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RESUMO

A qualidade de sementes de café é influenciada por varios fatores, tais como as operacdes
pos-colheita de secagem, beneficiamento e armazenamento que podem ocasionar danos ao
tecido vegetal. Em pesquisas recentes, tem sido confirmado que o endosperma € mais sensivel
ao processo de deterioracdo do que o embrido, sendo que este pode germinar e formar uma
plantula normal quando isolado da semente. O uso de antioxidantes pode melhorar o
desempenho de sementes submetidas a estresses pela remogéo de radicais livres presentes nas
células do tecido vegetal de sementes deterioradas. Neste contexto, dois estudos foram
realizados objetivando-se investigar a formacdo de mudas de café a partir de sementes com
baixos niveis de qualidade. Foram utilizados lotes de diferentes niveis de qualidade de
sementes de Coffea arabica L., cultivar Catuai amarelo IAC 62 obtidos de sementes recém
colhidas e de sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por quatro dias. No primeiro
estudo, sementes inteiras e fracionadas foram imersas em &gua catddica, &cido ascorbico, agua
destilada e uma parte foi avaliada sem embebicdo. Foi realizado o teste de germinacdo, onde
foram avaliadas a porcentagem de protrusdo radicular, de plantulas normais e folhas
cotiledonares expandidas, o teste de emergéncia e avaliacGes de crescimento das mudas, por
meio do didmetro médio do caule, comprimento do hipoc6tilo e massa seca das plantulas.
Sementes de café fracionadas tem pior desempenho fisiologico do que sementes inteiras,
principalmente as de qualidade mais baixa. O efeito do tratamento antioxidante no
desempenho fisiolégico das sementes foi varidvel com o fracionamento e o nivel de
qualidade. No segundo estudo, foi realizado o cultivo in vitro de embrides de café a partir de
sementes com diferentes niveis de qualidade. Para embebicéo das sementes foram utilizados o
acido bédrico e os embrides extraidos foram tratados com agua catddica, &cido ascorbico e
agua destilada. Foi realizada a contagem de presenca de folha e de raiz aos 15 dias, de
germinacao aos 30 dias e a medi¢do do tamanho do hipocdtilo e da raiz aos 120 dias. A adi¢do
de &cido borico na agua de embebicdo de sementes proporciona plantulas mais vigorosas apos
a cultura dos embrides e dispensa 0 uso de tratamento antioxidante. Na auséncia de acido
borico na dgua de embebicdo de sementes, 0 uso de agua catdédica melhora o desempenho
fisiologico dos embrides. O uso do &cido ascorbico pode beneficiar o desempenho fisiol6gico
de sementes, mas é prejudicial & cultura dos embrides. E possivel formar plantulas de café a
partir do cultivo de embrides extraidos de sementes de baixa qualidade.

Palavras-chave: Deterioragio; Coffea arabica; Agua catodica, Acido Borico



ABSTRACT

The quality of coffee seeds is influenced by several factors, such as post-harvesting operations
of drying, processing and storage that can cause damages to the plant tissue. In recent
research, it has been confirmed that the endosperm is more sensitive to the deterioration
process than the embryo, which can germinate and produce a normal seedling, when isolated
from the seed. The use of antioxidants can improve the performance of seeds subjected to
stresses by removing free radicals present in the damaged seeds. In this context, the studies
were carried out with the aim of investigating the formation of coffee seedlings from seeds
with low levels of quality. It was used seeds of different quality levels of Coffea arabica L.,
Catuai amarelo IAC 62, obtained from freshly harvested seeds and submitted to aging for four
days. In the first study, the whole and fractionated seeds were immersed in cathodic water,
ascorbic acid, distilled water and one part was evaluated without imbibition. The germination
test was carried out, in which was evaluated the percentage of root protrusion, normal
seedlings and expanded cotyledon leaves. Simultaneously the emergence test and growth
evaluations of the seedlings, by means of the stem diameter, hypocotyl length and dry weight
were evaluated. Fractionated coffee seeds have worse physiological performance than whole
seeds, mainly the lower quality seeds. The effect of the antioxidant treatment on the
physiological performance of the seeds was variable with the fractionation and quality level.
In the second study, coffee embryos were cultured in vitro using different quality levels
obtained by the same way. For the imbibition of the seeds it was used boric acid and distilled
water and the embryos extracted were treated with cathodic water, ascorbic acid and distilled
water. It was counted leaf and root presence at 15 days, germination at 30 days and hypocotyl
and root size were measured at 120 days. The addition of boric acid in seed imbibition water
provides more vigorous seedlings after embryo culture and does not require the use of
antioxidant treatment. In the absence of boric acid in seed imbibition water, the use of
cathodic water improves the physiological performance of the embryos. The use of ascorbic
acid may benefit the physiological performance of seeds, but is harmful to the culture of
embryos. It is possible to form coffee seedlings from the cultivation of embryos extracted
from low quality seeds.

Keywords: Deterioration; Coffea arabica; Cathodic Water, Boric Acid
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1 INTRODUCAO

O agronegocio do café é parte importante da economia do pais, sendo 0 grao uma das
commodities de maior valor no mercado mundial. O Brasil é o maior produtor e exportador
mundial de café e o segundo maior consumidor do produto, 0 que torna importante para o pais
a realizacdo de pesquisas nas mais diversas areas de producao do café.

O café é comumente propagado por meio de mudas produzidas por sementes, que
possuem comportamento intermediario a recalcitrante com relacdo a tolerancia a dessecacao.
Esta caracteristica aliada a germinacdo lenta e desuniforme das sementes dificulta a producédo
de mudas com desejavel padrédo de qualidade, no momento ideal do plantio.

Em pesquisas recentes, tem sido confirmado que em sementes de café os endospermas
possuem maior sensibilidade a deterioracdo e a estresses do que os embrides, sendo que estes
podem germinar e gerar plantulas normais, mesmo quando isolados de sementes deterioradas
(COELHO et al., 2015; DUSSERT et al., 2006 e FIGUEIREDO, 2016). A deterioragdo é um
processo natural inerente a espécie, porém operagdes na pos-colheita, como o processamento,
a secagem e 0 armazenamento podem causar danos, potencializando a degradacéo devido a
formacao de espécies reativas de oxigénio, que causam danos oxidativos nos tecidos vegetais.
O uso de antioxidantes exdgenos pode proteger ou aumentar o potencial antioxidante nas
sementes, e consequentemente sua capacidade em remover radicais livres, seja por agéo direta
sob a semente ou aumentando a acdo de antioxidantes enddgenos.

O cultivo in vitro de embribes zigoticos de café é uma metodologia que pode auxiliar
na antecipacao da formacdo de mudas e da época de plantio. Esta metodologia baseia-se no
fato de que os embrides podem ser retirados das sementes e transferidos para um meio de
cultura, contendo nutrientes apropriados, em concentragdes adequadas, onde se diferenciam
posteriormente.

O objetivo neste trabalho foi investigar a producdo de mudas de café a partir de
sementes com diferentes niveis de qualidade, por meio da remocéo de parte do endosperma e

por meio da cultura de embri6es isolados destas sementes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Importancia do café

O café é um dos produtos de maior importancia no mercado mundial, sendo que o
Brasil € o maior produtor e exportador mundial desta commodity, com uma producdo de
49,64 milhdes de sacas, segundo dados da CONAB (2016). A participacdo do café nas
exportacdes do agronegdcio brasileiro foi de 10,7% em 2015 (INFORME ESTATISTICO DO
CAFE, 2016).

Com origem no continente africano e pertencente a familia Rubiaceae, o género
Coffea apresenta cerca de 100 espécies identificadas, com grande heterogeneidade entre si. As
espécies Coffea arabica e Coffea canephora sdo as mais cultivadas (DAVIS et al., 2006).

Coffea arabica L. é a espécie mais importante do género, com uma producéo de 83,2
% da producdo total de café do pais (CONAB, 2016). Dentro da espécie, uma das cultivares
mais difundidas no Brasil € o Catuai, resultante do cruzamento artificial de cafeeiros
selecionados de ‘Caturra Amarelo’, de porte baixo, e ‘Mundo Novo’. Por apresentar qualidade
de bebida superior tem sido utilizada em larga escala, além de ser uma planta com alta
produtividade, rdstica e comumente cultivada a livre crescimento (SOUZA et al., 2003).

2.2 Caracteristicas das sementes de café

2.2.1 Tolerancia a dessecacao

A espécie Coffea arabica é propagada geralmente por sementes, as quais apresentam
sensibilidade & dessecacdo. A capacidade fisiologica das sementes em tolerar a dessecagdo
pos-colheita é variavel entre as espécies. Com relacdo a esta caracteristica, as sementes podem
ser classificadas como ortodoxas (tolerantes), recalcitrantes (ndo tolerantes) e intermediarias,
as sementes de café apresentam comportamento intermedidrio a recalcitrante quanto a
tolerancia a dessecacdo, dependendo da espécie (ABREU et al., 2014; COELHO et al., 2015;
ELLIS; HONG; ROBERT, 1990). As sementes ortodoxas sdo aquelas que podem ser
armazenadas por maiores periodos de tempo, quanto mais secas e quanto menor for a

temperatura de armazenamento, 0 que nao ocorre no caso do café.
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Sementes de café apresentam comportamento intermediério (ABREU et al., 2014;
COELHO et al., 2015; ROSA et al., 2005; ROSA et al., 2011), pois além de n&o tolerarem a
dessecacgdo, também ndo toleram baixas temperaturas no armazenamento, o que dificulta a sua
conservacao. De acordo com resultados de estudos sobre a conservacdo de sementes de cafe,
ndo é recomendado o seu armazenamento por um longo periodo (EIRA et al., 1999; ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990, 1991).

2.2.2 Germinacao

A propagacdo do café é feita geralmente por meio de mudas produzidas a partir de
sementes. As mudas sdo produzidas em seis meses (mudas de meio ano) ou em doze meses
(mudas de ano), por meio de semeadura em substrato apropriado. As mudas de meio ano séo
mais utilizadas em funcdo do menor custo com insumos e mao de obra, por permanecerem
por menos tempo no viveiro (GUIMARAES et al., 1998).

Um grande problema na producdo de mudas é que as sementes apresentam germinagao
lenta e desuniforme, além de baixo potencial de armazenamento, o que torna dificil a
obtengdo de mudas com elevado padréo de qualidade, no momento ideal ao plantio (ROSA et
al., 2010).

A protrusdo da radicula acontece quando a forca exercida pelo embrido para romper a
parede celular é maior que a forca de resisténcia do endosperma (HILLHORST et al., 1998).
O endosperma das sementes de café possui rigidez nas suas paredes celulares e essas precisam
ser degradadas para que ocorra a protrusdo radicular. Segundo Silva et al. (2004), este pode
ser um dos motivos pelo qual o café possui germinacdo lenta e desuniforme. Embora nédo se
saiba a verdadeira causa dessa germinacdo lenta, varios estudos apresentam justificativas,
como a influéncia do endocarpo (pergaminho) (GUIMARAES, 1995; RENA; MAESTRI,
1986; ROSA et al., 2007b; VALIO, 1976), a baixa absorcéo de 4gua e O, (BENDANA, 1962;
VALIO 1980), o balango hormonal (SILVA et al., 2004; VALIO, 1976) e a presenca de
inibidores naturais (FRIEDMAN; WALLER, 1983a, 1983b; PEREIRA et al., 2002; ROSA et
al., 2006, 2007a; WALLER et al., 1986).
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2.2.3 Sensibilidade dos endospermas

A semente de café é constituida por embrido, endosperma e um envoltorio
representado pelo espermoderma, também conhecido como pelicula prateada. De acordo com
resultados de diversas pesquisas (COELHO et al.,, 2015; DUSSERT et al., 2006, e
FIGUEIREDO, 2016) existe maior sensibilidade dos endospermas do que dos embrides
zigoticos a deterioracdo e susceptibilidade aos danos de processamento, secagem e
armazenamento. Nestes trabalhos os embrides isolados das sementes apresentaram melhor
desempenho fisiolégico do que as sementes inteiras, principalmente quando as sementes
apresentavam baixa qualidade fisiologica. Assim, essa maior sensibilidade do endosperma
pode interferir diretamente nos resultados da germinacéo, ocasionando baixas porcentagens de

plantulas normais.

2.3  Deterioracéo de sementes

A deterioracdo das sementes € um processo inevitavel e irreversivel que afeta as
caracteristicas fisicas, quimicas, fisiologicas e de sanidade das sementes. As alteraces
causadas pela deterioracdo sdo de nivel tanto bioquimico como citolégico, fisico e fisioldgico,
com inicio na maturidade fisiol6gica provocando uma inativacdo progressiva do metabolismo,
causando assim a queda da qualidade e culminando com a morte da semente (MARCOS
FILHO, 2005).

Manifestacdes de deterioracdo sdo associadas ao armazenamento, mas tem inicio na
maturidade fisioldgica e podem ser aceleradas nas etapas pos-maturidade. Sementes de café
possuem comportamento intermediario a recalcitrante o que dificulta o armazenamento.
Sementes recalcitrantes devem ser mantidas com elevado teor de agua, e, consequentemente,
em temperaturas acima de 0°C (BONJOVANNI; BARBEDO, 2008; PASQUINI et al., 2012;
SERSHEN et al., 2012a; SMITH; BERJAK, 1995; WESLEY-SMITH et al., 2004), e para
algumas sementes até a troca gasosa deve ser evitada (PASQUINI et al., 2012). Tais
condicBes em que as sementes de café sdo armazenadas, muitas vezes promovem um elevado
metabolismo (SERSHEN et al., 2012b), o que acelera o processo de deterioracdo das
sementes.

A perda da viabilidade das sementes estd associada ao aumento das espécies reativas
de oxigénio (EROS) e peroxidacgdo de lipideos (BERJAK; SERSHEN; PAMMENTER, 2011,
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OLIVEIRA et al., 2012). As EROS séo formas reduzidas do oxigénio atmosférico que causam
a oxidacdo de véarios componentes celulares, podendo levar a morte da célula
(VANDENABEELE et al., 2000).

A peroxidacdo de lipideos de membranas ou de organelas intracelulares é um
indicativo de estresse oxidativo, que ocorre devido a interacdo da EROS com &cidos graxos
insaturados (SCANDALIOS, 1993). Os danos causados as membranas celulares pela
peroxidacdo dos lipideos causam mudancgas metabdlicas, destruicdo da membrana e perda do
material intracelular (BEWLEY; BLACK 1994), levando a deterioracdo e consequentemente
morte da célula.

A germinacdo lenta de sementes de café aliada a réapida perda do poder germinativo
em funcdo do processo de deterioracdo dificulta a obtencdo de mudas no momento ideal do

plantio para os produtores.

2.4 Antioxidantes

No processo de deterioracdo de sementes ocorre a formacdo de radicais livres, que
causam oxidacdo dos tecidos vegetais, resultando em danos as membranas celulares e a
geracdo de subprodutos toxicos (SCHWEMBER E BRADFORD, 2010). Os problemas
causados pelas espécies reativas de oxigénio podem ser atenuados pela acdo antioxidante, que
pode ser proveniente de fontes naturais enddgenas das sementes ou fontes exdgenas de
agentes redutores. A aplicacdo de antioxidantes exdgenos pode exercer uma acao direta ou
melhorar a atividade antioxidante enddgena da semente (BERJAK; SERSHEN;
PAMMENTER, 2011).

Em alguns estudos a &gua catodica, gerada pela eletrdlise de uma solugdo contendo
cloreto de calcio e cloreto de magnésio, tem mostrado efeito antioxidante por meio do
fornecimento de elétrons, neutralizando os radicais livres e reduzindo o seu ataque as células
(HANAOKA, 2001; HANAOKA et al., 2004; HIRAOKA et al., 2004; SHIRAHATA et al.,
1997). Ricaldoni (2016) ao investigar a acdo antioxidante da dgua catodica em sementes de
café obteve resultados positivos no desempenho fisiolégico das sementes com baixa
qualidade. Da mesma forma Pammenter et al. (1974) e Berjak (1978), trabalhando com
sementes de milho envelhecidas e submetidas ao tratamento de protecéo catddica observaram
uma diminuig&o significativa da perda de viabilidade das sementes. Em estudos de secagem

de sementes de café foi observada uma menor perda do contetdo celular ao se utilizar o
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tratamento com agua catodica, além da contribuicdo para uma menor atividade de enzimas
antioxidantes (FIGUEIREDO, 2016).

Outro antioxidante que apresenta aumento do vigor e prolonga o armazenamento de
sementes pela remocdo de espécies reativas de oxigénio, € o acido ascorbico (SMIRNOFF,
2000). Brilhante et al. (2013) também verificaram melhoras na qualidade fisioldgica de
sementes de feijdo de corda ao aplicar &cido ascorbico apds o envelhecimento artificial e
Kikuti et al. (2002) ao avaliar o uso de antioxidantes em sementes de café observou um
aumento no desempenho das sementes ap0s a colheita e ap0s quatro meses de

armazenamento.

25 Cultura de embrides de café

O cultivo in vitro pode ser definido como o cultivo de células, tecidos e 6rgaos
isolados da planta mée e cultivados em um meio artificial. Além de ser utilizado em diversas
areas de pesquisas, possui também uma série de aplicacdes, como producdo em larga escala
de embriGes somaticos em biorreatores, producdo de sementes artificiais, criopreservacao,
variacdo somaclonal e transformacdo genética (SANTANA-BUZZY et al., 2007). Essa
técnica envolve uma série de etapas que vao desde o estabelecimento da cultura in vitro até a
fase de aclimatizacéo.

Na cultura do cafeeiro tem sido realizados varios trabalhos de cultura de tecidos com
diferentes objetivos. Porém, a eficiéncia da técnica apresenta limitacfes, principalmente,
devido a contaminacges, oxidacdo, baixa ou nula regeneragdo e problemas na aclimatizacao
de plantas (LONDONO; OROZCO, 1986).

A terminologia “cultura de embrides” tem sido empregada para descrever os processos
de crescimento e desenvolvimento do embrido zig6tico in vitro, independentemente da idade,
tamanho e estadio de desenvolvimento em que o embrido foi excisado (RAPPORT, 1957,
citado por HU; FERREIRA, 1998).

A cultura de embrides pode auxiliar na antecipacdo da época de plantio, através da
clonagem de plantas selecionadas (ANDRADE et al., 2001), além de possibilitar a
recuperacdo de hibridos de cruzamentos incompativeis, micropropagacdo e superacdo de
dorméncia e esterilidade de sementes (HU; FERRERA, 1998). Além disso, o cultivo in vitro
de embrides de café pode auxiliar na conservacdo do germoplasma da espécie (NAIDU,
1999).
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O cultivo in vitro de embrides oferece sistema controlado para estudar os problemas
nutricionais, fisioldgicos e bioquimicos dos embrides em varios estadios de desenvolvimento
(PASQUAL; PINTO, 1988). Do ponto de vista técnico, as duas consideracfes mais
importantes na cultura de embrides sdo a composi¢cdo do meio de cultura e a excisdao do
embrido, com a composi¢do do meio e a preparacao asseptica dos embribes variando entre as
espécies (ANDREOLI, 1985).

O embrido esta inserido dentro do endosperma do café em regido estéril, o que facilita
a sua assepsia, sendo necessaria apenas a desinfestacdo da superficie da semente (ANDRADE
et al., 2001). O indice de contaminacdo desse tipo de cultivo é muito baixo em relacdo as
demais culturas in vitro (ILLG, 1986). O mais importante aspecto da cultura de embriGes é a
selecdo do meio nutritivo correto, que estimule o desenvolvimento dos embrides. Com isso
tem-se buscado novas alternativas de meios nutritivos, que se aproximem da composicao do
endosperma ou do saco embrionario, possibilitando assim, o cultivo de embrides em Vvarios
estadios de desenvolvimento (JESUS et al., 2011).

E necessario que se determinem as concentracdes 6timas dos componentes do meio de
cultura, como 0s macros e micronutrientes, sacarose e os reguladores de crescimento. Se o
meio estiver deficiente em sacarose, formam-se plantulas disformes, com baixa probabilidade
de sobrevivéncia, ou ndo ocorre a germinagdo dos embrides (JESUS et al., 2011).

O surgimento dos primordios radiculares e foliares e o crescimento das raizes é
estimulado pelos carboidratos presentes no meio de cultura (PASQUAL et al., 2001). Para a
maioria das culturas e meios nutritivos a sacarose é a fonte de energia mais utilizada.

Embrides sdo geralmente cultivados com sucesso em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo sais e carboidratos e solidificado com &gar
(ANDRADE et al., 2001; JESUS et al., 2011; NAIDU; SREENATH, 1999; PINTO, 2016), e
ndo € necessario o uso de reguladores de crescimento, pois podem induzir a formacéao de calos
(JESUS et al., 2011).

O cafeeiro produz substancias fenolicas, fazendo-se necessario o uso de antioxidantes
no meio de cultura como carvao ativado, PVP, &cido ascérbico e acido citrico (ANDRADE et
al., 2001).
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2.5.1 Protocolo de embebicéo

Antes da excisdo dos embrides zigoticos as sementes sdo embebidas em agua para
amolecimento do endosperma, facilitando assim o processo de retirada. Em varios trabalhos
foi utilizada agua destilada como fonte para 0 amolecimento do endosperma de cafés antes da
retirada do embrido zigdtico para cultivo in vitro (ANDRADE et al., 2001; CARVALHO et
al., 1998; PINTO et al., 2016). Freitas et al. (2016) utilizaram 0.5% de &acido borico em
agitacdo por 72 horas para embeber as sementes antes de extrair os embrides.

O 4cido bdrico tem diversas propriedades, desde micronutriente essencial para as
plantas, antisséptico, bacteriostatico, controle de bactérias, algas, fungos e insetos, e controle
da biodeterioracdo (LLOYD, 1998).

Como fungicida ele impede o crescimento do fungo através da prevencédo da formacéo
de conidios ou esporos assexuados (WOODS, 1994). Em estudos in vitro o boro inibiu de
forma efetiva Penicillium expansum, Botritis cinerea e Monilinia laxa (QIN ET AL., 2007,
2010; THOMIDIS; EXADAKTYLOU, 2010). Ele se mostrou efetivo também no manejo da
sarna da macieira, causada pelo fungo Venturia inaequalis, uma das doencas mais importantes
da magé no mundo inteiro.

Nos insetos o acido bdrico age no estbmago como um veneno ao ser ingerido, ou pelo
consumo das ceras da superficie externa do inseto ao entrar e contato direto com o &cido
borico em po, causando sua desidratacdo e levando a morte (COX, 2004; SEE et al., 2010;
WOODS, 1994).

Os acidos boricos podem ser usados também como herbicidas através da dessecacgdo
da planta e os boratos pela interrupcdo da fotossintese (COX, 2004). O boro é um dos
elementos essenciais mais importantes para as plantas (WOODS, 1994) em pequenas
concentragdes, mas em grandes concentragOes pode causar toxicidade, e os sintomas incluem
queima das folhas, areas mortas dentro dos frutos, das cascas e nos caules das plantas
(NABLE; BANUELOS; PAULL, 1997).

Além disto o boro € responsavel pelo aumento da concentracdo de compostos
fenolicos. A deficiéncia de boro aumenta a atividade da enzima polifenol oxidase, que catalisa
a oxidacdo de compostos fendlicos (CAMACHO-CRISTOBAL; ANZELOTTI;
GONZALEZ-FONTES, 2002; PFEFFER et al., 1998). Estudos envolvendo ascorbato e
glutationa, que sdo importantes na remocao de espécies reativas de oxigénio da célula,

mostraram uma queda de seus niveis em raizes e folhas sob condi¢des de deficiéncia de Boro
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(CAKMAK; ROMHELD, 1997; LUKASZEWSKI; BLEVINS, 1996), os autores concluiram
que a queda do crescimento da raiz estava relacionada com o metabolismo da ascorbato
prejudicado pela deficiéncia de boro. Os niveis de glutationa aumentaram em plantas de
girassol e de milho sob condicfes de estresse de aluminio ao aplicar boro, 0 que indica uma
producdo de antioxidantes estimulada por uma adequada nutricdo por boro em plantas com
estresse ao aluminio (RUIZ et al., 2006; CORRALES et al., 2008).

2.5.2 Aclimatizagdo

A aclimatizacdo é conceituada como sendo a fase da micropropagacéo, em que ocorre
a transferéncia das mudas produzidas in vitro, para 0 ambiente natural, ou um ambiente de
transicdo, como uma casa de vegetacdo ou telado (DEBERGH E MAENE, 1981). E um
processo crucial para obtencdo de mudas de qualidade obtidas por cultura de tecidos.

As plantas micropropagadas apresentam caules mais curtos e delgados, reducdo dos
tecidos de suporte, maior quantidade de agua nas células, folhas com cuticula mais fina e
baixa funcionalidade dos estomatos (PASQUAL, 2000). As raizes sdo quebradicas e pouco
funcionais e por haver poucas conexdes vasculares entre raizes e brotacdes, com frequéncia
ndo sobrevivem ao serem transferidas para o solo (GEORGE, 1996). Consequentemente sao
plantas que apresentam alta taxa de evapotranspiracdo e pouca capacidade fotossintética.

Existem poucos trabalhos que relatam os detalhes do procedimento de transplantio,
aclimatizacdo e das dificuldades e solu¢des encontradas durante esse processo. O sucesso da
técnica de propagacdo in vitro, requer que as plantas que se desenvolvem heterotroficamente,
sob condicbes de alta umidade (90-100%), posteriormente se adaptem, tornando-se
autotroficas e cresgcam sob condi¢fes de moderada ou baixa umidade. Tradicionalmente, a
aclimatizacdo ex vitro das plantas micropropagadas € realizada por meio do incremento
progressivo na irradiancia mantendo, inicialmente, alta umidade relativa, ap6s o transplantio,
com gradativa reducdo, até que a fase de endurecimento se complete, ou seja, até corrigir as
alteracdes, ou anormalidades induzidas in vitro, o que inclui a transicdo do metabolismo
heterotréfico para autotrofico e o estabelecimento de relagdes hidricas anormais, através da
regulacdo da perda e da absorcdo de agua (SMITH; PALTA; MCCOWN, 1986; WARDLE;
DOBBS; SHORT, 1983).

Santos et al. (2014) ao aclimatizar mudas micropropagadas de Coffea canephora

observaram uma maior sobrevivéncia e desenvolvimento vegetal ao utilizar um
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sombreamento de 50% do que de 30% e ao avaliar o periodo de aclimatizagdo néo
encontraram diferenca entre os periodos de 30, 45 e 60 dias, sendo o de 30 o mais indicado
por desenvolver mudas mais rapido.

O substrato € responsavel por nutrir a planta e manter a estrutura de propagacéo, deve
ser uniforme e apresentar boa capacidade de retengdo de &gua, além de ser isento de pragas,
patdgenos e sementes de plantas daninhas. O substrato PlantMax® apresentou excelentes
resultados em termos de pegamento e crescimento das mudas em diversos trabalhos
(PEREIRA et al., 2007; RODRIGUES et al. 2005, ZEMKE et al., 2003).

Durante a fase de aclimatizacdo de plantulas de café, Pinto (2016) utilizou substrato
comercial Topstrato® misturado a vermiculita na proporcdo de 1:1 em saquinhos plasticos
para mudas de 10x20 cm.

Com relacdo a nutricdo das mudas, Maciel (2011) concluiu que o fertilizante de
liberacdo lenta Osmocote® promove mudas de cafeeiro de melhor qualidade quando
produzidas a partir de embriogénese somaética, exercendo um efeito positivo sob suas

caracteristicas agronémicas e nutricionais.

3 MATERIAL E METODOS

3.1  Colheita dos frutos e obtencéo das sementes

Frutos de café da safra 2015, da espécie Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo
IAC 62 foram colhidos na Fazenda Experimental da Fundacdo Procafé, localizada em
Varginha — MG. Foram colhidos os frutos no estadio de maturacdo cereja, selecionados nos
ramos médios das plantas e nas partes medianas dos ramos.

Logo apds a colheita os frutos foram transportados para Lavras - MG, onde foram
processados para obtencdo das sementes. Para isso, foram lavados para a retirada de
impurezas, de frutos chochos, malformados e brocados e, posteriormente, despolpados
mecanicamente.

Em seguida, as sementes foram desmuciladas por fermentacdo em &gua a 30°C, por 24
horas, lavadas em agua corrente e submetidas a secagem em peneiras a sombra até atingirem
um teor de 4gua de 12%.

Para investigar a producdo de mudas de café produzidas a partir de sementes com
diferentes niveis de qualidade, dois estudos foram realizados. No primeiro, sementes
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fracionadas e sementes inteiras, com diferentes qualidades foram utilizadas para a formacao
de mudas em saquinhos. No segundo estudo, foram avaliadas as plantulas produzidas in vitro

a partir de embrides extraidos das mesmas sementes com diferentes niveis de qualidade.

3.2 Niveis de qualidade das sementes

Os diferentes niveis de qualidade das sementes foram obtidos com o envelhecimento
acelerado por periodos de quatro, seis, oito e dez dias e comparadas por meio do teste de
germinagdo. A técnica do envelhecimento acelerado consiste em colocar as sementes em
camada Unica e uniforme sobre telas e acondiciona-las em caixas do tipo gerbox contendo 40
mL de agua, sob temperatura de 42°C, em camara BOD, por determinado periodo de tempo.
Para obtencdo do nivel de qualidade baixo nessa pesquisa foram utilizadas sementes
envelhecidas por quatro dias. Para o nivel alto foram utilizadas sementes sem envelhecimento
acelerado, as quais foram colocadas no telado e acondicionadas em caixas do tipo gerbox
contendo 40 mL de agua destilada, em camara BOD, sob temperatura de 25°C apenas para

umedecimento das sementes.

3.3  Estudo do fracionamento das sementes para a formacao de mudas

As sementes de cada nivel de qualidade foram avaliadas inteiras e com parte do
endosperma removido. Para a obtencdo das sementes com parte do endosperma removido,
estes foram cortados transversalmente com auxilio de um bisturi, sendo utilizadas as partes
das sementes que continham os embrides. A decisdo sobre este procedimento foi tomada ap6s
a realizacdo de testes preliminares em laboratério retirando, em que foram removidos 50% e
75% dos endospermas e, em seguida, as sementes fracionadas foram avaliadas por meio do
teste de germinacdo. De acordo com os melhores resultados obtidos nestes pre-testes, utilizou-
se nesta pesquisa, as sementes fracionadas ao meio, descartando-se 50% dos endospermas

restantes.

3.3.1 Tratamento antioxidativo nas sementes

As sementes fracionadas e as inteiras, dos diferentes niveis de qualidade, foram
embebidas em &gua destilada, agua catodica e acido ascorbico, sendo colocadas entre papel de
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germinacdo umedecido com o0s antioxidantes na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel
(BRILHANTE et al., 2013), por um periodo de 48 horas. A outra parte das sementes ndo foi
submetida a embebicéo.

O acido ascorbico foi utilizado na concentracdo de 2g/L de agua destilada (KIKUTI et
al., 2002).

A &gua catddica foi produzida segundo metodologia descrita por Berjak, Sershen e
Pammenter (2011), com modifica¢bes: 1L de solucdo contendo como eletrélitos 0,5 mM
CaCl,.2H20 e 0,5 mM MgCl2.6H20, foi eletrolisada aplicando-se uma diferenca de potencial
de 60V, utilizando-se uma cuba horizontal, prépria para corrida eletroforética. O conteudo da
solucdo foi dividido em duas por¢des iguais e a eletrélise realizada durante 1 hora, em
temperatura ambiente, produzindo 500 ml de &gua anddica (oxidada), com pH préximo a 3-4,
e 500 ml de agua catddica (reduzida), com pH préximo a 11-12. O circuito foi completado
utilizando-se uma ponte salina a base de &gar contendo cloreto de potéssio. A agua anddica
foi descartada.

Apds as sementes serem submetidas aos tratamentos, foram realizadas avaliacdes
fisioldgicas por meio do teste de germinacdo, determinacdo da massa seca de plantulas,

emergéncia, indice de velocidade de emergéncia e analise de crescimento das mudas.

3.3.2 Auvaliagdes fisiologicas

e Teste de germinacgao das sementes:

Foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento, semeadas
em rolos de papel toalha do tipo "germitest" umedecidos com &gua destilada na quantidade de
2,5 vezes o0 peso do papel seco. Os rolos de papel contendo as sementes foram acondicionados
em germinador, regulado a 30°C, na presenca de luz (BRASIL, 2009).

Aos 15 dias apo6s a semeadura foi determinada a porcentagem de protrusdo radicular,
sendo computadas as sementes que apresentaram rompimento do endosperma e protrusdo da
radicula. Aos 30 dias foi determinada a porcentagem de plantulas normais, sendo estas as
plantulas que apresentaram raiz principal e pelo menos duas raizes laterais sadias e normais.

A porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas foi computada aos 45 dias.
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e Emergéncia das plantulas:

O teste de emergéncia foi conduzido em cémara de crescimento vegetal com
temperatura de 30°C e com 12 horas de luz. Como substrato foi utilizado o padrio para
producdo de mudas de café, composto por 70% de terra e 30% de esterco bovino, completado
com fertilizantes quimicos. Os recipientes utilizados foram sacos de polietileno, com
dimensbes de 22 cm de altura por 11 cm de largura. Foi semeada uma semente em cada
saquinho e cada tratamento composto por 20 mudas, sendo quatro repeticdes por tratamento.
As plantulas com cotilédones acima da superficie caracterizaram a emergéncia e foram
contadas diariamente, até a estabilizacdo, quando foi calculada a porcentagem de emergéncia

ao final das mudas.

e Anélise de crescimento das mudas:
Ao final do teste de emergéncia, as mudas foram retiradas dos saquinhos plasticos,
lavadas em &gua corrente e avaliadas quanto ao crescimento por meio da medicdo do
comprimento do hipocotilo (cm) e do diametro do caule (cm). Utilizou-se uma régua para as

medi¢des de comprimento e um paquimetro digital para as medicGes de diametro.

e Massa seca de mudas:

Apos as avaliagdes de crescimento foi determinada a massa seca de plantulas. Para
isso, a parte aérea das plantulas com folhas cotiledonares expandidas foi separada das raizes,
com auxilio de um bisturi. Entdo, o material vegetal foi colocado em sacos de papel e
submetido a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C por 4 a 5 dias ou até massa

constante. A massa seca foi determinada em balanca de precisao.

3.4  Estudo da formacédo de mudas oriundas do cultivo in vitro de embrides zigdticos

extraidos de café com diferentes niveis de deterioracéo

3.4.1 Assepsia das sementes

A assepsia das sementes oriundas dos diferentes niveis de qualidade foi realizada por
embebicdo em formaldeido por 20 minutos, em agitacdo. ApoOs esse periodo, as sementes
foram lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada e colocadas em embebicédo por 72

horas em agua destilada autoclavada e em solucéo de 0,5% de &cido bdrico, constituindo dois
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tratamentos de embebicdo. Antes da extragdo as sementes foram lavadas trés vezes,

novamente, em agua destilada autoclavada.

3.4.2 Extracdo, tratamento antioxidativo e inoculacio dos embrides

Posteriormente & embebicdo das sementes, 0os embrides zigdticos foram extraidos em
camara de fluxo laminar em placas de petri com auxilio de uma pinca. Foram em seguida,
submetidos aos tratamentos antioxidantes de &cido ascorbico na proporcdo de 2g por L de
agua destilada, &gua catddica e dgua destilada, embebidos por uma hora.

Os embrides foram entdo, inoculados em tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio
MS autoclavado, suplementado com sacarose e solidificado com phytagel, com ph ajustado
para 5,8 (FREITAS et al., 2016). Os tubos foram vedados com tampa de polipropileno,
contendo um embrido por tubo, sendo 40 tubos por tratamento. Os embrides inoculados foram
entdo, mantidos em cdmara BOD, sob 25°C, com fotoperiodo de 16 horas de luz.

Apds os embrides serem submetidos aos tratamentos, foram realizadas avaliacbes de

germinacao e analise de crescimentos das plantulas.

3.4.3 Avaliagoes

e Germinacao in vitro dos embrides:
Apds 15 dias da inoculacdo, foram contados os embrides que desenvolveram folhas e
raizes. Aos 30 dias foi avaliada a porcentagem de germinacdo dos eixos embrionarios,
considerando germinados 0s que apresentaram crescimento dos cotilédones e protrusdo

radicular.

e Analise de crescimento das plantulas:
Apds quatro meses, quando as plantulas apresentaram crescimento adequado da parte
aérea e do sistema radicular para serem aclimatizadas, foi realizada a medicdo do

comprimento do sistema radicular (cm) e do comprimento do hipocétilo (cm).
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3.4.4 Aclimatizacéo das plantulas:

Aos quatro meses, apos analise de crescimento, foi feita a aclimatizacdo das plantulas
em camara de crescimento vegetal, com fotoperiodo de 12 horas de luz, sob temperatura de
25°C. As plantulas foram transferidas para tubetes de polietileno contendo substrato comercial
Tropstrato® ht e 7,5 g/L de fertilizante de liberagéo lenta Osmocote®, 15-9-12. Para manter
as plantulas umidas, os tubetes foram envolvidos com sacos plasticos, os quais tiveram as
pontas cortadas a cada sete dias até que as plantulas se adaptassem ao ambiente de menor
umidade relativa, quando os sacos plasticos foram totalmente retirados. Foi utilizado sombrite
de 80%.

35 Andlise estatistica dos resultados

No primeiro estudo foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2x2x3 (2 niveis de qualidade, 2 — sementes inteiras e fracionadas e 3
tratamentos antioxidantes), com duas repeticdes.

No segundo estudo de cultura de embrides foi realizada em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticdes de 10 embries por parcela, em esquema fatorial
2x2x3, sendo 2 niveis de qualidade, 2 tratamentos com embebicdo em acido borico e em agua
e, 3 tratamentos antioxidantes).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, seguindo modelos matematicos
préprios para o delineamento empregado, utilizando-se o programa SISVAR® (FERREIRA,
2011). Os grupos de médias foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott, ao nivel de
5% de probabilidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Estudo do fracionamento das sementes para a formacao de mudas
De acordo com os resultados das analises de variancias dos dados das avaliagdes

fisiologicas (TABELA 1A, APENDICE), obteve-se interago tripla significativa entre os

fatores niveis de qualidade, seccionamento das sementes e tratamentos antioxidantes.
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As comparacOes de médias das variaveis da qualidade fisioldgica entre sementes
fracionadas e sementes inteiras, bem como entre os tratamentos antioxidantes, s&o
apresentados nas Tabelas 1 e 2. Observa-se para o nivel mais alto de qualidade, que nas
sementes inteiras a porcentagem de protrusdo radicular foi estatisticamente igual a das
sementes fracionadas, em todos o0s tratamentos antioxidantes, exceto nas sementes sem
antioxidantes. Ja para as sementes de qualidade mais baixa, os resultados de protrusdo
radicular foram inferiores nas sementes seccionadas, quando comparados as sementes inteiras.

Resultados diferentes foram encontrados para a porcentagem de germinacdo e de
folhas cotiledonares expandidas, tanto no nivel de qualidade alta como de baixa,
independentemente do tratamento antioxidante utilizado (TABELA 1). Observa-se que 0
fracionamento proporcionou menores porcentagens de germinacao e de plantulas com folhas
cotiledonares expandidas aos 45 dias, indicando que a reduc¢édo do volume do endosperma nao
diminuiu os efeitos da deterioracdo e pode ter provocado insuficiéncia de reservas de
nutrientes para produzir uma plantula normal.

Semelhante ao observado nesta pesquisa, Silva, Vieira e Panobianco (2014),
estudando técnicas para a superacdo de dorméncia de sementes de guanandi, encontraram
resultados inferiores de germinacéo e de emergéncia em sementes cujos endospermas foram
seccionados. J& em sementes de Araucaria angustifolia, que também possuem germinacao
lenta e desuniforme, o fracionamento das sementes acelerou o processo de germinagdo e
proporcionou melhores resultados na contagem final de plantulas normais, quando
comparados aos resultados em sementes inteiras (SOUZA; CARDOSO, 2003).

Em outro trabalho, com sementes fracionadas de uvaia (Eugenia pyriformis) foi
possivel obter alta porcentagem de plantulas normais, o que pode ser justificado pelo fato de
semente desta espécie ndo possuirem endospermas (SILVA, 2003). Diferentemente destes
trabalhos, na presente pesquisa, as sementes de café de baixa qualidade ndo se beneficiaram
da retirada de parte dos endospermas.

Com relagdo aos efeitos dos antioxidantes na avaliagdo fisiologica (TABELA 1)
observa-se em sementes inteiras, que ndo houve diferencas entre os tratamentos utilizados,
tanto para sementes de alta quanto para a sementes de baixa qualidade, ndo sendo observadas
diferencas nas porcentagens de protrusdo radicular, de germinacao e de plantulas com folhas
cotiledonares expandidas aos 45 dias.
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Tabela 1 Efeito do uso de sementes inteiras e fracionadas e do tratamento antioxidante, no
desempenho fisioldgico de sementes de café com dois niveis de qualidade.

Nivel de Fr’azg:::lfl:(r) Germinagao Folhas cotiledonares
qualidade  Tratamento (%) (%) (%)
das antioxidante -
sementes . _ FraC|ona_1mento da:s sementes _ _
Inteira  Fracionada Inteira Fracionada Inteira Fracionada
Ascorbico 94 aA 90 aA 87 aA 55 bB 77 aB 48 bA
Alta Catc’)_dica 94 aA 89 aA 91 aA 56 bB 87 aA 49 bA
Destilada 94 aA 92 aA 88 aA 63 bA 86 aA 51 bA
Sem 96 aA 88 bA 93 aA 25bC 83 aA 18 bB
Ascorbico 80 aA 81 bA 70 aA 19 bB 67 aA 8 bB
Baixa Caté_dica 89 aA 84 bA 71 aA 13bC 65 aA 7bB
Destilada 91 aA 70 bB 75 aA 21 bB 68 aA 14 bA
Sem 90 aA 75 bB 74 aA 32 bA 64 aA 18 bA
CV (%) 2,85 5,77 5,97

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, nao diferem entre
si, pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Ja nas sementes seccionadas, com desempenhos piores do que sementes inteiras, 0s
efeitos dos tratamentos antioxidantes variaram de acordo com o nivel de qualidade. Observa-
se que, em sementes de mais alta qualidade, a embebicdo em &gua destilada ou nos
antioxidantes acido ascorbico e agua catoédica foi melhor do que o tratamento sem
antioxidante, com maiores porcentagens médias de germinacdo e de plantulas com folhas
cotiledonares expandidas. Por outro lado, nas sementes de mais baixa qualidade, ocorreu
efeito contrario, tendo os tratamentos antioxidantes proporcionado piores resultados nestas
variaveis, do que a embebicdo em agua destilada ou sem embebic&o.

Em estudo sobre os efeitos da agua catddica em sementes deterioradas de café,
Ricaldoni (2016) também observou melhoria nos resultados da protrusdo radicular, com o uso
desta agua como antioxidante exogeno. Outros autores ja haviam verificado os beneficios da
agua catodica como tratamento antioxidante (BERJAK, 1978; BERJAK, SERSHEN e
PAMMENTER, 2011; FIGUEIREDO, 2016; PAMMENTER et al., 1974) e de outros
antioxidantes exdgenos como o acido ascorbico (KIKUTI et al., 2002; BRILHANTE et al.,
2013) que obtiveram uma melhoria na qualidade fisiologica das sementes ao utilizarem
antioxidantes exdgenos como o acido ascorbico e a dgua catodica.

Na Tabela 2, onde sdo apresentados os dados relativos aos os efeitos do nivel de
qualidade das sementes inteiras e fracionadas, submetidas aos tratamentos antioxidantes,
observa-se que o envelhecimento acelerado foi eficiente na obtencdo dos dois niveis de

qualidade, uma vez que as sementes envelhecidas apresentaram menores porcentagens de
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germinacdo e de plantulas com folhas cotiledonares expandidas, apesar do tratamento
antioxidante. Com excecdo dos resultados de protrusé@o radicular para sementes inteiras, em
que ndo houve diferencas significativas entre as sementes de mais alta e as de mais baixa
qualidade, onde as sementes tratadas com antioxidantes apresentaram mesmo desempenho e,

apenas as sementes sem antioxidantes de mais baixa qualidade tiveram menor protruséo.

Tabela 2 Efeito de niveis de qualidade no desempenho fisiolégico de sementes de café
inteiras e fracionadas, e submetidas a diferentes tratamentos antioxidantes.

- . . Folhas
Protrusdo radicular Germinagao .
cotiledonares
. Tratamento (%) (%) 0
Fracionamento antioxidante (%)
das sementes Nivel de qualidade das sementes
Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa
Ascorbico 94 a 90a 87a 70b 77 a 67b
Semente Catodica 94 a 89 a 91a 71b 87 a 65 b
Inteira Destilada 94 a 91a 88 a 75b 86 a 68 b
Sem 96 a N0b 93a 74 b 83a 64 b
Ascorbico Na 81lb 55a 19b 48 a 8b
Semente Catodica 89a 84 b 56 a 13b 49 a 7b
Fracionada Destilada 92 a 70b 63 a 21b 51a 14 b
Sem 88 a 75b 25a 32a 18 a 18 a
CV (%) 2,85 5,77 5,97

Médias seguidas das mesmas letras minudsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

A formagdo das mudas com o uso de sementes fracionadas e sementes inteiras e do
tratamento antioxidante foi investigada e de acordo com a anélise de variancia dos resultados
da avaliacdo das mudas formadas foi constatada interacéo tripla significativa dos fatores nivel
de qualidade, fracionamento e antioxidante, apenas para massa seca de raiz e de parte aérea.
Para os resultados de didmetro e altura das mudas e porcentagem de emergéncia, houve
interacdo dupla significativa entre nivel de qualidade e fracionamento das sementes. Para a
variavel altura das mudas, houve também interacdo significativa entre o nivel de qualidade e
tratamento antioxidante nas sementes (TABELA 2A, APENDICE).

Na Tabela 3 observa-se que as sementes inteiras apresentaram maiores valores de
massa seca de raiz e de parte aérea, do que as sementes fracionadas, independentemente do
antioxidante utilizado e do nivel de qualidade, com excecdo das sementes fracionadas de
qualidade mais alta, as quais apresentaram maiores massas secas de raiz quando foram
tratadas com o acido ascérbico e a agua catodica. Este resultado confirma que o

fracionamento das sementes de cafe, com a finalidade de reduzir o volume de endospermas
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deteriorados, ndo favorece o desempenho das mudas, assim como foi também observado nas
avaliacOes realizadas em laboratorio, no teste de germinagdo das sementes.

Com relacdo ao uso de antioxidantes ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos utilizados em sementes fracionadas, tanto para as sementes de mais alto, como
para as de mais baixo nivel de qualidade. J& para sementes inteiras de mais baixa qualidade, o

acido ascorbico foi melhor, promovendo maiores massas secas de raiz e parte aérea.

Tabela 3 Efeito do uso de sementes inteiras e fracionadas e do tratamento antioxidante, no
desempenho fisioldgico de mudas de café produzidas com sementes de diferentes
niveis de qualidade.

Nivel de Massa seca de raiz Massa seca de parte aérea
: Tratamento (Mg) (Mg)
qualidade .. i
das sementes antioxidante . Fragonamento das sementes _
Inteira Fracionada Inteira Fracionada
Ac. ascorbico 25,0 aB 21,3 aA 318,5 aA 37,4 bA
Alta Cat()_dica 31,2aB 22,3 aA 176,0 aB 29,7 bA
Destilada 47,4 aA 17,9 bA 364,1 aA 34,3 bA
Sem 60,0 aA 14,6 bA 427,3 aA 27,3 bA
Ac. ascorbico 70,1 aA 0,0 bA 428,8 aA 0,0 bA
Baixa Caté_dica 45,4 aB 0,0 bA 300,0 aB 0,0 bA
Destilada 32,9aB 0,0 bA 194,2 aC 0,0 bA
Sem 39,5 aB 0.0 bA 161,0 aC 0,0 bA
CV (%) 38,87 37,17

Médias seguidas das mesmas letras minGsculas nas linhas e maitsculas nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Analisando o nivel de qualidade, verifica-se que com rela¢do a massa seca do sistema
radicular, as mudas de sementes inteiras com alta qualidade apresentaram menor peso seco
que as de baixa qualidade com o uso de &cido ascorbico (TABELA 4); e as mudas de
sementes fracionadas com baixa qualidade apresentaram menor massa seca com o uso de agua
catddica. Ja para massa seca da parte aérea houve diferenca apenas entre a qualidade das
sementes inteiras, em que 0 peso seco da parte aérea das mudas foi maior nas sementes de

baixa qualidade sem antioxidantes.



28

Tabela 4 Efeito de niveis de qualidade no desempenho fisiologico de mudas de café
produzidas com sementes inteiras e fracionadas, e submetidas a diferentes
tratamentos antioxidantes.

Massa seca de raiz Massa seca de parte aérea

. Tratamento (Mqg) (Mg)

Fracionamento L. _ _
das sementes antioxidante vael_ de qualidade das sementes _
Alta Baixa Alta Baixa

Ac. Ascorbico 25,0 b 70,1a 3185a 4288 a
Semente Catodica 31,2a 454 a 176,0 a 300,0 a
inteira Destilada 47,4 a 329a 364,1 a 1942 b
Sem 60,0 a 395a 427,3a 161,0b
Ac. Ascorbico 21,3 a 00a 374a 00a
Semente Catodica 223a 00b 29,7 a 00a
fracionada Destilada 179 a 0,0a 34,3 a 0,0a
Sem 146 a 0,0a 27,3a 0,0a

CV (%) 38,87 37,17

Meédias seguidas das mesmas letras minusculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os resultados de diametro médio do caule, altura média e porcentagem de
emergéncia das mudas constatou-se interacdo dupla significativa entre os fatores
fracionamento e nivel de qualidade das sementes (TABELA 5). As mudas produzidas com
sementes inteiras foram melhores que as mudas de sementes fracionadas, independentemente

do nivel de qualidade destas sementes.

Tabela 5 Diametro médio do caule, altura média e porcentagem de emergéncia de mudas de
café produzidas de sementes fracionadas e inteiras, com dois niveis de qualidade.

Diametro do caule Altura do caule Emergéncia
0
Fracionamento (cm) - (C".‘) (%)
das sementes Nivel de qualidade das sementes
Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa
Semente
Inteira 1,42 aA 1,39 A 36,36 aA 37,47 aA 86 aA 69 bA
Semente 1,06 aB 0bB  3124aB 0bB  59aB 4bB
Fracionada
CV (%) 16,00 15,69 14,77

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas e maiusculas nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes foram encontrados em trabalho com Calophyllum brasiliense,
em que a emergéncia de sementes cortadas foi inferior a das sementes semeadas inteiras
(SILVA; VIEIRA; PANOBIANCO, 2014). Nao houve diferenca entre a qualidades mais alta

e mais baixa para sementes inteiras no didmetro médio do caule e altura média das mudas.
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O resultado de altura média das mudas também apresentou interacdo dupla
significativa entre os fatores nivel de qualidade das sementes e tratamento antioxidante
(TABELA 6). Nestes resultados tambem fica evidente a diferenca de qualidade fisiologica
entre os lotes de sementes utilizados nesta pesquisa e, também o efeito diferenciado do
tratamento antioxidante nas sementes, em cada nivel de qualidade. Nas sementes de mais
baixa qualidade ndo houve diferenca entre os antioxidantes, enquanto para as sementes de
mais alta qualidade o &cido ascorbico e a 4gua destilada apresentaram melhores resultados na
altura média das mudas. Da mesma forma Kituti et al. (2002) encontrou melhor vigor em

sementes de café quando embebidas em agua, &cido ascérbico e EDTA apds secagem.

Tabela 6 Altura média de mudas de café produzidas de sementes de diferentes niveis de
qualidade e submetidas ao tratamento antioxidante.

Altura média das mudas

(cm)
Tratamento antioxidante Nivel de qualidade das sementes _
Alta Baixa
Ac. Ascorbico 37,30 aA 17,92 bA
Catddica 29,53 aB 22,50 bA
Destilada 37,16 aA 18,52 bA
Sem 31,21 aB 16,00 bA
CV (%) 15,69

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2  Estudos da formacao de mudas oriundas do cultivo in vitro de embrides zigbticos

extraidos de café com diferentes niveis de deterioracao

De acordo com a analise de variancia dos dados das avaliacdes da cultura de embrides
foi constatada interagdo significativa entre os fatores, nivel de qualidade das sementes, uso do
acido borico no preparo das sementes e tratamento antioxidante nos embrides, para presencga
de raiz principal e de folhas cotiledonares, aos 15 dias e, comprimento do hipocétilo e da raiz,
aos 120 dias (TABELA 3A, APENDICE). Observa-se que no nivel de qualidade mais alto, o
acido borico proporcionou melhores resultados do que a agua, para a maioria das variaveis,
quando se utilizou a agua catddica e agua destilada. No entanto, ao utilizar o acido ascérbico
como antioxidante, o uso da agua e do acido borico proporcionaram comportamentos iguais
para a maioria dos testes (TABELA 7).



30

J4, quando foram utilizadas sementes com nivel de qualidade mais baixo, para a
maioria das varidveis analisadas ndo houve diferencas entre o &cido borico e a agua, com
excecdo da agua destilada, em que os comprimentos do hipocotilo e da raiz foram maiores
quando se utilizou o &cido borico no preparo das sementes, em compara¢do com 0 uso de
agua somente (TABELA 7).

Em alguns trabalhos foi demonstrado que o &cido bdrico pode contribuir para o
aumento da atividade de enzimas responsaveis pela remocdo de EROs nas células
(CAKMAK; ROMHELD, 1997; CAMACHO-CRISTOBAL; ANZELOTTI; GONZALEZ-
FONTES, 2002; LUKASZEWSKI; BLEVINS, 1996; PFEFFER et al., 1998). Na presente
pesquisa pode ser inferido que, na falta do &cido ascorbico e da agua catodica, o acido borico
pode ter agido como tratamento antioxidante nas sementes, visto que 0s embrides podem ter
se beneficiado, durante o periodo de embebicao.

No que se refere ao tratamento antioxidante, no nivel de qualidade das ementes mais
alto, a 4gua catddica se destacou para todas as varidveis, tanto quando se utilizou &gua como o
acido borico no preparo das sementes para a extracdo dos embriées (TABELA 7). No entanto,
no preparo com acido borico, tanto a dgua catdédica como a agua destilada proporcionaram
desempenhos fisioldgicos das plantulas semelhantes, sendo que apenas no acido ascérbico

houve desempenho inferior.

Tabela 7 Presenca de raiz e de folha aos 15 dias, e comprimento de hipocétilo e raiz, aos 120
dias, de plantulas de café oriundas de embrides extraidos de sementes com
diferentes niveis de qualidade, apds diferentes preparos e tratados com diferentes
antioxidantes.

. Presenca de Presenca de S .
’:ljgﬁcli:dee Tratamento Raiz Folhas H'Qg;%t'lo Z?;]Z)
g das antioxidante (%) (%)
sementes dos embrides Preparo das sementes
Agua Borico Agua Borico  Agua Borico Agua  Borico
Ac Ascorbico 20aB  30aB 13aB 3aB 0,11bB 0,32aB 0,14aA 0,59aC
Alta Catédica 68bA 93aA 63bA 98aA 052bA 086aA 0,98bA 3,47aA
Destilada 15bB  95aA 25bB 98aA 0,11bB 087aA 0,15bA 2,43aB
Ac Ascorbico 18bB 43 aB 3aB 15aB 0,18bC 044aC 0,13aB 0,96aB
Baixa Catddica 50aA 35aB 65aA 33bB 058aB 0,63aB 1,29aA 1,21aB
Destilada 55aA 73aA 60aA 55aA 081bA 103aA 156bA 295aA
CV (%) 33,37 32 22,04 47,03

Médias seguidas das mesmas letras minasculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Ressalta-se que a agua catddica pode atuar como um antioxidante exdgeno ou
melhorando a atividade antioxidante enddgena das sementes, na eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (BERJAK; SERSHEN; PAMMENTER, 2011). Na presenca do acido bérico,
sendo este, também, um antioxidante, a agua catddica pode nao ter propiciado o mesmo
efeito, 0 que justifica os resultados semelhantes aos da &gua destilada. Contudo, na auséncia
do acido borico o efeito antioxidante da &gua catddica foi evidente, em comparacdo aos
demais tratamentos.

Para o nivel de qualidade mais baixo, os melhores resultados foram obtidos nos
embrides que ndo foram tratados com antioxidantes e sim com agua destilada, tanto para a
embebicdo das sementes em agua como em acido bérico. Porém, quando as sementes foram
embebidas em &gua, 0 uso da agua catodica nos embriBes proporcionou resultados
semelhantes aos da agua destilada. Mais uma vez observa-se que a agua catddica pode nédo
apresentar efeito na presenca do borico, porém como ela apresentou resultados semelhantes
aos da agua destilada, ndo se justifica o seu uso em sementes de baixa qualidade.

Conforme dados da Tabela 8, ndo foram observados na cultura de embrides, os
diferentes niveis de qualidade das sementes que os originaram (TABELA 8), uma vez que
para a maioria das varidveis os resultados foram estatisticamente iguais para os embrides
extraidos de sementes de baixa e de alta qualidade. Este fato confirma que os embriGes sdo
mais sensiveis a deterioracdo do que 0s endospermas, 0 que corrobora os resultados
encontrados em outras pesquisas (COELHO et al., 2015; DUSSERT et al., 2006).

Tabela 8 Presenca de raiz e de folha aos 15 dias, e comprimento de hipocétilo e raiz, aos 120
dias, de plantulas de café oriundas de embriGes extraidos de sementes com
diferentes niveis de qualidade, apds diferentes preparos e tratados com diferentes
antioxidantes.

Presen_(;a de Presenca de Hipocatilo Raiz
Raiz Folhas
Preparo Tratamento (%) (%) (cm) (cm)
das antioxidante - -
Nivel de qualidade das sementes
sementes

Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa

Ascorbico 20a 18 a 13a 3a 0,11a 0,18a 0,14a 0,13a
Agua Catodica 68 a 50 a 63 a 65 a 052a 058a 098a 1,29a
Destilada 15b 55a 25b 60a 011b 081a 0,15b 1,56a

Ascorbico 30a 43 a 3a 15a 0,32a 044a 059a 0,96a
Borico Catddica 93 a 35b 98 a 33b 086a 063b 347a 121b
Destilada 95a 73 a 98 a 55b 087a 103a 243a 29a

CV (%) 33,37 32 22,04 47,03

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Para a maioria das avaliacOes realizadas, a presenca de raizes e de folhas, bem como o
comprimento das plantulas foram estatisticamente iguais nos dois niveis de qualidade das
sementes que originaram os embrides, com exce¢do do uso da agua catddica nos embrides de
sementes embebidas em acido borico, em que os dois niveis permaneceram bem distintos para
todos os testes realizados. A &gua catédica combinada com o é&cido borico pode ter
apresentado um efeito negativo sob as sementes do nivel de qualidade baixa.

Na analise de variancia dos resultados da avaliagdo de germinacdo dos embrides, ou
seja, 0s que desenvolveram folhas e raizes, as interaces duplas entre todos os fatores foram
significativas (TABELA 3A, APENDICE). Com o uso do é4cido bérico no preparo das
sementes para a extragdo dos embriBes, foram obtidos melhores resultados de germinacgéo do
gue sem, nos dois niveis de qualidade (TABELA 9). Comparando os embrides extraidos na
auséncia do acido borico (preparo em agua), ndo houve diferenca na porcentagem de
germinagdo, poréem na presenca do borico a germinacdo foi melhor nos embrides extraidos
das sementes de mais alta qualidade.

Com base nos resultados de germinacédo, verifica-se que o uso do acido bérico é
necessario e benéfico para a cultura dos embrifes. Nota-se que mesmo nos embrides extraidos

de sementes de baixa qualidade, houve vantagem do uso do acido borico.

Tabela 9 Germinacdo, aos 30 dias, de embrides extraidos de sementes de café com dois niveis
de qualidade e submetidas a diferentes preparos de extragao.

Nivel de qualidade das Germinacao dos embrides

sementes - (%) —
Preparo com agua Preparo com borico
Alta 40 bA 87 aA
Baixa 40 bA 61 aB
CV (%) 27,92

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

O uso da &gua catddica e da agua destilada, como tratamento antioxidante nos
embrides, resultaram em melhores porcentagens de germinagdo do que o &cido ascorbico,
independentemente do preparo das sementes utilizado para a extracdo dos embrides
(TABELA 10). A embebicdo das sementes em &gua ou em 4&cido borico também
proporcionaram mesma germinacdo, quando os embrides foram tratados em &gua catddica,
enquanto que, com uso dos outros tratamentos antioxidantes, o &cido borico propiciou maior

germinacao do que a agua.
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Verifica-se com os resultados de germinagdo, que com o uso do &cido bérico no
processo de embebicdo do endosperma ndo se faz necessario o uso de antioxidantes nos
embrides, e que o acido bdrico se mostrou mais eficiente do que a 4gua, o que confirma o seu
efeito  antioxidante (CAKMAK; ROMHELD, 1997; CAMACHO-CRISTOBAL;
ANZELOTTI; GONZALEZ-FONTES, 2002; LUKASZEWSKI; BLEVINS, 1996; PFEFFER
et al., 1998) ou até pelo seu efeito fungicida (QIN et al., 2007, 2010; THOMIDIS;
EXADAKTYLOU, 2010; WOODS, 1994), ja que muitos embrides ndo germinaram devido a

morte por contaminagoes.

Tabela 10 Germinacdo, aos 30 dias, de embrides extraidos de sementes de café por meio de
dois preparos e tratados com diferentes antioxidantes.

Germinacao
Tratamento antioxidante (%)
Preparo com agua Preparo com borico
Ac Ascorbico 19 bB 55 aB
Catodica 59 aA 75 aA
Destilada 43 bA 91 aA
CV (%) 27,92

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Analisando a germinacdo dos embriBes, verifica-se que com a embebicdo em agua
destilada os resultados foram iguais em ambos o0s niveis de qualidade, enquanto que a
embebicdo no acido ascorbico e na agua catodica, houve maior germinacdo dos embrides de
sementes de mais alta qualidade (TABELA 11). Quanto aos antioxidantes, no nivel mais alto
de qualidade, os embrides embebidos em agua catddica apresentaram maiores porcentagens
de germinacdo e, no nivel mais baixo de qualidade, a agua destilada propiciou melhores

resultados.

Tabela 11 Germinacdo, aos 30 dias, de embrifes extraidos de sementes de café com dois
niveis de qualidade e tratados com diferentes antioxidantes.

Nivel de qualidade das sementes

Tratamento antioxidante

Alta Baixa

Ac Ascérbico 51 aB 23 bC

Catddica 80 aA 54 bB

Destilada 59 aB 75 aA
CV (%) 27,92

Médias seguidas das mesmas letras minasculas nas linhas e maiusculas nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Apos a fase de crescimento dos embrides in vitro, as plantulas foram transferidas para
a aclimatizagdo, da maneira descrita em material e métodos. No entanto, as plantulas néo
sobreviveram a esta fase, 0 que pode ter ocorrido devido a insuficiéncia de intensidade

luminosa no interior da camara de crescimento devido ao uso de sombrite.

5 CONCLUSOES

Sementes de café fracionadas tem pior desempenho fisiolégico do que sementes
inteiras, principalmente as de qualidade mais baixa.

O efeito do tratamento antioxidante no desempenho fisiologico das sementes foi
variavel com o fracionamento e o nivel de qualidade.

A adicdo de acido borico na dgua de embebicdo de sementes proporciona plantulas
mais vigorosas apos a cultura dos embrides e dispensa o uso de tratamento antioxidante.

Na auséncia de acido bérico na agua de embebicdo de sementes, o uso de agua
catddica melhora o desempenho fisioldgico dos embrides.

O uso do acido ascorbico pode beneficiar o desempenho fisioldgico de sementes, mas
é prejudicial a cultura dos embrides.

E possivel formar plantulas de café a partir do cultivo de embrides extraidos de

sementes de baixa qualidade.
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Tabela 1A Resumo da andlise de variancia dos resultados de porcentagens de protrusdo
radicular (PR), de plantulas normais (PN) e de plantulas com folhas cotiledonares
expandidas (FC) de sementes de café fracionadas e inteiras, com dois niveis de

qualidade e submetidas a tratamento antioxidante.

Quadrados Médios

Fv GL PR PN FC
Fracion. (F) 1 612,5000** 16653,1250**  18672,7813**
Qualidade (Q) 1 544,5000%* 4232,0000%%  4347,7813**
Antioxidante (A) 3 9,2083 47,2500* 110,8646**
FxQ 1 120,1250%* 253,1250%* 318,7813**
QxA 1 18,0833 259,7500** 186,3646**
FxA 3 22,5833* 98,3750** 58,8646**
FXQXA 3 31,3750* 306,8750%* 232,3646**
Erro 16 6,2500 11,1875 9,0313
CV (%) - 2,85 5,77 5,97

** @ *: Signifi cativo aos niveis de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Tabela 2A Resumo da analise de variancia dos resultados de diametro do caule (DM), altura
do hipocotilo (AH), massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA)
e de porcentagem de emergéncia (E) de mudas de café produzidas de sementes
fracionadas e inteiras, com dois niveis de qualidade e submetidas ao tratamento
antioxidante.

Quadrados Médios

FV GL —5m AH MSR MSPA E
Fracion. (F) 1 6,1276** 3626,3044**  0,0095**  0,6275** 16882,0313**
Q“"’E'('Q‘;ade 1 23582** 1816,1611**  0,0003 00137  10332,0313**

A”t"zji')da”te 3 00507 30,4306 0,0000 0,0068 100,7813

FxQ 1 21606** 20037082**  00013**  0,0007 2719,5313**

OxA 1 00181 63.9570*  0.0004*  00192** 1091146

FxA 3 00239 188551 0,0001 0,0061 50,7813
ExQxA 3 00441 19 6455 0,0005%  0,0120** 88,2813

Erro 16 0.0240 16,9893 0,0001 0,0034 64,8438

CV (%) i 16,00 1569 38,87 37.17 14.77

** g *: Significativo aos niveis de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Tabela 3A Resumo da andlise de variancia dos resultados de porcentagem de presenga de raiz
(PR), de presenca de folha (PF), de germinacdo (G), comprimento do hipocétilo
(TM) e comprimento da raiz (TR) de plantulas de café oriundas de embribes
extraidos de sementes com diferentes niveis de qualidade, ap6s diferentes
preparos e tratados com diferentes antioxidantes.

FV GL Quadrados Médios

PR PF G ™ TR

Qualidade (Q) 1 752,0833  1518,7500**  2002,0833** 0,2596** 0,0394
Protocolo (P) 1 6768,7500%* 1752,0833** 13668,7500%* 1,1563** 18,0381**
A”t"zji')da”te 3 5756,2500** 15508,3333**  4800,0000%* 0,9218**  9,0672**
QxP 1 2552,0833** 5002,0833**  2002,0833** 0,2041%*  3,1004**
PxA 1 2031,2500%* 1408,3333** 1075,0000* 0,1037**  1,4202*
QxA 3 2630,5833**  12250000%* 2558,3333** 0,2739%*  3,7882**
QxPxA 3 1580,5833** 3033,3333** 5083333  0,0861** 2,2131**
Erro 16  271,5278**  197,9167** 2520833  0,0140  0,3856
CV (%) - 33,37 32,00 27,92 2204 47,03

** g *: Significativo aos niveis de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.



