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RESUMO

O café ¢ um dos mais importantes produtos agricolas comercializados no Brasil e no
mundo, sendo o segundo item em importancia do comércio internacional de commodities, atrés
apenas do petrdleo. A utilizagdo de sementes de alta qualidade fisiologica ¢ um fator crucial
para a obtencdo de mudas de cafeeiro mais vigorosas em condigdes de campo e,
consequentemente, para a formagdo de lavouras sauddveis e produtivas. Dessa forma, o
armazenamento de sementes de café ¢ um grande desafio para os produtores de sementes, uma
vez que sementes de Coffea arabica L. sdo classificadas como intermedidrias, ou seja, possuem
baixa longevidade. Outro fator que interfere na qualidade das sementes de café durante o
armazenamento ¢ a producdo de radicais livres, que estdo envolvidos em diversos aspectos da
fisiologia das sementes. Sua geragdo ocorre durante a dessecagdo das sementes, germinagao e
envelhecimento, que pode levar ao estresse oxidativo e danos celulares, resultando na
deterioragdo. No entanto, as células possuem um sistema enzimatico antioxidante de defesa que
atua contra os radicais livres e participa da sobrevivéncia das sementes. Os mecanismos de
desintoxica¢do desempenham um papel fundamental na conclusdo da germinagdo de sementes
e armazenamento das mesmas. O condicionamento fisiolégico ¢ uma alternativa para a
melhoria do desempenho de sementes que apresentam problemas de germinagao e vigor, como
¢ o caso de sementes de café¢ armazenadas, uma vez que essa técnica traz como vantagens o
aumento da rapidez e uniformidade na emergéncia de plantulas, e a tolerancia das sementes a
condi¢cdes ambientais adversas e estresses fisiologicos, que causam um aumento na producao
radicais livres. Portanto, a pesquisa foi proposta a fim de avaliar o efeito do condicionamento
fisiologico em sementes de Coffea arabica L. submetidas a diferentes solugdes condicionantes,
através de avaliagdes de caracteristicas fisioldgicas associadas a atividade enzimatica.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Priming. Qualidade de sementes.



ABSTRACT

Coffee is one of the most important agricultural products traded in the world and in
Brazil, being the second most important item in the international trade of commodities, behind
only oil. The use of of high quality seeds is a crucial factor for obtaining more vigorous coffee
seedlings under field conditions and, consequently, for the formation of healthy and productive
crops. Thus, the storage of coffee seeds is a great challenge for seed producers, since Coffea
arabica L. seeds are classified as intermediate, that is, they have low longevity. Another factor
that interferes with the quality of coffee seeds during storage is the production of free radicals,
which are involved in several aspects of seed physiology. Its generation occurs during seed
desiccation, germination and aging, which can lead to oxidative stress and cell damage,
resulting in deterioration. However, the cells have an antioxidant defense enzyme system that
captures free radicals and participates in the survival of the seeds. Detoxification mechanisms
play a key role in completing seed germination and seed storage. Physiological conditioning is
an alternative to improve the performance of seeds that present germination and vigor problems,
as is the case of stored coffee seeds, since this technique has the advantages of increasing speed
and uniformity in seedling emergence and seed tolerance to adverse environmental conditions
and physiological stresses that cause an increase in free radical production. Therefore, the
research was proposed in order to evaluate the effect of physiological conditioning on Coffea
arabica L. seeds subjected to different conditioning solutions, through evaluations of
physiological characteristics associated with enzymatic activity.

Keywords: Coffea Arabica L. Priming. Seeds quality.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A cultura do café (Coffea arabica L.) ¢ destaque no cendrio agricola mundial e uma das
commodities mais importantes para o Brasil em termos de producdo e area cultivada. O pais
ocupa o primeiro lugar (CONAB, 2019), e ¢ responsavel por produzir um ter¢co do café
consumido no mundo, o que o torna um produto de grande importancia social e econdmica.

As mudas utilizadas na implanta¢cdo de uma lavoura sdo obtidas por meio de sementes,
o que torna indispensavel o uso de material propagativo com alta qualidade fisiologica
(TRUJILLO; GOMES JUNIOR; CICERO, 2019), para a obtengdo de mudas vigorosas em
condi¢des de campo, e, consequentemente, de lavouras com elevado potencial produtivo
(FRANCA-NETO et al., 2015).

Sementes de café ardbica possuem um comportamento intermedidrio,
consequentemente, baixa longevidade, ou seja, tem baixa capacidade de se manter vidvel por
longos periodos durante o armazenamento e sdo mais sensiveis a desseccdo (COELHO et al.,
2015; ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990; FANTAZZINI et al., 2018).

A deterioracdo de sementes € um processo inevitavel e irreversivel, vista como um
conjunto de mudancas que ocorrem com o passar do tempo, e que podem prejudicar sistemas e
fungdes vitais que resultam em uma redu¢do no desempenho das sementes. Existem diferencas
intrinsecas entre as espécies de sementes quanto a longevidade e, portanto, quanto a velocidade
de deterioracao das mesmas.

Um dos desafios dos produtores de sementes de café arabica ¢ a manutengdo da
qualidade durante o armazenamento (ARAUIJO et al., 2008). Frente a este cenario, a busca por
estratégias que viabilizem a conservacao das sementes de café, bem como o entendimento do
comportamento destas durante o armazenamento, ¢ de grande importancia.

Uma alternativa que pode auxiliar na melhora da qualidade de sementes de café ¢ a
técnica de condicionamento fisiologico, que consiste na hidratagdo controlada das sementes até
atingir nivel suficiente para ativar os processos preparatOrios essenciais a germinagdo, sem
permitir a protrusdo da raiz primaria (BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO
et al., 2019). Em diversos trabalhos tem sido demonstrado que o vigor das sementes ¢ o
componente da qualidade fisiologica mais influenciado pelo condicionamento fisiologico, pelo
fato de reduzir os danos do envelhecimento em sementes de muitas culturas (SILVA et al.,

2006; FAROOQ et al., 2009).
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Sendo assim, estudar os mecanismos fisioldgicos e moleculares envolvidos em sementes
de café apods o processo de condicionamento fisioldgico, contribui para o estabelecimento de
métodos para a melhoria do vigor e possiveis solugdes para o armazenamento de sementes, 0s
quais possam garantir a oferta de sementes com alta qualidade e a produc¢do de mudas vigorosas

para a formagao das lavouras cafeeiras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cafeicultura no Brasil

O café ¢ um dos principais produtos agricolas comercializados no Brasil e no mundo,
sendo considerado uma commodity. Além de maior produtor e exportador mundial, o pais ocupa
também o segundo lugar em consumo da bebida (MAPA, 2018). Considerada uma importante
fonte de receita para muitos municipios do pais, a cafeicultura ¢ também um notavel setor na
criagdo de postos de trabalho na agropecudria nacional. Os expressivos desempenhos da
exportacdo ¢ do consumo interno conferem sustentabilidade econdmica ao produtor e sua
atividade.

A safra 2020/2021 de café deve atingir 49 milhdes de sacas, no comparativo com a safra
passada, que teve producdo de 63,08 milhdes de sacas, esse desempenho representa uma
reducdo de 22,6% (CONAB, 2021). Com relagdo ao consumo mundial, este devera atingir o
volume fisico equivalente a 167,58 milhdes de sacas de 60 kg, o que representa um acréscimo
de 1,9%, em comparagdo com o consumo registrado no ano-cafeeiro anterior, que foi de 164,43
milhdes de sacas. A Organizacdo Internacional do Café confere o incremento no consumo
mundial ao aumento do consumo em casa, que acaba compensando a reducao do consumo fora
do lar, além do abrandamento das medidas restritivas causadas pela pandemia da Covid-19 e as
perspectivas de uma recuperagdo da economia subsequente, além da confianca dos
consumidores, fatores que tém sinalizado uma tendéncia positiva no consumo mundial de café.

O café também estd entre os dez principais produtos na pauta de exportacdo brasileira,
caracterizando-se, assim, como um produto relevante para a economia do pais (MDIC, 2019).
Segundo o ultimo relatério realizado pelo Conselho dos Exportadores de Café¢ do Brasil
(CECAFE, 2021), as exportacdes brasileiras de café, em maio de 2021, totalizaram 2,6 milhdes
de sacas de 60 kg e geraram US$ 357,6 milhdes ao pais. Em comparagdo com maio de 2020,
esses valores representam uma queda de 20,3% em volume e de 13,2% em receita cambial. No
entanto, mesmo um més antes do fechamento da temporada 2020/21, o Brasil ja havia batido o
recorde em volume exportado durante uma safra. De julho de 2020 ao final de maio deste ano,
o pais remeteu 42,5 milhdes de sacas ao exterior, o que representa incremento de 14,3% sobre
o mesmo periodo anterior e supera as 41,4 milhdes de sacas registradas nos 12 meses do ciclo
2018/19, até entdo o maior nivel registrado nas remessas de café do pais. De acordo com dados
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2018), a cafeicultura

brasileira ¢ uma das mais exigentes do mundo, em relagdo as questdes sociais e ambientais, e
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h4a uma preocupagdo em garantir a producdo de um café sustentdvel. Logo, a preservacao
ambiental, melhores condi¢des de vida para os trabalhadores, melhor aproveitamento das terras,
além de técnicas gerenciais mais eficientes das propriedades, com uso racional de recursos, sao
melhorias que vém sendo associadas a qualidade do produto final e se tornando requisitos para
o consumidor.

Dessa forma, ano a ano aumentam os investimentos em certificagdes e tecnologias que
visam tais avang¢os, bem como a preocupacdo em adquirir sementes de alta qualidade para a
producdo de mudas sadias e vigorosas, para que o produtor possa atingir o volume, a qualidade
e, consequentemente, os lucros esperados. O volume expressivo de cafés sustentdveis
produzidos anualmente e a alta qualidade e diversidade das safras brasileiras, fazem do Brasil
um fornecedor confidvel e capaz de atender as necessidades dos compradores nacionais e

internacionais mais exigentes.

2.2 Protec¢ao contra danos oxidativos em sementes

Diversas condi¢des ambientais ocasionam estresse em sementes e afetam negativamente
o metabolismo, crescimento e desenvolvimento, além de causarem a deterioragdo ¢ morte das
mesmas quando expostas por longos periodos a tais condi¢des. Esses estresses podem ser de
natureza biodtica, como quando expostas a patdgenos, ou abiodticos, como a restri¢ao hidrica,
salinidade, alta ou baixas temperaturas, inundagao e secagem (WANG et al., 2012). Além dos
estresses bidticos e abidticos, condi¢des fisiologicas de estresse, bem como a fotossintese e a
respiracdo, levam a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO’S). A produgdo de ERO’s
pode ocorrer durante a dessecacdo, germinagdo e envelhecimento de sementes, podendo
acarretar estresse oxidativo e dano celular (WANG et al., 2012).

As ERO’s promovem lesdes em nivel molecular, sobretudo em acidos nucleicos,
proteinas e lipidios, comprometendo o metabolismo e a integridade das membranas celulares
(SMITH et al., 2009). Sao subprodutos das reagdes redox (KOVALCHUK, 2010),
apresentando-se sob a forma de radicais livres ou moléculas. Os radicais livres mais conhecidos
$30 o anion superdxido (O,-), a radical hidroxila (OH) e o radical hidroperoxila (HO,), enquanto
que o oxigénio singleto (O,) e o peroxido de hidrogénio (H>O;) sdo os principais exemplos de
moléculas que atuam como ERO’s (D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007;
BHATTACHARIEE, 2010).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desbalango entre a producdo e a eliminacao

das ERO’s (KIM; KWAK, 2010). Em geral, ha um balanco entre geracdo e eliminagdo das
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ERO’s, mas ao serem submetidas a alguma situagdo de estresse, ocorre um desequilibrio,
implicando em seu actimulo. Em resposta a producdo excessiva de ERO’S, as plantas
desenvolveram um mecanismo de defesa para remover ou minimizar seus efeitos nocivos
(CHOUDHARY; KUMAR; KAUR, 2019). Esses mecanismos possuem natureza enzimética e
ndo enzimatica, encarregados da eliminac@o das ERQO’s, tanto produzidas em consequéncia do
metabolismo normal, quanto as resultantes de qualquer situag@o de estresse, € sdo encontrados
em diversos compartimentos celulares nas plantas (APEL; HIRT, 2004). Os antioxidantes ndo
enzimaticos sdo capazes de solubilizar as ERO’s, enquanto os sistemas enzimaticos catalisam
o processo de eliminagdo das ERO’s. Os mecanismos enzimdticos em plantas incluem, entre
outras enzimas, a superdxido dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase (APX) e a catalase
(CAT) (MUNNE-BOSCH et al., 2013).

A SOD, a primeira enzima de defesa contra danos provocados por ERQO’s, € responsavel
pela dismutacdo do anion superdxido (O;-) produzido em diferentes locais na célula, para
oxigénio molecular (O,) e peréxido de hidrogénio (H,0,). Uma vez que dismutam o O,-, agem
indiretamente na redu¢do do risco de formagdo do OH- a partir do O,- (PAUL;
ROYCHOUDHURY, 2017; CHOUDHARY; KUMAR; KAUR, 2019; LIU;
SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019). Em seguida, atuam a CAT e o ciclo do
ascorbato-glutationa, dentre outras enzimas que sdo de extrema importancia na neutralizagao
do H,0O,, e podem atuar em paralelo, mesmo com propriedades e requisitos diferentes. A CAT
viabiliza uma forma energeticamente eficiente para remoc¢ao do H,O,. (SHARMA et al., 2012).
Em concentragdes relativamente altas de H,O, (mM) a atividade da CAT € muito efetiva, sendo
por esse motivo, considerada indispensavel para a desintoxicacdo de ERQ’s, sobretudo em
condi¢des de estresse severo, quando os niveis de H>O, estdo altos (DUBEY, 2011). A CAT, ¢
uma peroxidase oxidorredutase encontrada nos peroxissomas e nos glioxissomas e que usa o
perdxido como aceitador/doador de elétrons.

A APX ¢ uma heme-proteina, da Classe I da superfamilia das peroxidases, com distintas
formas isoenzimaticas, diversamente reguladas. Suas isoformas podem ser encontradas no
citosol, mitocondrias, peroxissomos, cloroplastos (estroma e ligadas as membranas dos
tilacoides) e parede celular (DABROWSKA et al., 2007; DE GARA, 2004). A APX exige o
acido ascorbico como redutor e possui alta afinidade com o H,O,, com uma constante de
Michaelis-Menten (KM) na ordem de pM, permitindo a eliminag¢do do H,O, mesmo em baixas
concentragdes (LOCATO et al., 2010; SHARMA et al., 2012). Nos cloroplastos e mitocondrias
a APX atua no ciclo ascorbato-glutationa, no qual o H202 formado pela agdo da SOD ¢

reduzido pelo ascorbato (MITTLER, 2002; LOCATO et al., 2010).
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O aumento de algumas enzimas antioxidantes tem sido observado em plantas reagindo
a alteracdo oxidativa induzida por varios tipos de condi¢des de estresse. A manutengdo da alta
capacidade antioxidante para eliminar as ERO’s toxicas, tem sido associada ao aumento da
tolerancia das plantas as condigdes desfavoraveis. Os mecanismos de controle das ERO's tém
sido estudados por meio de véarias técnicas e para varias espécies (ZHANG et al., 2010;
SUZUKI et al., 2011; SHARMA et al., 2012; HASANUZZAMAN et al., 2013). Dentre essas
técnicas, estd o condionamento fisiologico de sementes, que tem se mostrado um método
promissor no combate as ERO’s, uma vez que aumenta a eficiéncia do sistema antioxidante de

defesa.

2.3  Condicionamento fisiologico de sementes de café

O condicionamento fisiologico consiste em uma técnica que permite a hidratacdo
controlada de sementes para desencadear os processos metabolicos normalmente ativados
durante a fase inicial da germina¢do, mas impedindo a protusdo radicular, sendo considerada
uma técnica eficaz que permite a melhoria da qualidade de sementes (PAPARELLA et al.,
2015), e traz como beneficios, o aumento da rapidez e uniformidade na emergéncia de plantulas
e a tolerancia das sementes a condicdes ambientais adversas (GUIMARAES et al., 2008).
Baseada na embebicdo das sementes em dgua, substratos umedecidos, solu¢do osmotica ou
salina, para a ativacdo dos processos metabolicos que ocorrem durante a germinagdo, essa
técnica permite melhor controle do processo de embebigdo (ARAUJO et al., 2011).

Durante o condicionamento fisioldgico, visando retirar a dgua superficial, as sementes
passam por um processo de secagem ou podem ser imediatamente utilizadas, permitindo assim,
a ocorréncia das fases iniciais do processo de germinagdo (fases I e II), contudo, sem atingir o
estado de emergéncia da raiz primdria (fase III) (BEWLEY et al., 2013). Nessa etapa, como
consequéncia da proximidade dos potenciais hidricos do substrato e da semente, tende a ocorrer
uma estabilizagdo do contetido de agua na semente, assim, sucede a ativacdo metabolica de
processos pré-germinativos, onde mitocondrias e enzimas tornam-se funcionais ocorrendo
intensa digestdo das reservas (GUIMARAES et al., 2008).

Segundo Marcos Filho (2005) diversos fatores estdo envolvidos na eficiéncia do
condicionamento fisioldgico, como: o genétipo, o grau de deterioragdao da semente, o periodo
de tratamento, a temperatura, o tamanho da semente, a velocidade de absor¢ao de dgua, o grau
de hidratacdo alcancado pelas sementes e suas partes, a aeracdo, a secagem apos o tratamento,

o nimero de ciclos de hidratacdo/secagem, as condi¢des e o periodo de armazenamento.
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Em trabalhos com sementes de diferentes espécies de hortalicas, foi comprovada a
eficiéncia do condicionamento fisiologico, como pepino (LIMA; MARCOS FILHO, 2010;
GURGEL JUNIOR et al., 2009), cebola (HOLBIG et al., 2011), couve flor (MARCOS FILHO;
KIKUTI, 2008), berinjela, melancia, meldo, tomate (NASCIMENTO, 2005), cenoura (LOPES
et al., 2011), pimentdo (SILVA et al., 2015), rabanete (ASHRAF et al., 2018), cebola (ZHAO
et al., 2018), quiabo (SHARMA et al., 2014), dentre outras.

O condicionamento fisiolégico tende a ser a técnica mais vantajosa pela sua
simplicidade, por ser menos onerosa € nao necessitar de reagentes e equipamentos sofisticados
para sua execugdo (ARAUJO et al., 2011). Em alguns tem sido observado que a utilizagdo de
agua com diferentes cargas, nitroprussiato de sddio (SNP) e acido ascorbico (AsA) possuem
resultados positivos na técnica de condicionamento fisioldgico.

A 4gua catddica, gerada por eletrélise de uma solucdo contendo cloreto de magnésio e
cloreto de calcio, pode exercer efeitos antioxidantes em materiais vegetais, permitindo a
‘limpeza’ dos radicais livres. Essa solucdo apresenta consideravel poder redutor, que neutraliza
os efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio, e melhora a condi¢do fisiologica dessas
sementes.

Shirahata et al. (1997) caracterizaram a dgua catodica e langaram mao do principio da
eletrolise de Michael Faraday, postulado no periodo de 1791-1867. Neste principio, ocorre o
processo de redu¢do no catodo e de oxidag@o no anodo, sendo essa, a base da protecao catddica.
A dissociagdo de H,O produz ions H+ e OH-. No catodo, os ions H+ ganham elétrons e se
tornam hidrogénio ativo (H). Hidrogénio ativo apresenta alto potencial redutor. No anodo, os
ions OH perdem elétrons e formam o OH, que resulta na produgdo de O, e H,O. A agua catddica
(4gua reduzida) ¢ abundante em hidrogénio dissolvido, possui um alto pH (9,0-10,0), enquanto
que a dgua anddica (agua oxidada) ¢ abundante em oxigénio dissolvido e possui pH acido,
podendo agir como um descontaminante e, aparentemente, uma potente antimicrobiano
(HANAOKA et al., 2004).

Segundo Shirahata et al. (1977; 1999) a 4gua catddica pode penetrar em todas as
membranas, em todas as partes do corpo, incluindo a barreira hematoencefalica, pode ser
considerada um poderoso e ideal antioxidante em organismos vivos, elimina ERO’S,
protegendo moléculas de DNA e RNA, pode suprimir o crescimento de células humanas
cancerosas € a aceleracdo do consumo de glicose pelas células de ratos que apresentavam
diabetes. Shirahata et al. (1999) também declararam que o ‘hidrogénio ativo’ pode estar

presente em varios meios aquosos naturais ou artificiais.
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Berjak, Sershen e Pammenter (2011) demonstraram que a utilizacdo da agua catodica
proporcionou melhoria nos danos oxidativos relacionados aos procedimentos de
criopreservacao de espécies recalcitrantes. Neste caso, a acdo da dgua catddica foi relatada mais
provavelmente como um estimulante da atividade antioxidante enddgena, do que eliminadora
de radicais livres. Apos essas publicagdes de Shirahata (1997; 1999), algumas empresas, como
a Nihon Trim (Osaka, Japdo), Instituto da Agua (Atarashii Mizuno Kai) (Toquio, Japdo) e Hita
Tenryo Sui Kabushikigaisha (Oita, Japao), dentre outras, tém desenvolvido e vendido varios
produtos relacionados a producdo de agua catddica para a saude, anunciaram que tais
mercadorias produzem potentes ‘limpadores’ de radicais livres do organismo (HIRAOKA et
al., 2004).

O SNP ¢ um composto quimico de formula Na,[Fe (CN)sNO] -2H,0 que fornece 6xido
nitrico (ON). A aplicagdo de doadores de ON agem no aumento e na rapidez da germinagdo de
sementes (ATAfDE et al., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016), bem como no
aumento da atividade de enzimas do sistema antioxidante (SILVA et al., 2019).

Capaz de reduzir os efeitos do envelhecimento das sementes armazenadas (PEREIRA
et al., 2010), o ON também aumenta a tolerancia da semente a diversos estresses abioticos,
como estresse hidrico, salino e por metais pesados (SILVA et al., 2015; KAISER et al., 2016;
PIRES et al., 2016). Além disso, por apresentar propriedades antioxidantes, o estresse oxidativo
provocado pelo aumento da concentracdo de superdxido, peroxido de hidrogénio e perdxidos
de alquila, pode ser combatido pelo ON (SILVA et al., 2015; PIRES et al., 2016). O acido
ascorbico ¢ um antioxidante que tem sido utilizado em pré-tratamentos para a protecao contra
espécies reativas de oxigénio e na manuten¢do do vigor de sementes, quando essas sdo
submetidas ao envelhecimento natural ou artificial (SANTOS et al., 2014). Devido a sua
atuagdo na defesa contra danos oxidativos, na fotossintese e na regulagdo do crescimento, ¢
considerado um metabdlito importante nos vegetais (TAHER-SOULA; MOHAMMAD, 2013;
AHMAD et al. 2013; GALLIE, 2013).

O AsA, como agente condicionante, apresenta como vantagens o fato de ser
hidrosoluvel, atuar como indutor de proteinas de tolerancia ao estresse, tornando a aplicagao
exogena indicada no combate ao estresse em sementes (MCCUE et al., 2000), além de agir na
protecdo contra a peroxidacdo de lipideos e as espécies reativas de oxigénio induzidas pelo
envelhecimento (FOYER; NOCTOR, 2005). A utiliza¢do do AsA também promove a melhoria
no potencial de germinagdo de sementes oleaginosas quando submetidas a armazenamento
prolongado (DOLATABADIAN; MODARRES SANAVY, 2008) ou de sementes envelhecidas
artificialmente (KRANNER et al., 2006).
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Brilhante ef al. (2013), observaram que a aplicagdo exdgena de AsA nas sementes de
feijao de corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.), apds o envelhecimento artificial, atenua os
efeitos deletérios na integridade das membranas, causados pelo envelhecimento artificial,
favorecendo a qualidade fisiologica das sementes.

Multiplos estudos com a finalidade de avaliar os beneficios do AsA no tratamento de
sementes, na prote¢do contra estresses bidticos e abioticos, ja foram desenvolvidos. Quando
submetidas em niveis crescentes de salinidade, foi relatado incremento na germinagdo e
melhoria no desenvolvimento das plantulas em campo para culturas como, batata
(VENKATESH et al., 2012); ervilha (BELTAGI, 2008; ALQURAINY, 2007); feijao
(ALQURAINY, 2007; AZOOZ; AL-FREDAN, 2009); sorgo (ARAFA et al., 2007); tabaco
(SUN et al., 2010); tomate (BARH et al., 2008; ZHANG et al., 2011). Em condi¢des de deficit
hidrico, a aplicacdo de AsA apresenta uma atenuacao dos efeitos desse deficit em plantas de

rabanete, junto a um aumento na taxa fotossintética (SANTOS et al., 2018).
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CAPITULO 2 GERMINACAO DE SEMENTES E DESENVOLVIMENTO DE
PLANTULAS DE COFFEA ARABICA L. SUBMETIDAS AO
CONDICIONAMENTO FISIOLOGICO

RESUMO

A qualidade fisiologica de sementes ¢ um conjunto de atributos que determinam o
desempenho das sementes em campo. Esses atributos sdo fisioldgicos, fisicos, genéticos e
sanitarios. O condicionamento fisiologico ¢ uma técnica de embebicdo controlada de sementes
que permite uma maior rapidez e uniformidade na emergéncia de plantulas, bem como a
tolerancia das sementes a condi¢des ambientais adversas e estresses fisioldgicos que causam
um aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio, que contribuem com a aceleracao
da deterioragdo das sementes. No entanto, as plantas possuem um sistema antioxidante de
defesa que atua em equilibrio com os radicais livres, neutralizando-os. Dessa forma, o objetivo
neste trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento fisioldégico em sementes de Coffea
arabica L. submetidas as diferentes solugdes condicionantes, por meio de avaliagdes de
caracteristicas fisioldgicas e atividade enzimatica. Sementes de Coffea arabica da cultivar
Catuai Amarelo IAC 62 foram submetidas ao condicionamento em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em esquema fatorial 5x3, sendo cinco solucdes
condicionantes e trés teores de agua. As sementes foram submetidas ao condicionamento
fisiologico por 7 dias em agua destilada, agua catddica e anodica, acido ascorbico e
nitroprussiato de sodio. Determinou-se: teor de dgua; germinagdo; primeira contagem da
germinag¢do; folhas cotiledonares aos 45 dias; condutividade elétrica; emergéncia de plantulas;
indice de velocidade de emergéncia; matéria seca de plantulas; desenvolvimento de plantulas
por andlise de imagens e atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase e ascorbato
peroxidase. O condicionamento fisiologico, independente do agente condicionante, ndo ¢ eficaz
para sementes de café com teor de dgua de 12%, apds oito meses de armazenamento. O
condicionamento fisiologico em solugdes de acido ascoérbico e nitroprussiato de sodio aumenta
a expressdo do vigor de sementes de café, apds oito meses de armazenamento, se estas
estiverem com teor de agua igual a 35%. Maiores atividades da enzima SOD esta relacionada
a maior qualidade fisioldgica das sementes de café. Maiores atividades das enzimas CAT e
APX estdo relacionadas a maior qualidade quando as sementes de café estdo a 35% de teor de
agua.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Priming. Enzimas antioxidantes.



27

ABSTRACT

The physiological quality of seeds is a set of attributes that determine the performance
of seeds in the field, these attributes are physiological, physical, genetic and sanitary.
Physiological conditioning is a technique of controlled seed imbibition that allows for greater
speed and uniformity in the emergence of seedlings, as well as the tolerance of seeds to adverse
environmental conditions and physiological stresses that cause an increase in the production of
reactive oxygen species, which contribute to accelerating seed deterioration. However, plants
have an antioxidant defense system that works in balance with free radicals, neutralizing them.
Thus, the objective of this work was to evaluate the effect of physiological conditioning on
Coffea arabica L. seeds were subjected to different conditioning solutions, through evaluations
of physiological characteristics and enzymatic activity. Coffea arabica seeds of the cultivar
Catuai Amarelo IAC 62 were subjected to conditioning in a completely randomized design,
with four replications, in a 5x3 factorial arrangement, with five conditioning solutions and three
water contents. Seeds were subjected to physiological conditioning for 7 days in distilled water,
cathodic and anodic water, ascorbic acid and sodium nitroprusside. It was determined: water
content; germination; first germination count; cotyledon leaves at 45 days; electric
conductivity; seedling emergence; emergence speed index; seedling dry matter, development
of seedlings by image analysis and activity of the enzymes catalase, superoxide dismutase and
ascorbate peroxidase. Physiological conditioning, regardless of the conditioning agent, is not
effective for coffee seeds with 12% water content, after eight months of storage. Physiological
conditioning in ascorbic acid and sodium nitroprusside solutions increases the expression of the
vigor of coffee seeds, after eight months of storage, if they have a water content equal to or
greater than 35%. The physiological quality of coffee seeds is altered as a function of water
content and after eight months of storage. Higher SOD enzyme activities are related to the
higher physiological quality of coffee seeds. Higher CAT and APX enzyme activities are then
related to higher quality when coffee seeds are at 35% water content.

Key-words: Coffea arabica L. Priming. Antioxidant system.
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1 INTRODUCAO

A qualidade fisiologica de sementes, pode ser definida como um conjunto de atributos
que determinam o desempenho das sementes em campo. Sdo atributos fisioldgicos, fisicos,
genéticos e sanitarios que devem estar em equilibrio para que seja possivel o estabelecimento
de lavouras uniformes, produtivas e vigorosas.

O condicionamento fisiologico, também conhecido como priming, ¢ um tratamento pré-
semeadura que tem como finalidade aumentar a velocidade e a uniformidade da germinagao de
sementes. Essa técnica tem apresentado resultados positivos em sementes, com melhorias na
capacidade de germinagdo, maior uniformidade e vigor das sementes e sua aplicacdo se estende
para diversas espécies (ARMONDES et al., 2016; RUTTANARUANGBOWORN et al., 2017;
ABID et al., 2018; ARIF et al., 2014). Além das vantagens ja conhecidas do condicionamento
fisiolégico, outro beneficio citado na literatura ¢ o aumento da eficiéncia do sistema
antioxidante de defesa das sementes (ZHENG et al., 2016; YAN, 2017; WANG et al., 2018).

A utilizagcdo de 4gua com diferentes cargas, catddica e anddica, pode proporcionar um
meio ndo-toxico de melhoria de danos oxidativos relacionados aos estresses, danos e
degradagdo celular, juntamente com uma atividade fortemente fungicida da fra¢do acida da
solucdo (RICALDONI, 2016).

A fragcdo catoddica (reduzida) de uma solugdo aquosa de eletrolitos possui uma
propriedade direta antioxidante, sem a necessidade de aplica¢cdo de quaisquer outros compostos
(RICALDONI, 2016). Em estudos sobre a eficiéncia da adgua catdédica como agente protetor
contra os efeitos da dessecacdo de eixos embriondrios das espécies recalcitrantes Strychnos
gerrardii € Boophane distich, durante as etapas da criopreservacdo (BERJAK; SERSHEN;
PAMMENTER, 2011), observou-se que a dgua catddica ¢ um provavel estimulante da atividade
antioxidante enddgena, melhorando os possiveis danos oxidativos relacionados aos
procedimentos de criopreservacdo. Em trabalho realizado em sementes de café¢ também foi
observado este efeito positivo da dgua catddica na viabilidade dos embrides em alguns
tratamentos, provavelmente pela acdo antioxidante da dgua catddica durante a embebigdo das
sementes (RICALDONI, 2016).

O 6xido nitrico (ON) ¢ uma molécula que atua como sinalizador nos vegetais e 0s
estudos acerca de suas fungdes nos processos fisiologicos das plantas indicam que o mesmo
estd envolvido na regulacdo do crescimento e desenvolvimento da planta, na defesa contra

patdgeno e nas respostas ao estresse abidtico (SANZ et al., 2015), sendo que na maioria dos
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casos, a resposta ao estresse ¢ produto da sua interagdo com fitohormonios (FAN et al., 2014;
DU et al., 2015; SANZ et al., 2015).

De acordo com Pereira et al. (2010) tais substincias atuam na permeabilidade da
membrana, e podem evitar ou reverter danos causados pelas condi¢des de elevada temperatura
e umidade, as quais reduzem o vigor das sementes. Assim, sua influéncia nas alteracdes
fisiologicas e bioquimicas decorrentes do envelhecimento das sementes, bem como formas
viaveis de aumentar as taxas de germinacdo das sementes, sio um novo campo de estudos da
biologia vegetal, visto que os liberadores de ON aumentam a atividade de enzimas
antioxidantes, em especial as peroxidases, a superoxido dismutase e a catalase, que minimizam
o estresse oxidativo provocado por fatores abioticos.

O 4cido ascorbico (AsA) ¢ constituinte essencial dos vegetais principalmente em tecidos
em crescimento e tem funcao controlar a divisdo e expansao celular, atuando na biossintese de
hormonios, reativacdo de enzimas antioxidantes, estando também envolvido nos processos de
fotossintese e respiracdo (GALLIE, 2013). Dessa forma, possui papel significativo na primeira
fase da germinacdo e, consequentemente, tem sido bastante estudado. Segundo McCue et al.
(2000), o AsA ¢ um regulador de crescimento e aumenta o vigor de sementes com a sua
aplicagdo exdgena. Tommasi et al. (2011), sugerem que o AsA possui relacdo direta no
processo responsavel pelo redirecionamento das substancias de reserva disponivel para a
germinagdo do embrido. Em estudos realizados com sementes de chicoria foi constatada a
eficacia do condicionamento fisioldgico com AsA, quanto a porcentagem de germinagdo e
crescimento de mudas, assim como para tolerancia ao estresse hidrico (SADEGI; ROBATI,
2015).

Diferentes trabalhos foram realizados utilizando-se a técnica de condicionamento
fisiologico na busca por um aumento do potencial de germinativo de sementes de café,
avaliando, principalmente, a temperatura e o tempo de condicionamento fisiologico, a fim de
determinar uma metodologia efetiva (CAMARGO, 1998; LIMA, 1999; LIMA, 2004; BRAZ;
ROSSETTO, 2008; CARVALHO et al.., 2012; GUIMARAES, 2000; SGUAREZI et al.., 2001;
KIKUTI et al.., 2013; CARVALHO; ALMEIDA; GUIMARAES, 2014). Todavia, ainda s3o
incipientes os estudos com sementes de café que visam avaliar o uso da técnica de
condicionamento fisiolégico como ferramenta para aplicagdo de moléculas exdgenas, em
comparagdo a agua com diferentes cargas elétricas em sementes armazenadas com diferentes
teores de agua. Diante disso, o objetivo neste trabalho foi avaliar a influéncia do
condicionamento fisiol6gico na qualidade de sementes de café armazenadas condicionadas em

diferentes solugdes.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida na Universidade Federal de Lavras (UFLA), e as analises
foram realizadas no Laboratério Central de Pesquisas em Sementes - LCPS da UFLA. Foram
utilizadas sementes de café da cultivar Catuai Amarelo IAC 62, produzidas pela empresa
Fazenda Bom Jardim, localizada no municipio de Bom Sucesso e colhidas na safra 2018.
Localizada a 35 km a Norte-Leste de Lavras a maior cidade nos arredores, Bom Sucesso esta
situada a 930 metros de altitude, e tem as seguintes coordenadas geograficas: Latitude: 21° 2'
1" Sul, Longitude: 44° 45' 9" Oeste.

As sementes foram armazenadas em condi¢do de cdmara fria a temperatura média de
10 °C e umidade relativa média de 50%.

Apds a avaliagdo inicial, foi determinado o teor de 4gua inicial das sementes pelo
método de estufa a 105 °C, durante 24 horas (BRASIL, 2009), com duas repeticdes de 10
sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem com base no peso seco das sementes.
Em seguida as sementes foram submetidas a secagem rapida, utilizando silica gel. A secagem
rapida foi realizada colocando-se as sementes com o teor de agua inicial de (43% bu), em
recipientes herméticos, juntamente com 60 gramas de silica gel ativada, que foram colocados
em cdmaras B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) reguladas a 25 °C, na auséncia de luz. A
perda de agua durante a secagem foi monitorada até as amostras atingirem os teores de dgua de
12% e 35%.

Para a realizagdo da técnica de condicionamento fisioldgico foi necessario a obtencao
dos agentes condicionantes. A 4dgua catodica e anddica foi produzida segundo metodologia
descrita por Berjak, Sershen e Pammenter (2011), com modificagdes: solucdo contendo como
eletrolitos 0,5 mM CaCl,.2H,O e 0.5 mM MgCL.6H,0, foi eletrolisada aplicando uma
diferenga de potencial de 60 V, utilizando cuba propria para corrida eletroforética. O conteudo
da solugdo foi dividido em duas porgdes iguais e a eletrdlise foi realizada durante 1 hora, em
temperatura ambiente, produzindo 500 ml de agua anoddica (oxidada) com pH proximo a 3-4, e
500 ml de 4gua catodica (reduzida) com pH préximo a 11-12. O circuito foi completado
utilizando-se uma ponte salina a base de agar contendo cloreto de potassio.

Para as solugdes de nitroprussiato de sodio e acido ascorbico, foram diluidos em 1 litro
de 4gua destilada, 29 mg e 75 mg, respectivamente.

As sementes sem pergaminho foram condicionadas em agua destilada, agua catddica,
agua anodica, solugdo de nitroprussiato de sodio e solugdo de 4cido ascorbico.

A imersao foi realizada em erlenmayers, contendo 500 sementes com 250 mL de cada
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solu¢do condicionante, sendo que cada erlenmeyer estava acoplado as mangueiras que
permitiram a aeragdo das solugdes contendo as sementes. Os erlenmeyers foram dispostos em
BOD a 25 °C por 7 dias.

Ap6s o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente, o excesso de
agua foi retirado e foram realizados os testes fisiologicos.

O teste de germinacdo foi realizado com quatro repeticdes de 25 sementes para cada
tratamento, semeadas em rolos de papel tipo ‘germitest’ umedecidos com agua destilada na
quantidade de duas vezes e meia o peso do papel seco. Os rolos de papel contendo as sementes
foram acondicionados em germinador, regulado a 30 °C, na presenca de luz (BRASIL, 2009).
Foi determinada a porcentagem de protrusdo radicular e de plantulas normais aos 15 dias apds
semeadura, em que foram computadas as sementes que apresentavam raiz principal e pelo
menos duas raizes laterais sadias e normais; e a porcentagem de plantulas normais aos 30 dias
apos semeadura. No teste de germinag¢do foram também determinadas: a porcentagem de
plantulas normais fortes e fracas, sendo computadas como fortes aquelas que apresentaram alga
hipocotiledonar com trés centimetros ou mais, e fracas as que se encontraram abaixo deste
padrdo; e a porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas e massa seca de
plantulas aos 45 dias.

Ao final do teste de germinagdo, nas plantulas normais, a parte aérea foi separada da
raiz com auxilio de um bisturi, colocadas em sacos de papel e submetidas a secagem em estufa
de circulagio forgada de ar a 60 °C por 4 a 5 dias ou até deter massa constante. A massa seca
foi determinada em balanga de precisao.

O teste de condutividade elétrica foi realizado em quatro repeti¢cdes, pesando-se 25
sementes, colocadas em copos plasticos juntamente com 50 ml de dgua deionizada, sendo

levadas a BOD em temperatura de 25 °C por 24 horas. A leitura foi realizada apds imersdo dos
-l
eletrodos na dgua de embebigdo, sendo os resultados expressos em puS cm g . Utilizou-se para

o célculo a seguinte formula:
CE = (CE so]ugéo —CE é_gua) / Peso (g) (1

O teste de emergéncia de plantulas foi realizado em substrato areia: solo na propor¢ao
volumétrica de 1:1, utilizando-se 25 sementes por repeticdo, para cada tratamento, em 4
repeti¢des. Na avaliacdo, realizada a cada trés dias entre a instalacdo do teste de emergéncia

deste, foram consideradas as plantulas que emergiram completamente os cotilédones. Para o
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calculo do Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) foi empregada a equagdo proposta por
Maguire (1962). Foram consideradas, para o calculo em porcentagem, o total de plantulas
emersas na avaliagdo da velocidade de emergéncia até os sessenta dias, ap0s a estabilizacdo dos
valores de emergéncia.

Para a determinag¢do do desenvolvimento das plantulas, a captura das imagens foi
realizada por meio do sistema GroundEye, versdao S800, composto por um modulo de captagao
que possui uma bandeja de acrilico e uma camera de alta resolucdo e um software integrado
para avaliagdo. Foram utilizadas dez plantulas de cada tratamento provenientes do teste de
germinagdo as quais foram inseridas na bandeja do modulo de captagdo para a obtencdo de
imagens de alta resolucdo. Na configura¢do da andlise para a calibra¢do da cor de fundo foi
utilizado o modelo de cor CIELab com indice de luminosidade de 0 a 100, dimenséo ‘a’ -13,9
a 46,1 e dimensdo ‘b’ de -57,1 a -40,6. Depois da calibra¢do da cor do fundo foi realizada a
analise das imagens.

Para a analise das imagens foram extraidos valores médios das caracteristicas das
plantulas como o comprimento da raiz (CR), comprimento do hipocotilo (CH), comprimento
da plantula (CP), razdo do comprimento da raiz pelo comprimento do hipocétilo (CR/CH). Para
as analises fisiologicas das sementes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeti¢cdes, em esquema fatorial 5x3, sendo cinco solug¢des condicionantes, trés
teores de agua. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando o software
Sisvar® (FERREIRA, 2011) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Por meio da técnica de espectrofotometria para analisar as enzimas CAT, SOD e APX,
as sementes foram maceradas na presenga de polivinilpirrolidona e nitrogénio liquido e,
posteriormente, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer na temperatura de -86 °C.

Para a extracdo das enzimas foram utilizados 0,050 g de cada material e adicionados 1,5
ml do tampao de extragdo (em cada microtubo) contendo 1452 pL. de fosfato de potassio 100
mM (pH 7,0), 15 pL. de EDTA 100 mM, 15 pL de 4cido ascérbico 100 mM, 6 23 L. de DTT
500 mM e 12 pL de PMSF. O material foi homogeneizado em vortex, seguido de centrifugacao
a 14.000 rpm a 4 °C por 20 minutos. Em seguida, foi coletado o sobrenadante e transferido para
outro microtubo (aproximadamente 1000 pL).

A atividade da enzima SOD foi avaliada em espectrofotdometro de microplacas,
utilizando-se microplacas visiveis e foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredu¢do do azul de nitrotetrazolio (NBT). Foi utilizada uma aliquota de 5 pL do

sobrenadante. Foram adicionados 195 pL da solugdo de incubagdo contendo 100 pL de fosfato
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de potassio 100 mM (pH 7,8), 40 pL de metionina 70mM, 3uL. de EDTA 10uM, 35 pL de 4gua
destilada, 15 pL de NBT 1 mM e 2 pL de riboflavina 0,2 mM. A placa de acrilico visivel,
contendo o meio de incubacdo e a amostra, foi iluminada com lampada fluorescente por 7
minutos antes da leitura. A leitura foi realizada a 560 nm.

As atividades das enzimas CAT e APX foram avaliadas por meio do espectrofotometro
de microplacas, utilizando microplacas ultravioletas. Foi utilizada uma aliquota de 5 pL do
sobrenadante. Foi adicionado 195 pL da solugdo de incubacdo contendo 100 pL. de fosfato de
potéssio 200 mM (pH 7,0), 85 puL de agua destilada. O mix de incubag@o foi colocado em
B.0.D. a 28 °C, e, por ultimo, adicionados 10 puL peréxido de hidrogénio 250 mM. A leitura
foi realizada na absorbancia de 240 nm de 15 em 15 segundos durante 3 minutos. O coeficiente

de extingdo molar utilizado foi de 18 mMLem™L,
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Logo apds a colheita, em julho de 2018, as sementes apresentavam germinagao de 93%,
e apos oito meses de armazenamento estas foram reanalisadas pelo Laboratério Central de
Pesquisa em Sementes - LCPS/UFLA, credenciado no RENASEM sob o n° MG 01311/2006,
e a germinacdo foi de 80% e teor de 4gua de 43%.

Com relag@o ao teste de primeira contagem de germinagdo, para as sementes com 12%
de teor de agua, maiores resultados foram observados naquelas condicionadas com SNP e
menores resultados nas sementes condicionadas em agua catddica e anddica, ja para os demais
teores de agua, ndo houve diferenga significativa entre as solugdes condicionantes.

Ataide et al. (2015), trabalhando com sementes de Dalbergia Nigra de baixo vigor,
verificaram que a aplicacdo de SNP aumentou a germinagdo e o vigor, e esse estudo valida os
resultados encontrados para primeira contagem de germinacdo (TABELA 1). Ressalta-se que
esse teste esta associado a germinagdo, contudo, expressa o vigor das sementes. Ao comparar
os resultados entre os teores de agua, observa-se que sementes com 43% de teor de agua,
condicionadas AsA e dgua catddica, ndo diferiram estatisticamente das sementes com 35% de
teor de 4gua condicionadas nas mesmas solugdes condicionantes.

Quanto a porcentagem de germinagdo aos 30 dias, para as sementes com 12% de teor
de agua, os resultados foram semelhantes aos encontrados no teste de primeira contagem de
germinagdo. Para os demais teores de 4gua, também nao houve diferenca significativa. Vilela
et al. (2021) trabalhando com sementes de café imersas em dgua catodica e anddica, observaram
que a germinacdo aumentou até o tempo de embebicdo de 24 horas, indicando melhora na
qualidade fisiologica das sementes de café quando embebidas, no entanto, a qualidade diminuiu
com 36 horas. Esse fato explica os menores resultados encontrados em sementes condicionadas
em agua catodica e anddica, visto que o tempo de embebi¢ao foi de 7 dias.

Ao analisar a porcentagem de folhas cotiledonares aos 45 dias, os resultados
encontrados para sementes com 12% de teor de a4gua se assemelham aos encontrados nos testes
de germinacdo e primeira contagem e germinacdo. Em sementes com 35% de teor de agua,
condicionadas em solu¢des de AsA e SNP, os resultados foram superiores aos demais
condicionantes. Em estudos realizados por Santos et al. (2016), observou-se que a embebi¢ao
das sementes de melancia em solu¢do de acido ascorbico houve ganhos na germinagdo, no
numero de plantulas normais, na matéria fresca e comprimentos total de raiz e plantulas, com

papel significativo na fase da germinagdo e desenvolvimento inicial das plantulas. Maior
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germinagdo e vigor em sementes de arroz tratadas com 4acido ascorbico também foram
observadas (BASRA et al., 2006).

Kaiser et al. (2016), ao trabalharem com sementes de repolho, em condigdes de estresse
salino e tratadas com solu¢do SNP na concentragdo de 0,01 mmol L, observaram que os valores
de germinagdo, primeira contagem de germinag¢do e indice de velocidade de germinagdo
diferiram em outras concentragdes, sugerindo que esta concentracdo do liberador SNP auxiliou
na reversdao e/ou minimizacao dos efeitos negativos da salinidade na fase de germinacao das
sementes e desenvolvimento inicial das plantulas. Ainda assim, ¢ importante ressaltar que as
concentragdes de ON que promovem a germinacdo, variam conforme a espécie e o liberador
utilizado. Nao houve diferenca significativa quanto as solugdes condicionantes para as
sementes com 43% de teor de agua.

Em trabalhos realizados por Penido et al. (2019) com sementes de café
hidrocondicionadas, foi observado que sementes umidas condicionadas mantiveram elevada
porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas ao longo do periodo de nove
meses de armazenamento, mostrando que a técnica permite a manutencdo do vigor das
sementes. No entanto, sementes secas condicionadas tiveram os menores valores de plantulas
com folhas cotiledonares expandidas, mostrando o efeito negativo da utilizacdo da técnica em
sementes secas.

Esses resultados corroboram com os encontrados entre os diferentes teores de 4gua, para
os testes de germinagdo e folhas cotiledonares aos 45 dias, nos quais verificou-se que em
sementes secadas até 35% de teor de agua os valores foram superiores, inclusive quando
comparadas as sementes que ndo passaram pelo processo de secagem, em sementes com 12%
de teor de 4gua observou-se valores inferiores, evidenciando que o condicionamento fisiologico

ndo ¢ efetivo em sementes com baixos teores de agua.
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Tabela 1 - Porcentagem média de plantulas normais aos 15 e 30 dias e folhas cotiledonares
expandidas aos 45 dias, provenientes de sementes de café com diferentes teores de
agua e submetidas ao condicionamento fisioldgico com diferentes condicionantes.

Primeira contagem da germinag¢do 15 dias (%)

Condicionante Teor de dgua (%)
12 35 43
Anddica 12 Cc 78 Aa 59 Ab
Ac. Ascorbico 29 Bb 74 Aa 68 Aa
Catddica 16 Cb 70 Aa 60 Aa
H20 23 Be 79 Aa 65 Ab
SNP 46 Ac 82 Aa 58 Ab
CV 15,04
Germinacao 30 dias (%)
Condicionante Teor de dgua (%)
12 35 43
Anddica 14 Cc 80 Aa 63 Ab
Ac. Ascorbico 33 Be 84 Aa 75 Ab
Catddica 18 Cc 76 Aa 64 Ab
H20 28 Be 85 Aa 67 Ab
SNP 50 Ac 90 Aa 62 Ab
CV 13,01
Folhas cotiledonares expandidas aos 45 dias (%)
Condicionante Teor de dgua (%)
12 35 43
Anddica 15 Cc 84 Ba 64 Ab
Ac. Ascorbico 34 Be 94 Aa 78 Ab
Catddica 18 Cc 89 Ba 68 Ab
H20 25 Bce 85 Ba 72 Ab
SNP 50 Ac 96 Aa 68 Ab
Y% 14,06

As médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna para cada época de armazenamento e minuscula na linha
ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Ao avaliar o teste de emergéncia aos 45 dias (TABELA 2), ndo houve diferenca
significativa entre os agentes condicionantes para sementes com 12% de teor de 4gua. Para
sementes com 35% de teor de d4gua, maior valor foi observado para aquelas condicionadas com
a solucdo de SNP, ja para as sementes com 43% de teor de agua, verificou-se maiores valores
em sementes condicionadas com &gua anddica, dgua destilada e AsA e menor valor em
sementes condicionadas em dgua catodica. Quanto aos teores de dgua, 12% e 35% observou-se
resultados inferiores e superiores, respectivamente.

Para a emergéncia final, aos 60 dias, os valores encontrados para os diferentes
condicionantes em sementes com 12% de teor de 4gua, ndo diferiram estatisticamente.
Verificou-se que, em sementes com 35% de teor de dgua, quando condicionadas em SNP,

liberador de 6xido nitrico, observou-se os maiores resultados e sementes embebidas em agua
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catddica, menores resultados de emergéncia. Song et al. (2009) ao trabalharem com sementes
de Suaeda salsa, observaram que o aumento na concentracdo de ON ndo estimulou a
emergéncia de plantulas e a producdo de massa seca da parte aérea, para os tratamentos das
sementes com e sem salinidade. Para o teor de 4gua de 43%, destaca-se que emergéncia final
para o condicionamento em agua catddica foi menor em relagdo aos demais. As sementes
embebidas em AsA ndo diferiram estatisticamente quanto aos teores de dgua de 35% e 43%.
Para o IVE, ndo houve diferenca significativa para sementes com 12% de teor de 4gua. Menores
indices foram observados em sementes com 35% de teor de agua condicionadas em agua
catddica e anddica e em sementes com 43% de teor de 4gua condicionadas em dgua catodica.
Sementes de café sdo classificadas como intermediarias, em razdo da sua alta
sensibilidade a dessecacdo e baixa longevidade. Estudos indicam que as sementes sobrevivem
por aproximadamente doze meses, quando armazenadas em temperatura de 15 °C, apods
secagem até aproximadamente 10%, tendo apresentado redugio na germinagio com
progressivas reducdes no teor de 4gua e na temperatura de armazenamento (ELLIS ef al., 1990;
1991; HONG; ELLIS, 1995; EIRA et al., 1999). Diante disso, os resultados de sementes
secadas até 12% de teor de dgua, independente da solucdo condicionante, foram inferiores aos

demais, confirmando o perfil intermediario das sementes de café.
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Tabela 2 - Porcentagem média de emergéncia de plantulas aos 45 e 60 dias e indice de
velocidade de emergéncia de plantulas de sementes de café com diferentes teores
de 4gua e submetidas ao condicionamento fisiologico com diferentes

condicionantes.
Emergéncia 45 dias (%)
Condicionante Teor de agua (%)
12 35 43
Anddica 5Ac 59Ba 46Ab
Ac. Ascorbico 2Ac 66Ba 45Ab
Catddica 6Ac 60Ba 29Cb
H20 3Ac 64Ba 53Ab
SNP 6Ac 79Aa 38Bb
CvV 20,12
Emergéncia 60 dias (%)
Condicionante Teor de dgua (%)
12 35 43
Anddica 22Ac 82Ba 59Ab
Ac. Ascorbico 20Ab 81Ba 69Aa
Catodica 15Ac 74Ca 50Bb
H20 12Ac 80Ba 66ADb
SNP 9Ac 95Aa 56Ab
CvV 14,34
Indice de velocidade de emergéncia (IVE)
Condicionante Teor de dgua (%)
12 35 43
Anddica 0,45Ab 2,24Ba 1,7Aba
Ac. Ascorbico 0,38Ab 2,73Aa 1,7Aba
Catodica 0,34Ab 1,95Ba 1Bb
H20 0,17Ab 2,72Aa 2,1Aa
SNP 0,12Ab 2,61Aa 1,8Aba
CV 30,63

As médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Conforme observado no teste de condutividade elétrica (TABELA 3), em sementes que
foram submetidas a secagem até 12% de teor de 4gua, independente da solu¢do condicionante,
verificou-se maiores valores de condutividade, € em sementes secadas até 35%, menores
valores.

Ao comparar as solugdes condicionantes dentro de cada teor de 4gua, em sementes com
12% de teor de agua condicionadas em dgua anddica e dgua foram observados os menores e
maiores resultados, respectivamente. Para sementes com 35% de teor de dgua, ndo houve
diferenca significativa e para sementes com 43% de teor de adgua, aquelas embebidas em dgua

catddica lixiviaram maior quantidade de constituintes celulares.
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Tabela 3 - Condutividade elétrica de sementes de café com diferentes teores de dgua e
submetidas ao condicionamento fisioldgico com diferentes condicionantes.

Condutividade Elétrica

Condicionante Teor de agua (%)
12 35 43
Anddica 12,4Ca 4,8Ac 10,1Cb
Ac. Ascorbico 14,9Ba 5,9Ab 7,6Db
Catodica 13,4BCb 5,8Ac 17,5Aa
H20 17,3Aa 5,2Ab 6,8Db
SNP 13,7BCa 5,3Ab 13,3Ba
CvV 10,47

As médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e mintscula na linha nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

De acordo com os resultados encontrados para comprimento do hipocétilo, verificou-se
que sementes com 35% de teor de 4gua foram superiores as sementes com 43% de teor de dgua.
Ao comparar os agentes condicionantes, ndo houve diferencga significativa para ambos os teores
de agua (TABELA 4).

Quanto ao comprimento da raiz, verifica-se uma inversdo, sementes com 43% de teor
de 4gua superaram as sementes com 35% de teor de a4gua. Ao avaliar as solucdes
condicionantes, a dgua catodica foi o pior condicionante para sementes com 43% de teor de
agua. Os resultados para a relagao tamanho de hipocotilo e raiz foram analogos aos encontrados
para comprimento de raiz. Ressalta-se que o equilibrio entre raiz e parte aérea ¢ fundamental
para que as plantulas se desenvolvam e possam dar origem a mudas vigorosas. Nao foi possivel
analisar estatisticamente o comprimento de plantulas de sementes com 12% de teor de agua,

uma vez que ndo havia plantulas normais aos 45 dias apds a germinagao.



40

Tabela 4 - Comprimento hipocoétilo, comprimento da raiz e relagdo comprimento do
hipocétilo/raiz (TH/TR) de plantulas de café, submetidas a diferentes
condicionantes aos 45 dias.

Comprimento do hipocoétilo (cm)

Condicionante 35 43
Anddica 5,8 Aa 4,9 Ab
Ac. Ascorbico 6,1 Aa 5,4 Ab
Catodica 6,1 Aa 5,1 Ab
H20 6,5 Aa 5,1 Ab
SNP 5,9 Aa 5,1 Ab
CV 7,72

Condicionante Comprimento da Raiz (cm)

35 43
Anddica 4,0 Ab 6,6 Aa
Ac. Ascorbico 3,5 Ab 6,0 Aa
Catodica 2,7 Ab 4,0 Ba
H20 3,7 Ab 6,2 Aa
SNP 4,0 Ab 6,3 Aa
CV 16,94
.. Relagcdo CH/CR

Condicionante 35 3
Anddica 0,7 Ab 1,3 Aa
Ac. Ascorbico 0,6 Ab 1,1 Aa
Catodica 0,4 Ab 0,8 Ba
H20 0,6 Ab 1,2 Aa
SNP 0,7 Ab 1,3 Aa
CV 16,13

As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Com relag@o a massa seca de raiz e parte aérea (TABELA 5), em sementes que foram
secadas até 12% de teor de dgua foram verificados valores inferiores, esses resultados validam
os encontrados nos testes de germinagdo (TABELA 1), posto que, sementes que apresentaram
menores porcentagens de germinagdo, consequentemente apresentam menores valores para
massa seca. Ao comparar resultados observados em sementes secadas até 35% e 43% de teor
de dgua, quanto a massa seca da raiz, verifica-se que apesar daquelas com teor de agua de 43%
apresentarem maior comprimento de raiz em relag@o ao teor de agua de 35% (TABELA 4), ndo
houve acumulo de tecido, consequentemente, os resultados nao diferem dos encontrados para
o teor de agua de 35%. Para a massa seca da parte aérea, maiores valores foram encontrados
em plantulas oriundas de sementes com 35% de teor de d4gua. Em relagdo aos tratamentos com
as solucdes condicionantes, ndo houve diferenca significativa.

Penido et al. (2019) verificaram que para a massa seca de raiz, em sementes de café

umidas condicionadas, os resultados foram superiores em relagcdo aos observados em sementes
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ndo condicionadas, somente aos nove meses de armazenamento, nao tendo, portanto, efeito do
condicionamento até os seis meses. J4 nos resultados de massa seca de parte aérea houve
aumento da qualidade das sementes iimidas quando submetidas ao condicionamento fisiologico
aos trés e aos nove meses de armazenamento. No entanto, no mesmo trabalho foi verificado
que para sementes secas foi observado o mesmo resultado de massa seca de raiz e parte aérea,
tendo um efeito positivo do condicionamento fisioldgico apenas quando as sementes estavam
recém-colhidas. Ap6s o armazenamento, o condicionamento fisiolégico ndo teve efeito nas

sementes secas.

Tabela 5 - Matéria seca (g) de raiz (R) e parte aérea (PA) de plantulas com 45 dias, oriundas de
sementes de café¢ com diferentes teores de agua e submetidas a diferentes

condicionantes.
. Massa seca Raiz .
Condicionante B 35 13 Média
Anddica 0,10 0,21 0,23 0,17 A
Ac. Ascorbico 0,11 0,25 0,23 0,20 A
Catodica 0,10 0,21 0,20 0,17 A
H20 0,10 0,21 0,23 0,18 A
SNP 0,12 0,26 0,23 0,20 A
Média 0,11b 0,23 a 0,22 a
[\ 19,84
. Massa seca parte aérea o
Condicionante B 35 43 Média
Anddica 0,85 1,68 1,44 1,32 A
Ac. Ascorbico 0,86 1,86 1,38 1,36 A
Catodica 0,80 1,79 1,41 1,33 A
H20 0,84 1,89 1,45 1,39 A
SNP 0,88 1,84 1,46 1,40 A
Média 0,85 ¢ 1,82 a 1,43b
[\ 10,36

As médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e mintscula na linha nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Ao considerar a atividade da SOD, em sementes com 12% de teor de 4gua, observou-se
maior atividade quando condicionadas em AsA, e menor atividade em sementes condicionadas
em agua destilada. Em sementes com teor de 4gua de 35%, maiores atividades foram observadas
naquelas condicionadas com SNP e AsA. Esses resultados podem estar associados ao melhor
desempenho dessas sementes quando as folhas cotiledonares aos 45 dias (TABELA 1) foram
avaliadas, uma vez que essa enzima atua contra os radicais livres, j4 menores atividades foram
observadas em sementes embebidas em 4gua catddica e anddica. Em sementes com 43% de teor

de dgua condicionadas em SNP e AsA também se observou as maiores atividades de SOD. Os
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liberadores de ON aumentam a atividade de enzimas antioxidantes que reduzem os estresses
oxidativos causados por condicdes abioticas. Em geral, a resposta ao estresse ¢ produto da sua
interagdo do ON com fito-hormonios, uma vez que o ON atua como molécula mensageira (DU
etal.,2015; SANZ et al., 2015). Em estudos realizados com sementes de girassol, foi verificado
que em sementes de baixo vigor expostas ao estresse térmico de 35 °C, o osmocondicionamento
proporcionou a maior atividade da SOD (BARROS et al., 2021).

As técnicas para andlise da atividade da SOD vém sendo comumente utilizadas como
ferramentas complementares para a avaliagdo da qualidade fisioldgica de sementes de milho,
soja, café, jilo, pimenta, gergelim (SANTOS et al., 2016; ABREU et al., 2017; ALVES et al.,
2017; PIRES et al., 2016). E valido destacar que as enzimas SOD e CAT atuam juntas e
integradas no mecanismo antioxidante, neutralizando e mantendo os produtos toxicos em niveis

controlados (MITTLER, 2017).

Figura 1 - Quantificacdo de superdxido dismutase (SOD) em sementes de café com teores de
agua de 12, 35 e 43% e submetidas ao condicionamento fisioldgico com agua
anddica, agua catodica, dgua destilada, nitroprussiato de sédio (SNP) e acido
ascorbico.
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Fonte: Da autora (2021).

Ao analisar a atividade da enzima CAT, em sementes com teor de dgua de 35%, maiores
atividades foram observadas quando condicionadas em agua destilada, SNP e AsA. Quanto a

atividade dessa enzima em sementes com 43% de teor de 4gua, menor atividade foi observada
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em sementes condicionadas com 4gua destilada. A reducao da CAT esté relacionada ao aumento
da deterioragdo, evidenciado pelos testes de germinacdo e de vigor das sementes, porém, alta
expressdo da CAT também estd relacionada as altas concentragdes de H,O,, visto que, essa
enzima atua também em condigdes de estresse.

A expressao da enzima CAT tem sido utilizada como ferramenta em diversos trabalhos
que visam avaliar a qualidade dos lotes de sementes de algumas espécies como milho, soja,

café, jilo, pimenta (ALVES et al., 2017; PIRES et al., 2017).

Figura 2 - Quantificagdo de Catalase (CAT) em sementes de café com teores de agua de 12, 35
e 43% e submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua anoddica, agua
catodica, agua destilada, nitroprussiato de sédio (SNP) e 4acido ascorbico.
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Fonte: Da autora (2021).

Conforme observado na Figura 3, referente a atividade da APX, em sementes de café
com 12% de teor de 4gua, condicionadas com AsA houve menor atividade, enquanto naquelas
condicionadas em SNP maior atividade dessa enzima. Ao contrario do que verificado para 12%,
a atividade da APX em sementes com 35% de teor de dgua foi maior para aquelas condicionadas
em AsA e menor para as sementes condicionadas em agua anddica. Observa-se que, para as
sementes com 43% de teor de dgua, maior atividade da enzima foi encontrada em sementes
embebidas em AsA e agua catddica. As maiores atividades das enzimas para sementes com
43% de teor de 4gua podem ser explicadas pelo fato de que, sementes com altos teores de agua,
iniciam sua atividade metabolica antes de sementes com baixos teores, logo, a acdo das enzimas

também ¢ antecipada.
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Semelhante a CAT, as enzimas APX e POX integram um amplo grupo de enzimas
peroxidases que agem neutralizando o H>O, e diversos outros processos fisiologicos (DE
GARA, 2004). Logo, essas enzimas desempenham um papel importante para a neutralizagdo
do excesso de ERO’S no nivel celular (KUMAR et al., 2015). Nas plantas, o ascorbato ¢ o mais
importante antioxidante e, em associacdo com outros componentes do sistema de defesa,
protege as plantas contra os danos oxidativos resultantes do metabolismo aerdbio, fotossintese
e uma série de poluentes, inibindo a peroxidac¢do, protegendo a célula dos danos e atrasando sua
senescéncia (ZHANG, 2013).

Em geral, o osmocondicionamento promoveu aumentos significativos na atividade de
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e POX) em culturas como girassol (BAILLY et al.,
2000), arroz (HUSSAIN et al., 2016), sorgo (ZHANG et al., 2015), milho (AHMAD et al.,
2015) e trigo (ALI et al., 2017).

Portanto, verifica-se que o condicionamento fisioldgico, ¢ uma técnica vidvel para
produtores de sementes de café, uma vez que — respeitadas as caracteristicas da cultura e a
melhor utilizagdo dos métodos disponiveis para tal condicionamento, possibilita o

envigoramento das mesmas apds um longo periodo de armazenamento.

Figura 3 - Quantificagdo de ascorbato peroxidase (APX) em sementes de café com teores de
agua de 12, 35 e 43% e submetidas ao condicionamento fisioldgico com agua
anddica, agua catodica, dgua destilada, nitroprussiato de sddio (SNP) e &cido
ascorbico.
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4 CONCLUSOES

O condicionamento fisioldgico, independente do agente condicionante, ndo ¢ eficaz em
sementes de café com teor de dgua de 12%, apds oito meses de armazenamento.

O condicionamento fisioldgico em solugdes de acido ascorbico e nitroprussiato de sodio
aumenta o vigor de sementes de café, apos oito meses de armazenamento, se estas estiverem
com teor de dgua igual a 35%.

Maiores atividades da enzima SOD esté relacionada a maior qualidade fisiologica das
sementes de café.

Maiores atividades das enzimas CAT e APX estdo relacionadas a maior qualidade

quando as sementes de café estdo com 35% de teor de agua.
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