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RESUMO

GUIMARAES, Renato Mendes. Tolerdncia a dessecaciio e condicionamento
fisiolégico em sementes de cafeeiro (Coffea arabica, L.). Lavras: UFLA,
2000. 180p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia)*

Foram conduzidos dois experimentos sendo o primeiro relativo a avaliagao de
mecanismos de tolerdncia & dessecagdo e o segundo sobre metodologias de
condicionamentos fisiologicos para recuperagiio de qualidade fisiologica de
sementes de cafeeiro. Os ensaios foram realizados nos Laboratérios de Anilise
de Sementes e Técnicas Moleculares do Departamento de Agricultura da UFLA,
de Cromatografia do Departamento de Quimica da UFMG e de Anilises
Bioquimicas da EPAMIG, em 1998 e 1999. Para estudar mecanismos de
tolerdncia & dessecagdo, foram colhidas sementes de cafeeiro da cultivar Rubi
em diferentes estadios do desenvolvimento (verde, verde cana e cereja) e
avaliadas antes da secagem, apds secagem convencional e apds secagem em
ambiente com umidade controlada (higrostat). Os efeitos dos tratamentos foram
testados pela germinagdo em rolo de papel, indice de velocidade de germinagdo,
emergéncia em bandejas, indice de velocidade de emergéncia, Ts,
condutividade elétrica, anilises quantitativa e qualitativa de agucares no eixo
embriondrio e analise eletroforética de LEA’s proteinas também no eixo
embrionario. No segundo experimento as sementes da cultivar Rubi colhidas no
campo de produgio da UFLA, foram armazenadas em cdmara -fria de maio a
outubro, quando foram submetidas a condicionamentos fisiolégicos sobre papel
embebido ou por submersio em solu¢do de Nitrato de Potdssio ou PEG 6000
ambas com potencial hidrico de —1,1Mpa durante 8, 12, 16, 20 e 24 dias, ¢ sobre
papel ou por submersio em agua por 8 dias. Sementes ndo condicionadas
também foram testadas. As avaliagdes foram pelo teste de germinagdo, Tso,
indice de velocidade de germinagdo, peso da matéria seca dos eixos
hipocétilo/radicula, condutividade elétrica, pelo teor de acido clorogénico e
atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase. Pelos resultados pode-se
‘concluir de uma maneira geral que as sementes de cafeeiro perdem vigor e
viabilidade com a secagem, que essa reducgdo ocorre principalmente no estidio
de maturagio verde e que existem mecanismos que conferem as sementes um
grau intermedidrio de tolerdncia & dessecagdo.

Comité Orientador: Dr.”. Maria das Gragas Guimaraes Carvalho Vieira —~ UFLA
(Orientadora), Dr.® Edila Vilela de Resende Von Pinho, Dr.* Maria Laene

Moreira de Carvatho, Dr.* Vinia Déia de Carvalho, Dr.* Vany Perpetua Ferraz —
UFMG.



Em relagiio aos métodos de condicionamento os resultados permitiram concluir
que sementes de cafeeiro condicionadas em agua por submerséio ou sobre papel
durante 8 dias, aumentaram a taxa e a velocidade de germinagdo, sobre papel
propiciou os maiores incrementos na qualidade fisiolégica das sementes; os
solutos PEG 6000 e Nitrato de Potissio nio sdo eficientes para o
condicionamento de sementes de cafeeiro e que os pardmetros, testes
condutividade elétrica, porcentagem de acido clorogénico e atividade das
enzimas polifenoloxidase e peroxidase estdo relacionados com o grau de
estruturagdo de membranas e da qualidade fisiologica de sementes de cafeeiro.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Renato Mendes Desiccation tolerance and physiological
conditioning in coffee seeds (Coffea arabica L.). Lavras, UFLA, 2000. 180.
(Thesis ~ Doctorate in Plant Science)*.

Two experiments were conducted the first one being concerning the evaluation
of desication tolerance mechanisms and the other on physiological conditioning
methodologies for recovering physiologycal quality of coffee seeds. The trials
were performed in the laboratories of seed analysis and molecualr technic of the
UFLA Departament of Agriculture of chromatography of the UFMG chemistry
Departament and Biochemical Analyses of EPAMIG em 1998 and 1999. To
study desiccation tolerance mechanisms, coffee seeds of the cultivar Rubi at
different developmental stages (green, yellow and red) were harvested and
evaluated before drying, after conventional drying in controlled humidty
environmental (higrostat). The effects of the treatments were tested by
germination on  paper roll, germination velocity index, tray emergence,
emergence velocity index, Tso, electric conductivity quantitative and qualitative
analyses of sugars in the embryonic axis and electrophoretic analysis of LEA’s
protein. In the second experiment, the seeds of the cultivar Rubi harvested in the
UFLA cropland were stored in cold chamber from May to October, when they
were submitted to physiological conditionings on embebed paper or by soaking
in potassium nitrate or PEG 6000 solution both with water potential of 1.1. Mpa
for 8, 12, 16, 20 and 24 days and on paper or by soaking in water for 8 days.
Non-conditioned seeds were also tested., The evaluations were done by the
germination tests, Tso, germination velocity index, weight of the dry mather of
the axes hypocotil/radicle, eletric condutivity, by the chlorogenic acid content
and ativity of polyphinoloxidase and peroxidase enzymes. From the results, it
follows that, in general, coffee seeds lose their vigor and viability with drying,
that this reduction occurrs chiefly at the green maturation stage and that there are
mechanisms which confer to seeds na intermediate degree of desiccation
toelrance as regards the conditioning methods. The results allowed to conclude
that coffee seeds conditioned in water by soaking air on paper for 8 days
increased both the germination rate and velocity, on paper provided the highest
increase in the physiologycal quality of seeds; the solutes PEG 6000 and

*Guidance Committee: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira —
UFLA (Major Professor), Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho, Dra. Maria
Laene Moreira de Carvalho, Dra. Vania Déia de Carvalho, Dra. Vany Perpétua
Ferraz - UFMG.
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potassium nitrate are not efficient for coffee seed conditioning and that the
parameters, testes of electric conductivity, percentage of chlorogenic and
activity of polypenoloxidase and peroxidase enzymes are related with the
struturation degree of membranes and physiologycial quality of coffee seeds
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A importancia da cafeicultura no Brasil € claramente evidenciada pela
contribuicdo para o desenvolvimento socio-econémico das regides onde a
atividade € estabelecida. Tanto para o abastecimento do mercado interno como
para a exportagdo, a cafeicultura se apresenta como a mais tradicional e uma das
mais importantes exploragdes agricolas do pais. Essa posi¢ao de destaque,
alavancou o interesse e a necessidade de pesquisas e difusdo de tecnologias
especificas. de tal maneira que o nivel tecnoldgico das lavouras tem se
desenvolvido ao longo do tempo nas regides onde a cafeicultura se insere.

Entretanto, essa evolugdo tecnologica positiva, parece nao ter acontecido
de mancira uniforme para todas as etapas de condugio da lavoura, sendo mais
significativa para as praticas desenvolvidas a partir do estagio de formagdo das
mudas. Aspectos importantes como os estudos relativos as sementes, sua
produgdo. fisiologia, andlise e conservagdo, ndo disponibilizam respostas
condizentes com as demandas geradas atualmente pelo alto nivel tecnologico da
cultura. A literatura sobre conservagdo de sementes de cafeeiro, por exemplo,
contém diversos trabalhos, nos quais sdo considerados fatores como: condigdes
de armazenamento, embalagem e umidade da semente. Os resultados sio
controvertidos nao sendo possivel concluir sobre a melhor metodologia.

As dificuldades relativas a germinagdo de sementes de cafeeiro,
armazenadas, limitam os ganhos em produtividade nas lavouras. A necessidade
de utilizagdo de sementes novas para a formagdo das mudas condicionam a
implantagdo da lavoura em é€pocas improprias. Muitas vezes, o tempo de

permanéncia das mudas, em condigdes climaticas favoraveis, apos o plantio, é



muito curto, o que prejudica sensivelmente o estabelecimento da cultura, por
causa das condigoes de baixas temperaturas e/ou secas subsequentes. Uma
lavoura instalada em época apropriada pode, além de reduzir a porcentagem de
replantio, antecipar a primeira colheita em até um ano, antecipando o retorno ao
investimento realizado com a cultura e, por isso, reduzindo os custos financeiros.

Um outro aspecto relevante que justifica os esfor¢os para aumentar o
periodo de conservagido das sementes de cafeeiro, refere-se a preservagdo do
patriménio genético em bancos de germoplasmas de maneira econdmica e
segura, principalmente considerando o previsivel estreitamento da base genética
das culturas comerciais gragas a utiliza¢ao de clones, tecnologia ja adotada em
Coffea canefora.

Estudos mais aprofundados considerando os mecanismos de tolerdncia a
dessecagdo e eventos em nivel molecular e bioquimico, podem conduzir a
resultados conclusivos e consistentes, além de auxiliarem no entendimento
basico relativo ao desenvolvimento e a germinagao.

Um outro enfoque a ser considerado na defini¢do de alternativas para a
recuperacdo do desempenho de sementes de cafeeiro armazenadas é a técnica de
tratamentos pré-germinativos. Neste sentido, o controle da embebicdo em agua
ou em solugdes osméticas tem-se mostrado promissor e necessita de pesquisas
que considerem pardmetros fisiologicos e bioquimicos modificados pelo
tratamento, de modo a produzir resultados consistentes.

7 Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar aspectos relacionados
com tolerdncia a dessecagdo em sementes de cafeeiro, durante seu
desenvolvimento, e estabelecer metodologias de condicionamento fisiologico

para a recuperacao da sua qualidade fisiologica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Armazenamento de sementes de cafeeiro.

A manutengio da qualidade das sementes de cafeeiro, durante o
armazenamento, constitui-se numa das maiores dificuldades encontradas pelos
produtores de mudas. Isso se deve ao fato de que as sementes de café, mantidas
sob condi¢Ges ambientais, perdem a sua viabilidade rapidamente, dificultando a
sua utilizagdo por um prazo mais prolongado. Com isso, a semeadura fica
limitada a um curto espago de tempo apos a colheita, concentrando a obtengdo
de mudas em épocas que nem sempre sdo as mais adequadas para o plantio
(Camargo, Groth e Razera, 1993; Dias e Barros, 1993 e Miranda et al, 1993). As
sementes de café foram inicialmente classificadas por Roberts (1973) como
recalcitrantes, ou seja, perdem mais rapidamente a viabilidade quando
armazenadas com o grau de umidade reduzido e em ambientes com temperaturas
relativamente baixas. Recentemente, Ellis, Hong ¢ Roberts (1990) observaram
que estas sementes apresentavam caracteristicas tanto do comportaménto
ortodoxo, no qual estdo incluidas a maioria das espécies, como do recalcitrante,
e sugeriram a sua inclusio numa nova categoria chamada de intermediaria.
Hong ¢ Ellis (1995), em trabalho mais recente, constataram variagdes entre
espécies do género Coffea quanto ao comportamento durante o armazenamento.
As sementes classificadas como intermediarias sdo relativamente tolerantes a
dessecagdio na fase pds-colheita, mas ndo resistirdo a4 remogdo de agua para
niveis tao baixos quanto as sementes ortodoxas. Estas sementes, particularmente
de origem tropical, podem também ser sensiveis ao frio, mesmo no estado
desidratado (Ellis, Hong e Roberts, 1990; Hong e Ellis, 1995). Varias tentativas

tém sido realizadas para encontrar condigGes que permitam prolongar a



viabilidade das sementes de café durante o0 armazenamento, no entanto, os
resultados nem sempre séo concordantes.

Estudos, citados por Camargo, Groth e Razera (1993), Dias e Barros
(1993) e Miranda et al. (1993) tém evidenciado, de um modo geral, que para a
conservagdo de sementes de café, sdo necessarios valores relativamente altos
para o teor de dgua nas sementes. Nesse sentido, vdrios métodos de conservagio
tém sido sugeridos na tentativa de manter as sementes com um grau de umidade
superior ao do equilibrio com o ambiente, embora os métodos de
armazenamento adequados @ manuten¢@io dessa umidade sejam, muitas vezes,
dificeis e oncrosos, inviabilizando a sua utilizag3o pratica. Outro aspecto a ser
considerado na conservagdo de sementes de café com altos teores de dgua (30-
40%) € quc - essa condicdio favorece a atividlade de microrganismos que
contribuem para o agravamento da deterioragio (Miranda e Valias, 1984).

Amorin et al. (1977) citaram que a perda do poder germinativo da
semente de café é devida as alterag3es impostas & estrutura e na organizagio das
membranas celulares, com consegiiente perda da permeabilidade seletiva,
ocasionadas por temperaturas extremas altas ou baixas, por variagio na umidade
do ar ¢ por injurias.

Muitos trabalhos, envolvendo técnicas de armazenamento, tém sido
desenvolvidos para manter a performance da germinagio das sementes de café,
nos quais. pelos resultados notam-se duas opiniGes bem distintas: uma delas,
advoga a conscrvagiio em ambientes frios e secos como exemplo podem-se citar
trabalhos dc Bacchi (1958)armazenamento sob condi¢Ges de temperatura
ambiente e sementes com grau de umidade de 10%), Wellman e Tolle (1960)
(10° C com 50% de umidade relativa e sementes com 10% de umidade).
Bendana (1962) (a 9° C com 50% de umidade relativa); Haarer (1962) (a 5° C
com 35% a 55% de umidade relativa e umidade das sementes entre 7,5 e 11%).

A outra dpiniio apresenta melhores resultados com sementes embebidas ou sub-



embebidas. Nesse sentido podem-se citar os trabalhos de Couturon (1980)
(armazenamento 19° C com 100% de umidade relativa ¢ umidade inicial das
sementes, em torno de 40%); Reddy (1987) (temperatura ambiente, em cimara
imida e sementes imidas envolvidas por uma emulsdo cerosa).

Couturon (1980), trabalhando com sementes de C. arabica, C.
canephora e C. stenophyela, observaram que as sementes armazenadas em
condicdes ambientais (25°C), com grau de umidade de 15%, perdiam o poder
germinativo em dois meses ¢ no entanto, quando as sementes eram submetidas a
temperatura de 19°C, o periodo de conservagfio aumentava para 26 meses para o
C. arabica e 11 meses para a C. canephora, com o poder germinativo mantido
em 90 e em 80-90% respectivamente. Andreoli (1992) verificou que a qualidade
fisiolégica das sementes de C. canephora foi melhor preservada quando
armazenada com 35% de umidade em sacos de polietileno, independente do
processo de secagem.

Nos anos 70, a comparagio dos beneficios relativos entre
armazenamento de sementes Gmidas e sementes secas apresentavam balango
positivo para o armazenamento em ambiente umido. Bouharmont (1971)
reportou que 50% das sementes sobreviveram por 16 meses de armazenamento
em temperatura ambiente com 100% de umidade relativa, ¢ somente 6%
sobreviveram a 60% de umidade relativa (sementes com 12% de umidade). Em
outro trabalho, também sob temperatura ambiente, a viabilidade de sementes
armazenadas com 13% de umidade foi completamente perdida ap6s 8 meses,
embora somente uma pequena reducdio tenha sido detectada apos 12 meses de
armazenamento em sementes com grau de umidade em torno de 40% (Valio,
1976). Finalmente Vossen (1979), concluiu que a armazenagem a 15° C para
semente com 41% de umidade era preferivel que a armazenagem a 15°C para

sementes com 11% de umidade.



Pesquisas mais recentes (Ellis, Hong e Roberts, 1990, 1991), tém
buscado resolver essas informagdes contraditorias referentes a ambientes de
armazenamento para sementes de café. Sementes de 13 lotes apesar de terem
sobrevividos a dessecacdo, quando apresentavam graus de umidade entre 7,2 e
11,3%, tiveram a germinag¢fio reduzida. Esses resultados indicaram que pode
baver um comportamento diferenciado entre os gendtipos quanto 4 tolerancia a
dessecacdo com reflexos no comportamento durante 0 armazenamento. Além
disso, o grau de tolerdncia das sementes a dessecagiio variou entre os lotes,
possivelmente como resultado de diferengas na colheita e nos métodos de
processamento das sementes.

Bacchi (1958) obteve 75% de germinagio em sementes de café
armazenadas por 21 meses, mantendo o grau de umidade em torno de 10%. Para
Costé (1969) a manutencZo da viabilidade por mais de 6 meses s6 é possivel se o
grau de umidade da semente for reduzido para 10-12%. Miglioranza (1982) e
Miranda e Valias (1984) obtiveram bons resultados com armazenamento das
Sementes por 9 meses em condigdes herméticas e com graus de umidade mais
baixos, ou seja, entre 8 e 10% ¢ 16%, respectivamente.

Sementes secas até 35% de umidade e acondicionadas em polietileno
mantiveram 70% de germinagiio apés 8 meses de armazenamento, ji aquelas
com 15 e 25% de umidade, na mesma embalagem, apresentavam queda na
germinacdo e vigor a partir de 4 meses, ficando o vigor préximo de zero
(Vasconcelos, Groth e Razera 1992).

Aratjo (1988) armazenou sementes do cv. Mundo Novo com 48,3; 21,6;
15,8 e 13,1% de umidade em sacos de pano e de polietileno observando que o
melhor tratamento foi de 48,3% de umidade em saco de pano, em condigdes de
laboratério.



Pouco se conhece a respeito do controle da longevidade de sementes de
café e estudos envolvendo as principais transformac¢Ges degenerativas ocorridas
durante o0 armazenamento s3o escassos.
2.2 Deterioracio de sementes }

O estudo da estrutura das membranas das organelas celulares dos
embriGes ao microscopio eletrénico revelou que nas sementes armazenadas
secas ao ar ocorre, com o tempo, uma perda da integridade dessas membranas e
que isso estd intimamente associado ao processo de deterioragio sendo,
provavelmente, o primeiro passo na seqiiéncia de eventos que ocorrem durante
esse processo (Delouche e Baskin, 1973; Labouriau, 1983).

Muitas mudangas bioquimicas tém lugar nas sementes enquanto se
deterioram e algumas delas poderiam estar associadas com a mudanga nas
propriedades do conjunto das membranas celulares. Entre essas poderia ser
mencionado: 0 aumento de aglcares, aminodcidos e sais inorganicos lixiviados,
presumivelmente em razio do aumento da permeabilidade d€ plasmalema;
reducdio na capacidade fosforilativa dos mitocondrios, como consegiiéncia de
alterages de suas membranas; redugdo na sintese de proteinas e carboidratos
que poderia estar relacionadas & desorganizagio das membranas do reticulo
endoplasmitico e dos corpusculos de Golgi respectivamente e perda da
permeabilidade seletiva do tonoplasto que delimitam os vacuolos resuitando em
perda da compartimentalizagio enzimatica (Abdul-Baki e Baker, 1973; Koostra,
1973; Villier, 1973).

As sementes secas apos um periodo de armazenamento, ao serem
reidratadas, perdem solutos como agicares, dcidos organicos, fons, aminodcidos
e proteinas ao meio de embebicdo favorecendo e estimulando a agdo de

microrganismos que contribuem para o agravamento da deterioragio. A



degradagdio dos fosfolipideos tem sido atribuida ao aumento da atividade de
fungos de armazenamento (Abdul-Baki e Baker, 1973; McGee, 1983).

Trabalhando com embrides de ervilha, Simon e Raja-Harum (1972)
observaram a ocorréncia de uma rdpida lixiviagdo de solutos nos primeiros
estadios da hidratacdo e, com o decorrer da embebigéo, uma brusca redugdo da
lixiviagdo. Por outro lado, embrides previamente umedecidos,. ou aqueles
colhidos apés a maturagio antes da dessecagio natural nio perdiam eletrélitos
quando imersos em agua. Essas observagGes sugerem que a permeabilidade
seletiva das membranas do tonoplasto e do plasmalema normalmente retém
solutos dentro da célula, perdendo esta propriedade durante a secagem. Por outro
lado, essas membranas podem se recuperar, tornando-se estiveis dentro de
pouco tempo apds o inicio da embebigéo.

Outra descoberta importante relacionada a deterioracéo foi que sementes
quiescentes armazenadas por longo periodo, em condi¢Ges ambientais sob
equilibrio com a umidade relativa do ar, produzem plintulas com numerosos
casos de aberragSes cromossomicas e que a freqiiéncia de mutantes em sementes
se correlaciona muito com a diminuic@io da sua viabilidade (Roberts, 1973). Para
as sementes conservadas embebidas, entretanto, a taxa de muta¢des permanece
com o valores relativamente menores (Villiers, 1973). .

Esses aspectos deslocaram o interesse para duas linhas correlacionadas
de pesquisa: os mecanismos que envolvem a deterioragdo de sementes e os
correspondentes processos de recuperagdo que ocorrem em sementes embebidas
(Villiers, 1973).

Pesquisas revelam que ciclos de hidratagdo e desidratagdo, durante ou
apés o armazenamento, podem reparar os danos deteriorativos e que sementes
dormentes, embebidas, podem ser armazenadas por longo periodo sem

deterioragdio. Isso indica, a existéncia de efeitos positivos da umidade na



atividade metabélica das sementes (Villiers e Edgcumbe,1975; Hegarty, 1977
Heydecker , Higgins e Turner, 1975)

Hegarty (1977), definiu uma relacdo entre os teores de dgua da semente
e os processos de deterioragdo e de ativagdo metabolica de reparo, sugerindo que
em umidades de equilibrio muito baixas, os danos nas membranas celulares
podem ocorrer, em teores mais elevados, de forma geral, aumenta-se a
possibilidade de deterioragio e a a¢do de microrganismos ¢ em umidade mais
elevada ainda, ou seja, aquela proxima a requerida para a semente germinar, 0
processo de ativagdo e reparo comega a agir, podendo, em determinado ponto,
superar a deterioracao.

Delouche e Baskin (1973) relacionaram os eventos que caracterizam o
processo de deterioragio indicando como alteragdo bioquimica inicial a
desestrutura¢do do sistema de membranas ao nivel celular. De acordo com a
literatura, as reagdes oxidativas sdo, pelo menos em parte, responsaveis pela
deterioraciio das sementes, sendo os lipidios o sitio principal destas reagdes
produzindo radicais livres que, subseqiientemente, atacam lipidius, proteinas e
acidos nucléicos em uma reagiio em cadeia . O processo pelo qual estes radicais
se formam é conseqiliéncia da reagdo de lipideos estruturais, principalmente os
polinsaturados, razio pela qual esse processo € designado como peroxidagdo de
lipideos (Wilson Jr. e McDonald Jr., 1986). '

Com o avango da deterioragio, as atividades respiratérias e
biossintéticas sdo reduzidas, a germinag¢dio se torna mais lenta, decresce o
potencial de conservagio ¢ aumenta a sensibilidade da semente as condigdes de
estresse, culminando com a perda do poder germinativo. Durante este processo,
h4 a expressdo da atividade de um grande nimero de enzimas que atuam no
metabolismo de reservas (Copeland e McDonald, 1985).

Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) investigando as principais

alteragdes ocorridas durante o envelhecimento das sementes, observaram



decréscimo no teor de fosfolipideos totais, de ascorbato, da atividade de
peroxidase e aumento nos dcidos graxos totais € na atividade de fosfolipase-A,
que segundo os autores, atua sobre fosfolipideos de membrana e subsequente
peroxidacdo de lipidios.

Jeng e Sung (1994) verificaram que o envelhecimento artificial das
sementes estimulou a peroxidagdo de lipideos e reduziu a atividade de enzimas
removedoras de peroxido, tais como superoxido dismutase, catalase, peroxidase,
ascorbato peroxidase, fosfatase acida e fosfomonoesterase; estas duas ultimas
estio envolvidas no metabolismo de fosfato das sementes, mais especificamente
os nucleotideos, pontos chave na regulagao metabolica.

Para Copeland e McDonald (1985) para detectar o inicio do processo de
deterioragio, as avaliagdes mais sensiveis sao aquelas relacionadas a atividade
de enzimas associadas com a biossintese em tecidos novos. Deste modo,
oxidases, catalases, peroxidades, fenolases (Crocker e Harrington, 1918) e
amilase, citocromo oxidase, dcido glutimico descarboxilase e desidrogenase,
dentre outras, vém sendo investigadas quanto a sua importincia o processo de
perda de viabilidade das sementes (Walter, 1963; Anderson, 1973). Segundo
Priestley (1986), estudos eletroforéticos tém mostrado que mudangas em
algumas isoenzimas tais como peroxidases, fosfatase dcida, desidrogenase,
esterase ¢ aminopeptidase podem ser associadas a deterioragdo em sementes de
diversas culturas.

A eletroforese tem-se mostrado uma técnica adequada para a detecgdo
de alteragdes na composi¢do protéica e de enzimas especificas, podendo ser
eficiente ferramenta para o acompanhamento das alteragdes da qualidade das
sementes durante o armazenamento (Alfenas et al., 1991).

Chauran, Gopinathan ¢ Babu, (1985), estudando a variagdo

eletroforética de proteinas e enzimas de soja e cevada em relagdo a qualidade
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das sementes, observaram que esterases, fosfatase acida e transaminases
funcionam como marcadores moleculares na avaliagio da qualidade.

Algumas pesquisas tém sido feitas buscando detectar alteragdes nos
padrdes de proteinas totais e soliveis associando-as a deterioragao das sementes
(Prasad e Pathak, 1987; Nautiyal, Thapliyal e Purohit, 1985; Basavarajappa,
Shetty e Prakash, 1991; Jeng e Sung, 1994; Dell’aquila, 1994; Aung e
McDonald, 1995). Coello e Vazquez-Ramos (1996) observaram que a enzima
DNA polimerase 2 pode ser incluida como um marcador molecular para
monitorar a deteriora¢do de sementes de milho.

No Brasil, Vieira (1996), Branddo Junior(1996), Camargo(1998) e
outros autores, em estudo buscando identificar o nivel de deterioragdo de
sementes, utilizaram variagGes eletroforéticas em padroes de proteina e
isoenzima. Os resultados indicaram que as enzimas tais como: fosfatase 4cida,
malato desidrogenase e esterase aumentaram a atividade com o decorrer do
envelhecimento, enquanto que 6-fosfogluconato desidrogenase, hexoquinase,
peroxidase e fosfoglucose isomerase mostraram redugdo. Jd as enzimas alcool
desidrogenase, glutamato desidrogenase e glutamato oxaloacetato transaminase
ndo tiveram seus padrdes alterados. Pode-se assumir, portanto, que bandas de
proteinas e isoenzimas podem atuar como marcadores bioquimicos em estudos

sobre a deterioracdo dessas sementes.

2.3 Tolerincia a desseca¢io em sementes

Trés estadios gerais sdo reconhecidos durante o desenvolvimento de
sementes. O primeiro estddio é caracterizado pela fertilizagdo, divisdo celular e
histodiferenciacdo de todos os principais tecidos (Raghavan, 1986). Durante o
segundo estadio, ocorre uma acumulagdo macica de proteinas, lipidios e
amidos, comprovada por um aumento em peso seco das sementes. O estadio

seguinte de maturagdo culmina com paralisagio da deposi¢do de reservas ¢
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dessecacdo. A ocorréncia e extensdo desta secagem varia entre espécies, porém
mais de 90% da agua original pode ser removida (Adams e Rinne, 1980). Como
conseqiiéncia dessa secagem, o embrido da semente entra em um estado de
quiescéncia, no qual o metabolismo permanece nulo e/ou nao mensuravel
(Lynch e Clegg, 1986), até que condicdes favoraveis de umidade o reativem e
induzam a germinag@o. Antes que as sementes sofram essa severa perda de agua,
elas adquirem a habilidade para tolerar a dessecacdo. Muitas sementes sofrem
uma rapida transi¢do de uma fase de intolerdncia & tolerancia a dessecacio,
aproximadamente no meio do seu desenvolvimento e precedendo ou coincidindo
com a deposigdo de reservas (Kermode e Bewley, 1989; Kermode, Oishi e
Bewley, 1989; Hong e Ellis, 1992). Durante a germinagdo, a tolerancia a
dessecagiio ¢ mantida por varias horas apos o inicio de embebigdo. Antes da
emergéncia da radicula, as sementes podem resistir 4 extrema secagem, mas a
medida que a germinagdo progride, esse tratamento torna-se altamente danoso e
finalmente letal (Crévecoeur, Deltour e Bronchart, 1976; Sargent, Mandi e
Osborne, 1981; Dasgupta, Bewley e Ueung, 1982; Senaratna ¢ McKersie, 1986;
Leprince et al., 1990).

A dessecacdo € considerada necessdria para a conclusdo do ciclo da vida
em sementes ortodoxas. E geralmente interpretada como uma adaptagdo
estratégica para tornar a semente apta a sobrevivéncia durante o armazenamento,
para garantir melhor disseminagdo das espécies e para prover tolerancia as
severas condigdes ambientais (Leopold, 1990). Esse padrao 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 maturacdo. Seu conteido de dgua deve permanecer
alto durante todo o seu desenvolvimento, até a germinagdo; deste modo, ja que

nio podem resistir & desseca¢do, sdo inaptas para 0 armazenamento por longos
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periodos de tempo. Esse grupo de sementes é chamado de "recalcitrantes” e ‘/’“,: &

/.

uu;fo/‘

incluem muitas espécies de arvores tropicais (Farrant, Pammenter e Berjak, . «

1986, 1993), gramas aquéticas (Probert e Longley, 1989), e também algumas
espécies de clima temperado, como o carvalho (Hong e Ellis, 1990; Pritchard,
1991; Hendry et al., 1992).

Na maioria das espécies, o crescimento e desenvolvimento.das sementes
¢ paralisado no final da maturacfio. Essa fase ¢ marcada pela queda nro conteido
de dgua, que, provavelmente, ¢ resultante da desconexdo entre a semente € a
planta mie. Nessa fase de amadurecimento, a semente € preparada para
sobreviver. A razdio pela qual muitas espécies podem sobreviver a fase de
maturagdo € que elas sdo tolerantes a dessecacdo (sementes ortodoxas). No final
da maturagdo o contetido de umidade dessas sementes € de 5 a 10%. -

- A tolerdncia a dessecagiio parece ser mediada por sistemas_protetores.
que previnem danos letais em diferentes componentes celulares incluindo
membranas, proteinas e citoplasma. Trés importantes sistemas tém sido
caracte?izados: (lj,f‘a ggqmulac;ip‘ de acilicares ndo reduzidos que estabilizam
membranas e proteinas_ em condi¢Ges de sementes secas. Existem evidéncias de
que aglcares sollveis atuando como “substitutos da dgua” podem desenvolver
um importante papel na tolerincia & desseca¢ioc em sementes por proteger
membranas de mudangas de fase lipidica induzida por dessecagdo e também

proteger proteinas, e/ou pela formagdo de vidro a temperaturas fisiolégicas

(Leprince, Hendry ¢ McKersie 1993). Contudo, diversos autores reportam alta

concentragdo de sacarose € oligossacarideos durante o desenvolvimento de
sementes recalcitrantes (Farrant, Pammenter ¢ Berjak, 1993) sugerindo que a
habilidade para tolerar desidratagdio ndo é somente por causa da presenga
daqueles sacarideos e que estio envolvidos sistemas mais complexos. (2),A
habilidade para prevenir, tolerar ou reparar ataque de radicais livres durante a
d&ssecac;io (Senaratna e McKersie, 1986; Leprince et al., 1990). Radicais livres
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s#o naturalmente produzidos durante o metabolismo das plantas, particularmente
em cloroplastos e mitocondria (Halliwell, 1987; Puntarulo et al., 1991). As
plantas sio bem dotadas com moléculas anti-oxidantes e removedoras daqueles
radicais. O assunto foi revisto por Burton e Ingold (1984), Halliwell (1987),
Alscher (1989), Winston (1990), Hendry (1993). Moléculas removedoras de
radicais livres incluem anti-oxidantes lipossoliveis (Acido. ascérbico,
glutationa). As sementes contém altas concentragdes de tais substéncias variando
em diferentes tecidos e diferentes sementes (Franzen e Haas, 1991). Sistemas
enziméticos processadores de radicais livres incluem superéxido dismutase
(SOD) que cataliza a dismutagio de superéxido (O; ) em H;0; e O, e aquelas
enzimas envolvidas na desintoxica¢io de H,0, (isto €, catalase, glutatione
redutase, ascorbato, ¢ outras peroxidases). Sistemas enzimiticos sdo mais
provavelmente envolvidlos em uma resposta anti-oxidante inicial pela
neutralizagio do Oxigénio ativado, potencialmente toxico, formado durante a
restri¢éio hidrica. Diversos estudos tém demonstrado a ligagdo entre tolerdncia a
estresse oxidativo, induzido por deficiéncia hidrica, e o "aumento na
concentragio de anti-oxidante em plantas (Price e Hendry, 1991; Winston, 1990)
mas o papel protetor de anti-oxidantes em sementes durante a desseca¢do ainda
néio é bem resolvido. Estudos examinando o papel de anti-oxidantes durante a
germinagdo mostraram que mecanismos protetores contra o Oxigénio ativado
sdio predominantemente enzimaticos. O sistema inclui SOD, catalase, peroxidase
é' glutationa redutase (Leprince et al., 1990; Puntarulo et al., 1991) e ascorbato
peroxidase e sistema de reciclagem do ascorbato (Cakmak, Strbac e Marschner,
1993); todas as espécies mostram aumento da atividade enzimética associado a
emergéncia da radicula. Em milho o metabolismo de glutatione ¢ atividade de
SOD e peroxidase sio severamente prejudicados por. dessecagdo imposta a
radiculas intolerantes a dessecacdo. (Leprince et al., 1990; Leprince, 1992). Um

decréscimo de protegdo enzimitica contra ataque oxidativo também foi
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associado & perda de viabilidade em sementes durante a secagem (Hendry et al.,
1992). Estes autores reportaram dois padrdes distintos na resposta do anti-
oxidante de acordo com o tecido. Em cotilédones os mecanismos protetores
foram principalmente enzimaticos, com alta atividade da SOD e glutatione
redutase; em contraste, eixos foram geralmente dotados com anti-oxidantes de
membrana e hidrosoluveis (tocoferol e acido ascorbico, respectivamente). O
papel do tocoferol na tolerdncia & desseca¢do e/ou perda de viabilidade sugere
uma ligagdo entre esses dois eventos (Hendry et al., 1992). Em soja, durante a
germinagdo, a perda de tolerdncia 4 dessecagdio foi associada a diminuicdo de
anti-oxidantes lipossoliveis e de membranas microssomais, que foram mais
susceptiveis a injuria por dessecagdo induzida por oxidagio, como observado em
estudos prévios in vitro (Senaratna, McKersie e Stinson, 1985a). A este respeito,
Ramarathnan et al. (1986) observou uma correlagiio positiva entre concentragio
de um oxidante fendlico ndo caracterizado e a habilidade para germinar em
sementes de duas cultivares de arroz, exibindo diferentes viabilidades de
armazenamento. enquanto tocoferol nio mostrou nenhuma correlagio positiva.
Da mesma forma. o padrdo do metabolismo do tocoferol durante a germinagdo
em radiculas dc milho, ndo mostrou nenhuma evidéncia convincente de que a
diminuicio no suprimento destes anti-oxidantes lipossoliveis foi a causa da
perda dv tolerincia & dessecagdo (Leprince et al.,, 1990b). (3)\,Finalmente, y
protcinas L.LEA protetoras que sdo induzidas por ABA (Lane, 1991). Os recentes
desenvolvimentos em Biologia molecular tém proporcionado muitos estudos
durante os dltimos anos sobre a expressdo e regulagdo génica, em resposta a
severa perda dec agua durante a maturagéo de sementes. Mudangas no padréo de
proteinas e mRNA durante os ultimos estidios de maturagdo e o inicio da
tolerdncia a dessecagdo tem sido investigado em diversas espécies, como por
exemplo embrides de cevada (Bartels, Singh e Salamine, 1988), embrites de

milho (Bbchicchio et al., 1988) e sementes de soja (Blackman et al., 1991).
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Diversos grupos de pequenos polipeptideos tém sido correlacionados
temporariamente com a transigio da tolerdncia para intolerdncia. Tratamentos
com ABA exégeno, que regula a aquisicio de tolerdncia i dessecacdo,
propiciaram o aparecimento dessas proteinas em embriGes cultivados in vitro. A
dessecagfio de sementes em desenvolvimento é caracterizada pelo acimulo de
um grupo particular de mRNA e proteinas correlatas (LEA ou late
embriogénesis abundant). LEA mRNA aparece no tecido embrionério assim que
comega a dessecagio e torna-se a mais prevalecente espécie de mRNA no estado
seco, depois declina progressivamente algumas horas apés a embebicdo da
semente (Baker, Steele ¢ Durs, 1988; Goldberg, Barker ¢ Perez-Grau, 1989;
Skriver ¢ Mundy, 1990;; Roberton e Chandler, 1992). A regulagdo do genes
LEA parece ser principalmente transcricional onde o ABA d&sempet;ha um
importante papel (Baker, Steele e Durs, 1988; Goldberg, Barker e Perez-Grau,
1989; Skriver ¢ Mundy, 1990; Galau, Jakobsen ¢ Hughes, 1991; Roberton e
Chadler, 1992) mas, em alguns casos a regulagdo pés transcricional tem sido
reportada (Williamson e Quatrano, 1988). Algumas proteinas LEA podem ser
induzidas por uma dessecagéio prematura ou por diferentes tratamentos afetando
o conteiido de agua na célula (Mundy e Chua, 1988; Bostock e Quatrano, 1992).

Essas proteinas sdo largamente distribuidas em sementes de plantas superiores;
" diversos grupos de produtos de genes LEA tém sido detectados e caracterizados
num grande nimero de espécies de sementes incluindo cevada, cenoura,
algodiio, milho, ervilha, nabo, arroz, girassol, tomate e trigo (Dure et al., 1989;
Skriver ¢ Mundy, 1990; Lane, 1991; Almoguera e Jordano, 1992; Roberton e
Chandler, 1992). Elas tém sido classificadas em trés diferentes grupos de acordo
com a seqiiéncia protéica. Grupo I inclui o gene Em (trigo), Grupo II, os genes
RAB e Grupo III vérios genes, tais como: DC3 e DC8 (cenoura), gene pHVal
(cevada) e MLG3 (milho) (Dure et al., 1989; Robertson e Chandler, 1992;

Thomann et al., 1992). As LEA proteinas sio geralmente muito soliveis em
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dgua, com alto nivel de hidratagio e provavelmente localizadas com
exclusividade na fragdo citosol.

Estudos realizados com LEAs D11 e D113 de algoddo tém demonstrado
que elas desempenham um papel em sinergismo com agicares soliveis na
inibigio da cristalizagio do citoplasma e na protegio da superficie das
‘membranas, enquanto D29 e gD29 prenderiam fons cadticos (Baker, Steele e
Durs, 1988). Um papel similar tem sido sugerido para proteina Em que poderia
prover uma matriz de 4gua ligada em sitios estratégicos, estabilizando a estrutura
citoplasmética durante a dessecagdo de embrido de trigo (McCubbin ¢ Kay,
1985; Lane, 1991).

Entretanto, nenhum desses mecanismos anteriormente citados consegue )

estabelecer a tolerincia & dessecagio completamente ou exclusivamente.
Acredita-se que a tolerdncia & desseca¢@io provavelmente néo pode ser atribuida
a um simples mecanismo de protegiio; ao contrério, ela parece ser um fenomeno
multifatorial em que cada componente ¢ igualmente critico, agindo em
sinergismo e controlado pelo genéma (Leprince, Hendry e McKersie, 1993).

- Oliver ¢ Bewley (1997) enfatizaram a contribuigio dos sistemas de
reparos para a tolerincia & dessecagdo, subsequente a desidratagdo e reidratagio,
comparado aos mecanismos de protecio que limitam os danos, durante a perda ‘
de agua. Os mecanismos protetores podem ser constitutivos ou induzidos, mas l
em angiospermas tolerantes i dessecagio parece que a protegdo € mais |
importante do que o reparo ——

2.3.1 Avaliacio da tolerincia 2 dessecacio durante a maturagio de
sementes

Ainda ndo se pode afirmar se a tolerdncia a dessecagdo é desenvolvida
antes ou em resposta a perda de agua durante a maturagdo. De acordo com o

ponto de vista de Bewley (1979), uma semente é tolerante quando sobrevive a
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rapida dessecagéio, suspendendo o metabolismo e revivendo apés reidratagdo.
Virias formas sio usadas para avaliar a tolerancia. Quando sementes inteiras sdo
testadas, geralmente avalia-se sua capacidade para germinar apbs uma
dessecagdio experimental. Sementes secas ou em desenvolvimento, que nio
germinam apés reidratagdo, sdo classificadas como "intolerantes”. Contudo, a
utilizagsio da capacidade germinativa para testar tolerdncia a dessecacdo nem
sempre tem-se mostrado como um parimetro eficiente, porque as sementes
adquirem a habilidade de germinar em um estidio especifico preciso do
desenvolvimento. Dessa forma, essa habilidade pode ser  adquirida
coincidentemente com a tolerdncia a dessecagfio ou antes dela. No primeiro caso
acredita-se que a dessecagdio desvia o programa de desenvolvimento para um
programa de germinagéo (Kermode, Oishi ¢ Bewley, 1989). No segundo caso, as
sementes podem germinar mesmo antes de sofrerem secagem e por isso, quando
sdo colhidas e deixadas em condi¢Ses de umidade para prevenir a perda de agua,
germinam precocemente. Nesse caso, a tolerdncia a dessecagdo ndo ¢ uma
caracteristica _absoluta, um ‘"tudo-ou-nada”, mas ¢ quantitativa e
pfbgr&ssivamente adquirida durante o desenvolvimento, ¢ mesmo durante a
secagem apds a maturagdo (Ellis, Hong ¢ Roberts, 1991). Ainda ndo se pode
afirmar que estes padrSes refletem dois diferentes programas de
desenvolvimento, porque interagem diversos fatores fisiolgicos e
metodolégicos. Entre estes, cinco fatores sdo bem identificados até agora: - 0]
primeiro fator ¢ a escolha do regime de secagem. Em muitas espécies quando
sementes inteiras sio secas lentamente (isto é, diversos dias em alta ou
decrescentes umidades relativas), elas adquirem tolerdncia a dessecagdo,
coincidentemente com a capacidade germinativa; em contraste, em outras
espécies, sementes secas rapidamente (isto é, maximo de 24 horas em presenga
de agente dessecante ou em atmosfera ambiente), adquirem o poder germinativo
antes da aquisicio da tolerdncia. Segundo Ellis, Hong e Roberts (1987) e
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Kermod e Bewley, (1989), a taxa de secagem artificial determina o grau ded e

N
tolerdncia a dessecagdio. Em algumas sementes recalcitrantes, a expressdo de

tolerdncia & dessecacdo é também dependente da taxa de secagem. Pammenter,
Vertucci e Berjak, (1991) mostraram que desidratagdo até baixo percentual de
umidade pode ser alcancada por “secagem réapida " (40 minutos), sem dramitica
perda de viabilidade, enquanto uma taxa de desidratagdo mais lenta (2 dias),
causou dano letal em sementes com o mesmo conteiido de dgua. Embora a
secagem lenta seja .amplamente usada como um método para simular a
dessecacdio que ocorre por maturagio fisiolégica, pode-se considerar que a
secagem rapida € a forma mais satisfatoria para avaliar o grau de tolerincia a
dessecacdo em um estadio especifico do desenvolvimento. Na verdade, como a
tolerdncia a dessecagdo € uma caracteristica quantitativa, conseguida
progressivamente, sementes secas lentamente, por virios dias, continuam a
metabolizar e desenvolver-se até que um nivel critico de umidade seja
alcancado, e portanto pode-se esperar um aumento da tolerincia durante este
processo de secagem lenta. Assim, a avaliagdo da tolerdncia a dessecagdo, apds a
secagem lenta, ndo corresponderd necessariamente ao estidio de
desenvolvimento em que se encontrava a semente antes do inicio da secagem.
Como apontado por Farrant, Pammenter e Berjak, (1993), as estruturas
circundantes podem determinar a taxa de perda de agua pelos tecidos da
semente. A capacidade de germinacio também € um atributo adquirido
progressivamente. Embora a dessecagdo lenta, em estddio apropriado, pareca
acentuar a germinagio em diversas espécies de sementes (Kermonde, Oishi e
Bewley, 1989), fatores adicionais tém sido observados em algumas espécies.
Sabe-se que diversos fatores inibem a germinagdo, permitindo ao embrido
completar a maturagio: os tecidos que circundam o embrido (Bewley, Kermode
e Misra, 1989; Berry ¢ Bewley, 1991), baixos potenciais hidricos (Long, Dale e
Sussex, -i981; Finkelstein e Crouch, 1986; Fischer et al., 1988; Xu e Bewley,

19



1991) e altas concentragdes de ABA (Long, Dale e Sussex, 1981; Ackerson,
1984; Finkelstein et al., 1985; Prevost ¢ Le Page-Degivry, 1985; Quatrano,
1986; Koornneef et al., 1989; Xu e Bewley, 1991). Se a capacidade de
germinagiio ¢é fortemente inibida por um desses fatores, a avaliagdo da tolerdncia
A dessecagiio, por este método, torna-se impossivel. Por exemplo, se a semente €
inapta para germinar em um dado estidio de desenvolvimento, ndp ¢ possivel
avaliar a tolerdncia 4 dessecagdio por medigdo da perda de uma caracteristica que
ndo é expressada, ou seja, a germina¢do. As sementes podem sofrer danos

durante a embebigio. Quando, para testar tolerdncia a dessecagdo, sementes sdo

yibd“ > secas durante seu desenvolvimento, e a seguir, reidratadas, uma ripida entrada
o de agua nos primeiros minutos de embebicdio pode resultar em alteragdes

prejudiciais as membranas celulares. Tais alteragbes determinam a taxa de
germinagio e vigor e, portanto, a dimensio da tolerdncia & dessecagdo.
Estudando dessecagdo e injirias por embebicio em sementes de Zizania
palustris (arroz selvagem), as quais eram inicialmente tidas como recalcitrantes,
Kovach e Bradford (1992a) demonstraram que a tolerdncia a dessecagdo poderia
oL ser induzida por uma desidratagiio lenta, a temperaturas maiores que 25° C, e
evitando-se injirias por embebicfio, mediante reidratacio lenta, por trés
semanas. Neste caso particular, a tolerdncia & dessecagdo foi dependente de
condi¢des apropriadas de secagem e germinagdo. -A perda ou aquisigio de
tolerdncia 4 dessecagio ndo & sincronizada entre os diferentes tecidos
embriondrios. Por exemplo, em sementes de Brassica campestris, em
desenvolvimento, aos 28 dias apds a polinizaggo, os cotilédones permaneceram
vidveis apés secagem e subseqiiente reidratagdo, por outro lado, as radiculas,
neste mesmo estadio, foram muito pouco resistentes a dessecagdo (Leprince,
1992). Da mesma forma, em sementes de milho em desenvolvimento, a
tolerdincia a dessecagiio na camada de aleurona (medida por atividade de a-

amilase); ocorreu 14 dias antes de ocorrer no embrido (Oishi e Bewley, 1990).
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Durante germinagio, Koster e Leopold (1988) demonstraram que coledptilo e
tecidos apicais de Zea mays e Glycine max, respectivamente, mantiveram
alguma tolerdncia apés um periodo de embebigZo, enquanto que as radiculas
correspondentes foram completamente intolerantes & dessecagdo. Portanto, a
avaliagio da tolerdncia a dessecagfio pode revelar a tolerdncia de apenas um
tecido na semente.

A aquisigio de tolerdncia & dessecag@o ndo ¢ um processo sincronizado
entre sementes individuais. Pequenas variagdes no tempo necessario para o
inicio da tolerdncia a dessecagio foram registradas entre sementes em
desenvolvimento de Brassica campestris (Leprince, Bronchart e Deltour, 1990)
e seis espécies de leguminosas (Ellis, Hong e Roberts, 1987). Similarmente, o .
processo em sementes de Sinapis alba ultimou aos 14 dias de maturagio
(Fischer et al., 1988). O uso de lotes de sementes altamente homogéneos
constitui uma real vantagem para o estudo de mecanismos de tolerancia a
dessecagdo.

Considerando tais complicagdes e interagSes, diversos autores optam por
avaliar a perda de eletrélitos como um parimetro para expressdo de tolerdncia &
dessecagdo (Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991; Berjak, Pammenter e
Vertucci, 1992), embora ela ndo integralize todos os aspectos necessarios, tais
como respiragdo ou o ressurgimento da sintese de DNA. Outros autores tém
investigado os mecanismos de tolerdncia & dessecagdio usando sistemas
fisiologicos mais convenientes. O recente isolamento e caracterizagio de
mutantes de Arabidopsis thaliana com reduzida “responsividade” ou
insensibilidade a0 ABA (Koornneef et al., 1989; Meurs et al., 1992), ¢ o
desenvolvimento de sistemas de cultura de tecidos para a produgdo sincronizada
de grandes quantidades de embric‘m somaticos em alfafa (McKersie et al., 1989;
Senaratna, McKersic ¢ Bewley, 1989), oferecem poderosas ferramentas

alternativas  nessas investigacdes, desde que a aquisicdo de tolerdncia a

21



dessecagdo possa ser manipulada nesses sistemas, usando ABA, seus analogos

ou varios carboidratos.

2.3.2 Agua e tolerincia 2 dessecacio

O conteido final de agua em sementes secas (juntamente com a
temperatura), parece ser importante na determinagdo da sobrevivéncia por
longos periodos de armazenamento (Roberts e Ellis, 1989). Além disso,
propriedades da dgua em tecidos de sementes secas parecem ser de fundamental
importincia na tolerdncia & dessecagio. Diversos estudos sobre a termodindmica
de hidratacio em sementes secas tém documentado a funciio das ligacGes
hidricas como um componente de tolerancia 4 dessecagdo. Diferentes conceitos
tém sido usados para caracterizar propriedades da agua em tecidos das plantas.
O termo “agua ligada” é definido como 4gua associada & matriz celular. Ela é
tio fortemente estruturada que sua termodindmica e/ou propriedades motoras
diferem da agua livre (Vertucci e Leopold, 1987; Leopold e Vertucci, 1989).

Um método conveniente para estudar a “4gua ligada”, em-sementes, € o
uso de isotermas de adsorgdo. As curvas sio construidas baseando-se em dados
coletados quando amostras de tecidos biol6gicos sdo expostas a varias umidades
relativas providas por diferentes tipos de solugGes saturadas de sais. (Leopold e
Vertucci. 1986: Vertucci e Leopold, 1987a,b; Ishida et al., 1988; Roberts e Ellis,
1989). De acordo com tais curvas, sdo classificados, no minimo, 5 estados da
apua ou niveis de hidratagdo em tecidos de sementes recalcitrantes e ortodoxas
(Berjak. Pammenter e Vertucci, 1992; Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991). No
nivel 1 (de 0 a 8 -10% g de H20/ g peso seco), as moléculas de agua estdo
fortemente associadas com as superficies macromoleculares por ligagGes

idnicas, comportando-se mais como uma ligagdo do que como um solvente. A

energia de atragio ¢é estimada em -50kJ mol'l. No nivel 2 (8-22%g de H-O/g de

peso sec‘o), a 4gua adquire sua propriedade de formar vidro (Williams ¢ Leopold,
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1989) e a energia de atragdio decresce para -2 kJ mol!

, sugerindo uma fraca
interagdo com as superficies macromoleculares (Vertucci, 1990). Acima de 22%
g de H,O/g de peso seco, a 4gua ganha suas propriedades solventes e algumas
atividades metaboélicas sdo possiveis. As propriedades térmicas do nivel 3 de
hidratagdo (22-33%g de H,O/g de peso seco), parecem ser como de uma
solugiio concentrada. Aguas congeliveis entre -18°C e -38°C, tém energia de
atracdo desprezivel e pode-se dizer que iniciam pontes sobre sitios hidrof6bicos.
Neste nivel de hidratagio a respiragéio é mensuravel (Leopold e Vertucci, 1989).
No nivel 4 (33-55% g de H,O/g de peso seco) e 5 (acima de 55% g de H;O/g de
peso seco), a agua exibe propriedades térmicas semelhantes aquelas de uma
solugiio diluida. Acima de 55% de umidade, os tecidos das sementes sdo
cénsiderados completamente hidratados e os processos de germinagdo sio
possiveis.

Considerando estes dados, parece que a agua matricial, caracterizada
pelas ligagSes fortes na regido 1, estd associada com a sensibilidade &
dessecagio. Contudo, a quantidade e o papel da 4gua ligada ‘(ou &gua ndo
congelavel) em relagio & tolerincia & dessecagdio ndo estd ainda elucidada.
Existe evidéncia de que a tolerdncia & dessecagdo niio pode ser interpretada
tendo em vista a propor¢io de dgua ndo congeldvel, mas preferivelmente
considerando as diferentes respostas & remogdo deste tipo de agua. Berjak,
Pammenter e Vertucci, (1992) ¢ Pammenter, Vertucci e Berjak, (1991)
observaram que em sementes recalcitrantes de Landolphia kirkii, os diferentes
tipos de dgua exibiram similaridades com aquelas de sementes tolerantes a
dessecagdo. Eles sugeriram que a taxa de secagem tem efeitos mais marcantes
sobre sensib‘ilidade 4 dessecagdo do que as proporgdes de diferentes tipos de
agua. Além disto, Van Acker e McKersie (citados por (Leprince, Hendry e
McKersie, 1993) mostraram que embriGes secos, somaéticos e zigéticos, de

alfafa exibiram diferengas nas liga¢cdes fortes, mas ndo na tolerdncia a

23



dessecacgdo. Eles sugeriram que aquelas diferengas foram devidas & quantidades
e tipos de reservas armazenadas, as quais diferem entre embriGes somaticos e
seus zigéticos correspondentes. Assim, pode ndio ser possivel generalizar o
papel da dgua em tolerancia & dessecacgiio, antes de uma apuragdo da natureza
celular dos diferentes locais de ligagdo e dos efeitos deletérios das taxas de
secagem sobre as estruturas celulares (Leprince, Hendry e McKersie, 1993).

2.3.3. Taxa de secagem — um fator vital na determinagiio do grau de

desidrataciio que sera tolerado

O conceito de um conteido critico de 4dgua, abaixo do qual a viabilidade
sera perdida, tem gerado algumas controvérsias. A maioria do§ dados da
literatura apresentando resultados da desidratagdo de sementes sensiveis a
dessecagdo referem-se ao ‘conteido critico de 4gua como sendo caracteristico
das espécies sob estudo, enquanto ignoram o tempo gasto para a agua ser
perdida ou a temperatura, em que os experimentos de secagem foram
conduzidos. A  influéncia da temperatura na secagem & subsequente
armazenamento foi demonstrada por diversos autores em Zizania spp. (Kovack
e Bradford, 1992b; Berjak et al., 1994; Vertucci et al., 1994; Ntuli et al., 1997)
indicando que este fator deve ser importante também para outras espécies.
Entretanto, considerando apenas a taxa de secagem, verifica-se que em
manipula¢io experimental de sementes sensiveis a dessecagdo, ou eixos excisos
destas sementes, a taxa de secagem determina o tempo gasto para o material
passar por uma séric de patamares nos conteido de agua. Quanto mais
rapidamente uma desidratagdo € atingida, menor é o conteudo de 4gua critico
para estas sementes ou eixos. (Normah, Chin e Hor, 1986; Berjak, Pammenter ¢
Vertucci, 1993; Fu et al., 1990; Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991). Esta
observagiio conduziu ao desenvolvimento de uma técnica de secagem rapida

(Berjak, Farrant e Pammenter, 1990), por meio da qual eixos embrionarios
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excisos sio desidratados muito rapidamente. Os eixos de muitas espécies podem
sobreviver a essa secagem, até contelidos de dgua, nos quais quase toda a igua
restante é ndo-congelavel (Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991; 1993; Pritchard,
1991; Finch-Savage, 1992; Berjak, Vertucci ¢ Pammenter, 1993; Pritchard e
Manger, 1998), e presumivelmente ligada a superficies das estruturas
intracelulares € macromoléculas.

Durante a secagem lenta, sementes recalcitrantes avangam no processo
de germinagdo, 0 que consequentemente acentua a destruigio de mecanismos de
tolerdncia a4 dessecagdo, conduzindo & perda da viabilidade em conteados de
agua maiores do que material rapidamente seco. (Farrant, Berjak e Pammenter,
1985; Berjak, Farrant e Pammenter, 1989). Além disso, outros processos
deletérios, relacionados com perda de dgua, podem estar presentes em conteudos
intermediarios de agua, como por exemplo o descontrole do metabolismo ou da
auséncia de sistemas antioxidantes. (Cdme e Corbineau, 1996). Os teores de
agua marcadamente menores, que podem ser atingidos por uma secagem muito
rapida, de eixos excisos, sdo simplesmente uma conseqiiéncia da-desidratacao,
sendo atingida tdo rapidamente que o periodo durante o qual as reacgdes
deletérias, que ocorrem em contelidos de agua intermediarios sio minimizadas
(Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991; Berjak ¢ Pammenter, 1997; Pritchard ¢
Manger, 1998).

Nio hi padrdo de secagem rdpida para tecido sensivel & dessecagdo,
mas hi um limite inferior ao qual ndo pode sobreviver, que é sempre maior em
conteido de dgua do que aquele tolerado pelas sementes ortodoxas e
intermediarias (Pammenter, Vertucci ¢ Berjak, 1991; Berjak, Vertucci e
Pammenter, 1993; Pammenter, Vertucci ¢ Berjak, 1993; Pritchard e Manger,
1998). Estes autores sugerem que sementes verdadeiramente recalcitrantes nédo
sobrevivem & remogio de qualquer dgua associada a estrutura, embora existam

casos de eixos de sementes recalcitrantes que sobrevivem em conteidos de dgua
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variando de 0.11-0.16 g.g", (Fu et al., 1990; Chaudhury, Radhmani e Chandel,
1991; Kioko et al., 1998), os quais sdo provavelmente menores do que o nivel de
agua nio congelavel. Danos que ocorrem nas sementes COm menores contetdos
de 4dgua podem ser caracterizados como danos de dessecagdo “stricto sensu 7, e
ndo deve ser confundido com o metabolismo desregulado que ocorre quando a
4gua requerida para manter a integridade das estruturas intracelulares ¢ removida
(Pammenter ¢ Berjak, 1999 ); este € o dano que ocorre como consequéncia da
remogiio de agua nio congelavel, mesmo se a viabilidade ¢ mantida, nesse nivel
de hidratagdio, ap6s uma secagem rapida (Pammenter, Vertucci e Berjak, 1991).
A influéncia da secagem tem sido relatada também em sementes inteiras
(Farrant, Berjak ¢ Pammenter, 1985; Pritchard, 1991), embora o efeito seja
muito menos marcado do que em eixos excisos. Isso pode ser simplesmente em
razio do fato de a maioria das sementes inteiras serem tdo grandes para secarem
suficientemente rdpido para o efeito tornar-se pronunciado, embora Finch-
Savage (1992) tenha apontado a possibilidade da resposta & desidratagido de
eixos isolados ser influenciada pela remogdo destes do materiat cotiledonar.
Nem todas as sementes recalcitrantes sdo tdo grandes, ou perdem agua tdo
lentamente, de modo a impossibilitar a realizagio de diferentes taxas de
secagem. Em estudos recentes, em sementes inteiras de Eckbergia capensis,

taxas de secagem rapida (< 24h) e lenta (10d) foram atingidas colocando-se as

sementes em silica gel, com o endocarpo removido ou intacto, respectivamente

(Pammenter et al., 1998). Sementes lentamente secas perdem a viabilidade com
contedos de dgua elevados nos eixos embriondrios (aprox. 1.25 g.g™), enquanto
aquelas que foram desidratadas rapidamente mantiveram uma completa
germinabilidade com um conteido de dgua no eixo de 0.7 g.g". Por meio desses
dados confirma-se que estudos com eixos excisos apresentam resposta confiavel
a taxa de secagem, ji que nio houve efeito da remogdo dos eixos embriondrios

das sementes. As observagSes ao microscopio eletronico sugerem que em
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diferentes taxas de secagem, diferentes mecanismos deletérios produziram danos
intracelulares. Em eixos de sementes lentamente secas, com contetido de dgua na
regido de 1.1 g.g" e viabilidade de 37%, houve uma avancada degradacdo das
membranas, particularmente de plastideos e também uma anormalidade dos
corpos de lipidios. Estes danos tornaram-se cada vez piores com secagem mais
lentas, até um conteiido de dgua no eixo de 0.6 g.g"' e zero de.viabilidade,
quando restaram apenas fragmentos de componentes intracelulares. Eixos com
contetidos de agua de 0.57 g.g”’, de sementes secas rapidamente (viabilidade de
80%), nio apresentaram sinais de danos intracelulares. Foi somente em
conteiidos de agua do eixo, consideravelmente menores, que sinais de
deterioragio intracelular foram notados, coincidente com um declinio da
viabilidade dc sementes secas rapidamente. No entanto, a degradagdo massiva
que caracteriza as células do eixo de sementes lentamente secas nao ocorreu.
Estas obscrvagdes sdo coerentes com o ponto de vista de que, se o material
sensivel a dessecagdo é seco lentamente (permanecendo um longo periodo em
conteudos de agua intermediarios), o dano que se acumula ¢ diferente daquele
que ocorre se esse material & rapidamente seco e atinge menor conteiido de agua,
antes da perda da viabilidade. O problema com essa interpretagdo € que os
processos degradativos ndo param quando as sementes perdem a viabilidade, e a
severa degradagio observada em sementes lentamente secas pode ser mais uma
consequéncia do tempo do que do conteiido de dgua do qual resultam dan_ps. Ha
também uma cxplicagio alternativa para o efeito da taxa de secagem na
viabilidade: ¢ possivel que sob condigdes de rapida secagem, os tecidos do eixo
embriondrio sequem desuniformemente e os tecidos essenciais para germinagdo
(meristemas) mantenham-se com maior conteido de dgua. Certamente, em
sementes inteiras hi uma desuniforme secagem dos eixos e tecidos de
armazenamento (Pammenter et al., 1998; Tompsett e Pritchard, 1998) ¢ a

posibilidade de secagem desuniforme dentro de um orgéo ndo ocorreria.
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Medidas independentes da atividade metabdlica e da distribuigdo da agua dentro
dos tecidos durante a secagem sdio necessdrias para resolver estas explicagdes
conflitantes do efeito da taxa de secagem.

A taxa de secagem também influencia a resposta & desidrata¢dio de
sementes ortodoxas em desenvolvimento (Bewley e Black, 1994; Harada, 1997)

€ a tolerdncia a dessecagdo de tecidos vegetativos (Oliver e Bewley, 1997). Em

N

/\ ambos os casos, uma melhor sobrevivéncia a desidratacio com secagem lenta é
observada, presumivelmente devido ao tempo suficiente que é concedido para a

g.“( 02| indugdo e operagio dos mecanismos de protegéio. Em algumas briéfitas o efeito
FIASY
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~

da taxa de secagem afeta mais o tempo de recuperagio do que o contetido de

(égua tolerado; material rapidamente seco se recupera mais lentamente na

reidratagdo. Foi sugerido que a secagem rapida impede os processos de

} \ recuperacdo e € necessario mais tempo para os reparos na reidratagdo (Oliver e
?M*u | Bewley, 1997). As diferentes respostas para a taxa de secagem das sementes
:J {J o7 recalcitrantes ¢ sementes ortodoxas em desenvolvimento enfatizam a diferenca
fundamental destes tecidos. -

Ha um interessante aspecto das respostas das sementes recalcitrantes a
desidratagdo que ¢ provavelmente mais freqiientemente observado do que
registrado, e este € o efeito da secagem por curto periodo. Na secagem de
sementes imaturas de Litchi chinensis houve um aumento inicial de vigor antes
de o dano ter sido evidente (Fu et al., 1994). Secagem parcial, seguida por
tratamento a frio, em sementes maduras de Aesculus hippocastanum aumentou a
velocidade de germinagdo assim como a germinagdo total (Tompsett e Pritchard,
1998). Isto foi atribuido a continuagiio do processo de maturagéo, ¢ 0 mesmo
pode ser verdade para as sementes imaturas de L. chinensis. Um efeito
semelhante foi observado em sementes maduras de Ekebergia capensis
rapidamente secas (Pammenter et al., 1998); secagem leve (para conteido de

dgua maior do que aquele no qual o dano € aparente) aumenta a taxa de
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germinagdo embora o tempo de secagem envolvido (4-6h) ndo justifique o
envolvimento dos processos de maturagdo. A razio para essa resposta, €

desconhecida mas merece mais estudos.

2.3.4 Dano de membrana induzido por dessecacio

Estudos ultraestruturais de tecidos, apds dessecagio, tém revelado que
membranas celulares sio um dos principais locais de injirias. Dessecagdo
imposta a embrides de Phaseolus vulgaris em estadio imaturo de
desenvolvimento, intolerantes & dessecac¢do, induziu um colapso de membranas,
em contraste com células de embriGes tolerantes, onde as membranas
mantiveram sua integridade (Dasgupta, Bewley e Ueung, 1982). Em sementes
de milho, durante a germinagio, a dessecacdo foi associada com um irreversivel
colapso de membranas nucleares e plasmaticas, em radiculas sensiveis a
dessecagdo, enquanto aquelas radiculas tolerantes permaneceram intactas
(Crévecoeur, Deltour ¢ Bronchart, 1976; Sargent, Mandi e Osborne, 1981). Um
indicador precoce de dano induzido por dessecagio em mémbranas é a
lixiviagiio de varias solug¢Ses citoplasmaticas (ions, agiicares e proteinas) que
ocorrem na reidratagio de tecidos dessecados (Seneratna ¢ McKersie, 1983,
1986; Crowe et al., 1989). A taxa e extensdo de lixiviado plasmético esta
possivelmente relacionada com o grau de sensibilidade 4 dessecac¢dio (Seneratna
e McKersie, 1983, 1986). Experimentos sobre cinética de lixiviados refletem
uma parcial perda de semi-permeabilidade de fnembranas, sugerindo que injurias
de dessecagdio estdo associadas 3 disfungio de membranas (Seneratna e
McKersie, 1986). O efeito de dessecagdio sobre a organizacio fisica da dupla
camada lipidica foi investigado em diversos sistemas experimentais, incluindo
modelo de membranas isoladas de tecidos vivos (Crowe et al., 1986; Seneratna ¢
McKersie, 1986), ou preparadas com base em misturas de lipidios puros (Crowe
et al., 1988; McKersie, Hoekstra e Krieg, 1990).
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Em membranas biolégicas de células nio estressadas, a dupla camada
lipidica hidratada estd num estado liquido-cristalino & temperaturas fisiologicas
com significativo movimento rotacional e lateral das cadeias de icidos graxos
dos fosfolipideos dentro da dupla camada. A secagem causa alteragGes nas
propriedades fisicas dos fosfolipideos da membrana, como mostrado, por
exemplo, por alteragSes na temperatura de transigdo de fase dos lipideos (TM).
TM ¢ definida como a temperatura na qual os lipidios passam da fase gel lamelar
(LB) para a fase lamelar liquido-cristalina (La). E calculada considerando o
ponto médio de transicdo das fases, durante aquecimento por espectroscopia de
infravermelho (Hoekstra, Growe e Growe, 1990), ou como o inicio da transicdo
entre a fase liquido-cristalina e gel, sob congelamento, usando amplo &ngulo de
difragiio de raio X (Seneratna, McKersie e Stinson, 1984). A TM da camada
dupla, fosfolipidica, varia de acordo com um nimero de fatores, incluindo
composicio dos lipidios e graus de hidratagio. Por exemplo, a TM de
"dipalmitolphosphatidilcolina” (DPPC) ¢ 41°C, mas a desidratagio causa um
aumento da TM para 70°C ou mais, dependendo do conteiido final de dgua. Por
outro lado, membranas biologicas contém uma complexa mistura de lipidios e,
conseqlientemente, os fosfolipideos tém uma faixa extensa de TM, 30°C ou
mais. A secagem tem dois efeitos distintos sobre as propriedades das fases da
dupla camada da membrana em relacdo: uma direta, reversivel, e uma indireta,
irreversivel alteragio de TM. Em pélen de Typha latifolia, a desidratacdo
dumenta a TM, medida por espectroscopia de infravermelho de -9°C para 32°C,
em tecidos intactos; e de -6°C para 58°C, em membranas microssdmicas
isoladas (Hoekstra, Crowe e Crowe, 1991). Em geral, um lipidio hidratado, que
estd na fase liquido-cristalina, & temperatura fisiologica, estard na fase gel, a
mesma temperatura, se dgua for removida das cabegas polares dos fosfolipideos.
Essa transicio é completamente reversivel quando os fosfolipideos sao

reidratados, portanto esta é uma caracteristica fisica da membrana lipidica.
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Membranas lipidicas apresentam diferentes valores de TM conforme o grau de
insaturagéio de seus dcidos graxos. Durante a desidratagdo, pode-se esperar que
diferentes fosfolipideos passem para a fase gel, a diferentes niveis de hidratag@o.
Quando um tipo de lipidio de membrana passa para a fase gel em determinadas
condicdes de dessecagdo, ocorre uma descontinuidade no plano da membrana e
prevalece a fase gel. A formagdo de distintas fases gel dominantes ¢ a
consegiiente descontinuidade na estrutura da membrana lipidica sdo altamente
danosas tanto para as membranas como para as proteinas associadas a ela, ¢
contribuem para a perda geral de fungdes como: permeabilidade,
compartimentalizacdo e atividades de enzimas ligadas 4&s membranas.

AlteragGes indiretas e irreversiveis em TM sio observadas em fragdes de
membranas isoladas de eixos de sementes letalmente dessecadas (Seneratna,
mcKersie ¢ Stinson, 1984). O padrio de 4ngulo de difragdo de raio X de
membranas microssonais, isoladas de eixos de soja, indicaram uma TM de 7°C
para aqueles tolerantes a dessecagdo, e 9°C para eixos intolerantes (germinando
antes da dessecagiio). Embora ndo tenham sido observadas mudingas em TM,
apos a dessecacgdo de eixos tolerantes, em eixos intolerantes, dessecados, a TM
aumentou para 47°C. Evidéncias de alteragdes em propriedades fisicas de
membranas tém sido obtidas também por microviscosidade. Membranas
microssomais, isoladas de eixos de sementes de soja, sensiveis a dessecagdo,
durante a germinagdo, tiveram sua microviscosidade aumentada para 90%, apos
a dessecacdo letal (Seneratna, McKersie € Borochov, 1987). Em outras palavras,
a dessecagdo letal aumentou a viscosidade e alterou a TM de membranas de
tecidos sensiveis, provavelmente como conseqiiéncia de mudangas na
composigdo dos lipidios, que sdo irreversiveis a curto prazo, e detectadas em
membranas completamente hidratadas.
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2.3.5. Altera¢des na composic¢fio quimica de membranas

Em eixos de soja germinando, Senaratna, McKersie ¢ Stinson (1984);
Senaratna, McKersie e¢ Borochov (1987) reportaram diversas mudancas
importantes na composigio de fragio da membrana microssomal, apds
dessecagiio letal, incluindo um aumento de 10 vezes na relagdo acido graxo livre
por fosfolipideos (FFA:PL); um decréscimo de 4 vezes na_relagio de
fosfolipideos por esterdis (PL:esterois); e uma perda aleatéria de fosfolipideos.
Por outro lado, a razio de acidos graxos saturados em relagdo a acidos graxos
insaturados, a quantidade de esterois individuais e a propor¢do de fosfolipidios e
lysofosfati'dios ndo foram afetadas. Do mesmo modo, em radiculas de milho
germinando, aumentos relativos da quantidade de icidos graxos livres também
foram correlacionadas com injiirias por dessecagio (Leprince et al., 1992). Esses
dados sugerem fortemente que, durante a dessecagdo letal, ocorre uma de-
esterificagio de cadeias de acidos graxos do glicerol e da cabega polar, em
membranas fosfolipidicas, juntamente com a liberagio de produtos de
degradagio no meio (Senaratna, McKersie ¢ Borochov, 1987). Essas mudancas
nio ocorrem apds a dessecagdo de tecidos tolerantes.

Nestes sisternas tem sido possivel correlacionar de-esterificagdo com
modificagdes na composicio quimica e propriedades fisicas da membrana
(McKersie et al, 1988). Recentes estudos sobre membranas senescentes
indicaram que a presen¢a de lipidios neutros causaram a formagio de fase
lipidica gel dominante e aumentaram extremamente a temperatura de transico
em lipossomos preparados com base em fosfolipidios de membranas
microssomais (McKersie € Thompson, 1979). Usando 2 mesma metodologia de
lipossomo, Senaratna, McKersie e Borochov, (1987) demonstraram que um
aumento na TM, juntamente com um aumento da microviscosidade, poderiam
ser induzidos pela adi¢do de uma mistura de acido graxo livre insaturado na

camada dupla fosfolipidica. Ambos os pardmetros alcangaram valores similares
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aqueles da fragdio de membranas microssomais isoladas de eixos germinados
submetidos a dessecagdo, quando correspondentes quantidades de dcidos graxos
livres foram adicionadas. Portanto, os aumentos irreversiveis na TM e
viscosidade sdo conseqiiéncia da acumulagdo de acidos graxos livres na
camada dupla de lipidio, o que ocorre como um resultado de de-esterificagéo de
fosfolipidios.

Outra alteragdo significativa na composicio da membrana, € a
acumulagdo de lipidios peroxidizados, um indicador molecular de injiria de
membrana e degradacio de lipidios insaturados. Em radiculas de milho
dessecadas, a perda de tolerancia a dessecagdo, durante a germinacéo, foi
acompanhada por aumento de 8 vezes em MDA (malondialdeido), uma medida
de dano peroxidativo em cadeias de acil-lipidios (Leprince et al., 1990b). Na
restaura¢fio do suprimento de agua, a peroxidacgdo de lipidios foi aumentada em
material intolerante, resultando num aumento de 30 vezes em MDA (Leprince et
al,, 1990). Em contraste, radiculas tolerantes nfio acumularam perdxidos de
lipidios Sintomas semelhantes de injiria foram associados’ 3 perda de
viabilidade em embrides recalcitrantes dessecados de castanha, durante secagem
(Hendry et al., 1992).

Todas essas alteragies na composigdo quimica, as quais tém sido
correlacionadas com danos em membranas e prejudicado a retomada do
crescimento apds desidratagio, sdo provavelmente de origem comum. A
presenga de radicais livres altamente reativos, provavelmente oxigénio ativado, é
sugerida por diversas linhas de evidéncias. Alguns herbicidas como o paraquat
sdo toxico para plantas fotossintéticas gragas a sua propensdo em desviar
elétrons da fotossintese diretamente para o oxigénio e promover a produgdo de
oxigénio ativado (Halliwell, 1987, 1991). Sua aplicagdo em folhas de feijdo
induziu a formagdo de fase gel e foi ainda correlacionada com um aumento na

produc;ﬁd de ions superéxidos, em cloroplastos sob iluminagdo (Chia, McRae e
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Thompson, 1982). Evidéncia semelhante foi obtida apés tratamento com 0zdnio,
0 que promoveu ataque oxidativo sobre membranas "in vitro", desencadeando a
formagiio de fase gel dominante (Pauls e Thompson, 1981). Ataque oxidativo,
resultando em de-esterificagdo de fosfolipidios e alteragdes em propriedades
fisico-quimicas de membranas, foi produzido "in vitro", por exposigdo de
membranas microssomais (microssoma = uma pequena incluséo, consistindo de
ribossomos e fragmentos de reticulo endoplasmatico, no protoplasma da célula),
ao oxigénio ativado, gerado pela xanthina oxidase. Microssomas de eixos de
soja, que ainda apresentavam alguma tolerdncia & dessecagdo foram menos
susceptiveis ao dano de oxigénio ativado (Senaratna, McKersie e Stinson, 1985),
Senaratna. McKersie e Borochov (1987). Conclui-se, entdio, que alteragdes de
propricdades fisico-quimicas de membranas apos dessecagdo letal pode ser
conseqiiéncia de um ataque oxidativo por radicais livres. Sdio varias as
evidéncias do envolvimento direto de radicais livres na perda de viabilidade de
sementes. embora seja dificil a identificagdo e quantificagdo dos tipos de radicais
livres. Além disso, a agdio dos radicais livres diferem quantitativa e
qualitativamente entre tecidos vivos e mortos; € quanto mais tempo decorre da
morte da semente. mais dificil se torna a correlagfio entre a agio dos radicais
livres e a perda de viabilidade (Hendry, 1993). Usando técnica de EPR (electron
paramagnetic resonance), Buchavarov e Gantcheff (1984); Priestley et al.
(1985). verificaram o aumento de radicais livres durante a perda de viabilidade ¢
envelhecimento natural e acelerado, em virios tecidos de sementes, incluindo o
cotilédone e eixos de soja, bem como o endosperma e embriio de milho.
Contudo, Hepburn et al. (1986), ndo conseguiram correlacionar as concentragdes
de radicais livres em diferentes cultivares de Brassica e espécies de leguminosas
com viabilidade de sementes e vigor de plantulas. Recentemente, Hendry et al.
(1992) mostraram que radicais livres estdveis, detéctados por EPR, se

acumulam no eixo embriondrio de castanhas, Quercus robur (comportamento
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recalcitrante no armazenamento), correlacionando positivamente com perda de
umidade e viabilidade. Uma das duas espécies de radicais detectada foi
semelhante a um radical livre estivel, formado em musgos intolerantes a
dessecagdio (Seel et al., 1991). Em milho, uma resposta EPR semelhante aquela
de musgos e sementes de castanha foi obtida em radiculas germinando,
dessecadas. (Leprince et al., 1990). Contudo, a amplitude do sinal aumentou
dramaticamente, cinco vezes, com a mudanca de tolerantes para intolerantes.
Além disso, um aumento significativo nos radicais também ocorreu em tecidos
dessecados e intolerantes, apés 8 horas de reidratagdo (Leprince, 1992). A
identidade dos radicais livres em musgo dessecado e outros tecidos parece ser
uma quinona (dicetona aromatica, cristalina, amarela, com cheiro penetrante -
form.: C6H402 ) (Leprince, 1992; Hendry, 1993). O dano oxidativo de
membranas, refletido pela alta em MDA, de-esterificagio fosfolipidica e
acamulo de radicais livres, pode ser conseqiiéncia da formagiio de superdxidos
pela qual, provavelmente, o radical hidroxil € o responsavel direto. Diversos
estudos tém demonstrado a formagio de superéxido quando cloroplastos ou
membranas tilacoide isoladas apds estresse de dgua sdo expostos a iluminacéo.
Por exemplo, um aumento de superdxido foi detectado em cloroplasto de trigo
apds 5 dias de privagao de dgua, concomitantemente com um aumento de 2,3
vezes da quantidade de ferro, perda de clorofila e alta em lipidios peroxidizados
(Price, Atherton e Hendry, 1989; Price e Hendry, 1991). Em tecidos
fotossintetizantes de um musgo intolerante a dessecagdo, a resposta 2 EPR, apos
dessecaciio, juntamente com a perda de clorofila e alta de peroxidagéo de lipidio
foi largamente associada a irradiacdo de luz (Seel et al., 1991). Em vista desses
resultados, sugeriu-se uma correlagio entre taxa de produg@io de peréxido e
condicGes que influenciam a fotossintese, indicando um funcionamento
prejudicafio do sistema de transporte de elétrons do tilacoide, durante estresse,

causando desvio de elétrons para oxigénio molecular. Em tecidos de plantas ndo
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fotossintéticas, peréxido de hidrogénio e superéxido sdo produzidos pela
mitocondria e microssomas isoladas. Concentra¢des de tais radicais aumentam
durante a germinagdo de sementes de soja, associadas a um aumento da taxa de
respiragio (Puntarulo et al., 1991; Simontacchi e Puntarulo, 1992), mas a
evidéncia direta da formagfio de peréxido induzido pela dessecagdo, relacionada
& perda de tolerdncia 4 dessecagdio, ainda ndo existe. Em sementes de milho,
germinando, Leprince et al. (1992), mostraram uma correlagio negativa entre a
taxa de respiragdo e tolerdncia & dessecacéio ¢ uma correlagiio positiva entre a
respiragdo e o aciimulo de um radical livre estivel. Eles sugeriram que o
desenvolvimento da respiragio na mitocondria poderia contribuir para a perda de
tolerdncia & dessecacdo. A desseca¢dio de mitocOndria, respirando ativamente,
pode desviar o transporte de elétrons da cadeia respiratéria para iniciar danos
peroxidativos nas membranas. Em radiculas secas de milho, intolerantes a
dessecagiio, o prejuizo no transporte de elétrons mitocondrial foi significativo na
desidrogenase NAD(P)H do complexo "I" e na oxidase do citocromo "¢
(complexo 1:V) (Leprince, 1992) e a capacidade de respiragdofoi totalmente
perdida, contrastando, acentuadamente, com material tolerante & dessecagio, no
qual a entrada de oxigénio foi reativada na reidratagao. A relevincia da
respiragiio sobre a sensibilidade a dessecagdo durante maturagdo de sementes
ortodoxas e recalcitrantes ndo foi avaliada. Ela &, todavia, digna de nota ji que
Rogerson e Matthews (1977), mostraram que, em sementes de ervilha de
jardim, em desenvolvimento, a aquisicio de tolerincia & dessecagdio foi
acompanhada por uma queda na taxa de respiragdo coincidente com a secagem
na matura¢do, enquanto a respiragio foi mantida completamente no
desenvolvimento de sementes recalcitrantes de Avicennia marina (Farrant,
Pammenter ¢ Berjak, 1992). Portanto, altas taxas de respira¢édo podem ser um

fator adicional, associado a sensibilidade & dessecagdo.
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Além das alteragdes em membranas lipidicas, mudangas qualitativas e
quantitativas em proteinas associadas as membranas tém sido relacionadas a
injurias induzidas por desseca¢do, embora os dados sejam escassos. Apés
dessecacdo, foi observado um decréscimo no contetdo de proteinas das fragoes
subcelulares ¢ microssomais, de eixos sensiveis de soja (Senaratna, McKersie e
Borochov, 1987). Além disso, mudangas qualitativas detectadas com o uso de
um tiol especifico, prova fluorescente, indicaram que a dessecagéo letal resultou
em uma perda de grupos tiol de proteinas da membrana de fragSes macrossomais
(Leprince, Hendry e McKersie, 1993).

Concluindo, pode-se propor que injirias de membranas, por dessecagio,
sio mediadas por um ataque oxidativo, que promove de-esterificagdo
fosfolipidica e/ou peroxida¢io de lipidios. Prejuizos na respiragdo podem agir
como uma fonte importante de oxigénio ativado. Severos ataques oxidativos
poderiam resultar em perda de organizagio da membrana, com conseqiiente
perda de compartimentalizacdo celular. Portanto, deduz-se que tolerdncia a
dessecaciio requer reduzida produgdo de radicais livres (baixa taxa de
metabolismo), e também um acimulo de removedores de radicais livres

(scavengers) (Leprince, Hendry e McKersie, 1993).

2.3.6. Mecanismos de prote¢io
a) protegiio por defesa antioxidante

- Virios processos antioxidantes ocorrem em sementes ortodoxas e
tecidos vegetativos tolerantes a desseca¢do (Hendry, 1993; Leprince, Hendry e
McKersie, 1993; Oliver ¢ Bewley, 1997). O papel dos processos antioxidantes
na limitagdo de danos durante a secagem foi revisado por McKersie (1991) e
Smirnoff (1993), Vertucci e Farrant (1995), os quais sugeriram, que €
particularmente na variagdo de conteiido de dgua, correspondendo a potenciais

hidricos de -11 a —3 MPa (dgua tipo 3), que os eventos metabolicos
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desordenados resultam na geragdo das primeiras ondas de radicais livres, embora
o limite superior seja maior. Desta forma, ¢ durante os estadios iniciais da fase
de secagem, durante a maturagdo, que os sistemas de limpeza teriam maxima
eficiéncia, sementes ortodoxas, embora parega haver poucos estudos diretamente
relacionados a esta questdo (ver, por exemplo Arrigoni et al., 1992). Em tecidos
vegetativos, a temogio de produtos citotéxicos, resultantes dos eventos
oxidativos, é considerada de principal importincia para sobrevivéncia ao
estresse hidrico. Em tecidos tolerantes, os genes que codificam os sistemas
enzimiticos tornam-se ativados na presenca desses citotoxicos. (Ingram e
Bartels, 1996). Na planta de ressurreigio Craterostigma plantagineum, um
inibidor da lipoxigenase (a sua atividade resulta na formac#o de hidroperéxido
de lipidios) acumula-se nas folhas durante a dessecagdo (Bianchi et al., 1992), ¢
em C. wilmsii e Xerophyta viscosa, a atividade da peroxidase ascorbato aumenta
durante a desidratagio ¢ a da SOD e glutianona redutase aumenta durante a
reidratagdo (Sherwin e Farrant, 1998).

O dano metabélico induzido, associado com a desidratagdo-de sementes
recalcitrantes, foi pesquisado por Céme e Cerbineau (1996). A geragéo de
radicais livres como uma conseqiiéncia do metabolismo desorganizado,
subsequente a um espectro de lesGes letais, pode ser um dos principais fatores de
injarias, durante a desidratagdo relativamente lenta de sementes recalcitrantes,
(Coéme e Corbineau, 1996). As sementes recalcitrantes (ou seus embriGes)
parecem possuir mecanismos antioxidantes (Hendry et al., 1992; Finch-Savage
et al., 1993; Finch-Savage, Hendry e Atherton, 1994). No entanto, esses
mecanismos protetores podem tornar-se prejudicados sob condigSes de estresse
hidrico (Smith e Berjak, 1995); certamente eles sao inefetivos em termos de
protegdio contra danos de dessecagdo. Durante a desidrata¢éo dos eixos, da
espécie temperada recalcitrante Quercus robur, um rapido acimulo de radicais

livres foi écompanhado pela diminuigio da atividade das enzimas antioxidantes

38



¢ de um declinio no conteido de a-tocoferol (Hendry et al., 1992; Finch-Savage
et al., 1993). O acimulo de radical livre estavel tem também acompanhado a
desidratagiio nos eixos desta espécie, assim como de Castanea sativa e Aesculus
hippocastanum, ambas sdo espécies temperadas que produzem sementes
recalcitrantes (Finch-Savage, Hendry e Atherton, 1994). A geragdo de um anion
superéxido (um radical livre) acompanhando danos na membrana, foi registrada
para a espécie altamente recalcitrante Shorea robusta (Chaitanya e Naithani,
1994). Para as sementes da graminea aquética Zizania palustris, a formacdo de
hidroperéxido acompanhou a desidratagdo, em todas as temperaturas testadas,
embora maiores producdes, tenham sido registradas em 37 °C do que a 25 Ceo
teste de tetrazélio tenha indicado que a viabilidade foi severamente afetada pela
perda de agua em alta temperatura (Ntuli et al, 1997). Por outro lado, em
sementes de Ginko biloba, nem a desidratagio rapida e nem a lenta afetaram a
atividade da ascorbato peroxidase ou o conteiido de dcido ascrbico, embora
outros sistemas antioxidantes ndo tenham sido investigados.

As evidéncias apresentadas acima para algumas espécies, as quais
apresentam diferentes graus de comportamento recalcitrante, ddo suporte ao
ponto de vista de que os radicais livres sdo gerados durante a desidratacdo € que
os sistemas antioxidantes tornam-se altamente inefetivos nessas condigdes.
Assim, a incapécidade de os tecidos das sementes sensiveis a dessecagdo
efetuarem adequada protegdo contra a destruigio dos eventos oxidativos,
conseqiiente do metabolismo desorganizado durante a desidratagdo, pode ser
considerada como uma das principais causas da sensibilidade & dessecagdo
(Leprince, Hendry e McKersie, 1993).

b) proteciio por agiicares

Em relagiio a alguns dos sintomas de injiria induzida por dessecagdo,
muitas pesquisas evidenciam que a tolerincia & dessecagdo estd também

E/ relacionada a protegdio por aglicares que promovem a estabilizagdo de lipidios ¢

|
L
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proteinas e contribuem para a formagéo de vidros. Os estudos relativos a funcdo
dos agiicares na tolerdncia a dessecagdo, resultaram de pesquisas anteriores, em
Artemia. Foi verificado que a sobrevivéncia de cistos de Artemia estava
associada a sintese de trehalose durante a dessecagdo, € a degradagdo deste
agiicar durante a reidratagio (Madin e Crowe, 1975). Trehalose é um
dissacarideo nido-reduzido de glicose, que constitui mais de 20% do peso seco de
cistos de Artemia. Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de conhecer os
efeitos da dessecagiio sobre modelos de membranas e a fungdo protetora de
diferentes agiicares. Com este propésito, foram empregados diferentes tipos de
modelos de membrana, incluindo vesiculas de reticulos sarcoplasmaticos
transportadores de Ca, e lisosomos (Crowe et al., 1988). A trehalose pode
prevenir danos & membrana-modelo, uma vez que, quando presente, a fase de
transigio verificada durante a desidratagio ocorreu em menor temperatura de
transiciio (Tm) da fase lipidio.

Algumas pesquisas (Crowe et al., 1987, 1988; Hoekstra, Crowe e
Crowe, 1990), tém confirmado que dissacarideos interagem com lipidios por
meio de ligagdes de hidrogénio do grupo -OH com os grupos polares da cabega
dos fosfolipidios.

Quando o DPPC (“dipalmitophosphatidilcolina™) € submetido ao
espectro infra vermelho, a regidio de suas cabegas polares apresentam
significativas alteragSes, em fun¢do do grau de hidratagiio do fosfolipideo. A
freqiiéncia vibracional, correspondente a drea assimétrica do fosfato € cerca de
1.260 cm™em DPPC seco. Adigoes de dgua decrescem a frequéncia vibracional
desta banda para 1.230 cm™, devido a ligagdo do hidrogénio do fosfato com
moléculas de 4gua. Quando o DPPC é seco na presenga de trehalose, essa banda
é estendida, porém mantém-se em torno de 1.230 - 1.240 cm’ (Crowe et al.,
1988). Em razio das mudancas na vibragio do fosfato na presenca de DPPC.
alteragﬁeé nas bandas correspondentes aos grupos -OH de trehalose (entre
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1.400 e 1.300 cm™) foram registradas em um ponto onde foi dificil detecti-las
(Crowe, Crowe ¢ Chapman, 1984). LigacSes de Hidrogénio entre o grupo -OH
da trehalose e a cabega do grupo fosfato dos fosfolipidios, poderiam explicar
essas observagbes.

O recente uso de carboidratos derivativos, que s#o ancorados
parcialmente dentro da bicamada de lipidios e parcialmente fora, envolvendo a
matriz, permite uma maior precisdo na avaliagio da associagdo de carboidratos
com a bicamada. Usando derivativos que consistem de residuos de maltosil
ligados covalentemente para TEC (Trietoxcolesterol), Goodrich et al. (1991)
estudaram alteragGes nas propriedades fisicas de lipidios em DPPC seco, na
presenca de TEC e maltosil-TEC. A adigio de maltosil-TEC estabilizou a
bicamada de DPPC/TEC de forma similar & trehalose, reforgando o mecanismo
proposto da intera¢ao entre trehalose e a bicamada de lipidio.

Stranss ¢ Hauser (1986), mediram a estabilizagio de fosfatidil de
lipossomos-congelados-secos por uma mistura de sacarose € Eu®* (Eurépio, PA.
151,96), um cétion conhecido por formar uma ponte ionica especifica com o
fosfato dos fosfolipidios. Quando foram adicionados mais de SmM de ions Eu*
na preparagcio, a estabilizagdo dos lipossomos por sacarose decresceu, sugerindo
competicdo entre sacarose € Eu*. Estes autores concluiram que a sacarose
provavelmente atuava ligada e inserida entre os sitios de fosfato.

Usando modelos de técnicas computadorizadas, Gaber, Chandrasekhar e
Pattabiraman, (1986), tiveram sucesso mostrando modelos precisos de interagdio
lipidio-agicar, os quais levaram em conta os dados descritos acima ¢ a dindmica
conformacional ¢ molecular. O melthor modelo descreve uma ponte constituida
de trés ligagdes hidrogénio entre trés grupos -OH de uma molécula de trehalose
com dois oxigénios do fosfato ndo esterificado de uma molécula fosfolipidica e

um oxigénio de uma segunda molécula de fosfolipidio adjacente.
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A trealose nio ¢ detectada em sementes (Kuo, Vanmiddlesworth e Wolf,
1988; Koster € Leopold, 1988, Leprince, Bronchart e Deltour, 1990). Todavia,
outros agucares soliiveis, como sacarose, glicose e oligosacarideos, estdo
presente em altas quantidades ¢ podem assumir a mesma fungdo protetora de
membranas, como a descrita para trehalose (Crowe et al, 1988). Existem

consideraveis variagdes entre agiicares, em suas capacidades para atuarem cOmo

| agentes protetores. A trehalose é considerada o melhor agente protetor, seguida

por um grupo de dissacarideos que inclui maltose, sacarose, lactose, rafinose,
. além de monossacarideos. Porém, inositol é considerado um agente pouco
efetivo (Crowe et al., 1987). Diversas publica¢3es, com conclusdes semelhantes,
enfatizam que o efeito da estabilizagdo relativa dos agucares provavelmente
varia com a composi¢do dos lipideos das membranas (Crowe, Crowe ¢
Chapman, 1985; Hoekstra, Crowe e Crowe, 1990).

Os efeitos protetores de aglicares, durante dessecagdo, também incluem
estabilizagio de proteinas. Por exemplo, a atividade de trés enzimas
! (glicoamilase, celulase € glicose oxidase), que contém residuos de carboidratos
estabilizando suas estruturas terciarias, nao foi afetada por desidratagdo
(Darbyshire, 1974). Quando 70% dos carboidratos foram removidos por
oxidagdio peroxidativa, a subsequente desidratagdo causou 2 perda de 80% da
atividade das enzimas, o que ndo aconteceu quando as enzimas oxidadas foram
desidratadas na presenca de Dextran T500, sugerindo uma protecdo por
catboidratos, contra desidratagdo.

Mais recentemente, um amplo estudo foi desenvolvido para caracterizar
a interaggio proteina-agicar em tecidos d&sidratados (Carpenter, Crowe ¢ Crowe,
1987 e Carpenter, Crowe ¢ Arakawa, 1990). Usando fosfofrutoquinase (PFK),
uma enzima extremamente labil quando congelada seca, Carpenter, Crowe €
Crowe (1987), conseguiram sua estabilizagio usando alguns aglcares e cations

bivalentw; até 500 mM. Os dissacaridios sacarose, maltose e trehalose, foram
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agentes muito efetivos para estabilizagdo, mesmo sem Zn”". Todavia, os
monossacaridios galactose e glicose, somente foram efetivos na presenca de 100
- 200 mM de Zn*": Notou-se também que agiicares crioprotetores como glicerol
inositol, prolina e glicina ndo ofereceram protegdo durante o congelamento seco,
sozinhos ou com Zn?* (Carpenter, Crowe ¢ Crowe, 1987). Usando
espectrometria  infra-vermelha, Carpenter, Crowe e Arakawa, (1990),
observaram que a trehalose substitui moléculas de égua por ligacGes de
hidrogénio com grupos polares da proteina seca. Além disso, um processo
cadtico de formagdo de ligagBes de hidrogénio dentro da proteina seca foi
removido, prevenindo assim, desestruturaces e agregagGes durante a
reidrataggo.

Diversos resultados de pesquisas correlacionam a aquisigéo ou perda de
tolerincia a dessecagio com agiicares soliiveis durante a maturagdo de sementes
de mostarda (Fischer et al, 1988), milho (Chen, 1990) e soja (Blackman,
Obendorf ¢ Leopold, 1992) e durante a germinagdo de ervilha, soja e mitho
(Koster e Leopold, 1988), e Brdssica campresiris (Leprince, 1992; Leprince et
al., 1992). De acordodo com estes dados, os tecidos tolerantes sdo caracterizados

por apresentarem alta quantidade de sacarose e oligossacarideos (estaquiose ou

' rafinose (Kuo, Vanmiddlesworth e Wolf, 1998), e por auséncia ou pelo menos

! muito baixas quantidades de monossacarideos redutores, como a galactose,

manose, glucose e frutose. Ao contrério, os tecidos intolerantes & dessecagdo sdo
géralmente dotados de altas concentragdes de monossacarideos e baixas
concentragdes de dissacarideos € sacarideos maiores. As sementes de um
mutante de Arabidépsis deficiente em ABA, tém pouca capacidade de ganhar
tolerincia a dessecagdio durante a maturagio; um suprimento de 3% de sacarose
e 10 - 100 uM de ABA, em embrides jovens, colhidos 12 dias apds a
polinizacio, foram suficientes para desenvolver tolerdncia. Entretanto, a

combinagio de ABA e glicose foi menos eficiente (Meurs et al., 1992). Da
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mesma forma, através destas correlagdes em embries zigéticos, Anandarajah e
McKersie (1990), demostraram que os embrides somdticos de alfafa ganharam
tolerancia a dessecacgdio, quando incubados na presenga de altas concentragdes
. de sacarose. Esses resultados confirmam os dados biofisicos dos modelos
experimentais, sugerindo que agiicares conferem tolerdncia & dessecagdo,
basicamente em funcio de que, quando em condices secas, substituem a agua.
Entretanto, diversas linhas de evidéncias sugerem que o papel dos agicares pode
nao ser atribuido a um modelo unificado de protegdo, aplicivel a todo tipo de
sementes.

Pela alta concentrag@io e habilidade para induzir tolerancia in vitro, a
sacarose era tida como o maior agente protetor. Em sementes imaturas de soja,
durante um tratamento de secagem lenta, in vitro, que induziu tolerdncia a
dessecacdo, foi encontrado um aumento na concentragdo de estaquiose e
rafinose, e um decréscimo na concentragdo de sacarose (Blackmam, Obendorf ¢
Leopold, 1992). Neste sistema, a sacarose ndo foi o fator limitante da toleréncia
4 dessecagdo. Assim, parece que a presenca de oligossacarideos podem
suplementar a sacarose ma sua funcéo de conferir protegdo contra danos
induzidos por dessecagéo.

Em contraste, com as predices obtidas por meio de membranas-

modelo, a glicose parece ndo ser um protetor de membranas eficiente. Trés
teonas sugerem esta discrepéncia:
) 1- De acordo com Koster e Leopold (1988), a glicose participaria, in
vivo, na reagdo de Maillard, induzindo a inativagiio de proteinas e danos no
DNA. A reagdio de Maillard, também conhecida como a reacéio caramelizagio
em Ciéncia de Alimentos, é uma glicolizagio cadtica € complexa entre grupos
amino e carbonil.

9 - Monossacarideos sio agentes pouco eficientes para promover a

formag@io de vidro. Koster (1991), demonstrou que a formagdo de vidro foi



deﬁendente de especificas combinagdes de agicares. Uma mistura de aglicares,
semelhante a encontrada em eixos de soja tolerantes & dessecagdo (isto é: 85:15,
rafinose:sacarose), entra num estado vitrificado, 4 temperatura ambiente, durante
a dessecagdio, enquanto que uma mistura semelhante aquela encontrada em eixos
intolerantes a dessecagdo (75;25 glicose:sacarose), somente forma vidro abaixo
de 0°C. Em sementes recalcitantes de castanha, os aglicares de reserva séo
caracterizados pela grande quantidade do monossacarideo manose, que € ausente
em sementes ortodoxas (Brunni e Leopold, 1992). Contudo, estes autores nio
puderam detectar nenhum sinal indicativo da transigdo para vidro, pela técnica
da despolarizacao, simulada termicamente, em contetido de agua abaixo de 20%,
sugerindo a auséncia de domindncia de vidro em sementes recalcitrantes de
castanha. & temperatura ambiente.

3 - Leprince et al. (1992) encontraram uma correlagéo singificativa entre
o aumento da taxa de respiragio € o aumento da concentragdo de
monossacarideos. em radiculas de milho germinando, sugerindo que a segunda
poderia regular a primeira. Esta correlagio deve ter alguma significincia na
perda de tolerincia a dessecagdo, porque os prejuizos  tolerdncia, causados pela
respiracio. podem ser devidos  lixiviag@o de elétrons da cadeia respiratoria, o
que iniciaria um dano peroxidativo letal (Leprince, 1992).

Em sementes de café, entre os mono e oligossacarideos, o agucar
encontrado cm maior quantidade no grio verde de café é a sacarose e seu teor
pode variar de 1.9 a 10% na matéria seca, sendo considerado como agucar ndo
redutor no calculo final (Lockhart, 1957; Feldman, Ryder ¢ Kung, 1969 e
Navellier. 1970). Os monossacarideos livres mais encontrados sio a glicose e a
frutose, sendo que, na maioria dos trabalhos publicados, sdo calculados como
acicares redutores e variam de 0 a 5%, segundo Lockhart (1957) e Leite (1991).
Os agiicares totais do grio de café situam-se em torno de 8%, segundo Navellier

(1970) e na faixa de 5 a 10% segundo Prete (1992). O teor de agucar pode estar
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diretamente relacionado com condi¢des climéticas das regides onde € produzido
o café (Chagas, Carvalho e Costa, 1996).

Concluindo, uma quantidade substancial de evidéncias apoiam a viso
de que agiicares soliveis agindo como “substitutos de édgua” podem
desempenhar um papel-chave na tolerdncia 4 dessecagdo em sementes, por
proteger as membranas na fase de transicio de lipideos, induzida pela
dessecagdo, ¢ também proteger as proteinas, e/ou por formar vidro a
temperaturas fisiologicas. Todavia, diversos autores relatam uma alta
concentragio de sacarose e oligossacarideos, durante o desenvolvimento de
sementes recalcitrantes (Farrant, Pammenter e Berjak, 1993), sugerindo que a
capacidade de tolerar desidratagio niio é somente por causa da presenga
daqueles sacarideos. Entretanto, os efeitos protetores dos agiicares, in vivo, sdo,
provavelmente, mais complexos que os observados nestes modelos de sistemas

(Leprince, Hendry e McKersie, 1993).

2.3.7. Protegiio do citoplasma em células de sementes -

Até agora, foi discutido o papel desempenhado pelos agicares na
protesio de membranas celulares e proteinas, bem como da presenca de agua
ndo-congelavel em relagdo a tolerdncia & dessecagdo. Entretanto, um mecanismo
de protegdio niio pode ser centrado somente em membranas e proteinas. O
citoplasma deve também ser protegido. De fato, como citado por Leopold
(1990), a dessecagdio extrema do citoplama poderia resultar na cristalizacdo de
proteinas e solutos, que indubitavelmente poderia induzir severas injirias as
células. A este respeito, Burke (1986), sugeriu uma hipétese atrativa e relevante
para protegio do citoplasma: vitrificagio ou formagdo de vidro dentro do
citoplasma, isto é, a criagdo de uma solugio liquida, com propriedades de
viscosidade de um sélido, que ndo forma cristais mesmo em temperaturas muito

baixas e com estabilidade em uma larga faixa de temperatura (Koster, 1991).



Os beneficios da vitrificagdo, para uma célula enfrentar a dessecagéo,
sdo virios. Pela alta viscosidade, a difusdo molecular ¢ impedida, entdo, as
reagdes quimicas sdo fortemente diminuidas, ou impedidas. Consequentemente,
os processos degradativos sdo prevenidos, e a quiescéncia e dorméncia sdo
confirmadas. A fase vidro ocupa o espaco, previne o colapso celular apés a
dessecacdo (Burke, 1986), pode reter solutos caéticos, prevenindo entio sua alta
concentracio, pode evitar alteragSes no poder i6nico ou pH, e pode prevenir a
cristaliza¢do dos solutos do citoplasma (Leopold, 1990). Como o vidro ndo tem
transigio térmica abaixo da TG, o citoplasma vitrificado tolera temperaturas
extremas (- 200 a + 900°C) e previne o congelamento da dgua (Burke, 1986). O
vidro pode permitir a ocorréncia de banco de Hidrogénio na interface entre o
vidro e os sitios de ligages fortes dos componentes da célula (Koster, 1991), e
pode reversivelmente, fundir-se na fase liquida, apds a adicdo de agua, sem
causar injiria celular (Brunni e Leopold, 1991).

Existem evidéncias de que no citoplasma de sementes ortodoxas secas
existe o estado vitrificado. Usando DSC (differential scaning catorimetry) em
embrides de milho, Williams e Leopold (1989), produziram termogramas DSC
de material desengordurado, numa faixa de umidade sugestiva de que em
temperaturas fisioldgicas os embrides com umidade menor que 20% estavam no
estado vitreo. Isto foi também confirmado por Brunni e Leopold (1991), usando
técnicas EPR (electron paramagnetic resonance). Além disso, eles mostraram
que o citoplasma de eixos intolerantes ou mortos por calor, ndo estavam

vitrificados, mas compostos de agua congelavel, ja que seu TG (Temperatura de

mudanga de fase para vidro) era quase 0°c, independente do teor de 4gua. Essas
informa¢des também sustentam o envolvimento da &dgua limitrofe ndo
congeldvel na tolerincia a dessecago. ' '

Agucares sio acumulados acima de 20% em organismos anidrobiéticos

(sementes, pdlen, nematédides, leveduras), e s3o suspeitos de serem solutos que
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promovem a vitrificagio do citoplasma, em temperatura ambiente. Williams e
Leopold (1989), relataram que os resultados relativos 4 vitrificagio em embrides
de milho apresentava tendéncia idéntica aos dados térmicos para sacarose
sozinha. Exames de termogramas de solu¢des de aglicares em proporgGes
equivalentes aquelas de células tolerantes i dessecagdo indicaram que a
formacdo de vidro foi possivel em temperatura ambiente (Koster, 1991),
suportando a hipétese de que a formagdo de citoplasma vitreo € especifica em
tecidos tolerantes & dessecagiio e que agiicares desempenham um importante
papel em sua formagdo.

Foi feita recentemente uma comparacdo sistematica da organizacdo
subcelular e da atividade metabélica, durante o desenvolvimento das sementes
de trés espécies que alcangam diferentes niveis de tolerdncia & dessecagdo:
Avicennia marina, uma espécie tropical altamente recalcitrante, Aesculus
hippocastanum. espécie temperada moderadamente recalcitrante e Phaseolus
vulgaris de sementes ortodoxas (Farrant, et al., 1997).

A repido distal do hipocétilo de A. marina, onde os primordios
meristematicos da raiz estiio situados, sofreram danos letais com conteidos de
agua inferiores a 0.5 g.g" com base na massa seca (33% com base em massa
fresca (wmb)). Durante o desenvolvimento destas sementes, o volume vacuolar
aumentou uniformemente até ocupar quase 60% e 90% do volume celular do
eixo e cotiledones, respectivamente (Farrant et al., 1997). Em adigéo, nenhuma
reserva insolivel foi acumulada nos vaciolos dos tecidos, sendo essas reservas
apenas agucares soliveis (Farrant, Pammenter e Berjak, 1992b). Eixos maduros
de A. hipposcatanum podem ser desidratados para conteiidos de agua variando
de 0.42-0.25 g.g"' (30-20%, wmb). Durante o desenvolvimento, os vaciiolos
ocuparam uma pequena proporgio do volume intracelular, constituindo uma
fragio muito pequena nas células do eixo, na maturidade. Em sementes

ortodoxas de P. vulgaris, antes da secagem na maturagdo, os embribes
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tolerariam contetidos de dgua como 0.08 g.g”" (9% wmb). O volume vacuolar foi
reduzido para uma proporgao insignificante nas células do eixo, quando as
sementes atingiram a maturidade, € dentro das células cotiledonares, os vaciolos
restantes tornaram-se cheios de um material amorfo, que ¢ presumivelmente
uma proteina insolivel (Farrant et al., 1997). Para estas trés espécies, 0 volume
vacuolar nas sementes maduras foi diretamente correlacionado ¢, 0 ac_:ﬁmulo de
reservas insoliveis, inversamente correlacionado com o grau de sensibilidade a

dessecagio, de acordo com as sugestdes de Iljin (1957).

2.3.8. Expressiio génica em relagiio 2 tolerincia i dessecacfio

Apbs os avangos em biologia molecular, tem havido, durante os ultimos
anos, uma explosio de estudos sobre a expressio génica e a regulagio em
resposta a severa restricdo hidrica, durante a maturagdo da semente. Alteragdes
em proteinas e padrdo de mRNA, durante 0s fltimos estadios da maturagdo € 0
inicio da tolerdncia a dessecagdo, tém sido pesquisados em diversas espécies de
sementes, por exemplo, embrides de cevada (Bartels, Singh e Salamine, 1988),
embrides de milho (Bochicchio et al., 1988) e sementes de soja (Blackman et al,
1991). Diversos grupos de pequenos polipeptideos tém sido correlacionados
temporariamente, com a transicdo de intolerdncia para tolerincia. Tratamentos
exégenos com ABA, que regulam a aquisicdo de tolerdncia a dessecagao,
snmularam o aparecimento destas proteinas em embrides cultivados “in vitro”.
i A dessecagiio de sementes em desenvolvimento ¢é caracterizada pela
acumula¢io de um grupo particular de mRNA’s ¢ proteinas relacionadas
(chamadas “Late Embryogenis Abundant”). LEA mRNA’s aparecem em
tecidos embrionarios, no comego da dessecagdo e tornam-se as mais prevalentes
espécies de mRNA, no estado seco, declinando progressivamente varias horas
ap6s a embebicdo da semente (Baker, Steele e Durs, 1988; Goldberg, Barker e
Perez-Gmh, 1989; Skriver ¢ Mundy, 1990; Galau, Hughes e Dure, 1991;
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Roberton e Chandler, 1992). A regulagio dos genes LEA parece ser
principalmente transcricional, em que o ABA desempenha um importante papel
(Baker, Steele ¢ Durs, 1988; Williamson e Quatrano, 1988; Roberton e
Chandler, 1992), embora em alguns casos, a regulagio pds-transcricional seja
relatada (Williamson e Quatrano, 1988). Algumas LEA proteinas podem ser
induzidas por uma dessecacdo prematura ou por tratamentos que afetam o
conteido de dgua da célula (Mundy e Chua, 1988; Bostock e Quatrano, 1992).
Elas sdo largamente distribuidas em sementes de plantas superiores; diversos
grupos de genes produtores de LEA tém sido detectados e caracterizados num
grande nimero de espécies de sementes, incluindo cevada, cenoura, algodio,
milho, ervilha, arroz, girassol, tomate e trigo (Dure et al., 1989; Skriver e
Mundy, 1990; Lane, 1991; Almoguera e Jordano, 1992; Roberton ¢ Chandler,
1992). Elas tém sido classificadas em trés diferentes grupos, de acordo com a
seqiiéncia protéica apresentada. O Grupo I inclui o gen Em (trigo), o grupo II, o
RAB e genes desidratantes, e grupo IIl vérios genes tais como: DC3 e DC8
(cenoura); gene pHVal (cevada) e MLG3(milho) (Dure eta al.,1989; Robertson e
Chandler, 1992; Thomann et al., 1992). A presenca de blocos de segiiéncia
altamente conservados sugerem que as LEA proteinas desempenham um papel
fundamental durante o processo de desidrata¢iio/hidratagéio em sementes (Galau,
Hughes e Dure, 1986; Baker, Steele e Durs, 1988).

Uma ligag#@o similar entre estresse por dessecagéio e aparecimento de
mRNA e proteinas especificas também foi relatada por Bartels et al., (1990) e
Piatkowski et al., (1990), em plantas de ressurreigio (Craterostigma
plantagineum). Virias familias de genes parecem ser rapidamente ativadas em
folhas de calus indiferenciados de Craterostigma plantagineum, apos
dessecagdo, tratamento com ABA ou estresse osmético. Algumas das proteinas
vindas do cDNA isolado de folhas secas mostraram seqiiéncias homélogas a
algumas das LEAs proteinas de sementes de algodéo (Piatkowski et al., 1990).
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Além do fato de que genes indutores de dessecagdo parecem ser ativados
rapidamente por ABA exdgeno, um aspecto notivel € que o produto génico tem
propriedades estruturais e funcionais semelhantes. Suas caracterizagGes por
analise de seqiiéncia e predi¢do estrutural (Baker, Steele e Durs, 1988; Dure et
al., 1989; Piatkowski et al, 1990; Lane, 1991), indicam que eles sdo ricos em
glicina e outros aminoécidos hidrofilicos e tém poucos residuos -hidrofébicos.
Essas proteinas sdo, dessa forma, facilmente soliiveis em agua, com alto nivel de
hidratagdo e provavelmente, localizadas exclusivamente na fragdo citosol. Elas

geralmente sdo formadas por segmentos aleatérios, forma de espiral

ocasionalmente com uma longa a-hélice amplificada, que deve servir como uma
base para ordenar a estrutura superior. Elas sdo soliveis na fervura e ndo tém
estado determinado termodinamicamente. Com base nesses dados, diversos
autores sugerem que tais proteinas desempenham um papel estrutural como
protetoras a dessecagdo (McCubbin e Kay, 1985; Baker, Steele e Durs, 1988;
Lane, 1991). Por exemplo, LEA-D11 e D113 de algoddo sdo colocadas como
desempenhadoras de um papel, em sinergismo com agiicares soliveis na
inibicdo da cristalizagdo do citoplasma e na preservagio da superficie da
membrana, enquanto D29 ¢ GD29 prenderiam ions cadticos (Baker, Steele ¢
Durs, 1988). Papel semelhante tem sido sugerido para a proteina Em, que
poderia substituir uma matriz de dgua ligada em sitios estratégicos e estabilizar
estruturas citoplasmaticas, durante a dessecagio de embrides de trigo
(McCubbin e Kay, 1985; Lane, 1991). Entretanto, a expressio padrio dos
genes-LEA parece ser complexa e o papel de seus produtos na tolerdncia a
dessecagiio niio estdo claramente resolvidos ainda. Bradford ¢ Chandler (1992),
relatam que eixos embriondrios de semente de Zizania palustris acumularam
esse tipo de proteina durante a desidratagdo a 5°C, tratamento que é prejudicial 4
sobrevivéncia deles. Os autores sugerem que a presenca de tais proteinas,

sozinhas, ndo era suficiente para evitar as injarias induzidas por dessecacio.
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Blackman et al. (1991), obtiveram uma conclusdo semelhante, mostrando que
proteinas estdveis ao calor foram induzidas e acumuladas durante a maturagéo
“in vitro” de embriSes de soja, sob condigdes de alta umidade relativa,
tratamento este que preservou a intolerdncia & dessecagdio deles. Ademais,
comparagdes de bases de cDNA, hibridizagio de mRNA “in situ” e anilise
“northern blot” tém demonstrado expressdo génica semelhante em tecidos
vegetais que ndo sdo capazes de tolerar a dessecagiio apés estresse hidrico ou
osmético, ou aplicagéio de ABA exdgeno (Baker, Steele e Durs, 1988; Gomez et
al., 1988; Mundy e Chuya, 1988; Skiver e Mundy, 1990). Por exemplo, clones
de cDNA de plantas de ressurreigéio, secas, t€ém diversas seqiiéncias homoélogas
que predizem propriedades estruturais semelhantes as proteinas isoladas de
raizes de cevada, que sofreram estresse hidrico e de plantulas velhas de mitlho.
Embora as proteinas dehidrinas de RAB21 tenham sido encontradas em
sementes de diversas espécies, elas também se acumularam em raizes, folhas,
caules ou culturas em suspensio de plantas maduras, ap6s tratamento com ABA
¢ NaCl (Mundy e Chua, 1988; Bostock e Quatrano, 1992). Similarmente, a
expressdo do gene Em aumentou durante a maturagio de embrides de milho e
trigo, e também em tecidos vegetativos expostos a ABA ou estresse osmético
(Hetherington e Quatrano, 1991); adicionalmente, essa expressdao foi detectada
em suspensdo de cultura de arroz, apés tratamento com ABA, concentragSes
saturadas de NaCl e dessecagdo para 12% de conteido de agua (Bostock e
Quatrano, 1992). Em algumas espécies, a simples retirada do embrido resultou
no acimulo de LEA mRNA (Galau, Jakobsen ¢ Hughes, 1991). Em sementes de
girassol, Almonguera e Jordano (1992) relataram uma acumulag¢do coordenada
de LEA e mRNA'’s de proteinas resistentes ao calor, com baixo peso molecular,
sugerindo um mecanismo comum de regulagio destes genes. Isto tem sido usado
para renomear todas essas. proteinas com a sigla WSP (Water-stress proteins),

cuja indﬁgio de sintese seria similar & das proteinas resistentes ao calor (Dure et
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al., 1889). Os genes WSP parecem correponder aos genes cujas expressdes sao
comandadas por déficit hidrico ou algum tratamento que afete o potencial
hidrico da célula, tais como ABA, estresse hidrico ou salino (Baker, Steele e
Durs, 1988). Investigagdes concernentes aos papéis bioquimicos e fisioldgicos
que algumas proteinas LEA podem desempenhar em tecidos embrionérios de
sémentes precisam, entretanto, ser ordenadas urgentemente, para o entendimento
de seus papéis na tolerdncia a dessecagao.
A identificagdo de LEA's proteinas ¢ realizada mediante um protocolo
} no qual a purificagio € conseguida por tratamento com aitas temperaturas,
\ considerando que as proteinas extremamente soliveis em agua como as LEA's,
\ geralmente sdo soliveis em altas temperaturas, facilitando a preciptacdo das
" proteinas  hidrofébicas.(Russouw et al., 1995; Baker, Steele e Durs, 1988;
Blackman et al., 1991; Jepson e Close, 1995).
Russouw et al. (1997), utilizando embrides de ervilha (Pisum sativum)
concluiram que a proteina extraida por tratamento com alta temperatura (80°C
por 10minutos), era uma LEA proteina do grupo I e que sua coiformag¢do ndo

foi afetada pela exposigdo a alta temperatura.

2.4. Condicionamento fisiolégico de sementes

O estudo da curva de embebicéo é de suma importincia, especialmente,
para o desenvolvimento de técnicas de pré-germinagdo que buscam melhorar a
qualidade fisiolégica das sementes. Isso porque, o ponto em que ocorre a
reversao do processo de embebigdo, sem acarretar prejuizos ao embrido, varia
também conforme a espécie. Trata-se do principio basico da técnica de
condicionamento osmético, que consiste em permitir que as atividades
metabélicas pré-germinativas ocorram, mas sem que haja a emergéncia da
radicula (Heydecker e Higgins, 1978; Bradford, 1986). Em sementes de cafeeiro

Camargo (1998), concluiu que & embebicdo segue o padrio trifisico, que a fasel
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foi completada 144 horas apés o inicio da embebigdo e que a fase III iniciou-se
228 horas ap6s a embebigdo O padrio trifisico de absor¢do de dgua proposto por
Bewley e Black (1994) tem satisfeito em grande parte os resultados dos estudos
sobre curva de embebi¢io com sementes de diferentes espécies. Trabalhando
com sementes de algoddo, Menezes (1996) concluiu que tanto nas sementes com
linter como nas sem linter o padrio trifisico foi obtido, embora as fases I ¢ Il da
curva tenham se completado mais rapidamente nas que foram deslintadas.
Apesar de esses resultados terem sido divergentes dos obtidos anteriormente por
Ferreira e Rebougas (1992) com sementes de amendoim, o autor justifica que,
além de se tratarem de espécies diferentes, a metodologia também pode ter
influenciado os resultados. Em sementes de eucalipto, Cordoba et al. (1995)
observaram que independente do potencial hidrico aplicado, houve uma
tendéncia geral de ajuste da curva de embebigdo ao padréo trifasico proposto
por Bewley e Black (1994).  Na fase I da curva, a absorgdo de dgua pela
semente é relativamente rapida, ocorrendo em decorréncia do potencial
matricial dos diversos tecidos que compdem a semente. Esta etapa ndo sofre
influéncia se a semente estiver viva, morta ou dormente, exceto quando se tratar
de dorméncia por impermeabilidade do tegumento a agua. No plano bioquimico
essa fase marca o inicio da degradagdo das substincias de reserva, de modo a
garantir energia e nutrientes necessarios & retomada do crescimento do embrido.
Atingidos valores de umidade entre 25 ¢ 30 % para sementes
endospermaticas e de 35 a 40 % para cotiledonares, teria inicio entdo a Fase II.
Esta é uma etapa em que, aparentemente, estd ocorrendo um transporte ativo das
substincias desdobradas na fase anterior, do tecido de reserva para o tecido
meristematico. A absorgio de dgua é quase nula visto que os potenciais hidricos
do substrato e da semente sio muito semelhantes, no entanto a dura¢do desta
fase, em relagiio a fase I &, geralmente mais longa. O eixo embrionirio, contudo,

apesar de ja estar recebendo algum nutriente, ainda nio consegue crescer.
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Ao final da fase II, além de uma maior atividade respiratoria, pode ser
notado também um subito incremento no teor de dgua das sementes. Inicia-se
entdo a fase IlI, que, em relagdo a aspectos bioquimicos, o que a caracteriza € o
fato de as substincias desdobradas na fase I e transportadas na fase Il serem
reorganizadas em substincias complexas, para formar o citoplasma, o
protoplasma e as paredes celulares, 0 que em ultima anilise permite o
crescimento do eixo embrionario (geminagdo visivel). Evidentemente, o inicio
de uma nova fase néo inibe a ocorréncia da anterior; assim, quando a fase III se
inicia, a semente em germinagiio apresenta, simultaneamente, as trés fases
(Powell e Mattews, 1978; Carvalho e Nakagawa, 1988; Bewley e Black, 1994).

Segundo Bewley e Black (1994) € necessario que seja atingido um grau
minimo de umidade para haver germinagéo, como por exemplo: 30 % para as
sementes de milho, 26,5 % (arroz), 33,4 % (algodio), 29 % (mamona) ¢ 34 %
(aveia). Em sementes de cafeeiro, a fase III € alcancada quando as sementes
atingem um teor de dgua de 55% (Lima et al., 1997 e Camargo, 1998). Dessa
forma, € de se esperar uma resposta diferente de cada espécie quando sob
estresse hidrico, sendo menos evidente na etapa inicial do processo de
embebicgdo.

A interagdio de trés potenciais representa o chamado potencial hidrico
das células (Ww) nos tecidos das sementes. O potencial matrico (¥,) 4é resultante
da capacidade de algumas matrizes, como por exemplo parede celular, amido e
.ﬁroteinas sofrerem hidratagéo e se ligarem a agua. O potencial osmético (‘W)
surge em fungdo da concentragio de solutos dissolvidos no interior das células.
Por dltimo ha atuacdo também do potencial de pressio (¥, ) o qual estd
relacionado a forga contréria exercida pela parte externa da parede celular em

decorréncia da turgescéncia causada pela entrada de agua na célula, (Bewley ¢
Black, 1994).
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Geralmente o potencial de 4gua em sementes secas ¢ menor que o do
substrato de germinacdo, o que faz com que a dgua se movimente em diregdo ao
menor potencial, penetrando na semente (Young et al., 1983), citado por
Vazquez (1995). O baixo potencial hidrico de sementes secas se dd gragas as
forcas matricas (W, ) que resultam de interagdes interfaciais com os
constituintes moleculares da semente., ja que no estadio quiescente, as sementes
possuem baixo conteiido de umidade e estio praticamente inativas
metabolicamente (Bewley e Black, 1994). Ainda segundo os mesmos autores, os
valores dos potenciais matrico e osmético séo negativos, enquanto o potencial de
pressio € uma forca oposta, ou seja, positiva. Dessa forma, a soma dos trés
componentes do potencial hidrico € um valor negativo, 4 excegdo de células
totalmente targidas, em que tende a zero.

A técnica do condicionamento osmético desenvolvida por Heydecker,
Higgins e Gulliver, (1973) e Heydecker, Higgins ¢ Turner (1975) apesar de
fisiologicamente complexa, ¢ simples em conceito. O objetivo é reduzir o
periodo de germinagdo, bem como sincronizar ¢ melhorar a efergéncia das
plintulas, submetendo as sementes a um controle da hidratagdo suficiente para
permitir os processos reparatorios essenciais 4 germinag#o, porém insuficientes
para a ocorréncia da protuséo da radicula. De acordo com Heydecker, Higging ¢
Turner (1975) a técnica do condicionamento fisiolégico consiste em fazer com
que a semente passe pelas fases 1 e II, que sdo preparatérias para a germinagao,
sem no entanto avancar para a fase III caracterizada pelo alongamento celular e
emergéncia da radicula. Entre outros objetivos, os autores destacam a
possibilidade de uma germinagéio mais répida em relagéo as niio tratadas tanto
em condigdes de baixas como em altas temperaturas, além de um maior

sincronismo da germinagdo conduzindo a estandes mais uniformes.
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Da mesma forma, Khan (1992) afirma que os processos bioquimicos e
fisiolégicos da geminagdo sdo estimulados até o ponto em que o baixo potencial
osmético do meio de embebigéo impede a germinagao.

As metodologias empregadas nos condicionamentos fisiologicos podem
diferir entre si. As variagGes residem nas formas de fornecimento de dgua
(equilibrio higroscopico com a atmosfera; embebi¢do em substrate; imersdo em
agua pura, em solucdes salinas ou osméticas), na opcdo pela realizagio de
secagem subsequente a hidrataciio, no nimero de ciclos de hidratagio e
desidrata¢do, na duragio do periodo de hidratagdo, no nivel de hidratagéio e no
estddio da germinagdo atingido durante o condicionamento (Hanson, 1973;
Heydecker. 1973/74; Hegarty, 1978; Mandal ¢ Basu, 1987).

O controle da hidratagdo das sementes pode ser realizado de diferentes
formas. Pelo método de embebigio simples, o controle da hidratagdo é feito
mediantc o equilibrio com o vapor de 4dgua da atmosfera ou pela embebigio em
substrato imido. ou ainda pode-se fazer a imersdo direta em agua. Outra forma
de conirolc do ganho de umidade sio os ciclos de hidratagio/secagem
(“hardening™) que consistem em expor as sementes a um ou mais ciclos de
hidratagao seguidos de secagem. Especificamente no condicionamento osmético
diferentes metodos tem sido utilizados, variando quanto ao modo de hidrataggio e
incluem condicionamento em tambor, matricondicionamento e condicionamento
osmotico. No condicionamento em tambor o controle da embebigdo é realizada
pelo doscamento da dgua injetada dentro de um tambor giratério que contém as
sementes. no matricondicionamento a embebicdo ¢ limitada pela forga matricial
de uma matriz s6lida que € misturada a semente e no condicionamento osmético
o controle da embebicdio € realizada com o auxilio de solugSes osmoticamente
ativas (Hilhorst e Leprince, 1998; Powel, 1998).

A imersdo direta em 4gua também pode ser um método adotado, porém
exige um conhecimento detalhado da curva de embebigéio das sementes, pois o
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teor de dgua e o limite maximo da curva a ser atingido serd determinado pelo
tempo de condicionamento. Existe ainda o risco da ocorréncia de danos por
embebigdo, apontado por Matthews e Powell (1986) como uma das principais
causas fisiologicas do baixo vigor de sementes. Por outro lado, Powell e
Matthews (1978) destacaram que nesse caso os resultados ndo sdo influenciados
pela agdo de produtos quimicos. Em alguns trabalhos, verificou-se que o
condicionamento em agua s6 foi eficiente e superior a outros tipos de
tratamentos quando as sementes foram postas para germinar sob condi¢des de
estresse hidrico, térmico ou salino (Guimardes, 1991) ou apenas térmico (Gomes
etal, 1997).

O uso de substincias quimicas osmoticamente ativas como uma forma
de controlar a entrada de dgua na semente tem sido amplamente difundido.
Segundo Heydecker, Higging e Turner (1975) o potencial hidrico da solugio é
ajustado de modo a possibilitar a ocorréncia dos processos de preparagdo da
germina¢do das sementes, mas que impega o alongamento celular ¢ a
emergéncia da radicula, mesmo ap6s semanas de contato entre as'sementes e a
solugdo.

Os solutos usados ou as solugdes osméticas com as quais as sementes
vio permanecer em contato, devem apresentar algumas caracteristicas. Ndo )
devem ser toxicos ou causar alteragOes estruturais nas sementes; ndo devem
penetrar pelo sistema de membranas das células dos tecidos das sementes; nédo
devem ser metabolizados € nem estarem sujeitos 4s mudangas causadas por
microorganismos durante o condicionamento das sementes (Bradford, 1986;
Slavik, 1974; citado por Eira, 1988). Dentre os agentes ométicos utilizados,
incluem-se os sais (K;PO4; KH,PO,; MgSO,; NaCl; KNOs), aglicares (manitol e
sorbitol), polietileno glicol PEG) e glicerol. Entretanto apenas o fato de um
soluto ser absorvido pela semente nio pode ser usado como unico critério para

sua nao-utilizagdo, outros fatores devem ser considerados, como sua agdo
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efetiva, toxidez a semente e impedimento da ocorréncia da germinagdo
(Heydecker e Coolbear, 1977). Por outro lado, para Bradford (1986) além de néo
penetrar no sistema de membranas das células de tecidos, o soluto nio deve
provocar toxidez ou alteragdes estruturais as sementes, além de ndo ser
metabolizado e nem sofrer deterioragéio por microrganismos. No entanto, todas
essas caracteristicas ndo sdo encontradas simultaneamente em nenhum dos
produtos atualmente utilizados em trabalhos de condicionamento osmético de
sementes (Heydecker e Coolbear 1977).

O poletileno glicol tem sido amplamente utilizado por ser um polimero
de alto peso molecular, néo-idnico, inerte, que ndo penetra pela parede celular e
por ndo ser téxico (Bewley e Black, 1994), embora efeitos adversos ocorram
algumas vezes quando da imersdo imersdo em solugio de PEG, possivelmente
por causa da baixa disponibilidade de oxigénio (Furutani, Zandstra e Price,
1986; Bujalski € Nienon, 1991; Mexal et al., 1975). AgitagGes vigorosas e
adi¢io de ar enriquecido (75% de O;) na solugéio de priming melhoraram a
performance de sementes de cebola e cenoura (Bujaslski e Nienow, 1991;
Bujasiski, Nienow, Petch e Gray, 1991).

O beneficio do uso de sais, além do controle osmético, é de suprir as
sementes com nitrogénio e outros nutrientes essenciais durante a germinagdo,
porém podem penetrar nas sementes e causar toxidez as plantulas. A absorgdo de
jons da solugZo salina ndo somente influencia na quantidade de dgua absorvida
pelas sementes (efeito osmético), como também pode exercer um efeito negativo
sobre enzimas e membranas (Frett, Pill ¢ Morneau, 1991). Khan (1992),
observou uma variagdo no conteido de umidade de sementes de beterraba,
quando foram embebidas em dgua, ou em solugdo de -1,2 MPa de PEG; KNO3;
NaCl; todas a 15°C atingindo respectivamente 94, 57, 84 e 87% de umidade.

Deve-se atentar também, quando solugGes de polietileno glicol sdo
usadas em papel de filtro, para a absorgdio de agua pelo papel, concentrando a
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solucdo de PEG, reduzindo assim o potencial hidrico da solugio. A concentragéo
de PEG na solugio e a relagéo volume da solugédo/peso do papel , influenciam no
processo (Hardegree e Emmerich, 1990).

Além dos solutos, outros fatores afetam o condicionamento osmético de
sementes, incluindo condi¢des do ambiente durante o tratamento como: -
temperatura; luz; disponibilidade de oxigénio; duragdo do tratamento; presenga
de microrganismos e secagem ap6s condicionamento (Brocklehurst e Dearman,
1984; Smith e Cobb, 1991a ; Copeland e McDonald, 1995).

A duragdo do tratamento ¢ importante devendo inibir a germinagéo por
um periodo que garanta o efeito maximo do "priming", entretanto, estendendo-se
o periodo além do necessdrio pode haver a reversio dos efeitos benéficos do
osmocondicionamento, efeito referido como "overpriming” (Ely e Heydecker,
1981).

A temperatura utilizada no condicionamento € geralmente aquela
recomendada para a germinacgdo da espécie tratada (Nascimento, 1998), embora
alguns autorcs considerem que a temperatura pode influenciarna eficiéncia,
duragdo do tratamento € concentragédo ideal do soluto (Copeland e McDonald,
1995:; Akers. Berkowitz e Rabin, 1987).

L.uz pode ser necessdrio para espécies que a requerem para ocorréncia da
germinagdo. Deve-se atentar também para um suprimento adequado de oxigénio
durante o processo de embebigdo, proporcionando um ambiente aerdbico as
sementes. Houve diferentes respostas nos tratamentos quando sementes de
diversas espécies foram imersas ou nio em solu¢io osmética, sendo que em
condigdes acrobicas, o Tsp e a porcentagem de germinagéo tiveram os melhores
resultados (Heydecker, Higgins e Turner, 1975 e Zheng et al., 1994).

As sementes condicionadas, iniciam a embebicio normalmente,
cessando esse processo assim que entrarem em equilibrio com o potencial

osmético da solugdo. Esse potencial deve ser pré-determinado para cada espécie
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e, conseqiientemente, o conteado de dgua da semente pode ser ajustado a um
nivel que permita 2 semente a passagem por todas as fases preparatorias
essenciais & germinacdo (fases I e II), evitando-se, contudo, alcangar a fase de
alongamento celular ¢ emergéncia da raiz primaria (fase III), mesmo apés
semanas de contato entre as sementes e a solugio osmética (Heydecker, Higgins
¢ Turner, 1975; Bewley e Black, 1994). A principal vantagem da.técnica que é
permitir a emissdo da radicula em menor periodo de tempo e com maior
uniformidade, tem sido comprovada por diversos estudos (Dell’aquila e Trito,
1991; Lanteri et al., 1993). O aumento do tempo de permanéncia das sementes
no solo contribui para o insucesso da germinagiio, ja que fatores como:
condigbes inadequadas de luminosidade, temperaturas sub ou supra-Gtimas,
presenca de gases prejudiciais, condiges osméticas desfavoraveis, incidéncia de
microrganismos, insetos, propriedades do solo, além de outras formas de
estresse podem direta ou indiretamente contribuirem para a deterioragio das
sementes (Khan et al.,1976)

No entanto, existem discordincias entre alguns autores“com relagéo a
eficiéncia do tratamento em uma mesma espécie, conforme pode ser observado
nos trabalhos de Vazquez (1995), Gitdice (1996) com sementes de soja. Para
Heydecker e Coolbear (1977), isto se deve & grande quantidade de combinagdes
experimentais que podem ser empregadas. E importante ressaltar que, a relagdo
ideal entre potencial osmético, temperatura e periodo de condicionamento pode
‘ser varidvel segundo a espécie e cultivar (Heydecker, Higgins e Turner, 1975).

Dentro da técnica de condicionamento osmético de sementes, um dos
fatores que mais tem gerado discussdo refere-se aos efeitos da secagem e do
armazenamento das sementes apds o tratamento. Inicialmente, a secagem foi
considerada benéfica por Heydecker, Higgins e Turner, 1975 e Khan et al.,
(1978). Para Matthews e Powell (1986) os efeitos benéficos do condicionamento

sdo fixados a semente pela secagem (“dry back”). Entretanto, diversos autores
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detectaram que ela reverteu os beneficios do tratamento (Heydecker e Coolbear,
1977, Armstrong e McDonald, 1992). A possibilidade de envigoramento
baseia-se na agio dos mecanismos de reparo celular, que atuam nas sementes
durante as fases iniciais da germinagiio. A hipétese do reparo inclui a
reorganizagio dos fosfolipideos das membranas celulares, que ocorre durante a
hidratacdo, e o reparo metabélico subseqiiente, como sugerem os trabalhos de
Villiers (1973), Simon (1974) e Villiers e Edgcumbe (1975), Burgas e Powell
(1984).

O re-arranjamento estrutural das membranas, resultante da hidratagio, é
manifestado pela redugio no vazamento de eletrdlitos das sementes, que pode
ser o fator responsivel pelo aumento do vigor (Simon, 1974; Webster ¢
Leopold, 1977).

Hanson (1973) mostrou que o efetivo envigoramento da semente ocorre
no periodo de embebigdo sendo, subseqiientemente, fixado pela secagem. Os
resultados dessa técnica tém apresentado, mais expressivamente, aceleragio na
germinagio em varias espécies (Bradford, 1986; Mandal e Basu, 1987; Dalianis,
1989; Nath, Coolbear e Hampton, 1991; Motta, 1997).

Duas hipdteses tém sido sugeridas para justificar o aumento do
desempenho de sementes submetidas ao condicionamento osmético: a
restauracdo da integridade das membranas, perdida durante o processo de
secagemn nas sementes maduras, ¢ o incremento na disponibilidade de
metabdlitos prontos para serem utilizados nos processos de germinagio e de
desenvolvimento inicial das plantulas. Esta seria devido ao aumento na sintese
de proteina ¢ de acidos nucléicos, a elevagio na atividade mitocondrial, com’
mudangas associadas a elasticidade e a viscosidade do protoplasma (Henckel,
1964; Hegarty, 1978).

A neutralizagdo dos radicais livres e das reagSes de peroxidagdo dos

lipidios ~;iode, também, operar nos tratamentos de condicionamento osméticos
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(Priestley e Leopold, 1983; Dey (Pathak) e Basu, 1985; Mandal e Basu, 1987).
Como os radicais livres séo naturalmente produzidos durante o metabolismo da
planta, particularmente em cloroplastos e mitocondrias (Halliwell, 1987;
Puntarulo et al., 1991), as plantas siio bem dotadas com moléculas antioxidantes
e sistemas removedores. O assunto foi revisto por Burton e Ingold (1984),
Halliwell (1987), Alscher (1989), Winston (1990) e Hendry (1993). Moléculas
removedoras incluem antioxidantes lipossoliveis (Tocoferol isomeros (Vitamina
E), B-carotenos) e outros soliveis em agua (icido ascorbico (vitamina C),
glutationa). Tocoferdis séio antioxidantes bloqueadores da peroxidagio de
lipidios. As sementes contém altas concentragdes de ambos os componentes,
variando em diferentes tecidos e espécies (Franzen e Haas, 1991). Os sistemas
de processamento enzimdtico de radicais livres incluem SOD (Superéxido

Desmutase), que catalisa a dismutagdio do superéxido (O; Jem HO2 e O2 ¢

aquelas enzimas que estdo envolvidas na desintoxicagio de Hp07 (isto é,
catalase, glutatione redutase, ascorbato peroxidase e outras peroxidases). Os
sistemas enzimaticos estio provavelmente mais envolvidos en; uma resposta
antioxidativa inicial por neutralizar potencialmente oxigénio téxico ativado,
formado durante falta d'dgua.

Alguns estudos tém demonstrado a ligagio entre tolerdncia ao estresse
oxidativo, induzido por deficiéncia de 4gua, e o aumento em concentragdes de
antioxidante em plantas fotossintéticas (Price ¢ Hendry, 1991; Winston, 1990)
mas a funcéo protetora de antioxidantes em sementes durante a dessecagdo estd
muito menos resolvida. Estudos relativos a tal fungdo, realizados durante a
germinagio de sementes, mostraram que o mecanismo protetor contra o
oxigénio ativado € predominantemente enzimatico. O sistema inclui SOD,
catalase, peroxidase ¢ glutatione redutase (Leprince et al., 1990, Puntarulo et al.,
1991) e ascorbato peroxidase relacionada ao sistema de reciclagem do ascorbato
(Cakmak, Strbak e Marschner, 1993); todas espécies mostram aumento na

63



T 8 & ¢

'y

atividade enzimdtica associada com emergéncia de radicula. Em milho, o
metabolismo de glutatione e a atividade de SOD e peroxidase s3o severamente
prejudicados por um tratamento de dessecacdo imposto em radiculas
germinadas, intolerantes (Leprince et al., 1990; Leprince, 1992). Um decréscimo
da protecdo enzimdtica contra o ataque oxidativo foi também associado & perda
da viabilidade em sementes de castanha, durante a secagem (Hendry et al.,
1992). Estes autores descreveram dois modelo distintos para a resposta
antioxidativa, conforme o tecido. Na secagem de cotilédones, os mecanismos de
protecio foram principalmente enziméticos, com alta atividade da SOD e
glutationa redutase; os eixos, entretanto, foram fartamente dotados de moléculas
antioxidantes de membrana e moléculas antioxidantes soliveis (tocoferol e acido
arcdrbica, respectivamente).

Concentragdes de tocoferol em sementes de castanha decresceram
durante a secagem e perda de viabilidade, sugerindo uma ligagio causal entre
esses dois eventos (Hendry et al., 1992). Em soja germinando, a perda da
tolerincia a dessecagio foi associada & diminuicio de ~ antioxidantes
lipossolaveis, da mesma forma que membranas microsonais foram mais
susceptiveis a injurias de dessecagdo induzidas pela oxidag¢do, como observado
em estudos prévios “in vitro” (Senaratna, McKersie e Stinson, 1985). Nessa
consideragdo, Ramarathnam et al. (1986), observaram a correlagio positiva entre
concentragdes de um antioxidante fendlico ndo caracterizado, e a habilidade para
germinagdo de sementes de duas cultivares de arroz, exibindo diferentes
viabilidades durante o armazenamento, enquanto que tocoferdis nio mostraram
qualquer correlagdo positiva. Semelhantemente, o padrio do metabolismo de
tocoferol em radiculas de milho germinando ndo mostrou qualquer evidéncia
convincente de que a exaustdo no suprimento desse antioxidante lipossolivel foi
a causa da perda de tolerncia a dessecagdio (Leprince et al., 1990). Os

compostos fenélicos e plifenois estio presentes em todo vegetal e compreendem



um grupo heterogéneo de substincias com estruturas quimicas relativamente
simples ou complexas como os taminos (compostos fendlicos) e a lignina (Van
Biiren, 1970).

Ao determinar os teores de compostos fendlicos totais em graos de café
beneficiados, Carvalho, Chalfoun e Chagas (1989), encontraram teores de
8,73%, em média, em frutos cereja e 9,66% para os frutos de café de derrica.

Para Amorim e Silva (1968), os compostos fendlicos, principalmente os
dcidos clorogénico e caféico, exercem uma agido protetora, antioxidante, dos
aldeidos. Em virtude de qualquer condigdo adversa aos grios, ou seja, uma
colheita inadequada dos frutos, problemas no processamento e no
armazenamento, as polifendis oxidases agem sobre os polifenois, diminuindo
sua ag¢do antioxidante sobre os aldeidos facilitando a oxidacdo destes.

Os acidos clorogénicos constituem os principais compostos fenélicos do
café e sdo ésteres do dcido quimico com residuos cinimicos. De acordo com
Sondheimer (1958), o primeiro relato sobre dcido clorogénico foi descrito por
Robiquet e Boufron, em 1937, e, desde entio, varios autores tém pesquisado o
assunto e publicado seus resultados dando origem a uma nomenclatura muito
confusa. Os nomes aplicados aos seus varios isdmeros incluem o 4cido
clorogénico, acido criptoclorogénio, cinarina, substincia de Hauschild, acido
isoclorogénico e acido pseudoclorogénico (Clifford, 1985a). Atualmente, o
acido quimico e seus ésteres sdo tratados como ciclitéis (IUPAC, 1976) e o
nome “acido clorogénico” € a forma geral usada para descrever o grupo de
ésteres do acido quimico com um ou mais residuos de acido cindmico.

Além dos acidos clorogénicos identificados, a semente de cafeeiro
contém alguns compostos desconhecidos que constituem 5% do teor do acido
clorogénico total em cafés arabica ¢ 1% em cafés robusta (Van Der Stahan e

Van Dujin, 1980 e Ohiokphai, Brumen e Clifford, 1982). Estes compostos
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podem incluir glicosideos fenélicos (Amorim et al., 1974) e ésteres de glicose
em lugar do acido quimico.

De acordo com Dentan (1985), os dcidos clorogénicos ocorrem na
superficie da semente associados com a graxa cuticular, ¢ também no
citoplasma, ao lado da parede celular do endosperma no parénquima. Ainda ndo
se sabe se a composicdo varia de acordo com a posicdo do grio. Na parede
celular, os dcidos clorogénicos podem se associar & cafeina num complexo molar
da ordemde 1 : 1 ou 2 : 1 conforme estudos de Horman e Viani (1971). Os
acidos clorogénicos podem ocorrer em formas polimerizadas ou complexadas,
possivelmente com proteina, tanto na polpa como na semente. Essa substincias
s#o consideradas inibidoras da enzima indol-acético oxidase e ndo tém sido bem
caracterizadas.

O café robusta contém de 7 a 10% do dcido clorogénico e o café ardbica
de 5 a 7,5% (llly e Viani, 1995). Sementes velhas e descoradas contém menores
quantidades de acido clorogénico extraivel, além de menor atividade em
polifenol oxidase (Ohiokpehai, Brumen e Clifford, 1982). Northmore (1967)
sugere que os pigmentos do endosperma podem ser produtos da oxidagdo do
acido clorogénico. Nas sementes novas de cafeeiro Amorim et al. (1974) relatam
que os melhores cafés tém teores de &cido clorogénico significativamente
inferiores, 0 que sugere que os teores mais elevados do dcido clorogénico em
cafés de menor qualidade pode ser resultado do ataque de Fusarim sp., pois
danos mecdnicos ¢ quimicos causados por microrganismos podem induzir a
produgio de maiores quantidades de compostos fenélicos.

A relagdo entre oxidagio dos compostos fenélicos por enzimas como a
polifenol oxidase tem sido o objetivo de virias pesquisas. Para Amorim (1978),
o mecanismo de oxidagio dessa substincia é um dos principais eventos
bioquimicos indutores da depreciagio da qualidade do café. Nos frutos do

cafeeiro-esses compostos sdo considerados como um complexo conhecido como

66



acidos clorogénicos, geralmente subdivididos em grupos de isémeros o que é
baseado no nimero e tipo de seus residuos acilantes (Clifford, 1985b.). Aos
fendlicos € atribuida a sensagdo de adstringéncia na bebida do café,
possivelmente variavel em fungio do tipo e concentragdo desses compostos.

A polifenol oxidase ¢ uma enzima ciprica (Robinson e Eskin, 1991) que
de acordo com virios autores se mostra diretamente relacionada com a qualidade
da bebida do café (Amorim e Silva, 1968; Amorim, 1978; Leite, 1991; Carvalho
et al., 1994; Chagas, Carvalho e Costa, 1996; Pimenta, 1995; Chalfoiun, 1996;
Pereira, 1997 e Silva et al., 1999). Esta enzima “in vivo” se encontra ligada as
membranas celulares e ja foi detectada nas diferentes partes dos frutos do café.
Quando elas sofrem danos liberam-se as enzimas ativando-as e tornando-as
possiveis de reagéio com substratos fendlicos intra e extra-celulares (Amorim,
1978). Essa catélise consiste de dois tipos distintos de reagdes, ambas
envolvendo os compostos fendlicos: hidroxilagio de monofendis gerando os o-
difen6is e a remogdo de hidrogénio destes dltimos originando as o-quinonas
(Zawistowski, Biliaderis e Eskin, 1991). As o-quinonas produzidas exerceriam
sobre a polifenoloxidase uma inibigio competitiva por meio de ligagdo
covalente no sitio ativo da enzima ou nas proximidades do mesmo, ocasionando
a redugiio da atividade enzimatica (Whitaker, 1972).

Carvalho et al. (1994), verificaram haver variagdo da atividade
enzimatica da polifenol oxidase, que permitem separar as classes de bebidas de
café, constatando um aumento significativo na atividade da polifenol oxidase a
medida que o café se apresenta de melhor qualidade.

Em face & grande variabilidade dos resultados obtidos pelo uso
desse método de envigoramento, em fungdo da metodologia aplicada ou espécie
estudada, é de fundamental importincia que os resultados da técnica sejam
avaliados também como molecular e enzimatico. A eletroforese é uma técnica

bioquimica relativamente simples, rapida e de alto valor informativo, que
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consiste na separacio de moléculas ionizadas de acordo com suas cargas
elétricas, formas e pesos moleculares, por meio da migragdo em um meio
suporte e tampdes adequados sob a influéncia de um campo elétrico (Alfenas et
al., 1991; Westermeier et al., 1993).

Algumas das enzimas mais estudadas em sementes em deterioragdo sdo
a: malato desidrogenase (MDH), glutamato desidrogenase (GDH) e a alcool
desidrogenase (ADH). A enzima MDH catalisa a reagdo de malato i
oxaloacetato, tendo importante fungdo no ciclo de Krebs, além de participar do
movimento de malato através da membrana mitocondrial e fixa¢do de CO- nas
plantas (Conn ¢ Stupf, 1980).

A dlcool desidrogenase atua no metabolismo anaerébico de plantas,
reduzindo o acetaldeido a etanol (Vantoai, Fausey ¢ McDonald, 1987). Segundo
Zang et al. (1994) a produgiio de acetaldeido pelas sementes durante o
armazenamento pode ser um importante fator que acelera a deteriorag@o.

Perda de viabilidade é acompanhada por uma redugéo na capacidade de
sintetizar proteinas, e dentre estas, as enzimas desempenhdm um papel
importante na evolugio da deterioragio de sementes. Reduzindo a sintese
protéica, ocorrera uma redugdo das enzimas atuantes no processo germinativo,
promovendo uma germinagio mais lenta ou até mesmo perda da viabilidade.
Mudangas qualitativas e quantitativas em carbohidratos, lipidios ¢ proteinas nos
fornecem informagdes sobre mudangas metabdlicas associadas com a
deterioragdo durante o armazenamento (Anderson, 1973). Um bom indicativo de
perda de qualidade seria a avaliagio da atividade de enzimas especificas
(Brandao Janior, 1996).

Respiragdo envolve o ciclo da glicélise, rota oxidativa das pentoses
fosfato, ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa, ocorrendo a contribuigéo de
enzimas na regulacdo de cada rota (Bettey e Finch-Sarage, 1996). Com o

envelhecimento, hd uma declinio na atividade de enzimas removedoras de
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peréxido, como a catalase , peroxidase, superoxido desmutase, ascorbato
peroxidase, contribuindo com o processo de envelhecimento (Nkang, 1988:
Basavarajappa et al., 1991; Jeng e Sung, 1994, citados por Brandio Junior,
1996).

Por intermédio do metabolismo anaerébico, a produgdo de compostos
volateis pela semente acelera a deterioragdo. Com a diminuigio da atividade da
enzima ilcool desidrogenase (ADH), atuante no metabolismo anaerdbico, a
semente fica mais susceptivel a4 agdo deletéria do acetaldeido (Zheng et al.,
1994).

A Rota das Pentoses ¢ uma via metabolica anaerdbica de oxidagio de
carbono, fornecedora de NADPH extracloroplastideo, um agente redutor para
sintese de moléculas como lipideos, aminoacidos ¢ componentes da parede
celular. A atividade das enzimas dessa rota é também importante em determinar
o fluxo através da glicélise, uma vez que esta é fornecedora do substrato para
esta rota (Bettey e Finch-Savage, 1996). O balango entre a glicolise e a rota das
pentoses assegura um suprimento adequado &s sementes de poderfedutor, ATP ¢
esqueletos de carbono para a biossintese. Nas sementes envelhecidas, este
balanco ¢ alterado (Priestley, 1986, citado por Bettey e Finch-Savage, 1996),
podendo afetar a capacidade biossintética das células, sendo que, nestas
sementes, a atividade das enzimas pertencentes a essa rota ¢ afetada antes
mesmo do ciclo da glicélise e Krebs (Zalewski, 1992, citado por Bettey e Finch-
‘Savage, 1996).

A atividade da glucose-6-fosfato desidrogenase (G6P) aumentou durante
a germinagdo de sementes de magi, segundo Bogatek et al. ( 1989), embora isto
ndo ocorra para todas as espécies (Botha, Potgieter e Botha, 1992). Em sementes
envelhecidas de brassica, a atividade desta enzima foi mais baixa comparada ao
controle (ndo envelhecidas), e houve uma restauragéio parcial da sua atividade
apos "pr{ming" (Bettey e Finch-Savage, 1996).
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Trabalhos vém mostrando que sementes sio metabolicamente ativas
durante o "priming", por monitoramento das mudangas nos niveis de rRNA,
- conteiido de proteinas soliveis, taxa respiratéria das sementes, atividade de
enzimas especificas e¢ também por distintas alteragbes nos padrdes
eletroforéticos de proteinas e isoenzimas, embora em alguns casos nio tenham
ocorrido mudangas quantitativas na atividade destas (Sundstrom e Edwards,
1989; Smith e Cobb, 1991b).

Sementes de alface osmocondicionadas reduziram o tempo de
embebicdo necessério para iniciarem a sintese de RNA e proteinas. O aumento
observado na sintese de RNA, de proteinas e de enzimas, em sementes
condicionadas osmoticamente, pode ser devido & remog¢dio de certos fatores de
inibigiio e/ou a produgdo de fatores promotores (Khan et al., 1978).

Zheng et al. (1994) estudaram o efeito de um inibidor de germinacdo
lixiviado durante o tratamento de condicionamento de sementes de canola sobre
a posterior germinaggo, que foi conduzida nas temperaturas de 10 e 23°C. Na
temperatura mais baixa, o inibidor foi mais efetivo em reduzira germinagio,
acreditando-se que a possivel razio desse fato é que este inibidor foi
metabolizado ou degradado na temperatura mais elevada de germinacgdo (Zheng
et al., 1994).

Embebigdo de sementes de cevada sob condi¢des aerdbicas diminuiu
rapidamente o nivel de acido abcisico, e houve germinagio. Porém, sob
condigbes anaerdbicas, esse inibidor ndo foi degradado e as sementes ndo
germinaram (Yamada, 1985).

A mobilizagio de materiais de reserva, tais como agiicares, lipidios e
proteinas, pela ativagdo ou sintese de novo de enzimas chaves durante o
tratamento, parecem ser componentes essenciais para a eficiéncia do
condicionamento osmético (Khan et al., 1978; Fu et al., 1988). Em sementes

oleaginosés, houve um aumento na germinagio das sementes submetidas ao
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"priming" pela indugdo na sintese da enzima "scavenger", responsvel pela
neutralizacdo da peroxidagio de lipideos e de radicais livres (Berjak, 1978;
Saha, Mandal e Basu, 1990).

O condicionamento osmético melhorou a performance germinativa das
sementes de amendoim deterioradas e aumentou a atividade da isocitrato liase,
enzima chave no metabolismo de lipidios (Fu et al, 1988), envolvida na
mobilizacdo de cidos graxos de reserva, que sio convertidos em carbohidratos
durante a germinagdo (ciclo glioxilato). Houve um incremento no crescimento
de pléntulas devido a um aumento da atividade dessa enzima nas sementes (Jeng
e Sung. 1994). "Priming" em solugdo aerada de KNO; a 3%, numa temperatura
de 25°C. nio aumentou a porcentagem final de germinagdo, mas sim a
velocidade de germinagdo ¢ desenvolvimento do hipocétilo de plintulas de
Capsicum annuum L. O tratamento osmdtico, realizado num periodo adequado,
permitiu a mais alta atividade metabélica pré-germinativa e conseqiientemente,
durante a subseqiiente germinagdo, o desenvolvimento da plantula foi também
incrementado. Para Capsicum frutescens L, o "priming” ni6’ aumentou o
desenvolvimento da plintula, € os autores sugeriram que algum processo no
descnvolvimento da plintula foi afetado negativamente pelo tratamento. Na
solugdo osmatica. lixiviagio de fatores essenciais durante tratamento prolongado
pode retardar a germinagdo e crescimento, e podem ser apenas parcialmente
compensados pelo aumento da atividade metabélica ocasionado pelo tratamento.
Quando as sementes foram colocadas para germinar, ndo houve diferenga quanto
ao conteudo de umidade atingido pelas sementes osmocondicionadas e sementes
embebidas em agua, até o momento da emergéncia da radicula. Nas sementes
condicionadas osmoticamente, foi necessirio um teor de umidade de 46,4%
para ocorréncia da emergéncia da radicula, e nas sementes condicionadas em
4gua, 44,7% de umidade niio foi o bastante para a protusio radicular (Halpin-
Ingham e Sundstrom, 1992).
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A indugdo da sintese protéica, atividade da isocitrato liase e aumento na
respiragdo das sementes, estio normalmente associados com embebigdo ou com
estidios iniciais da germinagdo (Sunstrom e Edwards, 1989). Isto também foi
demonstrado por Smith e Cobb (1991b) quando as sementes foram
condicionadas osmoticamente. Sementes de pimentio parcialmente submersas
em solucdo de NaCl a -0,90 ou -1,35 MPa, no escuro, a-23°C, foram
monitoradas durante o tratamento para o acompanhamento da taxa de
germinacdo ¢ mudancas fisiologicas que poderiam ocorrer. A secagem das
sementes foi feita somente para avaliagdo da germinac3o. "Priming" na solugio
de —0,90 MPa durante 12 dias n#o inibiu a germinagdo, e na solu¢iio de —1,35
MPa ndo foi observada emergéncia durante 18 dias. Todos os tratamentos
melhoraram a taxa germinativa, sem diminuir a porcentagem final de
germinagdo, sendo mais efetivo o de —0,90 MPa durante 9 dias. A taxa
respiratéria das sementes ndo osmocondicionadas e¢ embebidas em dagua
(controle) aumentou com a embebigdo e estabilizou (fase "lag") até emergéncia
radicular, quando novamente aumentou, similarmente ao que acontece nas 3
fases da germinagdo, que sdo dependentes do nivel de hidratagdo das sementes
(Bewley ¢ Black, 1994). O aumento inicial da respiragdio nas sementes
osmocondicionadas segue conforme o controle, porém foi retardada por causa da
extensdo da fase lag, e posteriormente retomado nas sementes que germinaram
(0,90 MPa/12 dias). O conteido de proteina solivel nas sementes controle
permaneceu constante e depois decresceu com a emergéncia radicular, o que nio
ocorreu com as sementes condicionadas, em que o contetdo, além de ser maior,
também aumentou com o decorrer do tratamento (12 dias). O fato de a
velocidade de incorporagdo de aminoacidos marcados nas sementes controle ter
sido maior indica que, nas sementes osmocondicionadas, a sintese protéica
ocorre numa menor taxa ou de forma mais organizada, necessitando de um

maior terhpo de permanéncia das sementes na solugiio. A atividade da aldolase



(ciclo da glicdlise), 4lcool desidrogenase (ADH), glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6P) e isocitrato liase (ICL) diminuiu nas sementes controle
durante emergéncia radicular, mas permaneu alta (G6P ¢ ADH) ou aumentou
(aldolase e ICL) nas sementes osmocondicionadas por 12 dias. A atividade da
enzima 6-fosfogluconato desidrogenase (6PG), que coincide com a emergéncia
da radicula, aumentou no momento da emergéncia e depois estabilizou, nas
sementes controle (embebidas em agua).

Condicionamento osmético em solugio de K;PO,4 a 20°C durante 7 dias
proporcionou um maior aumento na taxa de germinacio e redugdio do Ts
quando sementes de pimentio foram germinadas numa temperatura de 15°C,
comparado a sementes pré-condicinadas em 4gua. Entretanto, na temperatura de
20°C de germinagdio, nenhuma diferenca entre os dois tratamentos de pré-
condicionamento foi verificada (Kang et al., 1997).

Outra pesquisa, conduzida pelos autores Smith e Cobb (1992), constatou
que o incremento no nivel protéico obtido durante o condicionamento osmético
foi mantido quando essas sementes foram colocadas para germindi. A atividade
da aldolase e isocitrato liase (ICL) aumentou mais ainda durante a geminaq?o; a
da alcool desidrogenase (ADH) ficou abaixo do nivel de detecglio ¢ a da
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6P) e 6-fosfogluconato desidrogenase (6PG)
permaneceu constante, todas comparadas ao controle (nfio tratadas germinadas
em &agua). Acredita-se que a natureza transitdria e instivel da enzima alcool
desidrogenase poderia ser responsivel pelo desaparecimento desta enzima. O
potencial de —1,35 Mpa apresentou o mais alto conteiido de proteina e atividades
das enzimas aldolase e isocitrato liase. Smith ¢ Cobb (1991b) explicaram que o
aumento da taxa respiratéria e atividade da 6-fosfogluconato desidrogenase (que
coincide com a emergéncia da radicula) foram retardados durante o "priming"
em conseqiiencia da extensio da fase lag. Esses eventos nido foram iniciados

antes da emergéncia da radicula, sugerindo que o "priming" pode influenciar nos
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processos fisiolégicos que precedem a emergéncia da radicula. Isto mostra que
muitos dos eventos que ocorrem normalmente na germinagio ocorrem também
no "priming”, embora certos aspectos fisiolégicos da germinagio sejam
atrasados e intensificados. Essa possibilidade de iniciar a sintese protéica se da
gragas a aumentos observados durante e ap6s "priming” de rRNA e mRNA
especificos. Porém, inibidores da sintese de proteinas ¢ RNA -eliminaram a
indugdo da atividade da isocitrato liase durante "priming", bem como reduziram
os efeitos benéficos promovidos pelo tratamento sobre a germinagio (Fu et al.,
1988).

Em sementes de soja, Knypl, Janas ¢ Koswiak (1980) encontraram
algumas variacGes no padrdo eletroforético de proteinas extraidas de sementes
osmocondicionadas. Os autores sugeriram que a absorgéio de uma quantidade
limitada ‘de dgua tenha induzido a uma ativagiio bioquimica e por conseguinte
resultado em uma melhoria na qualidade fisioldgica das sementes. Em outro
trabalho, Fujikura e Karssen (1992) observaram que a germinagiio ¢ a
incorporagiio de metionina marcada no apice da radicula de seméntes de couve-
flor envelhecidas artificialmente e osmocondicionadas foram atrasadas em
fungdo do envelhecimento acelerado das sementes, mas aceleradas pelo
condicionamento osmético. A conclusio final dos autores, foi de que o
condicionamento osmético proporcionou a reversio dos efeitos do

envelhecimento das sementes.
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CAPITULO 2

TOLERANCIA A DESSECACAO EM SEMENTES DE CAFEEIRO
(Coffea arabica l.)

RESUMO

GUIMARAES, Renato Mendes. Tolerincia 2 dessecacio em sementes de
~ cafeeiro. Lavras: UFLA, 2000. 180p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia)

A capacidade de sobreviver apresentada pelas sementes da maioria das
espécies, mesmo quando sdo submetidas a desidratagdo, € um atributo
fundamental para sua resisténcia a armazenagem. Com o objetivo de
avaliar o desenvolvimento de mecanismos de tolerdncia a dessecagdo em
sementes de cafeeiro em diferentes estadios de maturagdo, foram
conduzidos ensaios nos Laboratérios de Anilise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras e de Cromatografia do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. Sementes de
cafeeiro da cultivar Rubi foram colhidas nos campos de produgdo da
UFLA, quando se encontravam nos estadios de desenvolvimento
caracterizados como verde, verde-cana e cereja. Os tratamentos
constaram de métodos de secagem: convencional, em _cdmara com
umidade do ar controlada (Higrostat) e sem secagem. As avaliagoes
foram feitas pelos testes de germinagdo, indice de velocidade de
germinagdo, taxa de emergéncia em bandejas, indice de velocidade de
emergéncia, Tso, dosagens de agucares em HPLC e eletroforese de
proteinas LEA’s. De acordo com os resultados, concluiu-se que as
sementes de cafeeiro apresentaram reducdo de vigor e viabilidade quando
submetidas & secagem. O vigor aumentou sensivelmente na fase de
desenvolvimento entre os estagios verde e verde-cana. As proteinas estaveis ao
calor (LEA proteinas) se correlacionaram com a tolerdncia a dessecagdo
existente nas sementes de cafeeiro. A sacarose ndo foi fator limitante para
aquisi¢do de tolerancia a dessecagdo e que glicose, rafinose e estaquiose, ndo
foram detectadas em embrides de sementes de cafeeiro.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Renato Mendes. Desiccation tolerance in coffee seeds (Coffea
arabica L.). Lavras: UFLA, 2000. 180p (Thesis — Doctorate in crop science).

The capacity presented by the seeds of most species to survive even when
submitted to dehydration is a fundamental trait to resistence to storage with the
objetive of evaluating the development of mechanisms of desiccation tolerance
in coffee seeds at different maturation stages, trials were conducted in the
Universidade Federal de Lavras Seed Analysis Laboratories and chramatography
at the chemistry departament of the Universidade Federal de Minas Gerais —
UFMG. Coffee seeds of the cultivar Rubi were harvested in the UFLA cropland
when they were at the developmental stages characterised as green, yellow and
red. The treatments consisted of drying methods: conventional, in controlled air
humidity chambers (Higrostat) and without drying. The evaluations were done
by germination tests, germination velocity index, T, tray emergence, rate sugar
dosage in HPLC and LEA’S protein electrophoresis. According to the results, it
fallows that coffee seeds presented reduced vigor and viability when submitted
to drying vigor increased markedly at the developmental phase between the
green and yellow stages. The heat-stable proteins (LEA protein) correlated to the
desication tolerance existing in the coffee seeds. Sucrose was not a limiting
factor for abtaining deseccation tolerance and glucose, raffinose and stachiose
were not detected in coffee seed embryos.
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1 INTRODUCAO

As sementes representam para a maioria das espécies, nio apenas a
estrutura basica de reprodugdo, fundamental para o sucesso da atividade
agricola, como também um reservatério genético que pode ser preservado de
inaneira segura, econémica e por periodos longos de tempo: Entretanto,
algumas espécies de plantas, onde estio incluidas as do género Coffea,
apresentam sementes com potencial de longevidade de poucos meses, variando
em fungdo das diferentes espécies, modo de preparo das sementes, com as
condi¢Ges de armazenamento e com outros fatores ainda desconhecidos e que
precisam ser investigados. E notério que o armazenamento das sementes ditas
ortodoxas. € mais facil, barato e seguro, mas as sementes de cafeeiro
demonstram um comportamento intermediario em relagdio a essa caracteristica,
e, provavelmente por isso, sua preservagdo seja mais dificil, e os resultados das
pesquisas nestes aspectos sejam inconsistentes € ndo conclusivos. Por outro
lado, esse tipo de comportamento apresentado pelas sementes de cafeeiro,
permite que sejam langadas hipdteses para a investigacdo de mecanismos de
tolerdncia a desseca¢do que, se convenientemente manejados, podem acentuar
ou induzir, o comportamento ortodoxo e, consequentemente, facilitar e
prolongar o tempo de armazenamento.

Dessa forma, mediante essa pesquisa, teve-se como objetivo avaliar o
‘efeito da secagem na aquisiciio de tolerincia 4 dessecagdo em sementes de
cafeeiro, obtidas em frutos em diversos estagios de maturagio. desenvolvimento

e submetidas a diferentes métodos de secagem.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao do experimento.

Os ensaios foram realizados nos Laboratérios de Analise de Sementes
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras e de
Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas

Gerais, no periodo de Janeiro de 1998 a Janeiro de 1999.

2.2 Colheita e preparo das sementes

Sementes de cafeeiro da cultivar Rubi foram colhidas dos campos de
producdo de sementes da Universidade Federal de Lavras, em trés diferentes
estadios de desenvolvimento: verde, verde-cana e cereja. Cada estadio foi obtido
em época distinta, quando as plantas apresentavam a maior parte dos frutos no
estadio objeto da colheita, em plantas tomadas aleatoriamente. Os frutos foram
colhidos dos ramos médios das plantas e das partes medianas dos ramos. Apés a
colheita dos frutos em cada estadio, estes eram selecionados para uniformizagdo
do estadio de maturagdo, em que se considerou: - verdes — frutos com o
exocarpo de coloragdo verde escura, sem nenhuma mancha ou sinal de
amadurecimento; - verde-cana- frutos com a coloragdo do exocarpo amarelada,
com manchas de amarelo a vermelho, mostrando sinais do inicio da maturagio
dos frutos; -cereja — frutos com exocarpo de coloragdo vermelho intenso,
Garacteristico de maduro na cultivar Rubi. Logo apos a colheita e selegdo, os
frutos de cada estadio foram submetidos & determinagdo do teor de agua pelo
método da estufa (105+3°C por 24 horas)(Brasil, 1992).

2.3 Obtencdo dos tratamentos

As sementes foram avaliadas em cada estadio de desenvolvimento, nas

seguintes condigdes relativas a secagem:
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-Sem secagem

Imediatamente apos a colheita, antes que os frutos perdessem agua.

-Secagem Convencional

Os frutos foram colocados em camada unica dentro de bandejas
plasticas e deixados em ambiente de laboratorio, por 24 dias, até o equilibrio
higroscdpico, que aconteceu em torno de 12% de umidade.

Secagem em ambiente controlado

A secagem em ambiente controlado foi realizada pelo controle artificial
da umidade relativa no interior de camaras (Higrostat). (Fig. 1). O aparelho
consiste de uma caixa de acrilico com tampa para fechamento hermético, a qual
foi adaptado um fundo telado, suspenso cerca de 20cm em relagdo ao fundo
verdadeiro, um sistema de circulagio de ar intemo, com a finalidade de
promover uma constante homogeneiza¢do da umidade relativa do ar dentro da

caixa.

Figura 1 — Esquema de um higrostat. UFLA, Lavras, MG, 2000.

No fundo da caixa , numa bandeja, foi colocada uma solugdo salina
higroscépica que, em fungdo do tipo de sal utilizado, propicia uma dada umidade
relativa.do ar dentro da caixa. A solugio salina utilizada no higrostat foi
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preparada dissolvendo-se o sal especifico em agua fervendo, em quantidade
suficiente para alcancar a saturagdo. A saturagdo foi confirmada pela formagao
de cristais no fundo dos recipientes que continham as solugdes, apds o
resfriamento para a temperatura na qual foi realizada o tratamento (20°C). Para o
preparo das solugdes foi adotada metodologia descrita por Medeiros (1996) e
consultado 0o MERCK & CO. INC. (1989) para obtengéo da solubilidade do sal.

O sal utilizado foi o carbonato de potassio (K;COs), do qual foram
gastos 5Kg para o preparo de 3 litros de solugdo, que propiciou uma umidade
relativa dentro do higrostat de 48,4%. Os frutos foram colocados sobre o fundo
telado em camada unmica dentro do higrostat (20°C e 48.4-%UR), onde
permaneceram por oito dias, até atingirem o equilibrio higrostatico. Em seguida
foram retiradas amostras para determinagdo do teor de agua (sementes no fruto)
e a secagem foi completada em 16 dias, a sombra até o equilibrio higrostatico
no mesmo ambiente onde estavam as sementes do tratamento secagem
convencional (12% de umidade).

Apos cada tratamento, parte dos frutos foram descascados manualmente
e as sementes avaliadas pelo teste de germinagdo, indice de velocidade de
germinacdo, tempo médio para germinagdo de 50% das sementes (Tso),
Condutividade elétrica, e outra parte submetida ao congelamento e mantida em
deep freezer 4 —82°C, para futuras determinagdes bioquimicas ( Determinagdo de
Agucares e Analise eletroforética de LEA’s Proteinas).
2.4 Determinagio do grau umidade das sementes

Foram realizadas determinag¢Ges do grau de umidade das sementes logo
apos a colheita de cada estadio, apés a retirada das sementes do higrostat e apds
estabelecimento do equilibrio higroscépico com o ambiente (método secagem
em ambiente controlado) e ao final do processo da secagem convencional.

Foram utilizadas duas amostras (frutos inteiros) de 20g cada uma e adotaram-se
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os procedimentos prescritos pelas Regras para Analise de Sementes para o
método da estufa a 105+3°C por 24 horas. (Brasil, 1992)

2.5 Teste de germinagio e indice de velocidade de germinagio

Como substrato foi utilizado o rolo de papel toalha umedecido com agua
na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel. Os rolos em numero de quatro,
contendo 50 sementes cada, foram mantidos em germinador regulado a
temperatura de 30°C. Foram realizadas contagens a cada 3 dias, considerando
germinadas as plantulas que apresentaram radicula com comprimento maior ou
igual a Imm. Apés a estabilizagdo do numero de sementes germinadas, foi
calculado o indice de velocidade de germinagio pelo somatério do numero de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo niumero de dias decorridos entre
a semeadura e a contagem (Maguirre, 1962). A porcentagem de germinagio foi
avaliada apos 30 dias, segundo as prescrigdes das RAS (Brasil, 1992).

2.6 Teste de condutividade elétrica -

Esse teste foi efetuado com quatro repeticdes de S0 sementes
submetidas aos diversos tratamentos de secagem e de cada estadio de
desenvolvimento, abarentemente isentas de danos mecénicos. Sementes
de cada parcela foram pesadas com precisdo de 0,01g e a seguir colocadas
em copos plasticos contendo 75ml de agua deionizada, permanecendo em
embebicdo 4 temperatura constante de 30°C. No mesmo ambiente foi
deixado um copo com 75ml de agua pura. Decorridas 24 horas, foi
efetuada a leitura de condutividade elétrica das solugdes em pS/cm?
utilizando-se de um condutivimetro marca Digimed modelo CD 21A .

Os resultados foram obtidos calculando-se: -condutividade lida para cada

112



parcela, subtraida da condutividade lida para a agua pura, dividido pelo

peso das sementes, sendo expressos em puS/cm?/g.

2.7 Teste de emergéncia de plantulas, indice de velocidade de emergéncia e
Tso

Foram semeadas quatro repeticGes de cingilenta sementes para cada
tratamento, em bandejas contendo mistura de terra e areia, previamente
desinfestada, na proporgdo de 1:1. A profundidade da semeadura foi de 3 cm e
as bandejas mantidas em camara de crescimento vegetal, previamente regulada a
temperatura de 30°C em regime altemado de luz e escuro (12 horas). As
bandejas foram irrigadas quando necessario. A partir da emergéncia, foram
realizadas avaliagdes diarias, computando-se o niimero de plantulas emergidas,
até a estabilizagdo. O indice de velocidade de emergéncia foi calculado segundo
formula proposta por Maguirre(1962). A porcentagem de emergéncia das
plantulas for computada apds a estabilizagdo da emergéncia nas parcelas,
avahando-se¢ 0 namero de plantulas normais emergidas, € o Tgo—éalculado pela
formula abaixo.

T. - (G - G)V/G-G+T

Onde

T« = Tempo para a ocorréncia de 50% da germinagdo

G = Metade do valor maximo de germinagio

G, = Valor de germinagdo igual ou imediatamente inferior a G

G: = Valor de germinagdo imediatamente superior a G

I = Intervalo entre as contagens

T = Tempo para a ocorréncia de G1



2.8 Determinacio do conteiido de acticares

Amostras de sementes de cada estadio, e de cada método de secagem,
foram retiradas do deep-feezer e deixadas por 24 horas para degelar em
temperatura ambiente e, em seguida, embebidas em 4gua destilada por mais 24
horas para facilitar a extragio dos embriGes. A medida que eram extraidos, os
émbrides foram colocados em microtubos contendo antioxidante (PVP- 40).
Quando obtida a quantidade suficiente para as analises (200mg), os microtubos
contendo os embrides foram imediatamente congelados pela submersio em
nitrogénio liquido por 15 segundos e mantidos a -86°C em deep-freezer. No
momento da extragdo, 200 mg de embrides foram moidos em mortar com areia
lavada, na presenga de 1 ml de metanol ultrapuro 80% . O mortar foi lavado com
0.5 ml de metanol 80% e o contelido transferido para microtubos de 2mL que,
foram incubados em banho Maria por 15 minutos a 75°C e congelados a -21°C
até a analise em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).(Bernal-
Lugo e Leopold, 1992)
) Para a analise em CLAE, as amostras foram diluidas em agua ultrapura
para SmL em baldo volumétrico, e filtradas em membranas de 0.45 pm.
Utilizando agua ultra pura como fase mével, um volume de injecdio de 10 pL e
um fluxo de 1.0 mL/minuto (bomba LC - 10 AD - Shimadzu), os agticares foram
separados em coluna Dextrapak -cartucho waters- 8mm x 10 cm- Radial - Pak e
analisados em detetor de indice de Refragiio (Waters 410), sensibilidade 32x20,
.fJolaridade +. Como padréo utilizaram-se os seguintes agucares € as respectivas
diluigdes: - glicose (8,70mg/mL); sacarose(9,40mg/mL); rafinose(8,85mg/mL)};
estaquiose(8,75). ‘

2.9 Analise eletroforética de LEA's proteinas

Embrides das sementes, de cada um dos tratamentos, extraidos e

conservados como descrito no item 2.8, foram utilizados para anilise
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eletroforética de LEA's proteinas. Os embrides foram pesados (100 mg), moidos
por 1 minuto em mortar na presen¢a de nitrogénio liquido, colocados em
microtubos de 1500 pL com 270 pL de tampdo (S0mM tris-HCI-7,5; 500mM
NaCl; 5SmM MgCl;; ImM PMSF; SpgmL’ de Leupeptim; e Spg.mL™ de
Antipain) e agitados em Vortex. O homegeneizado cru foi centrifugado a
T4000g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante incubado em banho Maria a 80°C
por 10 minutos e novamente centrifugado como acima referido. O sobrenadante
foi vertido em microtubos e o pellet descartado. Antes da aplicagdo no gel, os
tubos de amostras contendo 60uL de extrato + 20uL de solugdo tampado da
amostra(SmL de glicerol; 2,5mL de solugio tamp3o do gel concentrador; 2,5mg
de azul Bromofenol e completado o volume para 25mL de agua deionizada)
foram colocados em banho-maria com agua em ebuligdo por 5
minutos(Blakcman et al. 1991). Foram aplicados 60puL. do extrato com LEA
proteina + 20pL do tampdo da amostra por canaleta, em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida
eletroforética foi realizada a 150 V por cerca de 4 horas. Apés a migragio
eletroforética os géis foram corados em Coomassie Blue a 0;05% conforme
Alfenas et al., (1991), durante 12 horas e descorados em solu¢do de acido
acético 10%.

2.10 Analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, num
esquema fatorial (3x3), com quatro repeti¢des, sendo trés estadios de maturagéo
das sementes ( verde, verde-cana e cereja) e trés métodos de secagem (sem
secagem, secagem em ambiente controlado e secagem convencional). Os dados
foram interpretados estatisticamente por meio de analise de varidncia. As

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade .



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Umidade dos frutos

De acordo com a Tabela 1, observa-se que o teor de agua dos frutos,
antes de serem submetidas a secagem (SS), no estiadio verde-cana, apresentou
valores mais baixos que os demais estadios. Essa variagdo pode ser atribuida as
condigdes climaticas dos dias que antecederam as colheitas, uma vez que apés a
queda de umidade do estadio verde para o verde-cana, esta volta a crescer nos
frutos do estadio mais avangado de maturagdo, descaracterizando, dessa forma,

um declinio da umidade, tipico do final da maturagdo.

TABELA 1 - Teores médios de umidade dos frutos antes de serem submetidas
aos tratamentos sem secagem(SS), apés incubagdio no
higrostat(AH) e a umidade final alcangada pelas sementes(UF).
UFLA, Lavras - MG, 2000.

ESTADIO DE TRATAMENTOS

MATURACAO SS AH UF
VERDE 56,95 46.12 9.97
VERDE-CANA 52,79 45.98 13.09
CEREJA 57,34 47.09 10.99

Pode ser notado que apds a permanéncia dos frutos higrostat(AH) por 8
dias, houve uma uniformizagdo entre os teores de agua dos frutos colhidos nos
diferentes estadios de maturagdo. Observa- se que houve uma queda, em relagdo
aos valores observados antes da secagem, até a estabilizagdo em um patamar
determinado pela umidade relativa do ar conferida pela solugio de K;CO; dentro

do higrostat. Ja nos frutos com secagem convencional, foi possivel constatar

116



certa desuniformidade entre os teores de agua dos frutos colhidos nos diferentes

estadios de maturagdo, que também pode ser atribuida as condi¢Ges ambientais.

3.2 Anilise de variincia dos dados

O resumo da analise de vanancia dos dados obtidos nos testes para
avaliar a influéncia dos estadios de maturagdo e dos métodos de secagem, sobre
a qualidade das sementes de cafeeiro encontra-se na Tabela 1A. Os fatores,
métodos de secagem e estadios de maturagao, apresentaram diferengas altamente
significativas (1% de probabilidade) em todos os testes utilizados para avaliagio.
A interagdo entre os dois fatores também foi significativa para todos os testes,
sendo que, para o teste de germinagdo e para o indice de velocidade de
emergéncia o nivel de significancia foi de 5% de probabilidade e para os demais
de 1% de probabilidade.

3.3 Teste de germinagio

Verifica-se (Tabela 2), que as sementes antes de serem submetidas a
secagem apresentaram maior porcentagem de germinagdo, independentemente
do estadio de maturagdo, quando comparadas com aquelas submetidas aos
outros métodos de secagem. Nos métodos de secagem em ambiente controlado e
convencional houve diferenca apenas no estadio cereja, no qual a secagem
controlada promoveu maior germinagdo. As comparag¢des entre os estadios de
fnaturaqﬁo indicam que as sementes nos estadios cereja e verde-cana,
apresentaram maior germinagdo, para qualquer dos trés métodos de secagem, se
comparadas com aquelas do estadio verde. Comparadas entre si, foram iguais
nos métodos sem secagem e secagem convencional e o método de secagem
controlada promoveu maior germinagdo nas sementes no estadio cereja. O maior
potencial‘ de germinagdo foi observado nas sementes colhidas em estadios de

maturagdo mais adiantados, o que demonstra que, nas sementes de
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cafeeiro, . a germinagdo tende a aumentar com o seu desenvolvimento. Por outro
lado, ndo foi constatada durante a secagem controlada, a evolugio do
desenvolvimento (por causa do periodo de tempo em que os frutos
permaneceram com teores de agua altos durante a secagem) , que se esperava
ocorrer; fato este comprovado em fun¢do da estabilidade dos niveis de
germinacéo, ou seja, as sementes nos estadios verde ou verde-cana, mesmo sob
secagem controlada ndo atingiram taxa de germina¢io semelhantes aquelas

alcangadas no estagio cereja.

TABELA 2 - Porcentagem média de germina¢do de sementes de cafeeiro
obtidas de frutos colhidos nos estadios de desenvolvimento:
verde, verde-cana e cereja, submetidas a métodos de secagem:
secagem controlada(SL), secagem convencional(SC) e sem
secagem(SS). UFLA, Lavras - MG, 2000

ESTADIO DE TRATAMENTOS

_MATURACAO SS SL SC " MEDIAS
VERDE 75,75aB  60,75bC  65,50bB 67,33
VERDE-CANA  89,75aA 7625bB  7850bA 81,50
CEREJA 9300aA 87,50bA  78,75cA 86,42
MEDIAS 86,16 74.83 74.25 78,42

As médias seguidas de uma mesma letra minuscula na linha ¢ maiascula na coluna ndo

~ diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
A capacidade de germinagio é um atributo adquirido
progressivamente, (Kermonde e Bewley, 1989), fato constatado pelos
resultados que indicam uma evolugdo acentuada da germinagio entre os
estadios verde e verde-cana, e uma subsegiliente tendéncia de
estabilizacdo entre os estadios verde-cana e cereja, em todos os métodos

de secagem.
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As sementes tiveram as maiores taxas de germinagao, antes da secagem
em qualquer dos estadios estudados, evidenciando que sementes de cafeeiro
podem ser incluidas num grupo descrito por Kermode ¢ Bewley, 1989, para o
qual a dessecagio ndo representa um sinal que desvia o programa de
desenvolvimento, para um programa de germinagdo, visto que a secagem foi
prejudicial 2 germinagdo, mesmo no estadio verde no qual fatores como altos
teores de ABA (Long, Dale e Sussex, 1981; Ackerson, 1984; Finkelstein et al.,
1985; Prevost e Le Page-Degivry, 1985; Quatrano, 1986; Koomneef et al., 1989;
Xu e Bewley, 1991), e resistencia de tecidos que circundam o embrido (Bewley,
Kermode e Misra, 1989; Berry e Bewley, 1991) podem inibir a germinagio e por
isso confundir os efeitos degenerativos da secagem. A observagio que, qualquer
tipo de secagem influencion negativamente na germinagdo, demonstra o carater
de intolerdncia & dessecagdo das sementes de cafeeiro, embora a_intensidade.

e m——

deiSi influencia nio tenha se apresentado de maneira drastica e com limites de
Etrllifd,a&ér altos como aéﬁglgs _apresentados pelas seniéptes tipicamente
recalcitrantes. As sementes de café foram inicialmente classificadas por Roberts

/(1973) como recalcitrantes. Ellis, Hong e Roberts (1990) observaram que essas
sementes apresentavam caracteristicas tanto do comportamento ortodoxo, como
do recalcitrante, e sugeriram a sua inclusdo numa nova categoria chamada de
_intermediaria. As sementes classificadas como apresentando comportamento
intermediario, na fase pds-colheita, sdo relativamente tolerantes a4 dessecagdo,
fnas provavelmente ndo resistirio a remogdo de agua para niveis tio baixos |
quanto as sementes ortodoxas. S3o sementes, particularmente de origem tropical,
(Ellis, Hong e Roberts, 1990; Hong e Ellis, 1995). Esses resultados podem
explicar porque varios autores (Couturon 1980, Reddy, 1987, Andreoli, 1992;
Camargo, Groth e Razera, 1993; Dias e Barros, 1993 e Miranda et al.,1993),
preconizgram o armazenamento de sementes de cafeeiro com altos niveis de

umidade confirmando essa tendéncia ao seu comportamento recalcitrante.
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3.4 indice velocidade de germinacio

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados do indice de velocidade de
germinacgdo de sementes de cafeeiro quando submetidas a diferentes métodos de
secagem, em diferentes estadios de maturacdo. O vigor das sementes ndo variou
com o método de secagem, quando as sementes estavam no estadio verde. No

éstadio verde-cana, o maior vigor foi apresentado pelas sementes sem secagem e

TABELA 3 - indice de velocidade de germinagdo de sementes de cafeeiro
obtidas de fiutos cothidos nos estadios de desenvolvimento verde,
verde-cana e cereja, submetidas a métodos de secagem: secagem

controlada(SL), secagem convencional(SC) e sem secagem(SS).

UFLA, Lavras - MG, 2000

ESTADIO DE TRATAMENTOS ,

. MEDIAS
MATURACAO SS SL SC
VERDE 3,94aC 3,97aC 429a B _ 4,06
VERDE-CANA 5,65aB 498bB  525abA 5,29
CEREJA 6,14a A 58aA 523 b A 5,74
MEDIAS 5,24 4,93 4,92 5,03

As médias seguidas de uma mesma letra mimiscula na linha ¢ maiuscula na coluna nio
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

0 mais baixo pelas sementes com secagem controlada; e o das sementes com
secagem convencional ndo diferiu do daquelas submetidas aos dois outros
métodos. No estadio cereja, as sementes submetidas aos métodos sem secagem
e secagem controlada apresentaram resultados iguais entre si e superiores ao
método secagem convencional. Pode-se verificar que sementes ndo submetidas a
secagem ou apos secagem controlada apresentaram valores de vigor diferentes

para estidio de maturagdo, sendo quanto mais altos tanto mais adiantado era esse

estadio. A secagem convencional promoveu valores de vigor significativamente
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iguais para estadios cereja e verde-cana e superiores quando comparados
aqueles apresentados no estadio verde. A exemplo dos resultados obtidos no
teste de germinagdo, as sementes ndo submetidas 4 secagem apresentaram
melhor desempenho, evidenciando as perdas de qualidade devidas a dessecacdo.
Entretanto, vale ressaltar que as diferengas, principalmente entre métodos de
secagem, ndo foram tdo evidentes como o foram para - germinagdo,
especialmente no estadio verde. Este fato parece indicar que a secagem removeu
fatores tais como: altas concentragdes de ABA ou resisténcia de tecidos que
circundam o embrido, que reduziam a velocidade de germinag3o, sem no
entanto, reduzir sua taxa final. Sabe-se que durante o desenvolvimento das
sementes, diversos fatores inibem a germinagdo, permitindo ao embrido
completar a maturagdo. Dentre eles, podem-se citar: os tecidos que circundam o
embriio (Bewley, Kermode e Misra, 1989; Berry e Bewley, 1991), baixos
potenciais hidricos (Long, Dale e Sussex, 1988; Finkelstein e Crouch, 1985;
Fischer et al., 1988; Xu e Bewley, 1991) e altas concentragdes de ABA (Long,
Dale e Sussex, 1981; Ackerson, 1984; Finkelstein et al.,, 1985; Prevost e Le
Page-Degivry, 1985; Quatrano, 1986; Koomneef et al., 1989; Xu e Bewley,
1991). Provavelmente os tecidos que circundam o embrido e as altas
concentra¢des de ABA tenham sido os fatores que mais sofreram alteragOes,
favorecendo a velocidade de germinagio das sementes submetidas a secagem.

A exemplo do teste de germinagdo, o vigor avaliado pelo indice de
Velocidade de germinagio aumentou com o avango do desenvolvimento das

sementes, apresentando melhores resultados nos estadios mais avangados.

3.5 Condutividade elétrica
Pelos dados contidos na Tabela 4, verifica-se que, no estadio de
maturagdo verde, as sementes ndo submetidas a secagem apresentaram os

valores ‘de condutividade elétrica do lixiviado menores que os das sementes
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TABELA 4-Valores médios da condutividade elétrica do lixiviado de sementes
de cafeeiro nos estadios de desenvolvimento verde, verde-cana e
cereja, submetidas a métodos de secagem: secagem
controlada(SL), secagem convencional(SC) e sem secagem(SS).
UFLA, Lavras - MG, 2000 -

ESTADIO DE TRATAMENTOS ,

. MEDIAS
MATURACAO SS SL SC
VERDE 3434aA 10604bB 14395¢B 94.78
VERDE-CANA 2728aA 6781bA  6957bA 54,89
CEREJA 2283aA 5824bA  5692bA 46,00
MEDIAS 28,15 77,36 90,15 65,22

As médias seguidas de uma mesma letra miniscula na linha e maidscula na coluna nio
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

avaliadas apos secagem controlada, que por sua vez apresentaram valores
menores que daquelas submetidas a secagem convencional. As sementes nos
estadios verde-cana e cereja também apresentaram menores valores quando sem
secagem se comparadas com aquelas com secagem controlada ou convencional,
que foram iguais entre si. Nas sementes sem secagem ndo houve diferengas entre
os valores de condutividade para os diferentes estadios de desenvolvimento.
Nos métodos secagem controlada e secagem convencional, as sementes nos
estagios verde-cana e cereja apresentaram os valores de condutividade iguais
entre si e superiores aqueles encontrados para sementes no estadio verde. Esses
resultados sdo coerentes com aqueles encontrados para o teste de germinagado e
demonstram claramente que a secagem, lenta ou convencional, provocaram
danos ao sistema de membranas celulares das sementes os quais sdo
diferenciados em relagdo aos estadios de desenvolvimento das mesmas, sendo

que, no estadio verde, as sementes s3o mais suceptiveis que nos estadios cereja e
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verde-cana, indicando que os mecanismos de protegdo as membranas sao
desenvolvidos entre os estadios verde e verde-cana. Muitas sementes sofrem
uma rapida transi¢do de uma fase de intolerancia a tolerancia a dessecagio,
aproximadamente na metade do seu pericdo de desenvolvimento, precedendo
ou coincidindo com a deposi¢do de reservas (Kermode e Bewley, 1989;
Kermode, Oishi e Bewley, 1989; Hong e Ellis, 1992). Nas sementes verdes o
menor indice de danos apresentados por aquelas submetidas a secagem
controlada em relagdo aquelas submetidas & secagem convencional, pode ser
atribuido ao desenvolvimento de mecanismos de protegdo durante a secagem.

Um indicador precoce de dano induzido por dessecacdo em membranas
€ a lixiviagdo de varias solugdes citoplasmaticas (ions, agiicares e proteinas) que
ocorrem na reidratagdo de tecidos dessecados (Seneratna e McKersie, 1983,
1986; Crowe et al., 1989). A taxa e extensio de lixiviado plasmatico esta
possivelmente relacionada com o grau de sensibilidade a dessecagio (Seneratna
e McKersie, 1983, 1986).

3.6 Teste de emergéncia de plintulas

Pode ser observado pelos dados contidos na Tabela 5, que sementes no
estadio de desenvolvimento verde ndo sofreram influéncia do método de
secagem quando avaliadas pelo teste de emergéncia de plantulas. Nos estagios
verde-cana ¢ cereja, as maiores porcentagens de emergéncia foram apresentadas
pelas sementes sem secagem. As sementes apos secagem controlada ou secagem
convencional, apresentaram porcentagem de emergéncia iguais entre si e
inferiores aquelas sem secagem. Nas sementes sem secagem as maiores
porcentagens de emergéncia foram alcangadas pelas sementes no estadio cereja,
seguidas por aquelas no estadio verde cana que apresentaram porcentagens

superiores aquelas avaliadas no estadio verde.



TABELA S — Porcentagem média de emergéncia de plintulas originadas de
sementes de cafeeiro obtidas de frutos colhidos nos estadios de
desenvolvimento verde, verde-cana e cereja, submetidas a
métodos de secagem: secagem controlada(SL), secagem
convencional(SC) e sem secagem(SS). UFLA, Lavras - MG,

2000
ESTADIO DE METODOS DE SECAGEM ]

. MEDIAS
MATURACAO SS SL SC
VERDE 52,00aC  4450aB 40,002 B 45,50
VERDE-CANA 8350aB  6400bA 4950bAB 65,67
CEREJA 9550aA  6600bA  67,00b A 76,17
MEDIAS 77,00 58,17 52,17 62.45

As médias seguidas de uma mesma letra miniscula na linha e maitscula na coluna nio
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

As sementes submetidas ao método de secagem controlada, quando nos
estagios cereja e verde-cana, apresentaram porcentagem de emergéncia de
plintulas estatisticamente iguais entre si e superiores 4s daquelas no estadio
verde. As sementes submetidas a secagem convencional no estidio cereja
apresentaram a maior taxa de emergéncia e no estadio verde a menor, enquanto
valores intermediarios foram apresentados pelas sementes submetidas a secagem
I;O estadio verde-cana, que ndo se diferenciou estatisticamente dos outros dois.
Os resultados obtidos por essa avaliagdo s3o similares aqueles encontrados para
o indice de velocidade de germinag@o, de tal maneira que as consideracdes feitas
naquele item (3.4) sdo validas também para andlise dos resultados de

emergéncia das plantulas.
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3.7 indice de velocidade de emergéncia

Pode-se verificar pela Tabela 6, que as sementes no estadio verde, nao
foram influenciadas pelos métodos de secagem, quando avaliadas pelo indice de
velocidade de emergéncia. No estadio verde-cana, os maiores valores do indice
foram alcancados nas sementes sem secagem e Os menores, nas sementes com
secagem convencional. Os valores intermediarios alcangados pelas sementes
submetidas a secagem controlada, nio diferiram estatisticamente dos outros dois
métodos. No estadio cereja as sementes mais vigorosas também foram aquelas
ndo submetidas & secagem, enquanto aquelas com secagem controlada e

convencional apresentaram valores mais baixos e iguais entre si. Sementes sem

TABELA 6 — Valores médios do indice de velocidade de emergéncia de
sementes de cafeeiro nos estiadios de desenvolvimento verde,
verde-cana e cereja, submetidas a métodos de secagem:
secagem controlada (SL), secagem convencional(SC) e sem
secagem(SS). UFLA, Lavras - MG, 2000

ESTADIO DE METODOS DE SECAGEM i
. MEDIAS
MATURACAO SS SL SC
VERDE 0,64aC 060a B 0,57aB 0,6
VERDE-CANA 103aB 092abA 0,72bAB 0,89
CEREJA 128aA 091 b A 091bA 1,03
- MEDIAS 0,98 0,81 0,73 0,84

As médias seguidas de uma mesma letra miniscula na linha e maiiscula na
coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

secagem se apresentaram mais vigorosas, pelo indice de velocidade de
emergéncia no estadio cereja enquanto sementes submetidas & secagem no

estadio verde-cana apresentaram IVE de valor intermediario e as no estadio

verde, o menor indice. Nas sementes submetidas a secagem controlada, os



maiores valores para o IVE foram obtidos, quando nos estadios cereja e verde-
cana, embora os valores obtidos pela sementes verde-cana tenham sido
estatisticamente iguais aos valores alcan¢ados pelas sementes no estadio verde,
que foram os mais baixos. Sementes no estadio cereja secadas pelo método
convencional apresentaram os maiores indices de velocidade de emergéncia e
quando no estadio verde, os menores. As sementes secadas no estadio verde-
cana apresentaram IVE intermediario, com tendéncia de igualdade aos outros
dois estadios.

E importante ressaltar a consisténcia dos resultados entre os testes
utilizados nesta pesquisa para avaliar o vigor das sementes. Essa similaridade
reforca as discussGes apresentadas no item (3.4). As diferencas detectadas pelo
teste de condutividade elétrica foram discutidas no item pertinente e
demonstram a especificidade deste teste na avaliagiio do grau de estruturagio de
membranas celulares em sementes como ja mencionado por Seneratna e
McKersie, 1986.

3.8 Tempo médio para a ocorréncia de 50% da germinacéo (Tso)

Pela Tabela 7 nota-se que as sementes no estadio verde, apos secagem
convencional, apresentaram maior velocidade inicial de germinagdo,
demonstrada pelo Ts,, quando comparadas com as sementes que foram
submetidas a secagem controlada e aquelas ndo secadas. As sementes secadas de
forma controlada apresentaram valores intermediarios e aquelas sem secagem os
mais altos valores de Ts,, No estidio verde-cana, os maiores valores também
foram verificados nas sementes n3o submetidas a secagem e as sementes
submetidas a secagem controlada e convencional foram estatisticamente iguais
entre si. Os diferentes métodos de secagem nido influenciaram no Ty das

sementes de cafeeiro colhidas no estadio cereja.
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TABELA 7- Valores médios do Ts de sementes de cafeeiro obtidas de frutos
colthidos nos estadios de desenvolvimento verde, verde-cana e
cereja, submetidas a métodos de secagem: secagem controlada
(SL), secagem convencional(SC) e sem secagem(SS). UFLA,
Lavras - MG, 2000 :

ESTADIO DE TRATAMENTOS .

N MEDIAS
MATURACAO SS SL SC
VERDE 4540cC  3706bB  3337aA 38,61
VERDE-CANA  4297bB  3333aA  3233aA 36,21
CEREJA 36,10aA  37,53aB  3647aB 36,7
MEDIAS 41,49 35,97 34,05 37,17

As medias scguidas de uma mesma letra minascula na linha e maitscula na coluna ndo
difercm cntre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

Em relagdo aos métodos de secagem, as sementes sem secagem, no
estadio cereja apresentaram melhor desempenho que as demai-s; e aquelas no
estadio verde. o desempenho mais baixo. As sementes submetidas 4 secagem
controlada apresentaram resultados estatisticamente iguais quando no estadio
cereja ¢ verde ¢ inferiores aqueles alcangados pelas sementes no estadio verde-
cana As scmentes secadas de forma convencional nos estadios verde e verde-
cana tiveram um desempenho em rela¢do ao Tso, estatisticamente iguais entre si
& supenores aqueles alcangados pelas sementes no estadio cereja. Os ganhos de
vigor detectados pelo tempo médio para-ocorréncia de 50% de germinagdo, em
funcdo da forma de secagem das sementes em diferentes estadios do
desenvolvimento, reafirmam que as diferengas observadas entre os resultados de
germinaco e vigor, sdo ligadas a fatores inerentes a espécie, como ja discutido
no item 3.4, que reduzem a velocidade de germinac¢do. Indicam ainda que estes

fatores  tém maior influencia em sementes nos estadios precoces de
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desenvolvimento, ja que os efeitos s3o apresentados principalmente nos estadios
verde e verde-cana e que interferem principalmente na primeira metade do

processo de germinagdo, como verificado pelo teste do Ts,.

3.9 Andlise eletroforética de LEA’s proteinas

O perfil eletroforético de proteinas apresentado na Figura 1, revela a
presenca de proteinas extraidas pelo calor em todos os estidios de
desenvolvimento avaliados, independente do método de secagem. Entretanto, é
evidente a auséncia de algumas bandas nas sementes sem secagem (1) no terco
superior do zimograma, e alteragdo na intensidade de outras, também nas
sementes sem secagem(l), principalmente na parte mediana do perfil
eletroforético, e que se tomam presentes de forma mais evidente, 4 medida que
avanga o estadio de desenvolvimento das sementes (A-B-C). Esses resultados
sdo coerentes com a tendéncia observada nas demais avaliages, nos quais se
\}eriﬁcou, nas sementes de cafeeiro um comportamento de intolerdncia a
dessecagio, pela queda de qualidade demonstrada na maioria das avaliagdes das
sementes submetidas a secagem. A auséncia de determinadas bandas nas
sementes sem secagem, demostram diferencgas nas proteinas tipo LEA, que sdo
coincidentes com as variagdes fisiologicas, indicando que as modificagdes nas
proteinas estdo atreladas a redugdo na tolerdncia & dessecacdio das sementes.
Observagoes semelhantes foram verificadas em relagio ao teste de
‘ondutividade elétrica, o que parece indicar que as proteinas LEA podem agir,
também em sementes de café, como um. agente protetor de membranas. Essas
constatacdes e indicagdes podem ser explicadas ou sustentadas por relatos
encontrados na literatura relativos as caracterizagbes de LEA’s por analise de
seqiiéncia e predicdo estrutural (Baker, Steele e Durs, 1988; Dure et al., 1989
Piatkowski et al, 1990, Lane, 1991), que indicam que elas sdo ricas em glicina e

outros aminoacidos hidrofilicos e tém poucos residuos hidrofobicos. Estas
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FIGURA 1- Perfil eletroforético de proteinas extraidas pelo calor em sementes
de cafeeiro nos estadios de desenvolvimento verde (A), verde-cana (B) e cereja
(C), sem secagem (1) ou submetidas a secagem controlada (2) e secagem
convencional (3). Padrdo referencial extraido de sementes de soja (P).UFLA,
Lavras - MG, 2000

proteinas sido, desta forma, facilmente soliveis em dgua, com alto nivel de
hidratagio e provavelmente, localizadas exclusivamente na fragdo citosol. Elas

geralmente sdo formadas por segmentos aleatorios, na forma de espiral

ocasionalmente com uma longa a-hélice amplificada, que deve servir como uma
base para ordenar a estrutura superior. Elas sdio soliveis na fervura ¢ niio tém
estado determinado termodinamicamente. Com base nesses dados, diversos
autores sugerem que tais proteinas desempenham um papel estrutural como
protetoras a dessecacdo (McCubbin e Kay, 1985; Baker, Steele e Durs, 1988;
Lane, 1991). Por exemplo, LEA-DI11 e D113 de algodido sdo colocadas como
desempenhadoras de um papel, em sinergismo com agicares soliveis na
inibicio da cristalizagdo do citoplasma e na preservagdo da superficie da
membrana, enquanto D29 e GD29 prenderiam ions cadticos (Baker, Steele e
Durs, 1988). Papel semelhante tem sido sugerido para a proteina (Em), que

poderia substituir uma matriz de agua ligada em sitios estratégicos ¢ estabilizar
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estruturas citoplasmaticas, durante a dessecacdo de embriGes de trigo
(McCubbin e Kay, 1985; Lane, 1991).

3.10 Anilise cromatogrifica de agucares

Na Figura 2 verifica-se o resultado da analise cromatografica de
acgicares nos embrides das sementes de cafeeiro dos diferentes estadios do
desenvolvimento e submetidas aos diversos métodos de secagem. Apenas a
sacarose entre os agucares incluidos no padrio, foi detectada. No
cromatograma que representa o tratamento verde-cana/sem secagem (Bl),
aparece um segundo pico que, entretanto esta fora do tempo de retengdo dos
acucares pesquisados no padrio. As variages quantitativas podem ser
verificadas na Tabela 8, onde sdo apresentados os resultados do conteudo de
sacarose em porcentagem. Percentuais mais elevados e discrepantes em relagdo
aos demais foram apresentados pelos embrides das sementes no estadio verde-
cana. Como esse fato nio provocou efeito diferencial aparente que influenciasse
nos testes fisiologicos, sugere-se que a quantidade de sacarose necessaria para
contribuir como mecanismo de tolerdncia a dessecagio, seja menor que aquela
encontrada no tratamento que apresentou menor percentual. Diversos resultados
de pesquisas correlacionam a aquisig3o ou perda de tolerancia a dessecag¢do com
acucares soluveis durante a maturagio de sementes de mostarda (Fischer et all.,
1988), milho (Chen, 1990a) e soja (Blackman, Obendorf ¢ Leopold, 1992) e
durante a germinagdo de ervilha, soja e milho (Koster e Lecpold, 1988), e
Brassica camprestris (Leprince, 1992; Leprince et all.,, 1992). De acordo com
estes dados, os tecidos tolerantes sdo caracterizados por apresentarem alta
quantidade de sacarose e oligossacarideos (estaquiose ou rafinose (Kuo,
Vanmiddlesworth ¢ Wolf.,, 1998)), e por apresentarem auséncia ou pelo menos
muito baixa quantidade de monossacarideos redutores, como a galactose,

manose, glucose e frutose.
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FIGURA 2- Cromatograma da andlise de agucares (g - glicose; s - sacarose;

st - estaquiose; r - rafinose), em embrides de sementes de
cafeeiro, nos estidios de desenvolvimento verde (A), verde cana
(B) e cereja (C), sem secagem (1) ou submetidas a secagem

controlada (2) e secagem convencional (3) e padrdo referencial.
UFLA. Lavras - MG. 2000
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Ao contrario, os tecidos intolerantes & desseca¢do sio geralmente dotados de
altas concentragoes de monossacarideos e baixas concentragdes de dissacarideos

e sacarideos maiores. Em sintese, uma quantidade substancial de evidéncias

TABELA 8- Porcentagem de sacarose em embrides de sementes de cafeeiro
nos estadios de desenvolvimento verde, verde-cana e cereja,
submetidas a métodos de secagem: secagem controlada (SL),

secagem convencional(SC) e sem secagem(SS). UFLA, Lavras -

MG, 2000
ESTADIO DE METODOS DE SECAGEM MEDIAS
MATURACAO §§ SL SC
VERDE 6.85 6.11 7.12 6.69
VERDE-CANA 15.36 14.85 811 1277
CEREJA 6.76 4.34 6.88 5.09
MEDIAS 9.66 843 7.37 8.48

apoiam a visdo de que agucares agindo .como “substitutos de agua” podem
desempenhar um papel-chave na tolerdncia a dessecagdo, em sementes, por
proteger as membranas na fase de transicdo de lipideos, induzida pela
dessecagdo, e também proteger as proteinas, e/ou por formar vidro a
temperaturas fisiologicas. Todavia, diversos autores relatam uma alta
concentrag@o de sacarose e oligossacarideos, durante o desenvolvimento
de sementes recalcitrantes, sensiveis a dessecagio (Farrant, Pammenter e
Berjak, 1993), sugerindo que a capacidade de tolerar desidratagao nio é somente

por causa da presenc¢a daqueles sacarideos.
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4 CONCLUSOES

As sementes de cafeeiro apresentam redu¢do de vigor e viabilidade
quando submetidas a secagem.

O vigor das sementes de café aumenta sensivelmente na fase de
desenvolvimento entre os estagios verde e verde-cana,

7 As proteinas estaveis no calor (LEA proteinas), contribuem para a

tolerén.cia a dessecagdo existente nas sementes de café.

A sacarose ndo € fator limitante para aquisicdo de tolerancia a
dessecacdo em sementes de café.

Glicose rafinose e estaquiose, ndo foram detectadas em embrides de

sementes de cafeeiro.
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CAPITULO 3

CONDICIONAMETO FISIOLOGICO EM SEMENTES DE CAFEEIRO
(Coffea arabica, L.)

RESUMO

GUIMARAES, Renato Mendes. Condicionameto fisiolégico em sementes de
cafeeiro (Coffea arabica, L.). Lavras: UFLA, 2000. 180p. (Tese de Doutorado
em Fitotecnia).

Com o objetivo de avaliar metodologias para recuperar a qualidade fisiologica
de sementes de cafeeiro, pela técnica de condicionamento fisiologico, e detectar
marcadores para graus de estruturacio de membranas e qualidade fisiologica de
sementes, foi conduzida a presente pesquisa nos Laboratorios de Analise de
Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras e
Laboratério de Analises Bioquimicas da EPAMIG. Sementes da cultivar Rubi
colhidas nos campos de produg¢do da UFLA e armazenadas de maio a outubro de
1999, foram condicionadas sobre papel umedecido ou submersas em soluggo de
Polietileno Glicol 6000 ou solucdo de Nitrato de Potassio, ambas com potencial
hidrico de -1,1Mpa. O condicionamento foi realizado em cidmaras tipo BOD a
30°C, na presenga de luz, por periodos de 8,12,16,20 e 24 dias. Nas mesmas
condigGes foram instalados 3 tratamento adicionais: condicionamento de
sementes em agua, sobre papel, ou por submersdo durante 8 dias € sementes ndo
condicionadas. Apos os tratamentos as sementes foram lavadas e enxugadas com
papel toalha. Em seguida, foram submetidas a determinag¢io do teor de agua,
avaliadas pelos testes de germinagdo, velocidade de germinacgdo, Tso, peso da
matéria seca do eixo hipocdtilo/radicula e condutividade elétrica. Parte das
sementes foi congelada a —86°C e posteriormente submetida a analises para
determinagdo dos teores de acido clorogénico, atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase. Pelos resultados pode-se concluir que o
condicionamento de sementes de cafeeiro em agua por submersdo ou sobre
papel durante 8 dias, aumenta a taxa e a velocidade de gemminagdo; o
condicionamento sobre papel propicia os maiores incrementos na qualidade
fisiologica das sementes; os solutos PEG 6000 e Nitrato de Potassio ndo sdo
promissores para o condicionamento de sementes de cafeeiro; os parametros,
testes condutividade elétrica, porcentagem de acido clorogénico e atividade das
enzimas polifenoloxidase e peroxidase sdo marcadores promissores para
determinagio do grau de estruturagio de membranas e da qualidade fisiologica
de sementes de cafeeiro.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Renato Mendes Physiological conidtioning in coffee seeds
(Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 2000. 180p. (Thesis — Doctorate in
Plant Science)

With the goal of studying methodologies to restore coffee seeds
physiological quality, by physiological conditionings, essays were carried out in
the Laboratories of Seed Analysis of the Agriculture Department of the UFLA
and Biochemical Analyses of EPAMIG. Seeds from the cultivar Rubi, harvested
in the UFLA’s fields, were conditioned on moist paper or soaked in PEG 6000
or potassium nitrate (KNO;) solutions, both with ~1.1 Mpa of water potential.
The conditioning was made in BOD chambers at 30°C and in the presence of
light during 8, 12,16, 20 and 24 days. In the same conditions were installed 3
additional treatments consisting of seed conditioning in water, on paper or
soaked, during 8 days and seeds without conditioning. After the treatments, the
seeds were washed, dried with paper towel, submitted to the water content
determination and were evoluated by the germination test, germination velocity
index, T50, hypocotil/radicle dry weight and electric conductivity. Some seeds
were freezed at 86°C and afterward submitted to the anlyisis for chlorogenic acid
content determination and polyphenoloxidase/peroxidase enzyme activities. The
results ‘made at possible to conclude that the conditionings of coffee seeds in
water, soaked or on paper, during 8 days, increase the germination rate and
velocity, that the conditioning on paper gives the largest increases in the
physiological quality of seeds, that the PEG 6000 and KNO3 solution are not
promissing for coffee seed conditioning and that the parameters (eletric
conductivity test clorogenic acid percentage and polyphenoloxidase/peroxidase
enzyme activity) are promissing markers to determine the integrity level of
membrans and physiological quality of coffee seeds.
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1 INTRODUCAO

A época de plantio da lavoura cafeeira tem sido extremamente
dependente da época de colheita, tendo em vista as dificuldades de utiliza¢do de
sementes armazenadas, em fun¢do de geralmente ndo apresentarem qualidade
fisiologica satisfatoria no momento ideal para inicio da formacdo das mudas. A
possibilidade de obten¢do de sementes de alta qualidade, em qualquer época do
ano, oferece ao produtor a oportunidade de programar a instalagdo de sua
lavoura na melhor época para sua regido e, consequentemente a formacgdo de
lavouras mais produtivas e precoces. Nesse sentido, a recuperagio da qualidade
fisiologica das sementes, por meio de tratamentos pré-germinativos, tem sido
uma altemativa investigada para a solu¢do do problema. Dentre estes
tratamentos. o condicionamento fisiolégico tem se destacado como uma técnica
de alto potencial. A hipdtese de que as sementes podem ter a velocidade de
germinacio aumentada e mesmo sua viabilidade recuperada pelo controle da
embebigao ¢ de fatores externos que afetam o processo germinativo, deve ser
avaliada sob diversos aspectos, para que solugdes consistentes e definitivas
possam ser oferecidas ao cafeicultor.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar métodos de
condicionamento fisiologico de sementes de cafeeiro, sob aspectos fisiologicos e
bioquimicos. visando a recuperagdo da qualidade das sementes de cafeeiro

armazenadas
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacio do experimento

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Analise de Sementes do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras e Laboratério
de Analises Bioquimicas da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas

Gerais, em Lavras-MG no periodo de outubro a dezembro de 1999.

2.2.Condicbes iniciais das sementes

Foram utilizadas sementes de cafeeiro Coffea arabica, da cultivar Rubi,
safra de 1999, colhidas nos campos de produgdo de sementes da UFLA. Foram
acondicionadas em embalagens de papel multifoliado e armazenadas em cimara
fria (aproximadamente 10°C e 50%UR) de maio até outubro de 1999. Quando
foram iniciados os experimentos, as sementes continham teor de agua,
determinado pelo método da estufa 105+3°C, igual a 11,32% (Brasil, 1992) e
apresentavam viabilidade avaliada pelo teste de tetrazolio igual a 66% segundo
metodologia descrita por Vieira et al., 1998. As sementes sem condicionamento
foram embebidas em papel mata-borrdo, até umidade (48.89%) proxima a média
das sementes condicionadas antes das avaliagOes. Para o teste de condutividade
elétrica, apos cada tratamento, as sementes eram deixadas em ambiente de
laboratério, onde permaneciam até o equilibrio higroscopico, com a finalidade

de serem avaliadas com graus de umidade semelhantes.

2.3. Tratamentos

As sementes foram retiradas da cdmara fria, tiveram o endocarpo
retirado pelo processo manual, foram tratadas com o fungicida Captan 75 na
dosagem de 0,25% do produto comercial e submetidas ao condicionamento

fisioldgico pelos seguintes métodos:

142



Condicionamento fisiolégico em papel - As sementes foram uniformemente
distribuidas, no interior de caixas tipo gerbox, sobre duas folhas de papel mata-
borrdo umedecidas com agua, ou solugfio de nitrato de potassio (KNQ;) com
potencial hidrico de -1,1 MPa ou solugdo de polietileno glicol de peso molecular
6000 (PEG 6000) com potencial hidrico de -1,1MPa, na proporgdo de 3 mL de
agua ou das solugdes por grama de papel. As caixas foram colocadas em
cimaras de germinag3o tipo BOD, previamente regulada & temperatura de 30°C,
na presenca de luz, por periodos de 8, 12, 16, 20, 24 dias. Para cada uma das
solu¢des (H,O0, KNO; ou PEG 6000) e para cada um dos tempos de tratamento
programados (8, 12, 16, 20, 24 dias) foram condicionadas 250 sementes
distribuidas em 5 caixas gerbox. Cada tratamento constou de 4 repetigoes.

Condicionamento fisiolégico por submersiio - As sementes foram submersas
em agua ou solugdes de KNO; ou PEG600 ambas com potencial hidrico de -1,1
MPa, no interior de recipientes com capacidade de 3litros, de modo que o nivel
da solucdo sobrepunha em no minimo 10cm o nivel das sementes. Os trés
recipientes, foram colocados no interior de cimaras tipo BOD, nia presenga de
luz e reguladas a 30°C. Durante todo o processo de condicionamento foi
realizada aeragio dos tratamento através de injegdo de ar com compressor para
aquario e com uma bomba especial para filtro de aquario (Whisper - Power
filter) que promovia a circulagdo do liquido que caia em cascata de uma altura
aproximada de 15 cm. Decorridos cada um dos tempos de 8, 12, 16, 20 e 24
dias, 4 repeti¢Ses de 250 sementes cada, foram submetidas as avaliagdes.

Preparo das solugdes - Os calculos pama determinagdo das concentragoes das
solugdes de PEG6000 e KNO; para a obtengdo potencial hidrico de -1 ,1Mpa em
30°C, foram baseados na equagdo de Michel e Kaufmann (1973) para o
PEG6000 e na equacdo de Van't Hoff citada por Hillel (1971), para 0 KNO; As

solugSes foram preparadas em baldes volumétricos, pela simples adigdo do



soluto em agua (PEG6000 323,66g/litro e KNO; 25,50g/litro) e agitagdo até que
ndo restasse nenhum precipitado no fundo do balao.

Preparo das sementes para as avaliacdes - Tanto as sementes condicionadas
em papel como aquelas em submers3o, foram retiradas dos tratamentos, lavadas
2m agua corrente por 3 minutos e enxugadas com auxilio de papel toalha. Parte
das sementes foi destinada aos testes de avaliagio da qualidade fisiologica e
determinagdo da umidade pos-tratamento, Das sementes restantes, foram
retirados duzentos embriGes, sendo que, no momento da extragio eram
colocados em microtubos mantidos em gelo e contendo acido ascorbico. Em
seguida os embrides foram congelados pela submersio dos microtubos em
nitrogénio por 15 segundos e depois armazenados em deep-freezer a -86°C para
serem utilizadas em analises futuras. As sementes restantes foram armazenadas
em caixas tipo gerbox e mantidas em deep-feezer a -86°C.
2.4. Determinacio do grau de umidade h

Apos cada tratamento, duas repeti¢des de aproximadamente 10g de
sementes foram colocadas em recipientes de aluminio com didmetro de 4cm, e
submetidas a determinagdo do grau de umidade, pelo método de estufa a
105+3°C por 24 horas, conforme as prescrigées das Regras para Anilise de
Sementes (Brasil, 1992). Os resultados foram expressos em porcentagem.
2.5 Teste de germinacio e indice de velocidade de germinagio

O teste foi conduzido com 4 repetigdes de 50 sementes , dispostas em 2
rolos de 25 sementes cada um, para cada tratamento. Como substrato foi
utilizado o rolo de papel toalha umedecido com agua na quantidade de 2,5 vezes
o peso do papel e mantidos em germinador regulado & temperatura de 30°C, na

presenca de luz. As avaliagdes foram diarias, computando-se o nimero de
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sementes que apresentavam protusdo de radicula. Apds a estabilizagio do
numero de sementes germinadas, calculou-se o indice de velocidade de
germinagdo pelo somatério do niumero de sementes germinadas a cada dia
dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e a contagem
(Maguirre, 1962). Apés 30 dias, foram realizadas as avaliagdes segundo os
critérios das RAS (Brasil,1992) para obtengdo dos resultados da porcentagem de

de germinacio.

2.6 Determinagio do tempo para ocorréncia de 50% de germinacio (Ts, )

Utilizando os mesmos dados obtidos no indice de velocidade de
germinagdo, o Ts, foi calculado pela seguinte formula:

Tso=[(G - G))I/G-G ]+ T

Onde:

Tso =‘Tempo para a ocorréncia de 50% da germinagio

G = Metade do valor maximo de germinacdo

G, = Valor de germinagio igual ou imediatamente inferior a G

G, = Valor de germinagio imediatamente superior a G

I'= Intervalo entre as contagens

T = Tempo para a ocorréncia de G,

2.7 Determinagio do peso da matéria seca do eixo hipocétilo/radicula.

' Apés a ultima contagem do teste de germinago foram eliminados das
plantulas, o endosperma e cotilédones (com o objetivo de eliminar influéncia do
peso seco de restos de endospermas presos em algumas plantulas), € o eixos
hipocétilo /radicula de cada parcela foram colocados em sacos de papel e
deixados em estufa com circulagiio de ar a 65°C, até peso constante. Para
pesagem ptilizou-se balanca com precisdo de 1 miligrama. Os resultados foram

expressos em gramas/parcela
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2.8 Teste de condutividade elétrica

Apos os tratamentos, 50 sementes lavadas de cada parcela foram
colocadas em camada inica dentro de caixas tipo gerbox com uma folha de
papel mata-borrao seca, em ambiente de laboratério, e ai permanecendo até
atingirem o equilibrio higroscopico. A verificagdo da paridade graus de umidade
eiitre parcelas foi determinada pelo peso de 100 sementes. A seguir as sementes
foram colocadas em copos plasticos contendo 75mL de agua deionizada,
permanecendo em embebigcdo a temperatura constante de 30°C. No mesmo
ambiente foi deixado um copo com 75mL de agua pura. Decorridas 24 horas,
foi efetuada a leitura da condutividade elétrica das solugdes em uS/cm’
utilizando condutivimetro marca Digimed modelo CD 21A . Os resultados
foram obtidos calculando-se: -condutividade lida para cada parcela, subtraida da
condutividade lida para a agua pura, dividido pelo peso das sementes e foram

expressos em uS/cm’/g.

2.9 Determinagao da atividade da enzima peroxidase

A determinagdo da atividade da enzima peroxidase foi realizada em 2
repeti¢Oes de cada tratamento. Em 5g sementes de café moidas, adicionou-se
40mL de tampao fosfato pH 6,0, e agitou-se em gelo por 5 minutos. A mistura
foi filtrada em papel Whatmanm numero 1. A seguir, ImL do filtrado foi
colocado em tubo de ensaio onde foram adicionados 2mL de tampi3o acido
Gitrico pH 5,0 e incubado por 5 minutos & 30°C. Adicionou-se 0,4 mL de H;0, a
0,08%; 0,4 mL de guaiacol a 0,5% e incubou-se novamente por 15 minutos a
30°C. A leitura foi realizada em espectrofotometro Schmaz, a 470 nm. A
amostra referencia (branco) constou de 1 mL do filtrado (amostra); 2 mL de
tampdo acido citrico pH 5,0) e 0,8 mL de agua destilada. Os resultados foram
expressos em Unidades/minuto/gramas de amostra. (U/min/g)
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2.10 Determinagdo da atividade da enzima polifenoloxidase

A determinagdo da atividade da enzima polifenoloxidade foi realizada
em 2 repeti¢Ges de cada tratamento. Em 5g sementes de café moidas adicionou-
se 40mL de tampao(fosfato de potassio 0,1 mol/L) pH 6,0, e agitou-se sobre
gelo por 5 minutos. A mistura foi filtrada em papel Whatmanm numero 1
(Draetta e Lima, 1976). Colocou-se 1mL do filtrado em tubo de ensaio onde
foram adicionados 3 mL de 3,4 dihidroxifenil-alania (DOPA) 0,005 M; e 1 mL
de glicina 0,2 M. A amostra referéncia (branco) foi constituida de 1mL de
amostra e 4 mL de agua (Ponting e Joslyng, 1948). Os tubos foram colocados
em banho-maria 3 60°C por 60 minutos e a leitura realizada em
espectrofotometro  Schumaz a 420 nm. Os resultados foram expressos em
U/min/g.

2.11 Determinagio de dcido clorogénico

A determinagdo da porcentagem de icido clorogénico contido nas
sementes foi realizada em 2 repeticdes por tratamento. Em 0,5 gramas de
sementes de café moidas foram adicionados 100 mL de isopropanol 70% e a
mistura colocada em refluxo por 4 horas & 50°C. Em seguida a mistura foi
filtrada e o volume completado para 100 mL com isopropanol 70%. Apés a
incubacdo de 1 mL do extrato misturado ao reagente metaperiodato a 0, 25%,
por 10 minutos & 27°C, a leitura foi realizada em espectofotometro Shumaz a
406 nm. A amostra referéncia (branco), foi constituida de 1,0 mL de isopropanol
70% e 10 mL do reagente metaperiodato a 0,25%(Menezes, 1990)

2.12. Andlise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, num
esquema fatorial (2 x 2 x 5) + 3, sendo dois métodos de condicionamento (em

papel e por submersdo), dois diferentes solutos ( PEG 6000 e KNOs), cinco
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periodos de condicionamento e trés tratamentos adicionais (sementes nio
condicionadas, sementes condicionadas sobre papel com agua por 8 dias e
sementes submersas em agua por 8 dias). Para a determinagdo do grau de
umidade, dos fendlicos totais, acido clorogénico e atividades das enzimas foram
utilizadas 2 repeticdes, para as demais avaliagdes foram utilizadas 4. O fator
periodos de condicionamento foi avaliado por meio de analise de regressdo. Os

adicionais tiveram sua médias contrastadas com todos os tratamentos do fatorial.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Observagdes preliminares

Pelos resumos das analises de variancia dos dados referentes as
avaliacdes realizadas apds os diversos tratamentos de condicionamento, podem-
se observar diferengas significativas entre os tratamentos, entre os niveis dos
fatores e entre as mteraqé&s('l"abelas 2A; 3A; e 4A). Os contrastes considerando
os tratamentos adicionais e os tratamentos em fatorial foram analisados e serdo

discutidos scmpre que a comparagio for relevante.

3.2 Grau de umidade das sementes

A Figura 1. apresenta o comportamento do grau de umidade das sementes apés
os tratamentos analisados em esquema fatorial. Verifica-se que as sementes
condicionadas com KNO; ndo apresentaram variagdo no teor de dgua ao longo
do tempo de condicionamento tanto em papel quanto em submersas, embora
aquelas em submersdo tenham atingido um patamar de umidade mais elevado.
As sementes condicionadas em PEG, mostraram uma tendéncia de redu¢do no
grau de umidade ao longo do tempo de condicionamento, tanto em papel quanto

em submersdo, com valores mais elevados nas sementes submersas. Pode-se
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FIGURA 1- Estimativa do grau de umidade(%) de sementes de café apos

condicionamento fisiolégico por submersio ou sobre papel, em
PEG ou Nitrato de Potdssio, por periodo de 8 a 24 dias. UFLA,
Lavras — MG, 2000

ainda observar que as sementes condicionadas em KNO;, casos apresentaram
graus de umidade superiores aqueles apresentados pelas sementes em PEG.

A quantidade de 4gua absorvida pelas sementes e ou perdida por evaporacio
durante a embebigdo, provavelmente provocou maior redugdo no potencial
hidrico da solugdo de PEG do que na de KNO; e que no 8° dia de
condicionamento em KNO;, o equilibrio entre os potenciais hidricos das
sementes e dos substratos, ja havia se estabelecido. Para sementes condicionadas
em PEG, houve tendéncia linear de redugio da umidade ao longo do periedo de
condicionamento, tanto em papel quanto em submersio. Os mais baixos graus
de umidade das sementes condicionadas em papel em relagdo as submersas,
indicam que a for¢a matricial gerada nos componentes do papel reduz o
potencial hidrico em relagio a submersdo. Esse fato foi também ressaltado por
Hardegree e Emmerich, 1990, que relatam a influéncia da relacdo volume de

solugdo:. peso do papel no processo de condicionamento. O teor de agua das
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o processo que antecede a protrusio radicular. Em condicionamentos sobre
papel ou em submersdo com agua por tempos maiores (dados ndo apresentados),

houve protrusdo de radiculas. .

3.3 Porcentagem de germinacio

Pela Figura 3, pode-se observar que sementes condicionadas em papel e
independente do soluto utilizado, apresentaram uma tendéncia linear decrescente
do percentual de germinagio & medida que o periodo de tratamento se
prolongava. Vale ressaltar no entanto, o comportamento diferencial entre os dois
solutos, em que sementes condicionadas em PEG apresentaram germinagio

menor em relagdo as condicionadas em KNO; nos menores tempos, tendo
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FIGURA 3- Estimativa da porcentagem de germinagio de sementes de café
apés condicionamento fisiolgico por submersdo ou sobre papel,
em PEG ou Nitrato de Potassio, por periodo de 8 a 24 dias.
UFLA, Lavras - MG, 2000

posteriormente essa situagdo invertida nos tempos mais prolongados. Quando

em submers3o, as sementes condicionadas em PEG nio apresentaram variagdes
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nas taxas de germinagio em fun¢do do tempo, permanecendo o percentual na
faixa de 80%, enquanto as sementes condicionadas em nitrato, apresentaram
taxas de germinagdo a partir de 30%, que decresceu com o aumento do tempo de
condicionamento. A comparagio das testemunhas (sem condicionamento ou
condicionadas em agua) com os tratamentos que apresentaram as maiores taxas
de germinagdo apés condicionamento (sobre papel em agua por & dias e sobre
papel em nitrato por 8 dias; Figura 4) evidencia a superioridade desses
tratamentos em relagdo as sementes ndo condicionadas e que eles foram iguais
entre si. As sementes condicionadas por submersdo em solugdo de nitrato de
potassio apresentaram o nivel mais baixo de germinag¢do em relagdo as de todos
os outros tratamentos. E necessario informar, que nesse tipo de tratamento, as
plantulas apresentavam a extremidade das radiculas necrosadas, caracteristica
tipica de fitotoxidez. O beneficio do uso de sais, além do controle osmdtico, € de
suprir as sementes com nitrogénio e outros nutrientes essenciais durante a
germinac¢do, porém estes podem penetrar nas sementes e causar toxidez as
plantulas. A absor¢dio de ions da solugdo salina ndo somente influencia na
quantidade de agua absorvida pelas sementes (efeito osmotico), como também
pode exercer um efeito negativo sobre enzimas e membranas (Frett et al., 1991).
Em relagido aos demais tratamentos, estes apresentaram percentual de
germinagdo semelhantes aos das sementes nio condicionadas e iguais entre si.
As menores taxas de germinac¢do observadas nas sementes condicionadas em
PEG, quando comparadas as dos tratamentos com agua e nitrato por 8 dias,
podem ser devidas as dificuldades encontradas durante o experimento, para
manter um nivel de aera¢do adequado nos tratamentos de condicionamento com
PEG em submersdo, e pelo potencial hidrico mais negativo e decrescente
verificado nos condicionamentos com PEG em papel. Neste caso, o teor de
umidade intermedidrio no qual as sementes permaneceram durante o

condicionamento pode ter contribuido para a redu¢do da taxa de germinag3o.
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FIGURA 4 — Contrastes entre resultados do teste de germinagio relativos
aos tratamentos adicionais e alguns métodos de
condicionamentos destacados do esquema fatorial. (P) para
substrato papel; (S) submersdo; (H) agua; (K) nitrato de
potassio; (G) polietileno glicol PEG; (D) dias; (Nc) ndo
condicionadas; (**) significativo ao nivel de 1% de
probabilidade, ( *) ao nivel de 5% de probabilidade e (NS) ndo
sienificativo. UFLA. Lavras — MG. 2000.

Come e Corbineau, 1996, em trabalho relativo a taxa de secagem em sementes
recalcitrantes relatam que processos deletérios, relacionados com perda de agua,
podem estar presentes em conteudos intermediarios de agua como, por exemplo,
o descontrole do metabolismo ou da auséncia de sistemas antioxidantes. J& os
prejuizos atribuidos a deficiéncia de aeracdo nas solugdes de PEG, coincidem
com relatos, que afirmam que apesar de o Polietileno Glicol ser amplamente
utilizado em condicionamentos fisiologicos por ser um polimero de alto peso
molecular, ndo-ionico, inerte, que ndo penetra pela parede celular e ndo é toxico
(Bewley e Black, 1994), efeitos adversos ocorrem algumas vezes pela imersio
em solucao de PEG, possivelmente por causa da baixa disponibilidade de

Oxigénio (Furutani, Zandstra e Price, 1986; Bujalski e Nienow, 1991; Mexal,



Fisher, Osteryoung e Reid, 1975). Tanto assim é que agitagdes vigorosas e
adicio de ar enriquecido (75% de O:) na solugdo do condicionamento
melhoraram a performance de sementes de cebola e cenoura (Bujaslski e
Nienow, 1991; Bujasiski, Nienow, Petch e Gray, 1991).

3.4 indice de velocidade de germinagio -

Na Figura 5 sdo apresentados os resultados do indice de velocidade de
germinagdo apos os tratamentos analisados em esquema fatorial. Tanto nas
sementes condicionadas em papel como naquelas em submersdo, com o soluto
nitrato de potassio ou PEG, as tendéncias do IVG foram lineares. Quando se
utilizou o soluto nitrato de potassio o IVG decresceu 2 medida que se aumentou
o periodo de condicionamento, ao passo que, quando se utilizou PEG, este
permaneceu estavel. Vale ressaltar, no entanto, que as sementes condicionadas
em papel umedecido com nitrato de potassio, apresentaram maiores IVG do que
aquelas com PEG, independente do periodo de condicionamento. No entanto,
sementes condicionadas por submersio em nitrato, apresentaram maiores
valores de IVG que as condicionadas com PEG, apenas nos periodos iniciais de
condicionamento, apés 16 dias apresentaram um pior desempenho detectado por
esse teste. Na Figura 6 os resultados dos métodos de condicionamento
analisados em esquema fatorial que indicaram maiores velocidades de
germinagdo, sdo comparados com os resultados dos métodos de
tondicionamento em agua (papel e submersio 8 dias) e de sementes nio
condicionadas. Os condicionamentos com PEG em papel ou submersio
apresentaram velocidade de germinagdo semelhante aquela apresentada pelas
sementes ndo condicionadas. Os demais métodos propiciaram um maior IVG em
relacdo as sementes nio condicionadas, embora os condicionamentos com agua
tenham sempre apresentado maiores valores em compara¢do ao nitrato de

potassio. As tendéncias de redugdio na velocidade de germinagdo nos
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FIGURA 5- indice de velocidade de germinagdo de sementes de café apés

condicionamento fisiolégico por submersio ou sobre papel, em
PEG ou Nitrato de Potissio, diferentes periodos de tempo.
UFLA, Lavras - MG, 2000

condicionamentos com nitrato de potassio ocorreram provavelmente em razio
do efeito fitotoxico do sal. Os menores niveis em termos de velocidade de
germinacao e a constancia dos resultados nas sementes condicionadas com
PEG podem estar relacionados com o menor grau de umidade que essas
sementes apresentavam apés o condicionamento e/ou com danos devidos a
permanéncia das sementes em nivel intermedidrio de umidade durante o
condicionamento (conforme demonstrado no item 2.1 ). Uma das condicdes
basicas para o sucesso da técnica é o controle da hidratagio das sementes num
patamar proximo daquele no qual ocorre a germinacio das sementes. As
sementes condicionadas, iniciam a embebi¢io normalmente, cessando este
processo assim que entrou em equilibrio com o potencial hidrico da solugdo.

Este potencial deve ser pré-determinado para cada espécie e, consequentemente,
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germina¢do pode representar ganhos significativos. O aumento do tempo de
permanéncia das sementes no solo contribui para o insucesso da germinag3o, ja
que fatores como: condigdes inadequadas de luminosidade, temperaturas sub ou
supra-Gtimas, presenga de gases prejudiciais, condigdes osméticas desfavoraveis,
incidéncia de microrganismos, insetos, além de outros podem direta ou
indiretamente contribuirem para a deterioragio das sementes (Khan et al.,1976 e
Khan et al. 1980/81).

3.5 Tempo para germinacio de 50% das sementes (Ts)
Pela Figura 7, observa-se que o comportamento do vigor das sementes
medido pelo Ts,, foi de uma maneira geral, semelhante ao detectado pelo indice

de velocidade de germinagio (Figura 5). As sementes condicionadas em PEG

——— KNO, — —~ PEG
— y=48 ¥=1,740,2399%, R = 0,79+
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FIGURA 7- Tempo para emergéncia de 50% das sementes de café apos
condicionamento fisiologico por submersdo ou sobre papel, em
PEG ou Nitrato de Potéssio, por periodo de 8 a 24 dias. UFLA,
Lavras - MG, 2000
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germinaram mais lentamente que aquelas condicionadas em nitrato de potassio,
tanto em papel como em submersdo. A tendéncia de estabilidade do Tsg, nos
diversos periodos de condicionamento em papel umedecido com nitrato, indicam
que o efeito fitotoxico do sal, s6 foi detectado apds a protrusio da radicula. Ao
que tudo indica, em submersdo, este sal se apresentou mais fitotoxico,
prejudicando as sementes de maneira crescente a medida que o periodo de
condicionamento era prolongado. As comparagdes entre as sementes
condicionadas em agua, nd3o condicionadas e os tratamentos com melhores

resultados analisados em fatorial (Figura 8), indicam que os tratamentos com

PH8DvsSHSD NS
PHSDvsNc  **
10 - 888 PHSDvsPKSD NS
8,43 PHSDvsPGSD **
PHSDvsSKSD NS
PH8DvsSGSD **
SH8DvsNc .-
SHSDvsPKSD NS
SHSDvsPGSD **
SH8DvsSKSD NS
SHSDvsSGSD **
NcvsPKSD  **
NevsPGED *
NcvsSKSD  **
NcvsSGSD NS

757

TS0 (DIAS)

PHBD SH8D Nc PK8D PGSD SK8D $GS8D
FIGURA 8- Contrastes entre resultados do tempos para germinagdo de 50% da:

sementes relativos aos tratamentos adicionais e alguns métodos
condicionamentos destacados do esquema fatorial. (P) para
substrato papel; (S) submersdo; (H) agua; (K) nitrato de potassio;

- (G) polietileno glicol PEG; (D) dias; ( Nc) ndo condicionadas; (**
significativo ao nivel de 1% de probabilidade, ( *) ao nivel de 5% d¢
probabilidade e (NS) n3o significativo. UFLA, Lavras — MG, 2000

agua e nitrato de potassio por 8 dias apresentaram resultados estatisticamente
iguais entre si e superiores aqueles apresentados pelas sementes ndo
condicionadas. Sementes condicionadas em PEG por 8 dias, tanto em papel

como ein submers3o, necessitaram de maior tempo para que 50% das
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sementes germinassem, em relagdo as submetidas aos demais tratamentos. Esses
resultados confirmam que os condicionamentos com PEG, contribuiram para a
reducdo do vigor das sementes e que os efeitos fitotoxicos do nitrato de potassio
sdo mais acentuados quando as sementes sdo condicionadas por periodos mais

longos.

3.6 Peso da matéria seca do eixo hipocétilo radicula

Pela Figura 9, pode-se observar que os eixos hipocétilo/radicula das
sementes condicionadas em papel umedecido com PEG ou nitrato de potassio,
apresentaram tendéncia decrescente no peso de matéria seca, sendo que, aqueles
provenientes de sementes condicionadas em nitrato apresentaram peso de

matéria seca sempre menor, dependendo do periodo de condicionamento.
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FIGURA 9 - Peso da matéria seca de’ eixos hipocotilo/radicula das
sementes de café apds condicionamento fisiolégico por
submersdo ou sobre papel, em PEG ou Nitrato de Potassio.
por periodo de 8 a 24 dias. UFL A, Lavras — MG, 2000

Sementes condicionadas em PEG, por submersido, apresentaram eixos com peso

da matéria seca estavel nos diversos tempos de condicionamento. Em nitrato de
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potassio por submersao as sementes apresentaram valores para o peso de matéria
seca dos eixos, marcadamente inferior ja aos 8 dias de condicionamento, com
tendéncia decrescente, ao longo do periodo de condicionamento. Esses
resultados também confirmam o efeito fitotoxico do nitrato, principalmente nos
condicionamentos em submersdo. Os resultados obtidos pelas sementes
condicionadas em agua por oito dias e sementes ndo condicionadas foram
comparados com os resultados obtidos pelos melhores tratamentos analisados

fatorial (Figura 10). Pode-se observar que o condicionamento sobre papel em

PHS8DvsSHBD  *
PH8DvsNe *
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SHS8DwvsNe NS
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SHSDvsSK8D **
SH8DvsSGSD NS
NevsPKSD NS
NewvsPGSD NS
NevsSKED *
NevsSGED NS
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MATERIA SECA (g

PRBD SH3D Ne PKBD PGBD SKsD SGsD

FIGURA 10— Contrastes entre resultados dos pesos de matéria seca de eixos
hipocotilo/radicula das sementes submetidas aos tratamentos
adicionais ¢ alguns métodos de condicionamentos destacados do
esquema fatorial. (P) para substrato papel: (S) submersédo: (H)
agua: (K) nitrato de potassio; (G) polietileno glicol PEG: (D)

- dias: (Nc) ndo condicionadas; (**) significativo ao nivel de 1%
de probabilidade, ( *) ao nivel de 5% de probabilidade ¢ (NS) ndo
sienificativo. UFLA. Lavras — MG, 2000.

agua e em nitrato de potassio, por 8 dias propiciaram os maiores ganhos
em peso de matéria seca dos eixos hipocotilo/radicula, e foram estatisticamente
iguais entre si. Por outro lado, o condicionado em nitrato de potassio por

submersio, propiciou os menores valores para peso de matéria seca dos eixos,
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evidenciando o efeito fitotdxico deste sal, nesta condi¢io, como ja detectado
pelos demais testes. O peso de matéria seca dos eixos hipocétilo/radicula de
sementes condicionadas sobre papel em nitrato de potassio por 8 dias, foi
semelhante aquele conseguido pelo tratamento com agua em iguais condigdes,
indicando que o efeito fitotéxico do nitrato ndo foi detectado nesse periodo,
embora a permanéncia das sementes em contato com o sal tenha reduzido o peso
da matéria seca das plantulas em periodos maiores. Os tratamentos com PEG,
apesar de nio apresentarem plantulas com sintomas tipicos de toxidade,
apresentam resultados indicativos de vigor mais baixo, provavelmente em razio
da deficiéncia de aeracdo nos tratamentos por submersio e a redugdio do
potencial hidrico do substrato provocada pelo papel, impedindo assim que as

sementes alcancassem a umidade ideal para o condicionamento fisiolégico.

3.7 Condutividade elétrica

A equalizagio entre os graus de umidade dos tratamentos foi
monitorada pelo peso de 100 sementes. As diferengas no peso de 100 sementes,
observadas nas Figuras 11 e 12, provavelmente foram devidas as variagdes de
umidade e temperatura no laboratério, durante o pericdo que estas foram
submetidas a secagem, anteriormente a realizagio do teste de condutividade.
Apesar destas variagGes, ao se analisarem esses valores juntamente com os
resultados da condutividade elétrica, pode-se inferir que elas ndo interferiram
nos resultados de condutividade. Assim é que a maior diferenga de umidade
monitorada pelo peso de 100 sementes foi entre aquelas condicionadas sobre
papel umedecido com agua, por 8 dias e aquelas nio condicionadas; entretanto
ndo foi detectada diferenca significativa entre a condutividade dos lixiviados
destes dois tratamentos (Figura 14).

Os resultados dos testes de condutividade elétrica do lixiviado das

sementes submetidas ao condicionamento com nitrato de potassio ou PEG estiio
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FIGURA 11-Pcso de 100 sementes de sementes de café apos condicionamento
osmoético por submersao ou sobre papel, em PEG ou Nitrato de
Potassio, no periodo de 8 a 24 dias. UFLA, Lavras - MG, 2000

representados na Figura 13. Observa-se a tendéncia linear crescente, ao longo
dos periodos de condicionamento, quando este foi efetuado sobre papel, sendo
que o soluto nitrato de potassio propiciou menores valores de condutividade que
o PEG Essa tendéncia crescente dos valores de condutividade sugere uma
desestruturagio dos sistemas de membranas, fato este reforcado pela tendéncia
de reducao na porcentagem do acido clorogénico a2 medida que o tempo de
condicionamento das sementes era aumentado até aproximadamente 20dias
.'(Figura 15) Os acidos clorogénicos constituem os principais compostos
fenolicos do café e sdo ésteres do acido quimico com residuos cindmicos
(Sondheimer. 1958). Para Amorim e Silva (1968), os compostos fendlicos,
principalmente os acidos clorogénico e caféico, exercem uma agdo
protetora, antioxidante, dos aldeidos. Em virtude de qualquer condigdo adversa
aos grdos, ou seja, uma colheita inadequada dos frutos, problemas no

processamento e no armazenamento, as polifendis oxidases agem sobre os
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FIGURA 12- Contrastes entre resultados do peso de 100 sementes relativos aos
tratamentos adicionais ¢ alguns métodos de condicionamentos
destacados do esquema fatorial. (P) para substrato papel: (S)
submersdo: (H) agua; (K) nitrato de potassio: (G) polietileno
glicol PEG: (D) dias; (Nc) ndo condicionadas; (**) significativo
ao nivel de 1% de probabilidade. ( *) ao nivel de 3% de
probabilidade e (NS) ndo significativo. UFLA, Lavras — MG,
2000.

polifendis, diminuindo sua agdo antioxidante sobre os aldeidos facilitando a
oxidagdo destes. Este fato ¢ também coerente com o comportamento da
atividade da enzima polifenoloxidase (Figura 17), que mostrou tendéncia
crescente até por volta de 20 dias de condicionamento, e da enzima peroxidase
que também mostrou tendéncia crescente, linear nas sementes condicionadas em
PEG até aproximadamente 20 dias naquelas em nitrato. A a¢do das peroxidases
esta ligada aos sistemas de processamento enzimatico de radicais livres que
incluem SOD (Superoxido Desmutase), que catalisa a dismutacio do superéxido

(07 ) em H202 e O e aquelas enzimas que estdo envolvidas na desintoxicagio
de H2O2_ isto é, catalase, glutatione, redutase, ascorbato peroxidase e outras

peroxidases. Os sistemas enzimaticos estio provavelmente mais envolvidos em

uma resposta antioxidativa inicial por neutralizar potencialmente oxigénio toxico

163



—— KNO,
— ¥y = 2,3+2,26137x, R'=0,78*"
— — y = 3,5+2,5603x, R'=086"*

Papel

70

o
=

wn
=

-
=
T

-
=
I

(1S/em?¥/g)

ra
=
]

-
=
]

Condutividade clétrica

e
1

140

120

100

80
60
40

20

—— PEG

—— y=.89+5,45187x, R*=092*"
— — y =.31,3+ §,8441x - 0,260402%°, R¥ = 0,70""

Submersio

Tempo de embebigio (dias)

FIGURA 13-Condutividade eclétrica do lixiviado de sementes de café apos

condicionamento fisiologico por submersdo ou sobre papel. em
PEG ou Nitrato de Potassio. por periodo de 8 a 24 dias. UFLA.
Lavras - MG, 2000

70 4
60 -

Condutividade elétrica (mS/em/g)

PHED SH8D

Ne

PKBD PG8D SKBD SG8D

PH8DvsSHSD
PHS8DvsNc

PHSDvsPKSD
PHSDvsPGSD
PHSDwvsSKED
PHSDwvsSGSD
SH8DvsNc

SHS8DwvsPKSD
SHSDvsPGSD
SH8DvsSKSD
SH8DwvsSGED
NevsPKED

NevsPGSD »
NevsSKSD
NevsSGSD

NS
NS
LT
I
-

NS

e

FIGURA 14— Contrastes entre resultados do teste de condutividade elétrica das

sementes relativos aos tratamentos adicionais e alguns métodos de

condicionamentos destacados do esquema fatorial.

(P) para

substrato papel: (S) submersdo; (H) agua: (K) nitrato de potassio:
(G) policetileno glicol PEG:; (D) dias; (Nc) ndo condicionadas: (**)
significativo ao nivel de 1% de probabilidade, ( *) ao nivel de 3% de
probabilidade e (NS) ndo significativo. UFLA. Lavras — MG, 2000.

ativado, formado durante processos de
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Winston, 1990). Estudos relativos a fungio dos sistemas protetores contra
radicais livres, realizados durante a germinagio de sementes, mostraram que o
mecanismo protetor contra o oxigénio ativado é predominantemente enzimatico.
O sistema inclui SOD, catalase, peroxidase e glutatione redutase (Leprince et al.,
1990) e ascorbato peroxidase relacionada ao sistema de reciclagem do ascorbato
(Cakmak et al., 1993); todas espécies mostram aumento na atividade enzimatica

associada com emergéncia de radicula.
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FIGURA 15-Porcentagem de Acido Clorogémco em sementes de caté apés
condicionamento osmético por submersdoc ou sobre papel, em PEG ou
Nitrato de Potissio, por periodo de 8 a 24 dias. UFLA, Lavras - MG,
2000

Sementes condicionadas em sistema de submers3o apresentaram tendéncia linear
e crescente da condutividade de seus hxiviados, com o aumento do periodo de
condicionamento, quando da utilizagdo do soluto nitrato. J4 o condicionamento
em PEG, propiciou resultados de condutividade que se ajustaram numa curva em
parabola. Vale ressaltar, no entanto, que, em termos absolutos, tais variagdes ndo

sdo consideraveis, uma vez que encontram-se num intervalo de 20 a 40 uS/cm/g.
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FIGURA 16-Atividade da Polifencloxidase em sementes de café apods
condicionamento fisiologico por submersdo ou sobre papel, em
PEG ou Nitrato de Potassio, por periodo de 8 a 24 dias. UFLA,
Lavras - MG, 2000

Esses resultados estio coerentes com os dos demais testes fisiologicos,
indicando que o grau de organizagio das estruturas das membranas em sementes
de cafeeiro estdo relacionados com sua performance na germinagio. Por outro
lado, os resultados da porcentagem de acido clorogénico e da atividade da
enzima polifenoloxidase, de sementes submetidas ao condicionamento por
‘submersdo, ndo apresentaram resultados similares aos daqueles apresentados em
sementes condicionadas sobre papel, provavelmente em funcdo de deficiéncia na
aeragdo, por ocasido do condicionamento'por este método. Desta forma, apenas
a enzima peroxidase, apresentou resultados consistentes e possiveis de reforcar
aqueles detectados pelos demais testes fisiologicos (Figura 17). Pode ser
observada uma relagdo positiva entre a atividade da peroxidase (Figura 17), e a

estabilizacio do dano ocasionado ao sistema de membranas (Figura 13). Por
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FIGURA 17-Atividade da Peroxidase em sementes de café apods
condicionamento fisiologico por submersdo ou sobre papel,
em PEG ou Nitrato de Potassio, por periodo de 8 a 24 dias.
UFLA, Lavras - MG, 2000

outro lado, para sementes condicionadas em nitrato, por submersdo, foi
observada uma baixa atividade da enzima peroxidase (Figura 17), o que sugere
uma nio-protegio ao sistema de membranas, coincidindo com valores crescentes
de condutividade (Figural3).

A comparagio dos valores de condutividade elétrica do lixiviado das
'sementes ndo condicionadas ou condicionadas em agua por 8 dias em papel ou
em submersdo, com o daquelas condicionadas em nitrato ou PEG, sugere que as
sementes condicionadas na presenga de qualquer dos dois solutos, apresentaram
deficiéncia na reestruturacdo dos sistemas de membranas em relagdo ao daquelas
condicionadas em agua. Em relagdo as sementes ndo condicionadas, estas
apresentaram valores de condutividade estatisticamente semelhantes aos

daquelas. condicionadas em agua, como também aos das sementes
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condicionadas em nitrato por 8 dias em papel e em PEG por 8 dias em
submersdo (Figura 14).

4 CONCLUSOES

O condicionamento de sementes de cafeeiro em agua por 8 dias a 30°C,

aumenta a taxa e a velocidade de germinagdo.

O condicionamento sobre papel propicia os maiores incrementos na

qualidade fisiologica das sementes de cafeeiro.

Os solutos PEG 6000 e Nitrato de Potassio nio se mostraram

apropriados para o condicionamento de sementes de cafeeiro.

Os pardmetros testes condutividade elétrica, porcentagem de acido
clorogénico e atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase apresentam-
se como marcadores relacionados a determinagdio do grau de estruturagio de

membranas e qualidade fisiologica de sementes de cafeeiro.
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TABELA 1A - Resumo da andlise de varidncia dos dados obtidos das avaliagdes de sementes de cafeeiro em diferentes

estadios de maturagdo, submetidas a dilerentes métodos de secagem , pelos testes de germinagio(TG);

indice de velocidade de germinagdo (IVG); condutividade elétrica (CE); emergéncia em bandejas(EB);

indice de velocidade de emergéncia(IVE); tempo para emergéncia de 50% de plantulas(Tsy). UFLA,

Lavras - MG, 2000.

QUADRADOS MEDIOS

FONTES DE VARIAGCOES G.L.

TG IVG CE EB IVE T50
METODOS DE SECAGENS(MS) |2 [316,302**  [0,399** 12857,042**[1120,289**  [0,198%* 178,737+
ESTADIO DE MATURACAO(EM) [2 [592,271**  [9,007%* 8099,184** [1202,933** [0,574** 19,296**
MS XEM 28,521* 0,536** 1719,292** [198,004** ~ [0,045* 56,751%*
ERRO 7 8,504 0,061 53,901 22,219 0,015 1,512
CV% - [4,62 4,92 11,26 8,61 14,69 3,31
MEDIA GERAL - 63,06 5,03 65,22 54,72 0,84 37,17

* ¢ ** Teste F significativo a 5 e 1% de probabilidade respect

yamente




TABELA 2A — Resumo da analise de varidncia (em fatorial e contrastes com 3
tratamentos adicionais) dos dados obtidos das avaliagGes de
sementes de cafeeiro submetidas a diferentes métodos de
condicionamento fisiologico, pelos testes de condutividade
elétrica do lixiviado (CEL); germinagcio (GER); indice de
velocidade de germinagdio (IVG); Tempo para germinagéio de

50% das sementes (Ts); Peso da matéria seca dos eixos

hipocétilo/radicula(MS). UFLA, Lavras — MG, 2000.

cv. G- oM

. L CEL GER Ve TS0 Ms
MTratamento | 22] 3.252.020743 *4_3.666.930830 *] 38886386 *9 14,336201°%] 0,539711 3
Fatorial 19| 2.893.457890 9 3.648,907237 *9_23,988862 °4 15204778 *¥ 0.479999 *3
Ms 1| 4.677.364050 *4__ 987012500 *_22.717580 *4_0,004500NS] 0.236530 *3
ISt 1| 6.949,924030 *9 25.382.812500 ¥ 128.001000 9 224.78512 **] 1,604610 *3
PC 4] 4.385.945493 *9_3.113.543750 *] 27,995063 *9 _3.176420 *¥| 0.488998 *9
IMs*st 1| 12.065.59126 *9 22.612.812500 *4_56.594650 *9_7.601450 **| 4,460400 *3
Ms*Pc 4] 1583360863 4 674918750 ° _ 3.086200*9 3.645225 °9 0.089365 *9
t*Pc 4] 830558683 *| 846843750 * 24.091620 *Y 4.129238 *4| 0,084770 *9
C*ST*Ms 4| 970.840105 | 451343750 ] 6.945905 *9_3.174045 *% 0,041480N
HSD vsSHSD | 1| _ 0,036450NS _ 98,000000NS| 16,733113 *9 0,750313N8] 0108113
[PHSD vs Nc 1| 339.171013N§__480,500000 *¥ 166,987813 *9_9,052513 *¢] 0.154013 3
, an vsNc 1| 332,175313N§__144,500000NS]_78,000050 *4 15.015200 **] 0,004050 *3
HSD vsPKSD | 1| 757.188613 ¥ _ 50,000000NS| 65608513 *4 0,021013N9| 0.035113NS]
[PHSD vs PK12D| 1| 1.234.299613 9 _800,000000 *4 27975200 *% 2,01001 3NS| 0.238050N,
HSD vs PK16D| 1] 804005000 % 3.120,500000 *4 54.340313 *% 2.599200NS] 0.738113 *3
HSD vs PK20D] 1] 4.596,007813 *9_4.512.500000 *¥ 129.122450 *9_0,340313NS] 0.812813 **
HSD vs PK24D| 1| 5.647,187813 *9 11.026,125000 *¥| 108.436450 *9_0,825613NS] 1505113 %
HSD vs PGSD | 1] 1.700,028050 | __ 98,000000NS| 191.786113 >4 23,667200 *%| 0.266450 %
HSD vs PG12D] 1] 1.611,132613 9 2.016,125000 *¥ 194.333800 *¥| 22.044800 **| 0.708050 **
[PHSD vs PG16D| 1] _ 953.534450 *9_4.802.000000 °¥] 207468450 *¥ 22,044800 *4| 1.377800 *¥
{PHSD vs PG20D] 1] 6.916,644113 *4_5.202.000000 9 249873013 *¥| 33.252013 **] 2.050313 *4
IPHSD vs PG24D| 1| _6.463.276513 =] 2.812.500000 *¥| 204,727613 *9 20.640313 9| 1073113 3
. [PHSD vsSK8D | 1| 6.131,673800 *] 5.202,000000 * 72.661513 * 0,002450NS| 1.248200 *9
- PHSD vsSK12D| 1| _ 730.384200 ¥ 11.704,500000 9 42.366013 **| 6.160050 **| 2 300513 *
IPHSD vs SK16D] 1] 17.726.562050 *4 14.450,000000 *4 158.776200 *9 0.132613N8 2740513 *¥
IPHSD vs SK20D| 1] 23.657,475200 *4 15.488.000000 *¥ 260,947013 *9_0.204300NS] 2,989013 *
IPHSD vs SK24D| 1] 15.246,945313 +4 15.842.000000 **| 330,759200 *¥ 16820000 *¥ 3062813 *3
1| 869.653513 4 _ 144,500000NS] 185281250 *4 17.880200 ** 0180000 *
1| 1237,531250 " 200,000000 4 202,809800 *9 21 648200 **| 0.255613 *9
1| 2.855412450 *{__ 66.125000N8] 172.320613 *4 12.600200 * 0.192200 *4
1 3.751.512200 4 242.000000 ¥ 189.637813 *4 14.526050 *9| 0328050 9
1| 955,719200 4 _128,000000NS) 174.751513 *9 14.878513 *4] 0.238050 3
8D vsPKSD | 1| 746718013 4 8,000000NS| 16.074450 *4 0,520200NS| 0.020000NS
HSD vs PK12D| 1| 1220921113 * _ 338,000000 ° _ 1436513NS| 0.304200NS] 0.025313NS|
8D vs PKI6D| 1| _ 793214450 ¥ 2.112.500000 4 10.764800 *] 0.556513NS| 0,281250 *9
8D vs PK20D| 1| 4.570.158013 * 3.280,500000 *| 52.850613 *¥] 2.101250NS| 0,328050 *7
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[Continuac3o.....

[SHSD vsPK24D| 1| 5.618,530013 *9 9.045,125600 **] 40,006513 **| 0,001800NS| 0.306450 **

@vs PGED | 1| 1.684.320800 *9 -N§| 95220000 * 32,845513 * 0,035113N
HSD vs PG12D] 1] 1.595.842513 *q 1.225,125000 *4 97.371013 *¥ 30.929113 *4 0262813 *%
[SHSD vsPGI6D| 1] 941,780000 *4| 3.528.000000 *4 106,361113 *4 30,929113*% 0,714013 *9
[SHSD vs PG20D| 1| 6.884,924513 * 3.872,000000 *¥| 137,282450 *4 43,992200 *4 1.216800 *4
[SHSD vs PG24D| 1| 6.432,615313 *94 1.860,500000 *¥ 104.401250 *¥ 29261250 *¥ 0.500000 **
[SHSD vsSKSD | 1} 6.101,810450 * 3.872.000000 *9 19,656450 *4 0,667013NS| 0,621613 *9
Pso vsSKIZD| 1]  720,101250 % 9.660.500000 *4  5.848200 *9 2,610613NS] 1,411200 *9
H8D vs SK16D] 1] 17.675,760200 *4 12.168,000000 ** 72,420613 *4 0,252050NS| 1.767200 *9
~1SH8D vs SK20D| 1] 23.598.781250 *4 13.122,000000 *+| 145,521800 *9 0,171113NS| 1,960200 *9
8D vs SK24D| 1{ 15.199,833013 *4 13.448,000000 **| 198,702113 *¥ 24,675313 *9 2.020050 *9

8D vsSGSD | 1] 858429613 *9 4,500000NS| 90,653113 *4 25,956013 *# 0,009113N
H8D vsSGI2D| 1] 1.224,135200 *Y  18,000000NS] 103,033013 *4 30,459013 *% 0,031250NS|
HSD vsSGI6D} 1] 2.835,045000 *¥ 3,125000NS] 81664200 *4 19,500013 *¥ 0.012013NS
HSD vsSG20D] 1] 3.728,161250 *  32,000000NS| 93,708050 *421,879113 *¥ 0,059513NS]
8D vsSG24D| 1|  943,951250 *¢ 2,000000NS] 83334050 *4 22,311200 *4 0.025313NY
Nc vs PKSD 1 82.818450NS| _ 220,50000 * 23,256200 *4 9,945800 *¥ 0,042050NS

Nc vs PK12D 1| 279.424800NS]  40,500000NS| 58266013 *4 19,593800 ** 0,009113N
Ne vs PK16D 1} ___98771513NY 1.152,600000 *4 30,811250 +421.353113 *%{ 0.217800 *9
Ne vs PK20D 1] 2.438,114450 *9 2.048,000000 *9 2,431013NS| 5,882450 *% 0259200 *4
Nc vs PK24D 1] 3218426450 *9 6.903,125000 *q  6,283513 *4 15,345800 *4 0.696200 *4
Nc vs PGSD 3] 520515113 9  144,500000NS] 0.858050NS] 3.445313 ¥ 0,015313N§
Nc vs PG12D 1] 471,859200NS  528,125000 *§ 1,073113N§| 2,844113 4 0201613 *9
Ne vs PG16D 1] 155320313N§ 2.244,500000 *4  2.194513NS] 2.844113 ¥ 0,610513 *4
Ne vs PG20D 1] 4.192,532450 *9 2.520,500000 **  8,323200 *9 7,605000 ** 1,080450 *4
Ne vs PG24D 1] 3.841.261250 *4  968,000000 *¥|  1.920800NS] 2,354450NS] 0,414050 *4
Nc vs SKSD 1|_3.586,621513 *9 2.520,500000 *4 19,344200 *4| 9,352813 *¢| 0,525313 *4
Ne vs SK12D 1| 74,115313NS 7.442,000000 ** 41,132450 ** 30147613 ** 1,264050 *9
Ne vs SK16D 1] 13.161,720013 *9 9.660,500000 **|  0,103513NS] 11,376450 *¥ 1,602050 **
Ne¢ vs SK20D 1] 18.331.337813 *4 10.512,500000 **| 10,442450 *4 11.980513 *¥ 1,786050 **
Nec vs SK24D 1] 11.038,008200 *4 10.804.500000 *4| 27.714013 *4 1.193513NS] 1,843200 *¥
Ne vs SGSD | 122617800NY  98.060000NS] 0.475313NS| 1,487813NS] 0,001013NS
Nc vs SG12D 1] 280.963513N§  60,500000NS|  1,739113NS| 2,702813NS] 0,012800NS|
Ne vs SG16D 1] 1226,362813*4  190.125000 9 0,042050NS| 0,292613NS] 0,002113NS

Ne vs SG20D 1| 1.834.665313 *9  40,500000NS] 0,720000NS| 0.644113NS] 0,032513N

Nc vs SG24D 1] 156202813N§]  112,500000N§] 0,088200NS] 0,720000NS] 0,009113N
rro 69) 118,790911] 38,235507 0,667124]  0,687016]  0,016933
%édix geral 4 5264 44,00 7,61 6.80] 0,64
% i 4,01 24,77 10.73} 12,19 20,32
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TABELA 3A - Resumo da anélise de varidncia (em fatorial e contrastes com 3

tratamentos adicionais) dos dados obtidos das avaliagdes de

sementes de cafeeiro submetidas a diferentes métodos de

condicionamento fisiolégico, pelos parimetros atividade da

enzima

peroxidase

(APR);

atividade

da

enzima

polifenoloxidase (APF); teor de acido clorogénico(ACL);

peso de 100sementes (P100); grau de umidade das sementes
(GUS). UFLA, Lavras — MG, 2000.

oM
cv GL APR APF ACL P100 GUS

Tratamento 22] 250,993382 %% 11,657364*9  1.201777°q 0377031 *4  227,896597 *4
E:torial 19] 248,784350 *4 12,629997 *  0,576387 *4  0.396196 *%  232,609713 *¥

s 1] 228025100 *4 92.507220 *4  2,065250*q 0.351560 *|  690,644100 **
Eg 1| 889909220 *q 43,743720*] 0073530 ¥ 1556300 * 3.178,55412 *%

C 4 210854670 *  9.499428*d 0237493 *Y 0666515 **|  29.482865 *4
Els‘St | 0280560NS] 22,695420°*§ 3324100 *4 0,081900NS|  126,131520 *9

s*Pc 4 749754484 5550610 *] 0225673 *f 0.487030*4 22471515 *¥
Ist*pe 4] 43222568NS|  3,007098 *] 0446063 * 0,121335NS] 44321798 *
[Pc*ST*Ms 4] 60,062783NS]  2,198760 4 0462893 *9 0,109610NS} 9,787523 *
[Pt18D vs SHSD 1} 860,542225 *4 12250000 *% 0522006 * 0422500 *¥  86,397025 *%
P@n vs Ne¢ 1| 576.000000 *4 12250000 *f 3347070 *4  0,688900 ** 0,435600NS]

HSD vs Nc 1| 28.462225NS] -NS| 6512704 * 0,032400NS|  99.102025 *4
[PHSD vs PKSD | 1.768900NS}  1,345600NS]  0.148996 *§ 0.093025N 0,225625NS)
IPHSD vs PK12D | 1] 7,102225NS|  1,345600NS]  0,391876 *4  0.144400NS 0,555025NS]
fPHSD vs PK16D| 1| 144.000000 0.336400N 0,191844 *4  0,270400 0,608100NS}
IPHSD vs PK20D | 1| 256,600000 *9  1,368900N: 0,173056 *4  0.511225 ** 8,732025 4
PHSD vs PK24D | 1]  64.000000NS] 5428900 *9 0,009216NS] 0270400 * 4,818025NS]
'PHSD vs PGSD | 25000000NS] 2788900 ¢ 0,098282 ¢4 0.504100 *4| 204347025 *4

HSD vsPG12D | |  87,142225NS]  5452225*4  2229049%4 0462400 *Y  327,425025 *9
IPHSD vsPGI6D | 1] 454968900 *4 16,687225* 1690000 *9 0,005625N 558,849600 *4
PHSD vs PG20D | 1| 576,000000 *q 27,615025*q 0,751689 *¥ 0748225 *Y  629,759025 *%
PHSD vsPG24D | 1] 576000000 *4  0.342225NS| 1227664 *4  0,783225 *q  685.130625 **

HSD vs SKSD 1| 455,182225* 12250000 *9  2.968729 *4  0,435600 * 18,922500 **
IPHSD vs SK12D | 1]  576.,000000 *q 16,687225°*] 24523564 0240100 ¥ 22992025 *4
[PHSD vsSK16D | 1| 576,000000 * 27.615025*] 0,389376 *Y 0,019600NS 18,879025 **
[PHSD vsSK20D | 1] 348382225%] 8526400 *9 1.985281 *9 0902500 *  21,068100 **
IPHSD vsSK24D | 1] 576.000000 *f 8526400 *9  2.569609 *{ 0,044100NS| 28249225 **
{PHSD vs SGSD 1} 576,000000 *4 1,368900NS]  0.609961 * 0.422500 ** 27,562500 *4
[PHSD vsSG12D | 1] 860,542225 *| 12250000 *]  0.822649 *4  0.504100 *¢] _ 94.187025 **
{PHSD vs SG16D | 1] 1.024,000000 *4 34.105600* 1813062 *Y  0,608400 **] _ 260,015625 *¥
IPHSD vsSG20D | 1] 1.202,008500 *§ 27,615025* 1567504 *9 0,883600 *%  20.884500 *¥
[PHSD vsSG24D | 1] 1.600,000000 *4 34,105600 *  0,034040NS] 0220900 ¥  152,275600 **
[SHSD vs PKSD | 1] 940342225*% 21,715600*9 0.113232*9 0.119025NS 95,452900 **
SHSD vs PK12D | 1] 711.288900 *§ 21,715600*  0,009312N§] 1060900 *% __ 73,102500 *%
[SHSD vs PK16D | 1] 300502225 *Y 16,646400*4 0080940 % 1.368900 ** 84,732025 **
IsHSD vsPK20D | 1| 177822225 9§ 5428900°*4 0,093942*9 0,004225N 150,062500 *%
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ontinuacio....

HSD vs PK24D | 1] 455,182225*% 33988900 **1  0,669942* 0,016900NS] _ 50,410000 **
HSD vs PGSD 1| 592192225 *% 3348900 4 0.167281 ** o,oossoons' 556,488100 **
?so vsPGI2D | 1| 400.000000*q 1,357225NS|  0,593670 *4  0,000900NS| _ 750.212100 *4
H8D vsPGI6D | 1] 64.080025NS| 0.342225NS|  0,333506 *9  0.525625 *¥ 1.084,714225 *4
8D vsPG20D | 1| 28462225NS|  3,080025 4 0,020880NS| 0.046225NS| 1.182.672100 *¥
8D vsPG24D | 1| 28.462225NS] 8497225 *4  0,148610 *4  0,055225NS| 1.258.120500 **
HSD vs SKSD 1| 64,000000NS] -NS§| 1001000 *q4 0,000100NS]  24,453025 **
8D vsSKI2D | 1|  28462225NS| 0,342225NS|  0,711492 *  0,025600NS| __ 20,250000 *¥
HSD vsSK16D | 1] 28462225N§]  3,0800254  0,009702NS] 0260100 4 24,502500 *
8D vs SK20D 1] 113.848900 4 0,336400NS| 0471282 *9 0,090000NS]  22,137025 **
8D vsSK24D | 1]  28,462225NS]  0,336400NS| 0775280 *Y| 0.739600 *¥ 15,840400 *4
HSD vs SGSD 1]  28462225NS] 5428900 *9  0,003422N -N 211,557025 **
[sHSD vsSGI12D | 1 NS -NS| _ 0,034040NS]  0,003660NS|  361,000000 **
%}D vsSGI6D | 1 7.102225NS] 5475600 *  0,389376 *Y 0,016900NS] _ 646.176400 **
8D vsSG20D | 1] 28462225NS| 3,080025 4 0280370 * 0.084100NS| 192238225 *9
[sHSD vsSG24D | 1] 113742225 4 5.475600 * 0289444 *3 _0,032400NS| _ 468,073225 *¥
Ne vs PKSD 1| 641,608900 *4 21,715600 *4 4908440 *Y 0275625 * 0.034225Ns]
Ne vs PK12D 1| 455,182225 4 21,715600 *4  6,029480 *4 1464100 ** 1,974025N§]
Nc vs PK16D 1| 144,000000 4 16,646400*Y 5141556 *% 1.822500 *¥ 0,562500NS]
Nc vs PK20D 1| 64,000000NS] 5428900 *4 5042270 *9 0.013225N 5.267025N
INc vs PK24D 1} _256,000000 *4 33,988900 *4  3,005022 * 0.096100NS] 8151025 *
Nc vs PGSD I _361,000000*9 3,348900 ¥  4,592449*9 0,014400NS| 185.913225 %
Ne vs PG12D 1 215062225 *9 1,357225NS§] 11,039006 *% 0,022500NS]  303,979225 *9
N¢ vs PG16D 1 7,128900NS| 0,342225N. 9,793770 *4  0,819025 *5 528080400 *4
Nec vs PG20D 1 NS| 3080025 4  7271112*4 0,001225NS] _ 597.069225 *4
Nc vs PG24D 1 NS 8497225 4 8628906 °* 0,003025NS]  651,015225 *9
Nc vs SKS8D i 7.,102225N. NS| 12,620256 *4 0,028900NS|  25.100100 *4
Nc vs SK12D 1] N§|  0.342225NS| 11,529420 *  0,115600NS| _ 29.757025 **
Nc vs SK16D 1] NS| 3080025 4 6.019662*4 0,476100 * _ 25.050025 **
Ne vs SK20D 1| _28462225NS| 0,336400NS|_10.487882 *9|__0,014400NS) __ 27,562500 *9
Nec vs SK24D 1 NS 0336400NS| 11.782056 * 1.081600 **| __ 35.700625 **
Nc vs SGSD- 1 -NS§|  5,428900 6814710 *9  0,032400NS| 21068100 *4
Ne vs SG12D 1| 28.462225NS N 7488432 *9  0,014400NS] 81812025 **
Ne vs SG16D 1| _64,000000NS| 5475600 **| 10,086976 ** 0,002500NS|  239,166225 *
Ne vs SG20D | _113,848900 4 3080025 4 9495642 * 0,012100NS| 15288100 **
Ne vs SG24D 1] _256,000000*  5.475600 * _ 4,056196 *9 _ 0,129600NS| __ 136,422400 *4
rro 23 23,967933 0,525102 0,011005 0,047846] 1,832350
édia geral 46,07 61,98 4,12 12,91 44,1
Kv% R 10,67 1,17] 2,55 1.69] 3,06
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TABELA 4 A -

Valores médios obtidos por sementes de cafeeiro, submetidas a
diferentes métodos de condicionamento, nas avaliagées: grau
de umidade das sementes (GUS) em (%); peso de
100sementes (P100) em (g); condutividade elétrica do
lixiviado (CEL) em (uS/cm?g); germinagio (GER)em (%);
indice de velocidade de germinagiio (IVG);-Tempo para
germinagdo de 50% das sementes (Ts) em (Dias); Peso da
matéria seca dos eixos hipocétilo/radicula(MS) em (g);
atividade da enzima peroxidase (APR) em (U/min/g);
atividade da enzima polifenoloxidase (APF) em (U/min/g);
teor de icido clorogénico(ACL) em(%). UFLA, Lavras —
MG, 2000.

METODOS DE AVALIACOES

CONDICIONAMEN

TOS GUS | P100 | CEL [GER| IVG TS0 | MS | APR | APF | ACL
PHDSD 49,555 13,38] 5,435 89| 15.66303)54425])1,2425| 26.66] 5949| 4,863
SHDSD 58.85] 12.73] 5.57] 82|12,7681325] 4.83] 1.01]|5599s] 62.99| 4.1405
Ne 48,895] 12,550] 18.4575] 73.5| 6.5238025] 7.57| 0.965] 50,66] 62.99] 6,6925
PKSD 49.08) 13,075| 24,8925| 84| 9.9339575] 534| 1.11] 2533| 58.33] 4477
PK12D 50.3] 13.76]302775] 69] 11,9199] 4.44|0.8975}29.325] 5833 4.237
PK16D 49,645| 13,9] 25485| 49.5] 10,44855|4,3025| 0,635] 38.66] 58.91] 4425
PK20D 46.6| 12,665| 53,3725} 41,5 7,62412275| 5.855| 0.605] 42.66] 60.66] 4.447
PK24D 51,75] 12,86] 58.5725] 24,5|8.29496875]  4.8] 0375] 34.66] 57.16] 4,959
PGSD 3526] 12,67] 3459] 82] 5.86789]8.8825/0,8775| 31.66] 61.16| 45495
PG12D 3146| 12.7) 33.8175] 62| 5.79328025]8,7625]0,6475| 35,995 61.825] 3.37
PG16D 25915| 13455] 2727 40] 5475605!8,7625/0,4125| 47.99|63,575] 3.563
PG20D 24.46| 12,515 64.2425| 24.5| 4.4801865] 9.52{ 023 50.66]64.745| 3.996
PG24D 23,38] 12,495] 62.2825] 40.5] 5.54347975] 8.655] 0.51] s50,66] 60,0751 3,755
SKSD 53,905] 12,720] 60.805] 38 9.6340775]5.4075/0.4525|47.995| 6299 3.14
SKI12D 54.350] 12.890] 24.545] 12,5} 11,0579375 36875 0.17| 50.66|63.575] 3297
SK16D 53.900] 13240} 99.58] 6| 6748512 5.185] 0.07] 50,66]64.745] 4239
SK20D 54,145] 12,430] 114,195| 1| 4.2384615]5.1225] 0,02}45,325| 62.41| 3.454
SK24D 54,870 13,590| 92,7475| 0| 2.8017315)8.3425| 0.005| 50.66| 6241 326
SGSD 44,305} 12.730] 26.2875| 80,5] 6,03528675)8,4325}0,9425] 50.66] 60.66] 4,082
SG12D 39.850] 12,670 3031] 79| 5.5925205]8.7325] 0,885/55995] 62.99] 3.956
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CONTINUACAOQ....

SG16D 33,430 12.600| 4322| 7916,37775475]7,9525|0,9325| 58,66] 65,33 3,5165
SG20D 44,985| 12,440| 48,745| 75| 5,92442125]8,1375)0,8375} 61,33} 64,745 3,611
SG24D 372151 12910] 27295| 81]6.31248125] 8,17]0,8975] 66.66] 65,33] 4.6785
Média Geral 44,178) 12.912| 44,000} 52.7 76111 6,797] 0,640]46.066]61.975] 4.118

-Nos métodos de condicionamentos: (P) sobre papel; (S) em submersdo; (K) nitrato de
potassio; (G) polietileno glicol 6000; (D) dias.
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