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RESUMO

SALES, Juliana de Fátima. Atividade da celulase sobre o processo
germinativo de sementes de cafeeiro (Coffea arábica L.). LAVRAS:
UFLA, 2002. 38p. (Dissertação - Mestrado em Agronomia/Fisiologia
Vegetal)"

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Bioquímica e
Metabolismo de Plantas e no Laboratório de Análise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras - MG, tendo como principal objetivo estudar in
vitro, as atividades da enzima celulase e sua ação in vivo sobre a germinação de
sementes de cafeeiro, visando o aumento do índice de velocidade de germinação
e a redução do período de formação das mudas. Por se tratar de um estudo
pioneiro relacionado à atividade da enzima celulase sobre a germinação das
sementes de cafeeiro, na Ia fase foi realizado um estudo preliminar com o
objetivo de verificar a ação da enzima celulase sobre a decomposição do
endocaipo extraído de sementes de cafeeiro. Avaliando a concentração da
enzima, a concentração do substrato e o tempo de incubação, foi constatado que
a hidrólise do endocarpo in vitro é diretamente proporcional à concentração da
enzima celulaseutilizada e que a hidróUse do endocarpo cresce linearmente em
função do tempo de exposição à enzima. Na 2a fase, foram realizados 2
experimentos in vivo com imersão das sementes de cafeeiro em diferentes
soluções, testando-se várias concentrações da enzima. Foi verificado que
sementes sem endocarpo apresentam maiores IVG (índice de Velocidade de
Germinação), IVE (índice de Velocidade de Emergência), porcentagem de
germinação e porcentagem de emergência do que sementes com endocarpo e,
também, que sementes com endocarpo imersas por 144 horas em solução de
celulase na concentração de 6,4 gX"1 apresentam maior IVG e porcentagem de
germmação.

Comitê Orientador: Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (Orientador),
Francisco Dias Nogueira - EPAMIG/UFLA, João Almir Oliveira -
UFLA.



ABSTRACT

SALES, Juliana de Fátima Sales. Cellulase activity during of coffee seeds
(Coffea arábica L.). LAVRAS: UFLA, 2002. 38p. (Dissertation - Master
in Agronomy/Plant Physiology)*

The present work was realized in the Biochemistry and Plant
Metabolism and in the Seed Analysis of Laboratory the Universidade Federal de
Lavras - MG, aiming study in vitro the activities of cellulase enzyme and its
action in vivo on the germination of coffee seeds with the scope to increase
germination velocity index and reduction of the seedlings growing period. For
being a pioneering study related with theactivity ofthe cellulase enzyme onthe
germination of coffee seeds, inthe fírst phase was conducted a preliminary study
with the purpose of verifying the action of cellulase enzyme on the
decomposition of the endocarp extracted from coffee tree seeds. By evaluating
the enzyme concentration, substrate concentration and incubation time it was
found that in vitro hydrolysis is directly proportional to the concentration of
cellulase enzyme utilized and that endocarp hydrolysis augments linearly in
terms of the time of exposition to the enzyme. In the second phase, two in vivo
experiments were performed by soaking coffee tree seeds in different solutions
by testing a number of concentrations of the enzyme. It was found that
endocarpless seeds showed higher IVG (velocity germination index), IVE
(velocity emergency index), germination percentage and emergence percentage
than seeds with an endocarp and also seeds with an endocarp soaked for 144
hours in cellulase solution at the concentration of ó^gX"1 present a higher IVG
and germination percentage.

Guidance Committee: Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (Adviser),
Francisco Dias Nogueira - EPAMIG/UFLA, João Almir Oliveira -
UFLA.



1 INTRODUÇÃO

O Café representa uma das culturas de maior expressão no cenário

agroindustrial brasileiro, sendoo paisconsiderado o maiorprodutor e exportador

mundial.

A região sul do Estado de Minas Gerais, segundo Nechet (1999),

destaca-se como sendo a maior produtora do pais, contribuindo com cerca de

34% da produção nacional. Anualmente, a participação relativa média do café

no valor total das exportações brasileiras, mclumdo os produtos básicos e os

produtos industrializados, é de aproximadamente 5% (Anuário, 1997). Em 1996,

a produção brasileira atingiu 1,16 bilhão de toneladas (1,69 x IO10 kilos),

representando 20,36% da produção mundial (FAO, 1996).

Por sua importância econômico-social, a busca de inovações

tecnológicas para o setor cafeeiro se torna necessária no sentido de aumentar a

eficiência da produtividade, aliada à redução nos custos de produção, visando

maior competitividade no mercadointernacional.

A propagação predominante do cafeeiro é feita por meio de mudas

oriundas de sementes, que apresentam problemas paraconservação prolongada e

sua germinação que é lenta e irregular. Este feto tem sido uma das maiores

preocupações dos produtores das sementes, uma vez que estas não conservam o

seu poder germinativo em níveis satisfatórios por períodos superiores a seis

meses após a colheita. Diante deste fato, a obtenção de mudas, muitasvezes, fica

concentrada em épocas que nem sempre são as mais apropriadas para o plantio

(Peitei, 2001). Além da difícil conservação durante o armazenamento, as

sementes de cafeeiro germinam de maneira lenta e desuniforme, trazendo

transtornos aos produtores de mudas em muitas regiões, principalmente em

Minas Gerais, cuja época de semeadura, na maioria das vezes, coincide com o

períodode temperaturasmais baixas, retardando o desenvolvimento das mudas.



A época de plantio da lavoura cafeeira tem sido extremamente

dependente da época de colheita, tendo em vista que a utilização de sementes

armazenadas não apresenta qualidade fisiológica satisfatória no momento ideal

para a formação das mudas. A possibilidade de obtenção de sementes de alta

qualidade, em qualquer época do ano, oferece ao produtor a oportunidade de

programar a instalação de sua lavoura na melhor época para sua região e,

consequentemente, a formação de lavouras mais precoces e produtivas. Nesse

sentido, a recuperação da qualidade fisiológica das sementes, por meio de

tratamentos pré-germinativos, tem sido uma altemativa investigada para a

solução do problema (Guimarães, 2000).

Diante deste rato, torna-se fundamentalmente importante o

desenvolvimento de técnicas que permitam a germinação mais rápida e uniforme

das sementes, o que levará a ganhos significativos no tempo de obtenção das

mudas e seu estabelecimento mais rápido no campo, menor índice de replanta,

além de permitir maior uniformidade no desenvolvimento da lavoura e um

retomo mais rápido dos investimentos. Com o objetivo de atingir tal propósito,

procurou-se, neste trabalho, estudar atividades in vitro da enzima celulase e sua

ação sobre a germinação de sementes de cafeeiro, visando aumentar a

velocidade de germmação, bem como a redução do período de formação de

mudas.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

Aspectos fisiológicos da germinação

A germinação da semente é considerada como sendo a retomada das

atividades metabólicas do eixo embrionário, o qual se encontrava paralizado nas

rases finais do processo de maturação; porém, quando estimulado por condições

ambientais, desenvolve-se, ocorrendo, então, o rompimento do tegumento pela

radícula. Essa é uma etapa crítica do biociclo vegetal devido a esse processo

estar associado a vários fatores de natureza extrínseca (fatores do ambiente

físico) e intrínseca, ou seja, a processos fisio-metabólicos (Popinigis, 1977;

Labouriau, 1983; Andrade e Damião-Filho, 1989; Bianchetti, 1991; Borges e

Rena, 1993; Bewley e Black, 1994; Santos, 1999).

Para queuma sementegermine, é necessário, alémde temperatura ideal,

que o meio forneça água suficiente, permitindo a ativação das reações químicas

relacionadas ao metabolismo e, com isto, a retomada do processo do

desenvolvimento do embrião. A embebição é um processo físico relacionado às

propriedades dos colóides e ocorre tanto em sementes vivas quanto mortas

(Mayer& Mayber, 1978; Copeland & McDonald, 1995).

O processo germinativo tem início com a embebição de água pelos

tecidos da semente, seguida da retomada das atividades metabólicas, sobretudo

da síntese de novas encimas e do aumento das atividades das hidrolases pre

existentes, visando a mobilização dos compostos de reservas para a retomada de

crescimento do eixo embrionário.

Os principais componentes químicos das sementes, responsáveis pela

embebição e aumento de tamanho, são as proteínas e, em menor intensidade, a

celulose e substancias pécticas; o amido e os lipídios apresentam interferência

reduzida no processo (Mayer& Mayber, 1978; Copeland & McDonald, 1995).



O tegumento exerce várias funções nas sementes, dentre elas, a de

regular avelocidade de hidratação da semente, diminuindo ou evitando possíveis
danos causados pelas pressões desenvolvidas durante a embebição. Quando esta

é impedida, em virtude da impermeabilidade do tegumento, a germinação não

ocorre (Bradford, 1995).

Em trabalhos relacionados com embebição, considerando diferentes

tamanhos de sementes, tem sido constatado que as sementes de menor tamanho

atingem teores de água superiores aos observados para sementes de maior

tamanho (Calero, West e Hinson (1981); Hsu, Kim e Wilson (1983); Souza,

1996). Esse rato está relacionado à maior área de contato por unidade de massa

nas sementes menores.

De acordo com Abdul-Baki (1980), durante a embebição os sistemas de

membranas das sementes se reorganizam, readquirindo sua permeabilidade, e o

ideal é que este processo ocorra no menor período possível para reduzir a

ocorrência de misturas indesejáveis do conteúdo celular e a lixiviação

comprometedora de eletróhtos.

O tempo necessário para ocorrer a germinação de uma semente é uma

característica variável entre espécies, sendo que nesta, a germmação das

sementes do cafeeiro em condições de viveiro pode chegar a ocorrer num

período de até 90 dias, que pode ser extendido aos 120 dias, sobretudo quando

semeadas logo após a sua colheita, o que, em nossa região, geralmente se inicia

entre os meses de abril e maio (Carvalho, 1979). Este período de semeadura

coincide com as condições de baixa temperatura, o que leva a uma queda

substancial na velocidadedo processo germinativo. Concomitantemente à época

de semeadura, as sementes do cafeeiro apresentam uma estrutura coriácea e

prateada conhecida como endocarpo (pergaminho), que geralmente contribui

para retardar oprocesso germinativo da semente (Rena &Maestri, 1986).



Segundo Bendana (1962), a germinação das sementes do cafeeiro é lenta

porcausa do pergaminho, efeito devido, provavelmente, à suaimpermeabilidade

relativa à água. Sobre este aspecto, existem controvérsias entre os autores. Valio

(1976) acredita que esta lentidão na germinação não se deve à insuficiência na

absorção de água, mas provavelmente a algum mecanismo de resistência

inerente à rigidez imposto pelo pergaminho sobre o desenvolvimento

embrionário. Bendana (1962) e Huxley (1965) acreditam que o pergaminho

constitui limite mecânico ao crescimento do embrião. Outra influência do

pergaminho foi relatada por Huxley (1965), segundo o qual o pergaminho

restringea passagemde oxigênio paraos tecidos da semente.

Misturando sementes de alface a extratos aquosos de espermoderma ou

"película prateada" em diferentes concentrações, Alves et ai.(1996)

determinaram que à medida que a concentraçãodo extrato foi aumentada, houve

acréscimo no número de plântulas anormais e sementes mortas ou dormentes,

aumentando também o número de dias para ocorrera germinação. Os resultados

permitiram concluir que o espermoderma pode contribuir para a lenta

germinação das sementes de cafeeiro, possivelmente devido à presença de

substâncias inibidoras.

Algumas estratégias têm sido utilizadas com o intuito de obter mudas

com desenvolvimento vegetativo vigoroso, ideal e numa época mais propícia

para plantio, de tal maneira que a lavoura recém-instalada tenha um período de

chuva mais longo e outros fatores climáticos mais favoráveis para um rápido

estabelecimento e desenvolvimento das plantas no campo.

Neste sentido, alguns estudos têm sido desenvolvidos com sementes do

gênero Coffea e outras espécies, utilizando tratamentos pré^erminativos na

tentativa de aumentar o índice de velocidade de germinação (IVG), bem como o

percentual de germinação das sementes.



Segundo Guimarães (1995), Rena & Maestri (1986), a retirada manual

do pergaminho de sementes do cafeeiroé uma práticaque contribui paraacelerar

a germinação, reduzindo, consequentemente,o períodode formação das mudas e

o tempo de permanência destas sob condições de viveiro, embora seja inviável

por causarinjúrias mecânicas.

Sementes quiescentes, quando colocadas para germinar em condições

adequadasde suprimento de água e temperatura, apresentam um padrão trifasico

de embebição, fator essencial à germinação. A duração de cada rase dependera,

evidentemente, de algumas propriedades da semente, como tamanho,

composição química, e de fatores do meio, como os citados anteriormente

(Bewley & Black, 1994).

Em café, Lima (1999) verificou que sementes intactas e sem endocaipo

embebidas em água completaram a rase I em dois e quatro dias,

respectivamente, atingindo um grau de umidade em tomo de 45%. O mesmo

autor verificou que a rase m foi atingida somente nas sementes sem endocarpo

no 10° e 18° dia, respectivamente, em sementes embebidas em água e em

solução de Polietileno glicol (PEG 6000) - 0,4 Mpa. Os conteúdos médios de

água das sementes chegaram a 55%, coincidindo com a emissão da radícula.

Sementes de cafeeiro embebidas em água por 34 horas apresentam

incrementos de vigor e de germinação, podendo ser este procedimento indicado,

sobretudo para lotes de sementes com baixa qualidade fisiológica. Neste estudo

também foi observado que as sementes, quando submetidas ao condicionamento

fisiológico (priming) e armazenadas por 90 dias, apresentaram um incremento

de 41% na germinação (Lima et ai., 2001).

A embebição de sementes por períodos prolongados em água ou em

solventes orgânicos associados à temperaturas elevadas pode afetar

sobremaneira a germinação. Sementes de cafeeiro, quando embebidas em água,

etanolou ácido acéticopor 1 horaa 50°C,tomaram-se fisiologicamente inativas.



Contudo, nestas condições, porém a 40°C, não foram constatados danos às

sementes. Sementes embebidas em ácido acético por períodos de 12 a 24 horas

apresentaram danos irreversíveis, comprometendo o processo germinativo.

Segundo Miranda et ai. (1990), a imersão das sementes em água ou etanol a

40°C, porperíodos de até 3 horas, acelera a germinação de sementes do cafeeiro.

Estudando o efeito de tratamentos pré-germinativos sobre sementes do

cafeeiro em soluções de natureza inorgânica e reguladores de crescimento,

Alvarenga et ai. (1981) concluíram que sementes embebidas em água a 5°C por

24 horas apresentaram maior velocidade de emergência das plantulas e maior

stand final em relação aos demais tratamentos testados, reduzindo, assim, o

período entre a germinação e a emergências das plantulas na sementeira.

F,nrimfls

Os principais agentes que participam das transformações das células

pertencem a um grupo de proteínas chamadas enzimas. Estas são sintetizadas

numa célula viva e catalisam uma reação termodinamicamente possível. Sendo

uma proteína, uma enzima perde suas propriedades cataüticas se submetida a

agentes como calor, ácidos fortes ou bases, solventes orgânicos ou outro

material que desnature a proteína. Como é verdade para qualquer catalisador, a

velocidade de uma reação catalisada por enzima depende diretamente da sua

concentração.

Com concentração fixa de enzima, um aumento do substrato resultará,

de início, numa rápida ascenção da velocidade da reação. A medida que a

concentração do substrato continua a crescer, entretanto, o aumento na

velocidade de reaçãocomeça a diminuir até que, com uma grande concentração

de substrato, nenhuma mudança posterior é observada. Existem fatores que

podem influenciar a atividade enzimática, como:



a) Efeito da temperatura

Uma reação enzimática é sensível a mudanças de temperatura. Por causa da

naturezaprotéica de uma enzima, a desnaturaçâo térmica da proteínaenzimática

com temperaturascrescentes diminuiráa concentração efetiva de uma enzima e,

consequentemente, a velocidade da reação.

b) Efeito do pH

Uma vez que as enzimas são proteínas, mudanças de pH afetarão profundamente

o caráter iônico dos aminogrupos e grupos carboxílicos na proteína e afetarão,

portanto, o sítio catalítico e a conformação de uma enzima. Além dos efeitos

puramente iónicos, valores baixos ou altos de pH podem causar desnaturaçâo

considerável e, consequentemente, inativação da proteína enzimática.

c) Especificidade

Uma importantecaracterística da enzima é sua especificidade pelo substrato, isto

é, por causa da configuração da complexa molécula protéica, a singularidade de

seu sítio ativo e a configuração estrutural da molécula do substrato, uma enzima

selecionarasomente um número limitado de compostos a atacar.

d) Inibição

Um importante número de compostos tem a habilidade de combinar com certas

enzimas, mas não servem como substratos e, portanto, bloqueiam a catalise por

essas enzimas. Esses compostos são chamados de inibidores competitivos e não-

competitivos (Conn e Stumpi; 1975).

Enzimas Celulolfticas e germinação de sementes

São escassas as informações envolvendo o papel de algumas enzimas de

parede celular sobre a germinação de sementes. Entretanto, alguns estudos

enzimáticos têm sido desenvolvidos com o intuito de conhecer o papel destas

enzimas sobre a degradação de determinadas estruturas que envolvem as



sementes, tais como a testa, o endocarpo e outras estruturas (Howard & Elliotti,

1988; Grizotto & Menezes, 1997; Dias & Gomez, 1986).

Em algumas espécies, as sementes podem apresentar tegumentos ricos

em celulose e outros polissacarídeos, formando até mesmo uma camada que

dificulta a entrada de água nos tecidos internos da semente, o que pode levar a

uma redução na velocidade de germinação, ou até mesmo inibi-la.

De acordo com Marcondes et ai. (1983), a celulose é um componente

básico da parede celular e um dos compostos mais abundantes nanatureza. E um

composto constituído de resíduos de glicose unidos por ligações glicosídicas do

tipo p 1,4. Na maioria das vezes, ela se encontra associada com outros

polissacarídeos, como hemicelulose, pectina e, ainda, lignina, dificultando sua

degradação.

A hidrolise da celulose pode ser realizada por meio de tratamentos

ácidos ou básicos e por ação de enzimas celulolíticas produzidas pela flora

microbiana, como pelos fungos Trichoderma viride, Trichoderma reesei

(Marcondes et ai., 1983), por Aspergilus sp, pela bactéria ruminal celulolítica

Clostridium cellobioparum (Howard & Elliotti 1988) e, possivelmente, por

outros tipos de organismos, comotérmitas (cupins).

Segundo Goldman (1988), o sistema celulase é bastante complexo. Por

meio de estudos de purificação e fracionamento, concluiu-se que há três

principais tipos deenzimas celulolíticas de ocorrência múltipla. Onúmero destas

ftnrimac varia de acordo com o tipo de organismo. Em fungos, geralmente este

sistema enzimáticoencerra de 4 a 8 endoglucanases, 1 a 3 celobiohidrolases e 1

a 3 diferentes p ghcosidases.

Trichoderma viride, segundo Mandeis, Weber e Parizek (1979), é uma

fonte conveniente de celulases Ci e Cx, as quais sãocapazesde hidrolisetotal de

celulose natural para glicose. O aumento da produção de celulase tem sido

obtido por adição de surfactantes no meio líquido (Reese e Maguire, 1969).



Muitos pesquisadores têm estudado a produção de celulase por cultura

submersa. Vários estudos de produção de celulase determinam apenas C*

celulase, baseados na hidrolise de carboximetilcelulose, sem considerar a Ci

celulase ou outras frações da enzima.

Urieta, Toma e Park (1975) concluíram que a produção de celulase

fungica por cultura semi-sólidade Trichoderma viride apresenta mais vantagens,

em comparação com a cultura submersa, porque a cultura semi-sólida produz

mais Ci e Qt celulases. Além disso, uma atividade crescente de Q celulase por

cultura semi-sólida é importante para a degradação da celulose crua. Na

produção de celulase por culturas semi-sólidas e submersa à&Aspergillus niger e

de Pestalotiopsis westerdijkii há desvantagens, pois ambos os processos não

conseguiram produzir Ci celulase, embora a cultura semi-sólida produza

atividade elevada de Cx celulase.

Reese et ai. (1950) introduziram o conceito de C] e Q para explicar a

atividade do sistema celulase, no qual Ci seria capaz de degradar a celulose em

cadeias lineares curtas e Cx hidrolisaria essas cadeias, bem como seus derivados

solúveis.

De acordo com Howard & Elliotti (1988), tratamentos de sementes de

Euonymus americarms com fluido ruminal contendo Clostridium cellobioparum

tiveram sua germinação aumentada substancialmente pelo feto de este

microrganismo sintetizar endocelulase, o que favoreceu a embebição e,

consequentemente, a germinação das sementes.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

A influência do complexo celulase sobre as sementes de cafeeiro foi

estudada em duas etapas e condições distintas: uma "in vitro" e outra "in vivo".

Há vários métodos para a avaliação da atividade enzimática: em função

do tempo, concentração do substrato, concentração enzimática. No presente

experimento foi utilizada a metodologia de Howard e Elliott (1988).

A medida da celulase oriunda de Aspergillus niger é ~ 0,5 U/mg [1 U

corresponde à quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol OBR-hydroxyetil-

cellulose por minuto, em pH 4,8 e 30° C].

Experimento 1:

Foi conduzido em condições "in vitro", contendo três ensaios que foram

realizados no Laboratório de Bioquímica e Metabolismo de Plantas do

Departamento de Biologia/Setor de Fisiologia Vegetal, com o intuito de

investigar o efeito da celulase sobre a decomposição do endocarpo das sementes.

Para tanto, foram utilizados endocarpos (pergaminhos) retirados

manualmente de sementes da cultivar Acaiá do Cerrado, colhidas na Estação

Experimental da EPAMIG, no município de Lavras, MG, no ano de 2001. Estes

foram macerados em Nitrogênio Líquido.

a) Efeito da concentração de celulase sobre a velocidade de reação

Foram testadas 9 concentrações de celulase de Aspergillus niger [0,0;

0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 e 12,8 gramas da enzima por litro da solução

tampão sobre uma concentração constante de substrato (6 mg de

pergaminho/tubo)], contendo solução tampão citrato de potássio 0,05 M, e pH

4,8. Em seguida, foram retiradas alíquotas de 100 uL da reação enzimática, que

foram colocadas em tubos de ensaio contendo o substrato. Na seqüência,

11



colocou-se a mistura em banho-maria a 50°C, por 30 minutos. Posteriormente,

adicionou-se 1 mL de solução de Dinitrossalicilato (DNS), fervendo-se por 5

minutos. Por fim, foi adicionado 1,4 mL de água destilada e as leituras

espectrofotométricas, em número de 4 repetições por tratamento, foram

realizadas a 540 nm paraa quantificaçãode açúcares redutores.

b) Efeito da concentração de substrato (pergaminho) sobre a atividade da

enzima celulase

Foramtomadas alíquotasde 100 pL da solução da enzima celulase (1,6 g

de enzima por litro de tampão citrato 0,05 M a pH 4,8) as quais foram

adicionadas em tubos de ensaio contendo 10, 20, 40 e 80 mg do substrato

pergaminho. A seguir, colocou-se a mistura em banho-maria a 50 °C, por 30

minutos. Posteriormente, acrescentou-se 1 mL de DNS e ferveu-se por 5

minutos. Acrescentou-se 1,4 mL de água destilada e, em seguida, procederam-se

leituras a 540 nm, em número de 4 repetições por tratamento, para a

determinação de açúcares redutorespresentes no meio de reação.

c) Sacarificação enzimática do Pergaminho

Foram tomadas 6 mg do substrato pergaminho em tubos de ensaio e a

estas acrescentadas alíquotas de 100 uL de soluções enzimaricás (1,6 e 3,2 g.L~

*), preparadas em tampão citrato de Potássio 0,05 M, pH 4,8 e incubadas em

banho-maria à temperatura de 50 °C por diferentes intervalos de tempo (0; 0,5;

1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; e 10horas). Acrescentou-se 1 mL de DNS e ferveu-se por

5 minutos. Foi adicionado 1,4 mL de água destilada e a atividade celulásica foi

determinada espectrofotometricamente, a 540 nm, pelo método do DNS em 4

repetições por tratamento, para a quantificação de açúcares redutores.

12



Na 2a etapa deste estudo, foram conduzidos dois experimentos em

condições in vivo, no Laboratório de Análise de Sementes do Departamento de

Agricultura/Setor de Sementes da Universidade Federalde Lavras.

Experimento 2: Efeitos da embebição de sementes de cafeeiro em solução

enzimática (1,6 gX"1) sobre o índice de velocidade de germinação (IVG),

índice de velocidade de emergência (TVE), percentual de germinação e

percentual de emergência

Neste experimento, sementes de cafeeiro da cultivar Acaiá do Cerrado

intactas e sem pergaminho foram imersasem soluções de celulasede Aspergillus

niger SIGMA (1,6 g.L'1 emtampão citrato depotássio 0,05 M, pH 4,8); imersas

apenas em tampão citrato de potássio e imersas somente em água destilada por

períodos variados (0, 24, 48, 72 e 144 horas). No tempo 0, sementes foram

imersase logo em seguidaretiradas das soluções de imersão.

Após esta operação, algumas sementes foram submetidas ao teste de

germinação, colocadas para germinar em rolos de papel "germitest" umedecidos

com água destilada na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel e mantidas em

câmaras de germinação tipo "Mangelsdorf', sob luz constante e temperatura de

30 °C, a fim de determinar o IVG e a porcentagem de germinação (plantulas

normais).

As avaliações dos testes de germinação foram realizadas por meio de

contagens diárias, computando-se o número de sementes que apresentavam

início de protrusão da radícula para a determinação do IVG (índice de

velocidade de germmação), que foi calculado segundo a fórmula de Maguire

(1962), sendo:
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IVG= G1/D1 + G2/D2 +... GJDa

Onde:

IVG= índice deVelocidade deGerminação

Gi, G2,..., Gn= n° de radículas emergidas, observadas no intervalo da Ia, 2a, ...,

última contagem;

Di, D2,..., Dn= n° de dias de semeaduraà Ia, 2a,..., última contagem.

A porcentagem de germinação foi obtida após 60 dias de semeadura,

computando-se o número de plantulas normais obtidas, segundo as regras para

análise de sementes (Brasil, 1992).

O experimento foi constituído de um fatorial 2x3x5, sendo 2 tipos de

sementes (com e sem pergaminho), 3 substâncias de imersão (celulase na

concentração de 1,6 g.L"1 em tampão citrato de potássio, somente em tampão

citrato de potássio e em água destilada) e 5 tempos (0, 24,48, 72 e 144 horas de

imersão). O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, utilizando 4

repetições de 50 sementes.

Já a outra parte das sementes foi transferida para bandejas plásticas,

contendo uma mistura de terra e de areia em proporções iguais, a fim de

determinaro IVE e a porcentagem de emergência(plantulasnormais).

Também através de contagens diárias observou-se o número de plantulas

emergidas, assim consideradas quando desprenderam do solo. O IVE (índice de

velocidade de emergência) foi calculado de acordo com a fórmula de Maguirre

(1962) referenciada abaixo e a porcentagem de emergência (plantulas normais),

após completa estabilização do estande, foi finalizada aproximadamente aos 80

dias de semeadura.

IVE= E1/D1 + E2/D2 + ... En/D»

Onde:
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IVE=índice de Velocidadede Emergência

Ei, E2,..., En= n° deplantulas emergidas na Ia, 2a,..., última contagem;

Di, D2,..., D„= n° de dias de semeadura na Ia, 2a,...,últimacontagem.

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância através do

programa Saeg, seguido pelo teste de média, o de Tukey, a nível de 5% de

probabilidade.

Experimento 3. Embebição de sementes de cafeeiro em diferentes

concentrações de celulase sobre o IVG (índice de velocidade de

germinação), porcentagem de germinação, IVE (índice de velocidade de

emergência) e porcentagem de emergência

O experimento foi conduzido no Laboratório de Análise de Sementes do

Departamento de Agricultura/Setor de Sementes da Universidade Federal de

Lavras, utilizando também sementes de cafeeiro da cultivar Acaiá do Cerrado,

colhidas na fazenda experimental da EPAMIG, no município de Lavras, MG.

Sementes com endocaipo (pergaminho) foram imersas em soluções

contendo diferentes concentrações de celulase (1,6; 3,2 e 6,4 g.L*1) preparadas

em tampão citrato de potássio 0,05 M a pH 4,8 e sementes imersas somente em

água destilada (concentração 0 de celulase). Os tratamentos de pré-embebiçâo

variaram de 0, 72 e 144 horas. Durante o período de imersão, as sementes foram

mantidas em câmara tipo BOD, numa temperatura constante de 30 °C, sob luz

contínua e aeração constante.

Em seguida, algumas sementes foram colocadas para germinar em rolos

de papel "germitest" umedecidos com água destilada,na quantidade de 2,5 vezes

o peso do papel, e mantidas em germinador tipo "Mangelsdorf' sob temperatura

de30°C.
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Outra parte das sementes foitransferida para bandejas plásticas contendo

uma mistura de terra e de areia em proporções iguais e colocada em sala de

crescimento. As avaliações foram as mesmas do experimento 2, em que foram

determinados IVG, IVE, porcentagem de germinação e porcentagem de

emergência.

O experimento foi constituído de um fàtorial 4x3, sendo4 concentrações

da enzima: 0 (imersão em água destilada); 1,6; 3,2 e 6,4 g.L"1 de celulase e 3

tempos de imersão (0, 72 e 144horas de imersão). O delineamento utilizado foi

em blocos ao acaso, utilizando 4 repetições com 50 sementes.

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

1. Experimento 1

Na Figura 1 estão apresentados os resultados da atividade da enzima

celulase em diferentes concentrações em pergaminho de sementes de cafeeiro.

Observa-se que a quantidade de açúcar überado foi diretamente relacionada com

a concentração de enzima, sendo que, em concentrações mais elevadas,

aumentou de maneira acentuada a quantidade de açúcares redutores produzidos.

Howard e Elliott (1988), fazendo um trabalho com sementes de Euonymus

americanus, verificaram que a quantidade de açúcar redutor liberado de

sementes estava diretamente relacionada com a concentração de enzima na

solução enzimática.
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FIGURA 1- Efeito das Concentrações de Enzima sobre a velocidade da reação
em pergaminho de sementes de cafeeiro. UFLA, 2002

Na Figura 2 estão apresentados os resultados da atividade da enzima

celulase em diferentes concentrações de substrato peigaminho. Verifica-se que

na concentração de 20 mg de substrato houve maior atividade da enzima. Na

concentração de 40 mg de substrato, houve um decréscimo acentuado devido,

provavelmente, a uma mibição parcial da enzima, na concentração de 80 mg

houve tendência de estabilização devido à saturação dos sítios ativos.

Pelos resultados apresentados na Figura 3, referentes a açúcares

redutores originários da sacarificação enzimática do pergaminho na aplicação

exógena de celulase, observa-se que houve aumento expressivo e linear na

quantidade de açúcares redutores liberados nas duas concentrações (1,6 e 3,2

g.L*1) à medida que aumentou o tenmo de incubação dasamostras de substrato

(pergaminho) com a solução enzimática.

Nota-se, também, que houve maior atividade enzimática quando se

utilizou a maior concentração (3,2 g.L*1).
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FIGURA 2- Efeito da Concentração do Substrato sobre a velocidade da reação
em pergaminho de sementesde cafeeiro. UFLA, 2002.

Howard e Elliott (1988) também constataram que houve aumento na

quantidade de açúcares redutores com o aumento do tenmo de contato entre

sementes e extratos enzimáticos.
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FIGURA 3- Sacarificação enzimática do pergaminho de sementes de cafeeiro
em solução de celulase em concentrações de 1,6 e 3,2 g.L*1.
UFLA, 2002.
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2. Experimento 2

Nas Figuras 4 e 5 estão apresentados os resultados de IVG em sementes

de cafeeiro com endocarpo e sem endocarpo, respectivamente, após imersão em

solução de celulase (1,6 g.L"1), emtampão citrato de potássio 0,05 M, pH4,8 e

em águaem diferentes tempos de imersão. Em sementes com endocaipo imersas

em celulase no tempo de 72 horas, houve tendência de um maior IVG do que

para aquelas imersas em água e tampão, embora não tenha havido efeito

significativo. Avaliando o tenmo de imersão das sementes com endocarpo nas

soluções, observa-se que não houve diferenças no IVG nos tempos analisados,

com exceção para as sementes imersas em água por 144 horas, para as quais o

IVG foi estatisticamente superior ao daquelas imersas por um menor período

(Figura 4).

Figura 4- índice de velocidade de germinação (IVG) em sementes de cafeeiro
com endocarpo após a imersãopor diferentes períodos em solução de
celulase, tampão citrato de potássio0,05 M e água.

HQ Celulase

•Tampão

HÁgua

0 24 48 72 144

Tempo de Imersão (h)

zMédias seguidas pela mesma letra maniscnla entre tempos de imersão dentro de cada
substância e minúsculas entre substâncias dentro de cada tenmo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.
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Guimarães (2000) constatou que tratamento de sementes de cafeeiro em

água por 8 dias, a 30° C, aumenta a taxa de germinação. Neste mesmo sentido,

Camargo(1998) verificou que o IVG aumentou de 1,34, no tratamento controle,

para 2,72 em sementes imersas em água por 9 dias. Verifica-se que sementes

sem endocaipo apresentaram IVG superior às sementes com endocaipo, em

todas as soluções de imersão analisadas (Figura 5).

Figura 5- índice de velocidade de germinação (IVG) em sementes de cafeeiro
sem endocaipo após a imersão por diferentes períodos em solução de
celulase, tampão citratode potássio 0,05 M e água.

24 48 72

Tempo de Imersão (h)

Aa Aa

144

zMédias seguidas pela mesma letra maiúscula entre tempos de imersão dentro de cada
substância e minúsculas entre substânciasdentro de cada tempo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Estes resultados confirmam os obtidos por Guimarães (1995), França

(1970) e Rena e Maestri (1986), que verificaram que a retirada manual do

endocarpo da semente é uma pratica que contribui paraacelerar a germinação de

sementes de cafeeiro. Segundo Lima (1999), sementes de cafeeiro com

endocarpo absorvem menor quantidade de água em relação às sementes sem

endocarpo.

Os maiores índices de velocidade de germinação em sementes sem

endocarpo ocorreram em sementes imersas por 144 horas (Figura 5),
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evidenciando que a imersão porum período maislongo fez com que as sementes

passem pelas rases preparatórias à germinação mais rapidamente que as não

imersas, ocorrendo a germinação mais depressa. De uma maneira geral foi

verificado um aumento partindo da ausência de imersão (0 hora) até 144 horas,

nas três soluções avaliadas. Foi constatado que os tratamentos em que as

sementes foram imersas por um período mais longo apresentaram melhores

resultados.

Nas Figuras 6 e 7 estão apresentados os resultados de porcentagem de

germinação de sementes de cafeeiro com e sem endocarpo, respectivamente, que

foram imersas por diferentes períodos em solução de celulase, solução tampão e

água. Observa-se que sementes com endocarpo apresentaram porcentagem de

germinação inferior às sementes sem endocarpo devido ao endocarpo ser uma

barreira que dificulta a entrada de água, culminando com a lentidão na

velocidade de germinação das sementes de cafeeiro. Sementes com endocarpo

imersas em celulase por 48 e 144 horas e em água por 144 horas apresentaram

porcentagens de germinação superiores (Figura 6).

Em sementes sem endocaipo, não foram verificadas diferenças entre os

tempos de imersão. Não houve diferenças entre as soluções de imersão, e a

porcentagem de germinação foi superior em relaçãoàs sementes com endocarpo

(Figura7).
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Figura 6- Porcentagem de germinação de sementes de cafeeiro com endocarpo
após a imersão por diferentes períodos em solução de celulase, tampão
citrato de potássio 0,05 M e água.

40 n

24 48 72 144

Tempo de Imersão (h)

zMédias seguidas pela mesma letra maiúscula entre tempos de imersão dentro de cada
substância e minúsculas entre substâncias dentro de cada tempo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Figura 7- Porcentagem de germinação de sementes de cafeeiro sem endocarpo
após a imersão por diferentes períodos em solução de celulase, tampão
citrato de potássio 0,05 M e água.

100 -i

II Célula»

• Tampãc

HÁgua

0 24 48 72 144

Tempo de Imersão (h)

zMédias seguidas pela mesma letra maiúscula entre tempos de imersão dentro de cada
substância e minúsculas entre substâncias dentro de cada tempo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.
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Nas Figuras 8 e 9 estão apresentados os resultados de IVE de sementes

de cafeeiro com e sem endocaipo, respectivamente, que foram imersas em

solução de celulase (1,6g.L"1), tampão e água. Verifica-se queassimcomo para

o IVG e porcentagem de germinação, que o IVE foi menor em sementes com o

endocaipo (Figura 8). Neste tipo de sementes quando imersas em água se

destacaram apresentando melhores índices em 24 horas de imersão e o maior

IVE foi obtido quando estas foram imersas em água por 24 horas, e os demais

tempos não diferiram entre si (Figura 9).

Figura 8- IVE de sementes de cafeeiro com endocaipo após a imersão por
diferentesperíodosem soluçãode celulase,tampão citrato de potássio
0,05 M e água.

24 48 72

Tempo de Imersão (h)

144

zMédias seguidas pelamesma letramaiúscula entre tempos de imersão dentro de cada
substância e mmúsculas entre substâncias dennt) de cada tenn» õ^ imersao nâo dn%rem
entre si pelo teste de Tukeyao mvel de 5% de probabilidade.

Em sementes comendocarpo, não houveefeitosignificativo da solução

de imersão sobreo IVE,emtodos os tempos analisados (Figura8), o quenão foi

observado para sementes sem endocaipo ondeas imersas emágua apresentaram,

emmédia,maiorIVE, seguidas dotampãoe, por último, da celulase(Figura9).
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Figura 9- IVE de sementes de cafeeiro sem endocarpo após a imersão por
diferentes períodos em solução de celulase, tampão citrato de potássio
0,05 M e água.

24 48 72

Tempo de Imersão (h)

144

zMédias seguidas pela mesma letra mjrifannia entre tempos de imersão dentro de cada
qrívrtfinria (-. irnirTisrailas pnlrr» giih^finHag Hftntm da «iria tempo de imersão não diferem
entresirjelotestedeTukeyaoinVelde5%derJotobihdade.

Nas Figuras 10 e 11 estão apresentadas as porcentagens de emergência

de sementes de cafeeiro com e sem endocarpo, respectivamente, imersas em

celulase (1,6 g.L"1), tampão e água. Observa-se que houve um comportamento

semelhante ao das demais características avaliadas, ou seja, a porcentagem de

emergência de sementes com endocaipo foi inferior à das sementes com

ausência deste. Analisando o efeito do tenmo de imersão sobre o tipo de solução

em sementes com endocaipo foi verificado queo tempo não exerceu influência

significativa sobre a emergência das plantulas (Figura 10). Para sementes sem

endocaipo, apenas aquelas imersas 144 horas em celulase diferiram

estatisticamente dos demais, apresentando menor porcentagem de emergência

(Figura 11).
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Figura 10-Porcentagem de emergência desementes de cafeeiro com endocarpo
após a imersão por diferentes períodos em solução de celulase,
tampão citrato de potássio 0,05 M e água.

DD Celulase

• Tampão

ÜÁgua

0 24 48 72 144

Tempo de Imersão (h)

zMédias seguidas pela mesma letra maiúscula entre tempos de imersão dentro de cada
substância e minúsculas entre substâncias dentro de cada tenmo de imersão não diferem

entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Figura 11- Porcentagem de emergência de sementes de cafeeiro sem endocaipo
após a imersão por diferentes períodos em solução de celulase,
tampão citrato de potássio 0,05 M e água.

Aa Ba

EB Celulase
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Tempo de Imersão (h)

zMédias seguidas pela mesma letramaiúscula entre tempos de imersao dentro de cada
substância e minúsculas entre substâncias dentro de cada tenmo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5%de probabilidade.
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3. Experimento 3

Na figura 12 estão apresentados os resultados de IVG de sementes de

cafeeiro submetidas a diferentes tenmos e concentrações de celulase (0; 1,6; 3,2;

6,4g.L"1). Verifica-se queas sementes que foram imersas em solução enzimática

apresentaram resultados superiores de índice de velocidade de germinação se

comparadas com aquelas imersas somente em água (ou seja, concentração 0 de

celulase). sendo que na concentração mais elevada (6,4 g.L"1), as sementes

apresentaram maior índice do que na menores concentrações testadas, que não

diferiram entre si.

FIGURA 12- Índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de cafeeiro
submetidas, por diferentes tenmos de imersão, a diferentes
concentrações de celulase. LAVRAS, UFLA, 2002.

Água Cel 1,6 g/L Cel 3,2 &L Cel 6,4 g/L

Substância de Imersão

DD 0 h Imersão

• 72h Imersão

Ê9144 h Imersão

Médias seguidas pela mesma letra majncmia entre os tempos de imersão dentro de cada
substânciae minúsculas entre as substâncias dentro de cada tempo não diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Em 72 horas de imersão as 2 maiores concentrações da enzima

proporcionaram maiores resultados (Figura 12). As sementes imersas em

solução de celulase por 144 horas apresentaram resultados superiores,
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demonstrando ser necessário maior tempo de contato das sementes com a

solução enzimática. Melhor IVG fei obtido pelas sementes imersas na maior

concentração, ou seja, 6,4 g.L"1.

Na Figura 13, estão apresentados os resultados de porcentagem de

germinação de sementes de cafeeiro submetidas a diferentes tempos e

concentrações de celulase (0; 1,6; 3,2; 6,4 g.L"1). As sementes imersas por 144

horas apresentaram melhores porcentagens de germinação, enquanto aquelas

imersas por 0 e 72 horas não diferiram estatisticamente entre si. Resultados

semelhantes foram encontrados por Howard e Elliott (1988), que verificaram

que houve aumento na porcentagem de germinação de sementes de Euonymus

americanus quando houve maior tempo de contato entre sementes e enzima.

Provavelmente, o menor tenmo de contato das sementes de cafeeiro com a

solução enzimática não tenha sido suficiente para a enzima degradar

suficientemente o endocarpo da semente e permitir que a germinação ocorresse

mais rapidamente.

Quando se analisou o efeito das concentrações de imersão sobre os

tempos, fei verificado que celulase, em qualquer uma das concentrações

estudadas, apresentou efeito positivo na porcentagem de sementes germinadas.

Entre estas concentrações, 6,4g.L"1 foi estatisticamente superior às demais, 1,6 e

3,2 g.L"1, que não diferiram entre si. Howard e Elliott (1988) também

constataram que o preparo enzimático de celulase mais concentrado causou

maior porcentagem de germinação em sementes de E. americanus do que em

soluções menos concentradas.

Sementes imersas durante 72 horas em solução de celulase apresentam

maior germinação, sendo esta mais acentuada nas duas maiores concentrações.

Reforçando os resultados obtidos para IVG, em 144 horas de imersão em

celulase fei encontrado um efeito positivo na porcentagem de germinação,

quandocomparadocom a imersão em água.
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FIGURA 13- Porcentagem da germinação de sementes de cafeeiro submetidas,
por diferentes tenmos de imersão, a diferentes concentrações de
celulase. LAVRAS, UFLA, 2002.

60 n

DD Oh Imersão

• 72h Imersão

Eã 144 h Imersão

Água Cell,6g/L Cel3,2g/L Cel6,4g/L

Substância de Imersão

zMédias seguidas pela mesma letra maiúscula entre ostenmos de imersão dentro decada
substância e münisculas entre substânciasdentrode cadatempo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Entre as concentrações de celulase estudadas, sementes imersas na

concentração de 6,4 g.L"1 apresentaram resultados superiores, atingindo 52% de

germinação, sendo que as sementes imersas em concentrações mais baixas

apresentaram resultados inferíores, porém não diferentes entre si, 31,5 e 24,0 %

para 1,6 e 3,2g.L"1, respectivamente (Figura 13).

Na Figura 14, referente ao índice de velocidade de emergência de

sementes de cafeeiro imersas em diferentes concentrações da enzima celulase,

fei verificado que só houve diferenças no tempo de imersão de 144 horas,

quando se utilizou celulase naconcentração de 1,6g.L"1, em que fei constatado o

menor índice, comparado com outros tempos e soluções de imersão analisados.
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FIGURA 14- índice de velocidade de emergência (IVE) de sementes de cafeeiro
submetidas, por diferentes tenmos de imersão, a diferentes
concentrações de celulase. LAVRAS, UFLA, 2002.

DD 0 h Imersão

• 72 h Imersão

E144 h Imersão

Água Cell,6g/L Cel3,2g/L Cel6,4g/L

Substância de Imersão

zMédias seguidas pela mesma letra maiúscula entre tempos de imersão dentro de cada
substância e minúsculas entre soluções dentro de cada tempo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Pelos resultados apresentados na Figura 15, referentes à porcentagem de

emergência, verifica-se que não houve diferenças significativas entre as

características avaliadas. Estes resultados provavelmente se devem à ação dos

microrganismos presentes no substrato (solo), que aceleraram o processo de

degradação do pergaminho das sementes, conforme descrito por Guimarães

(1995), diferenciando este dos resultados do teste de germinação em meio

asséptico, onde fei verificada uma ação positiva da enzima diminuindo o tenmo

de germinação dessas sementes.
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FIGURA 15- Porcentagem de emergência de sementes de cafeeiro submetidas,
por diferentes tempos de imersão, a diferentes concentrações de
celulase. LAVRAS, UFLA, 2002.

0 h Imersão

72 h Imersão

144 h Imersão

Água Cel 1,6 g/L Cel 3,2 g/L Cel 6,4g/L

Substância de Imersão

zMédias seguidas pela mesma letra maiúscula entre tempos de imersão dentro de cada
substância e minúsculas entre substâncias dentro de cada tempo não diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

5 CONCLUSÕES

- A hidrolise do endocarpo do cafeeiro "in vitro" é diretamente

proporcional à concentração da enzima celulase utilizada;

- A hidrolise do endocarpo de sementes do cafeeiro cresce linearmente

em função do tempo de exposição à enzima celulase;

- Sementes sem endocarpo apresentam maiores IVG, IVE, germinação e

emergência que as sementes com endocarpo;

- A enzima celulase na concentração de 6,4 g.L"1 proporciona maior IVG

e porcentagem de germinação quando as sementes ficam em contato com a

solução por 144 horas.
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os experimentos demonstraram que a celulase, embora

proporcione melhora na germinação das sementes de cafeeiro,

ainda não proporcionou ganho representativo para o uso dos

viveiristas, sendo ainda pouco expressiva comercialmente. Em

estudos futuros, sugere-setestar outrasenzimas, como fosfatases,

fitases, peroxidases, endo-p-mananase, outros tampões, pHs, etc.
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ANEXOS A

TABELA IA- Resumo da análise devariância relativa ao IVG, Porcentagem de

germinação, IVE e Porcentagem de emergência em sementes de cafeeiro após a

imersão, por diferentes períodos, em solução de celulase (1,6 g.L_1), tampão

citrato de potássio 0,05 M pH4,8 e água 38

TABELA 2A- Resumo da análise de variância relativa ao ao IVG, Porcentagem

de germinação, IVE e Porcentagem de emergência em sementes de cafeeiro que

foram submetidas, por diferentes tempos de imersão, a diferentes concentrações

de celulase (0; 1,6; 3,2 e 6,4 g.L"1) 38

37



TABELA IA - Resumo da análise de variância relativa ao IVG, Germinação,
IVE e Porcentagem de emergência de sementes de cafeeiro
após imersão por diferentes períodos em solução de celulase
(1,6 gX*1), tampão citrato de potássio 0,05 M e da água.
UFLA, Lavras, 2002.

Fontesde Variação GL Quadrado médio

119

IVG %GERM IVE %EMERG
Total

Total de redução 32 26,97031 7414^46* 0,7027422" 1518381*
Repetição (REPE) 3 0,lZ96666Er01Oi 5,900000o8 0,4416022 2386111™
1empo imersão ( jlümf) 4 3,203892 219,1333 0,1559616™ 1175,867*
Solução imersão(SOIM) 2 0,1546407 119,6333 0,1950431a* 324,0583*
Tipo de Semente (TESE) 1 839,8405 233553,6 16,84501 23660,21*
TEMP*SOIM S 0/7236899E-O1 100,5083 0,1300266ns 616,2042*
TEMP*T1S£ 4 2,077897 179,1333 0,4106884 2065,667*
SOIM*TISE 2 0,1913273 91,03333 0,1315833m 353,2583*
TEMP*SOIM*TISE 8 0,9332224E-01 108,6583 0,4473332E-0l" 708,4042*
Resíduo 87 0,2769947E^)1 15,62397 0,7207119E-01 5,891781
Média Geral 2,7823 53,717 0,93233 82358
Coeficiente Variação 5,9817 7^585 28,795 2^472

"Significativo anível de5% de probabilidade
"'Não significativo

TABELA 2A-Resumo da análise de variância relativa ao IVG, Porcentagem de
germinação, IVE e Porcentagem de emergência de sementes de
cafeeiro submetidas por diferentes tempos de imersão em
diferentes concentrações de celulase (0; 1,6; 3,2 e 6,4 gL"1)
LAVRAS, UFLA, 2002.

Fontes de Variação GL Quadrado médio
ivg %GERM IVE %

47
EMERG

Total

Total de redução 14 0,2450797 6563810* 0.2444180E-01* 220,4642m
Repetição (REPE) 3 0,1051639E-01m 36,22222m 0,9822690E4)2ns 84,52778ns
Solução imersão (SOM) 3 0,2458216 590,4445 0,2955602E-01m 237,6389o8
Tempo imersão ('lEMP) 2 0,7159199 1966383 03220288J&O1 322,5833ns
TEMP*SOIM 6 0,2050437 562,6945 0,I994057E-01ns 245,8056o*
Resíduo 33 0.7769614E-02 13,73736 0,U46203E-01 168,1036
Média Geral 035425 15333 0,54623 68308
Coeficiente Variação 34,669 24,172 19.600 19,009

"Significativo anível de5%de probabilidade
"^ão significativo
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