltado do receptdculo floral, procurando dessa forma, uma
uniformizagio do desenvolvimento dos frutos.

Os frutos foram colhidos em épocas diferentes de desenvolvimento,
distinguidos com base no niimero de dias ap6s a antese (DAA).

Os frutos foram separados por peneiras de classificagdo de 18 a 32
meshs com didmetros dos crivos em mm de: 7,14; 7,94; 8,73; 9,53; 10,32; 11,11
(até aos 90 DAA); 11,91; 12,70 e classificados nos estddios: chumbinho,
chumbo, verde, verde-cana e cereja conforme Scaranari (1954) e Caixeta (1981)
nos diferentes DAAs que constitufram os tratamentos conforme a Tabela 8. A
partir dos 120 DAA, em raziio da maior uniformidade do tamanho dos frutos ,

foram considerados os frutos correspondentes 3 peneira na qual houve maior
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retencdo dos frutos. As sementes foram isoladas dos frutos manualmente e com

uso de estiletes

TABELA 8 - Descrigdo dos tratamentos: estddios de desenvolvimento de frutos
de cafeeiro em fungdio de dias apds antese (DAA) no periodo de
agosto de 1999 a julho de 2000. UFLA, Lavras, Minas Gerais.

Dias apés antese (DAA) Estidio de desenvolvimento (peneiras)
90 Chumbinho (18-28)
120 Chumbo (30)
150 Chumbo (30)
165 Verde (30)
180 Verde (30)
195 Verde a verde-cana (30)
210 Verde-cana (30)
225 Verde-cana a cereja (32)
255 Cereja (32)

4.2. Detecciio de B-tubulina

Para verificar o actimulo de B-tubulina no decorrer do desenvolvimento,

prescrevem-se as seguintes etapas.

4.2.1. Extraciio de proteinas

Para realizagdo das anélises moleculares, o material extraido da semente
foi: embrides, partes do endosperma e perisperma. Os tecidos extraidos foram
colocados em tubos de reagdo “Eppendorf” e congelados imediatamente em
nitrogénio liquido, para que os mesmos pudessem ser triturados, para obtencdo

de um p6, evitando-se qualquer dano na atividade enzimética e/ou metabolismo.
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Adicionou-se uma pequena porgiio de areia de quartzo para facilitar a trituragdo
do material congelado. Posteriormente, foram adicionados ao p6 congelado cerca
de 50 a 80 pl de uma solugdo tampdo de Laemmli (1970) modificada (62.5 mM
de Tris-HCl, SDS 2% (p/v), 15 mg/ml de DTT e glicerol 87% (v/v), em pH 9.0),
para a extragio e obtencdo de proteinas totais desnaturadas que foram separadas
em eletroforese de uma dimensdo. Ap6s proceder a mistura do pé com a solugdo
de extragiio, as amostras foram fervidas por 10 minutos para facilitar a
desnaturagdo protéica, e centrifugadas posteriormente por 15 minutos a 14.000

rpm, obtendo-se entio o sobrenadante contendo somente proteinas.

4.2.2. Determinagéio da concentragio protéica

A determinagdo da concentragio de proteinas no sobrenadante foi
realizada seguindo os procedimentos do ensaio “Micro-protein” (Bio-Rad),
modificado com base nos métodos descritos por Lowry et al. (1951) e Bradford

(1976), utilizando-se albumina bovina (BSA) como padrdo.

4.2.3. Eletroforese e eletrotransferéncia (western blotting)

A eletroforese de proteinas desnaturadas foi conduzida em uma
dimensio, utilizando-se géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) horizontais os quais
foram corridos no sistema Multiphor (Pharmacia), operando por 1:20 horas, a
15°C, em condi¢des de 600W e 50mA. Foram utilizados 30 pg de contedido
protéico a ser separado em gel de gradiente contendo de 8 a 18% de acrilamida
em SDS. Também foram colocadas nos géis duas quantidades diferentes de
tubulina pura de bovino, respectivamente 10 e 30 ng, as quais serviram de
referéncia.

Ap6s a eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas (“blotting™)
dos géis para membranas Hybond (“blot”) de difluoreto de polivinilidina

(PVDF) de 0.45 pm de espessura (Amersham), utilizando-se uma unidade de
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transferéncia eletroforética Novablot (Pharmacia), operando por 2 horas a 4°C,
em condigdes de 0.8 mA/cm’ e 200mA. A solugio tampdo de transferéncia foi
constituida de 25 mM de Tris, 192 mM de glicina e etanol 10% (v/v), em pH 8,7.

4.2.4. Imunodetecciio quimiluminescente da B-tubulina

Todos os passos da imunodeteccio bioquimica foram realizados em
temperatura ambiente com agitagio lenta. ApSs a eletrotransferéncia e
subseqgiiente lavagem em solugio tampio salina de Tris (TBS — *“Tris buffer
saline”) com pH 7.5, as membranas foram bloqueadas por 1 hora em solugdo
bloqueadora 1% (p/v) (Boehringer Mannheim), e incubadas em 1 pg/ml de
anticorpo monoclonal de rato contra a PB-tubulina (mouse “anti-B-tubulin”,
Boehringer Mannheim), diluido em solugfio bloqueadora 0.5% por mais 1 hora.
Em seguida, foram entdo lavadas por duas vezes, 10 minutos cada, em volumes
grandes de TBS (diluido 10 vezes) contendo detergente (Tween-20) 0.5% (viv)
(TBST, minimo de 30 ml para membranas com 10 cm? de érea), com pH 7.5. Em
seguida, as membranas foram lavadas por mais duas vezes, 10 minutos cada, em
solugdo bloqueadora 0.5% (p/v), ¢ incubadas por mais 1 hora em 50mU/ml de
um anticorpo secundério de caprino, contra rato, conjugado com peroxidase
(POD) (“goat antimouse-POD”, Boehringer Mannhein) diluido em solugdo
bloqueadora 0.5% (p/v). Posteriormente, as membranas foram lavadas
novamente 4 vezes, por 15 minutos em volumes TBST, e processadas de acordo
com Leying ef al. (1994). Em uma iiltima etapa, as membranas foram incubadas
por 1 minuto em uma solugdo de detecgdo (130 plicm?) previamente misturada
em temperatura ambiente, constituida de uma mistura (100:1) do substrato “A”
mais o substrato “B” (Boehringer Mannhein), a qual reagiu com a peroxidase do
anticorpo secundério, emitindo quimiluminescéncia no espectro de luz azul.

Posteriormente, vérias folhas de filme fotografico Hyperfilm-ECL (Amersham)
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foram expostas s membranas por periodos diferentes de tempo, em sala escura e

sob luz de seguranga, sendo revelados de acordo com o protocolo do fabricante.

4.3. Visualizac8o do citoesqueleto microtubular

Para visualizagiio do citoesqueleto microtubular, prescrevem-se as etapas

que se seguem.

4.3.1. Preparo do material

As amostras utilizadas para a detecgfio de tubulina e citoesqueleto
microtubular foram processadas e imunodetectadas de acordo com o protocolo
estabelecido por Baskin et al. (1992). O processo de preparo das amostras para
imunodetecgiio consistiu em fixar o material por 4 horas em paraformaldeido,
sendo em seguida lavado em 4gua bidestilada por 5 minutos, e desidratado em
séries de etanol (10, 30, 50, 70, 90, 96 ¢ 100%). Todas as amostras foram
infiltradas com butilmetilmetacrilato (BMM, Merck) por meio de imersdo em
séries de substituigio etano/BMM (5:1, 3:1, 1:1, 1:3) até que foram
completamente preenchidas (160%) por BMM. Em seguida, todo o material foi
submetido 2 polimerizagdo do BMM sob luz ultravioleta (UV), por 216 horas, a
-20°C.

Uma vez polimerizado, o material foi seccionado em um ultramicrétomo
LKB (Leica), no qual segdes com espessura média de 3 pm foram coletadas com
micro-pinga e colocadas flutuando sobre uma gota de dgua em cima de uma
lamina de observagdo microscépica, sendo em seguida estendidas com vapor de
cloroférmio, ¢ aderidas A ldmina por meio de aquecimento da Iamina em chapa a
60°C. Em seguida, as laminas contendo as sec¢des microscépicas foram
armazenadas em temperatura ambiente ou a 4°C até que fossem utilizadas para

anélise.
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4.3.2. Imunodetecgiio citoquimica da B-tubulina (citoesqueleto)

O processo de imunodetecgio para a andlise de p-tubulina e visualizagio
do citoesqueleto microtubular se iniciou com a remogdo do BMM contido nas
segdes microscdpicas, por meio de imersido das laminas por 2 vezes durante 5
minutos em acetona 100%.

O passo seguinte foi incubar as ldminas contendo as secgdes em solugao
de anticorpo primdrio, composto de anticorpo monoclonal de rato contra B-
tubulina (“anti-B-tubulin”, Amersham), diluido 1:200 (v/v) em solugéio tampéo
salina de fosfato (PBS - “phosphate buffer saline™) contendo 0.1% de soro de
albumina bovina acetilada (BSAc — “acetylated bovine serum albumin®),
aplicado sobre as segbes na lamina, por 1 hora a 37°C. As laminas foram
submetidas a 4 lavagens de 15 minutos cada, em PBS contendo BSAc
(PBS/BSAc). Em seguida, as laminas foram incubadas com solugio de anticorpo
secund4rio, composto de anticorpo de caprino contra rato conjugado com
isotiocianato de fluorescina (“fluorescein isothiocyanate” — FITC, que emite
fluorescéncia no espectro verde) (“goat antimouse-FITC”, Amersham), diluido
1:200 (v/v) em PBS/BSAc, aplicado sobre as segdes na lamina, por mais 1 hora a
37°C. As laminas foram entfio submetidas a mais 4 lavagens de 15 minutos cada,
em PBS/BSAc. Em seguida, foi aplicada sobre as secgdes nas liminas uma
quantidade minima de Citifluor (Agar Aids) que foram entio cobertas com
laminulas de protegdo, sendo posteriormente submetidas 2 andlise e coleta de
imagens em microscépio confocal de rastreamento a laser (Confocal Laser

Scanning Microscope MRC600, Bio-Rad).

96



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A B-tubulina foi imunodetectada apds solubilizacdo, em extratos de
proteinas totais do perisperma do fruto, do endosperma e do embrido das
sementes em desenvolvimento. Foram observados perfis de 3-tubulina distintos

para cada tecido, em fungdo do estddio do desenvolvimento (Figura 8).

> Perisperma

— Endosperma

. —» Embrido

»
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FIGURA 8 - Perfil de actimulo de B-tubulina (‘Western blot’ apés eletroforese SDS-
PAGE) em diferentes tecidos do fruto e das sementes de cafeeiro em
estddios de desenvolvimento (Colunas, ‘a’ a ‘n’), caracterizados com base
no tamanho (Peneiras, 18 a 30 e dias ap6s a antese DAP, 90 a 255), e
coloragdo do fruto na fase de maturagio (VC - verde cana; C — cereja).
UFLA, Lavras — MG, 2001.

Os perfis de actimulo e contetido de PB-tubulina para cada tecido, em
funcdo do estddio do desenvolvimento, foram relacionados aos contetidos e
configuragdes distintas de citoesqueleto microtubular correspondentes a cada

tecido e estddio do desenvolvimento (Figura 9).
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FIGURA 9: Micrografias de imunofluorescéncia (FITC) mostrando as configuragbes
do citoesqueleto microtubular em tecidos do fruto e sementes de cafeeiros.
A) Frutos com tamanho de peneira 18 aos 90 DAP, mostrando o perisperma com
abundante presenca de citoesqueleto microtubular, observado-se células com
configuragdes de citoesqueleto microtubular mitéticos, assim como cortical. Pe - refere
a porgdo mais externa do perisperma; Pi - por¢o mais interna do perisperma. Barra
indica 10 um
B - C) Frutos de peneira 22 aos 90 DAP. Em detalhe, as setas indicam células mitdticas
em processo de divis@io celular no perisperma, sendo observado em ‘B’ uma célula
mitética em préfase na regido interna (Pi), e em ‘C’ uma outra célula em fragmoplasto
durante metéfase na regido interna (Pi). Barras indicam 5 pm
D) Frutos de peneira 28 aos 90 DAP, mostrando na regido proximal do fruto o
perisperma externo (Pe) com citoesqueleto cortical intacto, e interno (Pi) com
citoesqueleto e células em processo de degradagio evidenciado pela presenca de
granulos fluorescentes de B-tubulina (setas). Observa-se a0 mesmo tempo 0 crescimento
do endosperma (En) contendo em seu interior o embrifio (E) em estddio globular, ambos
contendo citoesqueleto cortical e mitético abundante. Barra indica 10 pm.
E) Frutos de peneira 30 aos 120 DAP, mostrando a radicula de um embrifo (E) em
estidio torpedo, observando-se uma abundante rede de citoesqueleto cortical, e
inimeras células com citoesqueleto microtubular mitético (setas), conforme as
configuragdes mitSticas em B e C. O endosperma envolve o embrido, o qual apresenta
c€lulas com citoesqueleto cortical e mité6tico. Barra indica 10 pm
F) Frutos aos 150 DAP, mostrando a degeneragio do citoesqueleto microtubular
cortical no embrido (E), que resulta na formagfio de grinulos fluorescentes de P-
tubulina, ao passo que no endosperma (En) quase nido se verifica presenca de
microtibulos e poucos grinulos de B-tubulina. Barra indica 10 um
G) Frutos aos 165 DAP, mostrando o endosperma ainda contendo grinulos de f3-
tubulina, os restos do perisperma interno (Pi), além da parte externa (Pe) que
representard a pelicula prateada em sementes maduras secas. Barra indica 10 um.
H) Frutos aos 165 DAP, mostrando detalhes da degradagiio do citoesqueleto
microtubular no tecido embrionério (E), com a presenga de granulos de f-ubulina em
quantidade maior que no endosperma (En). Barra indica 5 pm.
T) Frutos aos 180 DAP, mostrando outra regido do endosperma (En) ainda contendo
uma quantidade relativamente alta de grianulos de B-tubulina, além da presenca de do
perisperma (P), que nessa fase ji se encontra sem citoesqueleto, representando o resto
do tecido nucelar, que posteriormente seré a pelfcula prateada (Pe). Barra indica 10 um.
J) Frutos aos 180 DAP, mostrando maior detalhe dos grinulos de P-tubulina ainda
bastante intensos no embri&o (E). Barra indica 10 pm.
K) Frutos aos 225 DAP (fruto cereja), mostrando uma regido do endosperma (En) com
uma quantidade bem pequena de granulos de B-tubulina. Barra indica 10 um.
L) Frutos aos 225 DAP (fruto cereja), mostrando detalhe da radicula do embrido (E),
onde j4 quase ndo existem grinulos de B-tubulina. Barra indica 10 pm, UFLA, Lavras -
MG, 2001.
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O contetido de B-tubulina no perisperma apresentou-se aparentemente
constante em frutos de diferentes tamanhos retidas em peneiras de 18 a 28 meshs
aos 90 DAA (Figura 8, coluna a-f), com uma tendéncia de decréscimo do
contetido em frutos retidos na peneira 30 aos 120 DAA (Figura 8, coluna g). Nédo
foi possivel extrair protefnas totais e imunodetectar tubulina do perisperma ap6s
120 DAA (Figura 8, coluna h-n), uma vez que a porgdo interna deste tecido (Pi)
j4 se encontrava quase que completamente degradada, restando somente a
por¢io mais externa (Pe) que d4 origem a pelicula prateada ao final do
desenvolvimento, sendo o seu espago substituido pelo endosperma e embrido em
crescimento, que compdem a semente ‘verdadeira'.

A anédlise imunocitoqufmica por meio de microscopia de
imunofluorescéncia para a detecgio de tubulina polimerizada e visualizagdo de
microtiibulos permitiu observar uma abundante rede de citoesqueleto
microtubular cortical, assim como mit6tico nas células da porgdo interna e
externa do perisperma em frutos de diferentes tamanhos colhidos entre 90 e 120
DAA (Figura 9A-C). Foi possivel observar também a degradacdo do
citoesqueleto microtubular em células do perisperma, na regido préxima a do
endosperma em crescimento. A degradagdo de microtibulos em células desta
'regiz'io parece anteceder a degradagdo das préprias células do perisperma que
cedem espago ao endosperma em crescimento. Isso ¢ verificado pela detecgdo de
pontos de fluorescéncia, que representam aglomerados de tubulina resultantes da
depolimerizagdo do citoesqueleto microtubular (Figura 9D).

O padriio de B-tubulina detectado nos extratos protéicos do perisperma
em frutos de diferentes tamanhos colhidos aos 90 DAA (Figura 8, colunas a-f)
correlacionam com os contetidos elevados de citoesqueleto microtubular nos
mesmos frutos (Figura 9A-C). J4 o conteiido ligeiramente inferior de B-tubulina

em frutos retidos na peneira 30 aos 120 DAA parece estar relacionado com a
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degradagiio do citoesqueleto, da tubulina e de células perispermiticas que
ocorrem nos frutos (Figura 8, coluna g; Figura 9D) em fungdo do
desenvolvimento do endosperma. ‘

A presenca de citoesqueletos mitético e cortical leva a crer que o
perisperma no seu todo se diferencia e cresce por divisdo e expansdo celular
(Gunning & Steer, 1996; De Castro, 1998; De Castro et al., 2000). No entanto,
esse comportamento depende da regidio do fruto em sua segio longitudinal.
Durante o desenvolvimento do fruto, o perisperma pode estar em crescimento na
regido distal (distante do peddnculo), a0 mesmo tempo em que pode estar
sofrendo um processo de degradagdo de microtibulos e de suas células na regido
proximal (préximo ao pediinculo) do fruto, na qual acontece o crescimento do
endosperma e embrido (Figura 9A-D). Isso acontece de forma gradual, conforme
o crescimento do endosperma avanga da regidio proximal em sentido a regido
distal.

Até aos 150 DAA ocorre a degradagdo do perisperma, quando o espago
¢ completamente preenchido pelo endosperma em crescimento, que contém em
seu interior o embrido também em crescimento (Capitulo 2).

O comportamento decrescente do padriio de -tubulina no endosperma a
partir de 120 DAA e no embrido a partir de 150 DAA (Figura 8, colunas g e h
em diante) estd relacionado com a presenga de citoesqueleto microtubular e de
agregados de tubulina resultantes da degradagio do préprio citoesqueleto
durante o progresso da maturagdo (Figura 9 E-L). A presenca de citoesqueleto
microtubular mitético até os 120 DAA € um indicativo de que a
histodiferenciagdo tanto do endosperma como do embrido, e da semente como
um todo, estd compreendida entre 0 DAA e 120 DAA (Figura D, E). Ap6s 150
DAA observa-se a presenga somente de citoesqueleto cortical, indicando a
predominiincia de eventos complementares de morfogénese e crescimento do

endosperma e do embrido por expansao celular, caracteristicos do processo de
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maturagio da semente (De Castro 1998; De Castro & Hilhorst, 2000). O avango
da maturagdo leva 2 degradagio gradual do citoesqueleto e o sinal da B-tubulina
atinge niveis abaixo dos limites detectdveis pela andlise de micrografias de
imunofluorescéncia (Figura 9F, H, K).

De modo geral, a anilise individual dos diferentes tecidos, perisperma,
endosperma e embrido, permitiu verificar que hd um aciimulo decrescente de
tubulina durante o desenvolvimento do fruto e sementes. O perisperma na sua
fase mais expressiva, aos 90 DAA, comega a ser degradada, ccupando o espago
interno do fruto em quase sua totalidade, cerca de 95 %. Nesse ponto observa-se
o infcio do desenvolvimento e crescimento do endosperma e do embridio, ou da
semente propriamente dita. O declinio no actimulo de B-tubulina como resultado
da degradagdo do citoesqueleto microtubular € um indicativo de declinio na
atividade do ciclo celular naquele tecido, 4 medida que a semente vai
aumentando de tamanho.

O desenvolvimento inicial do endosperma, verificado nos frutos maiores
aos 90 DAA, € caracterizado pela visualizagdo do citoesqueleto microtubular,
tanto mit6tico como cortical, como indicativo de uma atividade intensa do ciclo
celular (Figura 9D). Essa atividade, ou acimulo de fB-tubulina nZo foi detectada
aos 90 DAA (Figura 8) por causa da dificuldade de isolamento do tecido
endospermatico.

Nessa fase o embrido estd presente em formato globular, também com
uma intensa atividade de citoesqueleto, cortical e mitético. Aos 120 DAA o
embrifio apresenta-se na sua forma de torpedo, ¢ assim como no endosperma,
ainda com intensa atividade do citoesqueleto mitético e cortical, atuante no
processo de histodiferenciagdo desse tecidos.

Aos 150 DAA (Figura 9 F) ndo se observa a presenga do citoesqueleto
mitético, mas somente citoesqueleto cortical em processo de degradagdo, tanto

no embrido como no endosperma, indicando o encerramento da fase de
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histodiferenciagiio desses tecidos. Foi observada grande quantidade de granulos
de tubulina a partir de 150 DAA (Figura 9 F), que correspondeu ao decréscimo
do padriio de B-tubulina detectado no ‘western blot’ (Figura 8). A presenga de
grinulos de B-tubulina foi detectada na periferia do endosperma, pr6ximo ao
perisperma (Figura 9 G), que apresenta uma camada Pe de células intactas e uma
camada Pi composta de resquicios das células que foram degradadas. J4 na parte
mais interna do endosperma préxima ao embrifio hd uma quantidade menor de
granulos de tubulina comparado ao embrido no mesmo estddio (Figura 9 H), ao
passo que a quantidade de grinulos de tubulina € mantida elevada no
endosperma da parte distal do fruto, assim como no embrifio ainda aos 185 DAA
(Figura 9 1, J). A degradag@o de microtibulos e tubulina € méxima a partir dos
225 DAA (Figura9 K, L),

Em geral, a degradagiio do citoesqueleto e tubulina no decorrer do
desenvolvimento de sementes de cafeeiros segue um padrao caracteristico, no
qual conteidos elevados de tubulina representam contelidos elevados de
citoesqueleto microtubular, ao passo que os contetidos reduzidos de tubulina
representam a degradagio do citoesqueleto. O processo gradual de degradagdo
do citoesqueleto e tubulina durante o desenvolvimento do endosperma e embrido
da semente de cafeeiro, da parte interna para a parte externa dos tecidos, se
assemelha ao padrdo detectado durante o desenvolvimento de sementes de outras
espécies, como em tomate, pepino e neem (Sacandé et al., 1997; De Castro,
1998; De Castro & Hilhorst, 2000; Jing, 2000; Sacandé, 2000).

Tem sido reportado que a degradagiio do citoesqueleto microtubular
acontece como resultado, pelo menos parcial, do processo de dessecagio
envolvendo sementes recalcitrantes (Roberts, 1973; Berjak, 1989; Wesley-Smith
et al.,, 1992; Mycock et al., 2000), e tecidos vegetativos (Bartolo & Carter,
1991), quando esses atingem contetidos de dgua criticos, abaixo dos quais ndo é

possivel a reconstituigdo da rede de citoesqueleto apés a reidratagfio. Assim
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como acontece com sementes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill), pepino
(Cucummis sativus L.) e neem (Azadirachta indica A. Juss.), as sementes de
cafeeiro atingem a maturidade com teores de dgua relativamente altos, entre 30 e
50%. Ainda assim, o conteiido de citoesqueleto e tubulina nessas sementes €
quase nulo. Tanto as sementes de tomate e pepino, que sdo classificadas como
ortodoxas (Roberts, 1973), assim como as sementes de cafeeiro € da érvore
neem, que sio consideradas como semi-recalcitrantes ou de nfvel intermediério
(Ellis et al., 1990, 1991; Sacandé, 1997; Sacandé et al., 2000), toleram a
dessecagdo forcada ap6s serem isoladas dos frutos maduros e sdo capazes de
manter a viabilidade e reconstituirem a rede de citoesqueleto microtubular apés a
reidratagiio, diferentemente das sementes recalcitrantes (Roberts, 1973).

O padrio de degradagdo do citoesqueleto microtubular e tubulina
durante o desenvolvimento das sementes parece ser independente do cardter
ortodoxo, semi-recalcitrante ou recalcitrante, mas sim de um programa inerente
ao préprio desenvolvimento das diferentes espécies de sementes. Esse programa
viria garantir ou ndo a integridade e viabilidade celular em condi¢des de
dessecagio, tendo em vista a capacidade, pelo menos parcial, de reconstitui¢do
do citoesqueleto apés reidratagfio, e reativacdo plena da atividade celular e da
manutengio da viabilidade da semente. Isso reflete na efetivagdo dos processos
de diferenciagiio e organogénese, e do desenvolvimento em si. Nesse contexto,
as sementes de cafeeiro, classificadas como semi-recalcitrantes, possuem um
programa de degradagdo do citoesqueleto e tubulina correspondente a de
sementes ortodoxas, que sdo capazes de se reconstitufrem ap6s reidratag@o.

Dessa forma, baseada apenas nas configuragSes do citoesqueleto e
padrdes de P-tubulina, a semente de cafeeiros segue o mesmo padrio de

sementes ortodoxas.
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6 CONCLUSOES

As andlises do acimulo de p-tubulina e das configuragoes do
citoesqueleto microtubular permitem identificar as fases de histodiferenciagdo
dos tecidos perispermdtico, endospermético e embriondrio, que s@o distintos em
funcdo do estddio de desenvolvimento dos frutos de cafeeiro.

A fase de histodiferenciagdo se encerra em torno dos 150 DAA, com o

desaparecimento do citoesqueleto mitético e consumo do perisperma.
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CONSIDERACOES FINAIS

A primeira fase do desenvolvimento de sementes de cafeciro consiste na
histodiferenciagio ou morfogénese que se inicia com a fertilizagdo e rdpida
divisio celular para formagéo do eixo embriondrio e dos tecidos de reserva. A
fase seguinte se refere & fase de expansdo dos tecidos da semente, durante a qual
hé um aumento na matéria seca, ocorrendo expansdo celular juntamente com
deposigdo de reserva. A terceira e tltima fase, a maturagéo, € caracterizada pela
reducfio geral do metabolismo e redugdo do teor de 4gua na semente.

O inicio da floragio ocorreu apés um perfiodo de precipitagdo e o
desenvolvimento dos frutos se iniciou imediatamente ap6s fertilizagdo, até
atingir 2mm de comprimento, quando ocorreu um veranico, isto €, correu a
paralisagiio da precipitagdo.

O crescimento dos frutos s6 foi retomado aos 60 DAA, com inicio de
chuvas constantes e intensas. A diferenciagdo do saco embriondrio s6 foi
verificada aos 90 DAA, em frutos pertencentes 2 peneira 24. Nessa fase houve
um crescimento acelerado e desuniforme dos frutos que foram classificados em
peneiras de 16 a 28 meshs. Os frutos se caracterizaram por conterem somente
perisperma, com revestimento externo composto pelos tecidos do pericarpo
(endocarpo, mesocarpo € exocarpo).

Aos 120 DAA os frutos se distribuiram entre as peneiras 16 e 32, com
maior proporgio da peneira 30 com cerca de 39 % do total de frutos. Os frutos
das peneiras 28 e 30 apresentaram o perisperma ocupando cerca de 40% do
volume da semente (anilise visual), sendo que os outros 60% eram preenchidos
pelo saco embriondrio. Foi possivel identificar dentro endosperma em
desenvolvimento, o embrido nos estéddios “globular” ou “torpedo”, dependendo

da peneira. Um répido crescimento e desenvolvimento ocorreu a partir desta fase
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coincidindo com condigdes ambientais favordveis como, disponibilidade de dgua
e temperaturas adequadas.

Aos 150 DAA, 70% dos frutos foram classificados em peneiras 28 e 30,
sendo que os frutos da peneira 30 representavam 38% do total. O saco
embriondrio ji ocupava cerca de 90 a 100% do volume total da semente (anélise
visual) e foi possivel identificar os embrides com mais facilidade, visto que se
apresentaram maiores ¢ com formato cotiledonar. O embrifio passa do estddio
globular para o estddio cotiledonar, considerado como jé diferenciado, em um
curto periodo de tempo entre os 90 e 150 DAA. O endosperma mostra-se
esbranquigado e o perisperma esverdeado.

O desenvolvimento aos 165 DAA, se caracteriza por apresentar um
crescimento bem mais acelerado, com 63% dos frutos pertencentes as peneiras
28 e 30, e com uma certa expressividade para a peneira 30 que representa 46%
do total. Essa fase se diferencia pouco da anterior, destacando-se pelo rapido
crescimento do fruto, com um intenso aciimulo de reservas, que se caracteriza
por um certo endurecimento do endosperma e por apresentar uma coloragio
mais esbranquigada, passando de um estégio leitoso para pastoso.

Aos 180 DAA, o embrido continua crescendo e o endosperma ganha em
consisténcia assumindo uma coloragdo mais esbranquigada, enquanto o
perisperma adquire coloragdo verde intensa. H4 um actimulo de matéria seca e
decréscimo no conteido de 4gua dos frutos, sementes € embrides. A maior
proporgdo de frutos pertence as peneiras 28 e 30, com 60 % dos frutos,
destacando a peneira 30 com cerca de 42% do total.

Dos 195 aos 210 DAA, ocorrem apenas diferengas com relagdo ao
tamanho dos frutos. Durante esse periodo, o embrido cresce em tamanho,
mantendo suas caracteristicas, ao passo que o endosperma ganha mais
consisténcia assumindo uma coloragdo mais acinzentada. O perisperma, apesar

de ainda verde, comeca a dar indicios de mudanga de coloragéio prateada.
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Aos 225 DAA, ocorre uma intensa maturagdo dos frutos, sendo que 86%
deles apresentam o exocarpo vermelho, tipico do estddio cereja, com 74 % de
frutos pertencentes 4 peneira 32. O mesocarpo se encontra mucilaginoso,
enquanto que o endocarpo ji se encontra aparentemente lignificado
(pergaminho). O perisperma se apresenta como uma pelfcula que envolve o
endosperma de colorag@o verde-acinzentada.

Baseado nos dados obtidos nas avaliagdes dos frutos foi proposto um
modelo de desenvolvimento de sementes de cafeeiro (Figura 10).

A partir desse modelo, € possivel identificar ou alocar eventos
morfolégicos e fisiolégicos, dentro do desenvolvimento, para que cada vez mais
se possa entender ¢ compreender 0s processos e mecanismos que regem o
desenvolvimento com o intuito de melhorar a preservagdio e a qualidade de

sementes e frutos de cafeeiro.
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FIGURA 10 - Modelo descritivo do desenvolvimento de sementes de café
(Coffea arabica Cv. Acaié Cerrado 1747).

(a) Identificagdio das fases do desenvolvimento.

(b) Desenvolvimento em fungéo do tamanho e coloragio dos
frutos.

(c) Diferenciagéio e organogénese do perisperma e endosperma
(% de actimulo e colorag#o).

(d) Diferenciac@o e organogénese do embrido (formato).
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