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RESUMO

SALES, Juliana de Fatima. Atividade da celulase sobre o processo
germinativo de sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.). LAVRAS:
UFLA, 2002. 38p. (Dissertagio — Mestrado em Agronomia/Fisiologia
Vegetal)'

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica e
Metabolismo de Plantas e no Laboratorio de Andlise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras - MG, tendo como principal objetivo estudar in
vitro, as atividades da enzima celulase e sua a¢do in vivo sobre a germinacao de
sementes de cafeeiro, visando o aumento do indice de velocidade de germinagao
e a reducdo do periodo de formagdo das mudas. Por se tratar de um estudo
pioneiro relacionado a atividade da enzima celulase sobre a germinagdo das
sementes de cafeeiro, na 1* fase foi realizado um estudo preliminar com o
objetivo de verificar a agdo da enzima celulase sobre a decomposi¢do do
endocarpo extraido de sementes de cafeeiro. Avaliando a concentracdo da
enzima, a concentragdo do substrato e o tempo de incubagio, foi constatado que
a hidrdlise do endocarpo in vitro é diretamente proporcional a concentragdo da
enzima celulase utilizada e que a hidrdlise do endocarpo cresce linearmente em
fungdo do tempo de exposicdo a enzima. Na 2* fase, foram realizados 2
experimentos in vivo com imersdo das sementes de cafeeiro em diferentes
solugdes, testando-se varias concentragdes da enzima. Foi verificado que
sementes sem endocarpo apresentam maiores IVG (indice de Velocidade de
Germinagdo), IVE (indice de Velocidade de Emergéncia), porcentagem de
germinagdo e porcentagem de emergéncia do que sementes com endocarpo e,
também, que sementes com endocarpo imersas por 144 horas em solugao de
celulase na concentragio de 6,4 gL' apresentam maior IVG e porcentagem de
germinacao.

*

Canitd Orientador: Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (Orientador),

Francisco Dias Nogueira — EPAMIG/UFLA, Jodo Almir Oliveira -
UFLA.



ABSTRACT

SALES, Juliana de Fatima Sales. Cellulase activity during of coffee seeds
(Coffea arabica 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, atming 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 the activity of the cellulase enzyme on the
germination of coffee seeds, in the first 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 6.4g.L™" present a higher IVG
and germination percentage.

" Guidance Committee: Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (Adviser),
Francisco Dias Nogueira — EPAMIG/UFLA, Jodo Almir Oliveira -
UFLA.
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1 INTRODUCAO

O Café representa uma das culturas de maior expressdo no cenario
agroindustrial brasileiro, sendo o pais considerado 0 maior produtor € exportador
mundial.

A regido sul do Estado de Minas Gerais, segundo Nechet (1999),
destaca-se como sendo a maior produtora do pais, contribuindo com cerca de
34% da produg@o nacional. Anualmente, a participacdo relativa média do café
no valor total das exportagdes brasileiras, incluindo os produtos basicos e os
produtos industrializados, ¢ de aproximadamente §% (Anuario, 1997). Em 1996,
a produgdo brasileira atingiu 1,16 bilhdo de toneladas (1,69 x 10" kilos),
representando20,36% da produg¢ao mundial (FAO, 1996).

Por sua importincia econdmico-social, a busca de inova¢des
tecnologicas para o setor cafeeiro se torna necessaria no sentido de aumentar a
eficiéncia da produtividade, aliada a@ reduc@o nos custos de producao, visando
maior competitividade no mercado internacional.

A propagacao predominante do cafeeiro € feita por meio de mudas
oriundas de sementes, que apresentam problemas para conservagédo prolongada e
sua germinacdo que € lenta e irregular. Este fato tem sido uma das maiores
preocupagdes dos produtores das sementes, uma vez que estas no conservam o
seu poder germinativo em niveis satisfatorios por periodos superiores a seis
meses apos a colheita. Diante deste fato, a obten¢do de mudas, muitas vezes, fica
concentrada em $ocas que nem sempre s30 as mais apropriadas para o plantio
(Pertel, 2001). Além da dificil conservagdo durante o armazenamento, as
sementes de cafeeiro germinam de maneira lenta e desuniforme, trazendo
transtormos aos produtores de mudas em muitas regides, principalmente em
Minas Gerais, cuja época de semeadura, na maioria das vezes, coincide com o

periodo de temperaturas mais 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 utilizagdo de sementes
armazenadas ndo apresenta qualidade fisiologica satisfatoria no momento ideal
para a formagdo das mudas. A possibilidade de obtengdo de sementes de alta
qualidade, em qualquer época do ano, oferece ao produtor a oportunidade de
programar a instalagdo de sua lavoura na melhor época para sua regiao e,
consequentemente, a formacao de lavouras mais precoces e produtivas. Nesse
sentido, a recuperagdo da qualidade fisiologica das sementes, por meio de
tratamentos pré-germinativos, tem sido uma alternativa investigada para a
solucao do problema (Guimaraes, 2000).

Diante deste fato, toma-se fundamentalmente importante o
desenvolvimento de técnicas que permitam a germinagdomais rapida e uniforme
das sementes, 0 que levara a ganhos significativos no tempo de obtencdo das
mudas e seu estabelecimento mais rapido no campo, menor irdice. de replanta,
além de permitiu maior uniformidade no desenvolvimento da lavoura e um
retorno mais rapido dos investimentos. Com o objetivo de atingir tal propdsito,
procurou-se, neste trabatho, estudar atividades in vitro da enzima celulase e sua
acdo sobre a germinacdo de sementes de cafeeiro, visando aumentar a
velocidade de germinagdo, bem como a redugdo do periodo de formagdo de

mudas.



2 REFERENCIAL TEORICO

Aspectos fisiologicos da germinagao

A germinagdo da semente ¢ considerada como sendo a retomada das
atividades metabolicas do eixo embrionario, o qual se encontrava paralizado nas
fases finais do processo de maturagdo; porém, quando estimulado por condi¢des
ambientais, desenvolve-se, ocorrendo, entdo, 0 rompimento do tegumento pela
radicula. Essa ¢ uma etapa critica do biociclo vegetal devido a esse processo
estar associado a varios fatores de natureza extrinseca (fatores do ambiente
fisico) e intrinseca, ou seja, a processos fisio-metabdlicos (Popinigis, 1977,
Labouriau, 1983; Andrade e Damifo-Filho, 1989; Bianchetti, 1991; Borges e
Rena, 1993; Bewley e Black, 1994; Santos, 1999).

Para que uma semente germine, € necessario, além de temperatura ideal,
que o meio fomega agua suficiente, permitindo a ativagdo das reagdes quimicas
relacionadas ao metabolismo e, com isto, a retomada do processo do
desenvolvimentodo embrido. A embebi¢io € um processo fisico relacionado as
propriedades dos coldides e ocorre tato a@n sementes vivas quanto mortas
(Mayer & Mayber, 1978; Copeland & McDonald, 1995).

O processo germinativo tem inicio com a embebi¢do de agua pelos
tecidos da semente, seguida da retomada das atividades metabdlicas, sobretudo
da sintese de novas enzimas e do aumenta das atividades das hidrolases pré-
existentes, visando a mobilizagdo dos compostos de reservas para a retomada de
crescimento do eixo embrionario.

Qs principais componentes quimicos das sementes, responsaveis pela
embebicdo e aumento de tamanho, s3o as proteinas €, em menor intensidade, a
celulose e substancias pécticas; o amido e os lipidios apresentam interferéncia

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



O tegumento exerce varias fungdes nas sementes, dentre elas, a de
regular a velocidade de hidrata¢go da semente, diminuindo ou evitando possiveis
danos causados pelas pressdes desenvolvidas durante a embebi¢do. Quando esta
C impedida, em virtude da impermeabilidade do tegumento, a germinagdo nio
ocorre (Bradford, 1995).

Em trabalhos relacionados com embebigdo, considerando diferentes
tamanhos de sementes, tem sido constatado que as sementes de menor tamanho
atingem teores de agua superiores aos observados para sementes de maior
tamanho (Calero, West e Hinson (1981); Hsu, Kim e Wilson (1983); Souza,
1996). Esse fato estd relacionado 2 maior drea de contato por unidade de massa
nas sementes menores.

De acordo com Abdul-Baki (1980), durante a embebig¢do os sistemas de
membranas das sementes se reorganizam readquirindo sua permeabilidade, e o
ideal é que este processo ocorra no menor periodo possivel para reduzir a
ocorréncia de misturas indesejaveis do conteido celular e a lixiviagdo
comprometedora de eletrélitos.

O tempo necessario para ocorrer a germinagdo de uma semente € uma
caracteristica variavel entre espécies, sendo que nesta, a germinagdo das
sementes do cafeeiro em condigdes de viveiro pode chegar a ocorrer num
periodo de até 90 dias, que pode ser extendido aos 120 dias, sobretudo quando
semeadas logo ap0s a sua adlheita, O que, em nossa regido, geralmente se inicia
entre os meses de abril e maio (Carvalho, 1979). Este periodo de semeadura
coincide com as condigdes de baixa temperatura, o que leva a uma queda
substancialna velocidade do processo germinativo. Concomitantemented época
de semeadura, as sementes do cafeeiro apresentam uma estrutura coriacea e
prateada conhecida como endocarpo (pergaminho), que geralmente contribui

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



Segundo Bendatia (1962), a germinagio das sementes do cafeeiro é lenta
por causa do pergaminho, efeito devido, provavelmente, & sua impermeabilidade
relativa a agua. Sobre este aspecto, existem controvérsias entre os autores, Valio
(1976) acredita que esta lentidao na germinagao néo se deve a insuficiéncia na
absor¢do de agua, mas provavelmente a algum mecanismo de resisténcia
inerente @ rigidez imposto pelo pergaminho sobre o desenvolvimento
embriondrio. Bendafla (1962) e Huxley (1965) acreditam que o pergaminho
constitui limite mecanico ao crescimento do embrido. Outra influéncia do
pergaminho foi relatada por Huxley (1965), segundo o qual o pergaminho
restringe a passagem de oxigénio para os tecidos da semente.

Misturando sementes de alface a extratos aquosos de espermoderma ou
"pelicula prateada" em diferentes concentragbes, Alves et al(1996)
determinaram que a medida que a concentracio do extrato foi aumentada, houve
acréscimo no niimero de plantulas anormais e sementes mortas ou dormentes,
aumentando também o niimero de dias para ocorrer a germinacao. Os resultados
permitiram concluir que o espermoderma pode contribuir para a lenta
germinagdo das sementes de cafeeiro, possivelmente devido a presenca de
substancias inibidoras.

Algumas estratégias tém sido utilizadas com o intuito de obter mudas
com desenvolvimento vegetativo vigoroso, ideal ¢ numa época mais propicia
para plantio, de tal maneira que a lavoura recém-instalada tenha um periodo de
chuva mais longo e outros fatores climaticos mais favoraveis para um rapido
estabelecimento e desenvolvimento das plantas no campo.

Neste sentido, alguns estudos tém sido desenvolvidos com sementes do
género Coffea e outras espécies, utilizando tratamentos pré-germinativos na
tentativa de aumentar o indice de velocidade de germinagédo (IVG), bem como o

percentual de germinacdo das sementes.



Segundo Guimaraes (1995), Rena & Maestri (1986), a retirada manual
do pergaminho de sementes do cafeeiro&uma pratica que contribui para acelerar
a germinagao, reduzindo, consequentemente, o periodo de formagao das mudas e
o tempo de permanéncia destas sob condigdes de viveiro, embora seja inviavel
por causar injlrias mecanicas.

Sementes quiescentes, quando colocadas para germinar em condigdes
adequadas de suprimento de d4gua e temperatura, apresentam um padrao trifasico
de embebigdo, fator essencial a germinag@o. A duracdo de cada iase dependera,
evidentemente, de algumas propriedades da semente, como tamanho,
composi¢do quimica, e de fatores do meio, como os citados anteriormente
(Bewley & Black, 1994).

Em café, Lima (1999) verificou que sementes intactas ¢ sem endocarpo
embebidas em agua completaram a fase I em dois e quatro dias,
respectivamente, atingindo um grau de umidade em tomo de 45%. O mesmo
autor verificou que a iase III foi atingida somente nas sementes sem endocarpo
no 10" e 18° dia, respectivamente, em sementes embebidas em agua e em
solugdo de Polietileno glicol (PEG 6000) — 0,4 Mpa. Os conteidos médios de
agua das sementes chegaram a 55%, coincidindo com a emissao da radicula.

Sementes de cafeeiro embebidas em &gua por 34 horas apresentam
incrementos de vigor e de germinagao, podendo ser este procedimento indicado,
sobretudo para lotes de sementes com baixa qualidade fisiologica. Neste estudo
também foi observado que as sementes, quando submetidas ao condicionamento
fisioldgico (priming) e armazenadas por 90 dias, apresentaram um incremento
de 41% na germinagdo (Lima et al., 2001).

A embebi¢io de sementes por periodos prolongados em agua ou em
solventes organicos associados a temperaturas elevadas pode afetar
sobremaneira a germinagdo. Sementes de cafeeiro, quando embebidas em agua,

etanol ou 4cido acéticopor 1hora a 50°C, tomaram-se fisiologicamente inativas.



Contudo, nestas condigdes, porém a 40°C, ndo foram constatados danos as
sementes. Sementes embebidas em acido acético por periodos de 12 a 24 horas
apresentaram danos irreversiveis, comprometendo o processo germinativo.
Segundo Miranda et al. (1990), a imersdo das sementes em agua ou etanol a
40°C, por periodos de até 3 horas, acelera a germinagiio de sementes do cafeeiro.

Estudando o efeito de tratamentos pré-germinativos sobre sementes do
cafeeiro em solugdes de natureza inorginica e reguladores de crescimento,
Alvarenga et al. (1981) concluiram que sementes embebidas em agua a 5°C por
24 horas apresentaram maior velocidade de emergéncia das plantulas e maior
stand final em relagdo aos demais tratamentos testados, reduzindo, assim, o

periodo entre a germinagdo e a emergéncias das plantulas na sementeira.

Enzimas

Os principais agentes que participam das transformagdes das células
pertencem a um grupo de proteinas chamadas enzimas. Estas sio sintetizadas
numa célula viva e catalisam uma reagdo termodinamicamente possivel. Sendo
uma proteina, uma enzima perde suas propriedades cataliticas se submetida a
agentes como calor, acidos fortes ou bases, solventes orginicos ou outro
material que desnature a proteina. Como é verdade para qualquer catalisador, a
velocidade de uma reagdo catalisada por enzima depende diretamente da sua
concentragao,

Com concentracao fixa de enzima, um aumento do substrato resultara,
de inicio, numa rapida ascen¢do da velocidade da reac@o. A medida que a
concentragdo do substrato continua a crescer, entretanto, o aumento na
velocidade de reacdo comega a diminuir até que, com uma grande concentracio
de substrato, nenhuma mudanga posterior € observada. Existem fatores que
podem influenciar a atividade enzimatica, como:



a) Efeito datemperatura

Uma rea¢io enzimatica € sensivel a mudangas de temperatura. Por causa da
natureza protéica de uma enzima, a desnatura¢io térmica da proteina enzimatica
com temperaturas crescentes diminuird a concentracdo efetiva de uma enzima e,
consequentemente, a velocidade da reacao.

b) Efeito do pH

Uma vez que as enzimas sdo proteinas, mudancgas de pH afetardo profundamente
o carater idnico dos aminogrupos e grupos carboxilicos na proteina e afetardo,
portanto, o sitio catalitico e a conformagdo de uma enzima. Além dos efeitos
puramente idnicos, valores baixos ou altos de pH podem causar desnaturacio
consideravel e, consequentemente, inativa¢io da proteina enzimatica.

e) Especificidade

Uma importante caracteristica da enzima € sua especificidade pelo substrato, isto
é, por causa da configuragdo da complexa molécula protéica, a singularidade de
seu sitio ativo e a configuragio estrutural da molécula do substrato, uma enzima
selecionara somente um numero limitado de compostos a slac=x:

d) Inibigado

Um importante nimero de compostostem a habilidade de combinar com certas
enzimas, mas nao servem como substratos e, portanto, bloqueiam a catalise por
essas enzimas. Esses compostos sdo chamados de inibidores competitivos e no-

competitivos (Conn e Stumpf, 1975).

Enzimas Celuloliticas e germinagao de sementes

Sédo escassas as informages envolvendo o papel de algumas enzimas de
parede celular sobre a germinagdo de sementes. Entretanto, alguns estudos
enzimaticos tém sido desenvolvidos com o intuito de conhecer o papel destas

enzimas sobre a degradacdo de determinadas estrubmras 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 polissacarideos, formando até mesmo uma camada que
dificulta a entrada de agua nos tecidos internos da semente, o que pode levar a
uma redugdo na velocidade de germinagao, ou até mesmo inibi-la.

De acordo com Marcondes et al. (1983), a celulose € um componente
basico da parede celulare um dos compostos mais abundantesM natureza. Eum
composto constituido de residuos de glicose unidos por ligagdes glicosidicas do
tipo B 1,4. Na maioria das vezes, ela se encontra associada com outros
polissacarideos, como hemicelulose, pectina e, ainda, lignina, dificultando sua
degradagao.

A hidrélise da celulose pode ser realizada por meio de tratamentos
dcidos ou basicos e por agdo de enzimas celuloliticas produzidas pela flora
microbiana, como pelos fungos Trichoderma viride, Trichoderma reesei
(Marcondes et al., 1983), por Aspergilus sp, pela bactéria ruminal celulolitica
Clostridium celiobioparum (Howard & Ellictti 1988) e, possivelmente, por
outros tipos de organismos, como térmitas (cupins).

Segundo Goldman (1988), o sistema celulase é bastante complexo. Por
meio de estudos de purificagdo e fracionamento, concluiu-se que ha trés
principais tipos de enzimas celuloliticas de ocorrénciamultipla. O nimero destas
enzimas varia de acordo com o tipo de organismo. Em fungos, geralmente este
sistema enzimatico encena de 4 a 8 endoglucanases, 1a 3 celobiohidrolases e 1
a 3 diferentes B glicosidases.

Trichoderma viride, segundo Mandels, Weber e Parizek (1979), é uma
fonte convenientede celulases C, e Cs, as quais sdo capazes de hidrolise total de
celulose natural para glicose. O aumento da producdo de celulase tem sido

obtido por adigdo de surfactantes no meio liquido (Reese e Maguire, 1969).



Muitos pesquisadores tém estudado a producdo de celulase por cultura
submersa. Varios estudos de produg¢do de celulase determinam apenas C,
celulase, baseados na hidrélise de carboximetilcelulose, sem considerar a C,
celulase ou outras fragdes da enzima.

Urieta, Tama e Park (1975) concluiram que a produgdo de celulase
fimgica por culturasemi-sélida de Trichodermaviride apresenta mais vantagens,
em comparagdo com a cultura submersa, porque a cultura semi-sélida produz
mais C; e C, celulases. Além disso, uma atividade crescente de C, celulase por
cultura semi-solida € importante para a degradacdo da celulose crua. Na
produgdo de celulase por cutturas semi-solidas e submersa de Aspergillus niger e
de Pestalotiopsis westerdijkii ha desvantagens, pois ambos os processos ndo
conseguiram produzir C; celulase, embora a cultura semi-solida produza
atividade elevada de C, celunlase.

Reese et al. (1950) introduziram o conceito de C; e C para explicar a
atividade do sistema celulase, no qual C, sena capaz de degradar a celulose em
cadeias lineares curtas e C, hidrolisaria essas cadeias, bem como seus derivados
soluveis.

De acordo com Howard & Elliotti (1988), tratamentos de sementes de
Euonymus americanus com fluido ruminal contendo Clostridium cellobioparum
tiveram sua germinacdo aumentada substancialmente pelo fato de este
microrganismo sintetizar endocelulase, o que favoreceu a embebi¢do e,

consequentemente, a germinacao das sementes.
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3 MATERIAL E METODOS

A influéncia do complexo celulase sobre as sementes de cafeeiro foi
estudada em duas etapas e condigoes distintas: uma “in vitro” e outra “in vivo”.

Ha vérios métodos para a avaliagdo da atividade enzimatica: em fun¢io
do tempo, concentragdo do substrato, concentragdo enzimatica. No presente
experimento foi utilizada a metodologia de Howard e Elliott (1988).

A medida da celulase oriunda de Aspergillus niger ¢ ~ 0,5 U/mg [1 U
corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol OBR-hydroxyetil-
cellulose por minuto, em pH 4,8 e 30° C].

Experimento 1

Foi conduzido em ¢condi¢des “in vitro”, contendo trés ensaios que foram
realizados no Laboratorio de Bioquimica e Metabolismo de Plantas do
Departamento de Biologia/Setor de Fisiologia Vegetal, com o intuito de
investigar o efeito da celulase sobrea decomposi¢dodo endocarpo das sementes.

Para tanto, foram utilizados endocarpos (pergaminhos) retirados
manualmente de sementes da cultivar Acaid do Cerrado, colhidas na Estacao
Experimental da EPAMIG, no municipio de Lavras, MG, no ano de 2001. Estes

foram macerados em Nitrogénio Liquido.

a) Efeito da concentragdo de celulase sobre a velocidade de rea¢ao

Foram testadas 9 concentragées 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 solugdo
tampao sobre uma concentracdo constante de substrato (6 mg de
pergaminho/ubo)], contendo solucio tampao citrato de potassio 0,05 M, e pH
4,8. Em seguida, foram retiradas aliquotas de 100 puL da reacdo enzimatica, que

foram colocadas em tubos de ensaio contendo o subshato. Na sequéncia,
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colocou-se a mistura em banho-maria a 50°C, por 30 minutos. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de solugdo de Dinitrossalicilato (DNS), fervendo-se por 5
minutos. Por fim, foi adicionado 1,4 mL de agua destilada e as leituras
espectrofotométricas, em numero de 4 repeticoes por tratamento, foram

realizadasa 540 nm para a quantifica¢io de acucares redutores.

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

enzima celulase

Foram tomadas aliquotas de 100 pL da solugdo da enzima celulase (1,6 g
de enzima por lito de tampao citrato 0,05 M a pH 4,8) as quais foram
adicionadas em tubos de ensaio contendo 10, 20, 40 ¢ 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 agua destilada e, em seguida, procederam-se
leituras a 540 nm, em numero de 4 repeticdes por wakamenkn, para a

determinagdode acucares redutores presentes no meio de reacao.
c) Sacarifica¢iio enzimética do Pergaminho

Foram tomadas 6 mg do substrato pergaminho em tubos de ensaio e a
estas acrescentadasaliquotas de 100 pL de solugdes enzimaticas (1,6 € 3,2 g
Y, preparadas em tampao citrato de Potassio 0,05 M, pH 4,8 e incubadas em
banho-maria a 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 1mL de DNS e ferveu-se por
5 minutos. Foi adicionado 1,4 mL de agua destilada ¢ a atividade celulasica foi
determinada espectrofotometricamente, a 540 nm, pelo método do DNS em 4

repeti¢des por tratamento, para a quantificagdo de agucares redutores.
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Na 2 etapa deste estudo, foram conduzidos dois experimentos em
condigdes in vivo, no Laboratorio de Analise de Sementes do Departamento de

Agricultura/Setor de Sementes da Universidade Federal de Lavras.

Experimento 2: Efcitos da embebi¢do de sementes de cafeeiro em solu¢io
enzimdtica (1,6 glL™) sobre o fndice de velocidade de germinacio (IVG),
indice de welocidade de emergéncia (IVE), percentual de germinagdo e

percentual de emergéncia

Neste experimento, sementes de cafeeiro da cultivar Acaia do Cerrado
intactas e sem pergaminho foram imersas em solugdes de cetulase de Aspergillus
niger SIGMA (1,6 g.L"' em tamp3o citrato de potassio 0,05 M, pH 4,8); imersas
apenas em tampao citrato de potassio e imersas somente em agua destilada por
periodos variados O, 24, 48, 72 e 144 horas). No tempo O, sementes foram
imersas e logo em seguida retiradas das solugdes de imersdo.

Apés esta operacdo, algumas sementes foram submetidas ao teste de
germinagdo, colocadas para germinar em rolos de papel “germitest” umedecidos
com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel e mantidas em
camaras de germinagdotipo ‘“Mangelsdorf”, sob luz constante e temperatura de
30 “C, a fim de determinar o IVG e a porcentagem de germinagdo (plantulas
normais).

As avaliagdes dos testes de germinacdo foram realizadas por meio de
contagens didrias, computando-se 0 numero de sementes que apresentavam
inicio de protrusio da radicula para a determinagdo do IVG (indice de

velocidade de germinagdo), que foi calculado segundo a formula de Maguire
(1962), sendo:
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IVG=Gy/D, +GyYD, + ...G/D,

Onde:

IVG= Indice de Velocidade de Germinagio

Gi, Gy, ..., Go= n° de radiculas emergidas, observadas no intervalo da 1%, 2%, ...,
ultima contagem;

Dy, Dy, ..., Dy=n° de dias de semeadura a 1%, 2°, .., ultima contagem.

A porcentagem de germinagdo foi obtida apos 60 dias de semeadura,
computando-se 0 niimero de plantulas normais obtidas, segundo as regras para
analise de sementes (Brasil, 1992).

O experimento foi constituido de um fatorial 2x3x5, sendo 2 tipos de
sementes (com e sem pergaminho), 3 substincias de imersio (celulase na
concentragdo de 1,6 g L' em tampdo citrato de potassio, somente em tampao
citrato de potassio e em agua destilada) e 5 tempos (0, 24, 48, 72 e 144 horas de
imersdo). O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, utilizando 4
repeticoes de 50 sementes.

J4 a outra parte das sementes foi transferida para bandejas plasticas,
contendo uma mistura de terra e de areia em proporgdes iguais, a fim de
determinaro NE e a porcentagem de emergéncia (plantulas normais).

Também através de contagens diarias observou-se o nimero de plantulas
emergidas, assim consideradas quando desprenderam do solo. O IVE (indice de
velocidade de emergéncia) foi calculado de acordo com a formula de Maguirre
(1962) referenciada abaixo e a porcentagem de emergéncia (plantulas normais),
apos completa estabilizagdo do estande, foi finalizada aproximadamente aos 80

dias de semeadura.

IVE= E1-'rD| + E}ng . En.l'an
Onde:
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IVE= Indice de Velocidade de Emergéncia
Ey, Es, ..., E;=n° de plintulas emergidas na 1%, 2°, ..., tltima contagem;

Dy, Dy, ..., Dy=n° de dias de semeadura na 1%, 2%, ..., ultima contagem.

Os dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia através do
programa Saeg, seguido pelo teste de média, o de Tukey, a nivel de 5% de
probabilidade.

Experimento 3. Embebicio de sementes de cafeeiro em diferentes
concentracdes de celulase sobre o IVG (indice de velocidade de
germinagiio), porcentagem de germinacio, IVE (indice de velocidade de

emergéncia) e porcentagem de emergéncia

O experimento foi conduzido no Laboratério de Analise: de Sementes do
Departamento de Agricultura/Setor de Sementes da Universidade Federal de
Lavras, utilizando também sementes de cafeeiro da cultivar Aaid do Cerrado,
colhidas na fazenda experimental da EPAMIG, no municipio de Lavras, MG.

Sementes com endocarpo (pergaminho) foram imersas em solucgoes
contendo diferentes concentrages de celulase (1,6; 3,2 e 6,4 g.L™") preparadas
em tampdo citrato de potassio 0,05 M a pH 4,8 e sementes imersas somente em
agua destilada (concentragio 0 de celulase). Os tratamentos de pré-embebicio
variaram de O, 72 ¢ 144 horas. Durante o periodo de imersio, as sementes foram
mantidas em cdmaratipo BOD, numa temperatura constante de 30 °C, sob luz
continua e aeragdc oonstante.

Em seguida, algumas sementes foram colocadas para germinar em rolos
de papel “germitest” umedecidos com dgua destilada, na quantidade de 2,5 vezes
o peso do papel, e mantidas em germinador tipo “Mangelsdorf” sob temperatura
de 30“C.
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Outraparte das sementes foi transferida para bandejas plasticas contendo
uma mistura de terra e de areia em proporgoes iguais e colocada em sala de
crescimento. As avaliagdes foram as mesmas do experimento 2, em que foram
determinados IVG, IVE, porcentagem de germinagdo ¢ porcentagem de
emergeéncia.

O experimento foi constituido de um fatorial 4x3, sendo 4 concentrag&
da enzima: O (imersdo em agua destilada); 1,6; 3,2 e 6,4 g.L"' de celulase e 3
tempos de imersdo (0, 72 e 144 horas de imersdo). O delineamento utilizado foi

em blocos ao acaso, utilizando 4 repeti¢oes com 50 sementes.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Experimento 1

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados da atividade da enzima
celulase em diferentes concentragdes em pergaminho de sementes de cafeeiro.
Observa-se que a quantidade de agucar liberado foi diretamente relacionada com
a concentracdo de enzima, sendo que, em concentra¢des mais elevadas,
aumentou de maneira acentuada a quantidade de agucares redutores produzidos.
Howard e Elliott (1988), fazendo um trabalho com sementes de Euonymus
americanus, verificaram que a quantidade de agucar redutor liberado de
sementes estava diretamente relacionada com a concentragdo de enzima M

solu¢ao enzimatica.
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FIGURA 1- Efeito das Concentragbes de Enzima sobre a velocidade da reacio
em pergaminho de sementes de cafeeiro. UFLA, 2002

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados da atividade da enzima
celulase em diferentes concentragdes de substrato pergaminho. Venfica-se que
na concentragdo de 20 mg de substrato houve maior atividade da awina Na
concentragdo de 40 mg de substrato, houve um decréscimo acentvado devido,
provavelmente, a uma inibigdo parcial da enzima, na concentragd de 80 mg
houve tendéncia de estabilizagio devido a saturagio dos sitios ativos.

Pelos resultados apresentados na Figura 3, referentes a agucares
reduloies vliginarios da sacarificagdo enzimarica 40 pergammho M aplicagdo
exdgena de celulase, observa-se que houve aumento expressivo e linear na
quantidade de agticares redutores liberados nas duas concentragdes (1,6 e 32
g L") a medidh que aumentou o tempo de incubagiio das amostras de substrato
(pergaminho) com a solugio enzimatica.

Notase, também, que hgy = maior atividade enzimatica quando se

utilizou a maior concentracio(3,2 g.L™).
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FIGURA 2- Efeito da Concentragcdo do Substrato sobre a velocidade da reacdo
em pergaminho de sementes de cafceiro. UFLA, 2002.

Howard e Elliott (1988) também constataram que houve aumento na
quantidade de agucares redutores com o aumento do tempo de contato entre
sementes e extratos enzimaticos.
y=17.573x + 10.849

R*=09155

32gL? y="T.7487x + 3.5388
g R =02716

8

Atividade da Celulase (mg
glicose/gMF)

Tempo (Hs)
FIGURA 3- Sacarificagdo enzimatica do pergaminho de sementes de cafeeiro

em solugio de celulase em concentragdes de 1,6 e 3,2 gL
UFLA, 2002.
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2. Experimento 2

Nas Figuras 4 e 5 estdo apresentados os resultados de IVG em sementes
de cafeeiro com endocarpo e sem endocarpo, respectivamente, apos imersio em
soluciio de celulase (1,6 g.L™"), em tampio citrato de potassio 0,05 M, pH 4,8 ¢
em agua em diferentes tempos de imersdo. Em sementes com endocarpo imersas
em celulase no tempo de 72 horas, houve tendéncia de um maior IVG do que
para aquelas imersas em dgua e tampdo, embora ndo tenha havido efeito
significativo. Avaliando o tempo de imersio das sementes com endocarpo nas
solugdes, observa-se que ndo houve diferengas no IVG nos tempos analisados,
com exce¢do para as sementes imersas em agua por 144 horas, para as quais o
IVG foi estatisticamente superior ao daquelas imersas por um menor periodo
(Figura 4).

Figura 4- indice de velocidade de germinagio (IVG) em sementes de cafeeiro
com endocarpo ap6s a imersio por diferentes periodos em solugio de
celulase, tampdo citrato de potassio 0,05 M e agua.
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“Médias segnidas pela mesma letra maiiiscula entre tempos de imersio dentro de cada
substincia ¢ mimisculas entre substincias dentro de cada tempo nio diferem entre si pe:lo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Guimarées (2000) constatou que tratamento de sementes de cafeeiro em
agua por 8 dias, a 30° C, aumenta a taxa de germinacdo. Neste mesmo sentido,
Camargo (1998) verificou que 0 IVG aumentou de 1,34, no tratamento controle,
para 2,72 em sementes imersas em agua por 9 dias. Verifica-se que sementes
sem endocarpo apresentaram IVG superior as sementes com endocarpo, em

todas as solugdes de imers3o analisadas (Figura 5).

Figura 5- indice de velocidade de germinagdo (JVG) em sementes de cafeeiro
sem endocarpo apés a imersio por diferentes periodos em solugéio de
celulase, tampao citrato de potassio 0,05 M e agua.
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“Médias sequidas pela mesma letra maiiiscula entre. tempos de imersdo dentro de cada
substancia e minisculas entre substancias dentro de cada tempo nfo diferem entre si pela
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Estes resultados confirmam os obtidos por Guimardes (1995), Franga
(1970) e Rena e Maestri (1986), que verificaram que a reirada manual do
endocarpo da semente é uma pratica que contribui para acelerar a germinagio de
sementes de cafeeiro. Segundo Lima (1999), sementes de cafeeiro com
endocarpo absorvem menor quantidade de agua em relagdo as sementes sem
endocarpo,

Gs maiores indices de velocidade de germinagdo em sementes sem

endocarpo ocorreram em sementes imersas por 144 horas (Figura 5),
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evidenciando que a imersdo por um periodo mais longo faz com que as sementes
passem pelas fases preparatorias a germinagio mais rapidamente que as nio
imersas, ocorrendo a germinagio mais depressa. De uma maneira geral foi
verificado um aumento partindo da auséncia de imersdo (0 hora) até 144 horas,
nas trés solugdes avaliadas. Foi constatado que os tratamentos em que as
sementes foram imersas por um periodo mais longo apresentaram melhores
resultados.

Nas Figuras 6 e 7 estio apresentados os resultados de porcentagem de
germinagio de sementes de cafeeiro com e sem endocarpo, respectivamente, que
foram imersas por diferentes periodos em solugdo de celulase, solugio tampao e
agua. Observa-se que sementes com endocarpo apresentaram porcentagem de
germinagdo inferior as sementes sem endocarpo devide ao endocarpo ser uma
barreira que dificulta a entrada de agua, culminando com a lentidio na
velocidade de germmacio das sementes de cafeeiro. Sementes com endocarpo
imersas em celulase por 48 e 144 horas e em agua por 144 horas apresentaram
porcentagens de germinagdo superiores (Figura 6).

Em sementes sem endocarpo, ndo foram venficadas diferencas entre os
tempos de imersdo. Nio houve diferengas entre as solugdes de imersio, e a
porcentagem de germinacéo foi superior em relagdo as sementes com endocarpo
(Figura 7).
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Figura 6- Porcentagem de germinagdo de sementes de cafeeiro com endocarpo
apos a imers3o por diferentes periodos em solugdo de celulase, tampao
citrato de potassio 0,05 M e agua.
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“Médias sequidas pela mesma letra mafiiscula entre tempos de imersdo dentro de cada
substincia e mimisculas entre substancias dentro de cadatempo ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 7- Porcentagem de germinagdo de sementes de cafeeiro sem endocarpo
ap6s a imersdo por diferentes periodos em solugdo de celulase, tampéo
citrato de potassio 0,05 M e agua.
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'Médias seguidas pela mesma letra maifiscula entre tempos de imersdo dentro de cada
substiincia e mimisculas entre substincias dentro de cada tempo nfio diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Nas Figuras 8§ e 9 estio apresentados os resultados de IVE de sementes
de cafeeiro com e sem endocarpo, respectivamente, que foram imersas em
solugdo de celulase (1,6 g,L"}, tampdo e agua. Verifica-se que assim como para
o IVG e porcentagem de germinagdo, que o IVE foi menor em sementes com o
endocarpo (Figura 8). Neste tipo de sementes quando imersas em agua se
destacaram apresentando melhores indices em 24 horas de imersdo e o maior
IVE foi obtido quando estas foram imersas em agua por 24 horas, e os demais
tempos ndo diferiram entre si (Figura 9).

Figura 8- IVE de sementes de cafeeiro com endocarpo apos a imersdo par
diferentes periodos em solugdo de celulase, tampdo citrato de potassio

0,05 M e dgua.
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“Médias seguidas pela mesma letra maiiscula entre tempos de imersfo dentro de cacla
substincia e minfisculas entre substincias dentro de cada tempo de imersio nio diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Em sementes com endocarpo, nio houve efeito significativo da solugio
de imersio sobre o IVE, em todos os tempos analisados (Figura 8), o que nio foi
observado para sementes sem endocarpo onde as imersas em agua apresentaram,
em média, maior IVE, seguidas do tampéo e, por ultimo, da celulase (Figura 9).
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Figura 9- IVE de sementes de cafeeiro sem endocarpo apds a imersdo por
diferentes periodos am solugdo de celulase, tampao citrato de potassio
0,05 M e agua.
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“Médias seguidas pela mesma letra maiiscula entre tempos de imersdo dentro de cada
substincia ¢ mindsculas entre substincias dentro de cada tempo de imersdo nio diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Nas Figuras 10 e 11 estdo apresentadas as porcentagens de emergéncia
de sementes de cafeeiro com e sem endocarpo, respectivamente, imersas em
celulase (1,6 2.L"'), tampao e 4gua. Observa-se que houve um comportamento
semelhante ao das demais caracteristicas avaliadas, ou seja, a porcentagem de
emergéncia de sementes com endocarpo foi inferior @ das sementes com
auséncia deste. Analisando o efeito do tempo de imersdo sobre o tipo de solugdo
em sementes com endocarpo foi verificado que o tempo ndo exerceu influéncia
significativa sobre a emergéncia das plantulas (Figura 10). Para sementes sem
endocarpo, apenas aquelas imersas 144 horas em celulase diferiram

estatisticamente dos demais, apresentando menor porcentagem de emergéncia
(Figura 11).
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Figura 10- Porcentagem de emergéncia de sementes de cafeeiro com endocarpo
apos a imersdo por diferentes periodos em solugdo de celulase,
tampdo citrato de potassio 0,05 M e agua.
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“Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre tempos de imersio dentro de cada
substincia ¢ mimisculas entre substincias dentro de cada tempo de imersio nio diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 11- Porcentagem de emergéncia de sementes de cafeeiro sem endocarn3o
apos a imersdo por diferentes periodos em solugdo de celulaste,
tampédo citrato de potassio 0,05 M e agua.
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“Médias seguidas pela mesma letra maitiscula entre tempos de imersdo dentro de cada
substincia e mimisculas entre substincias dentro de cada tempo nio diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. Experimento 3

Na figura 12 estdo apresentados os resultados de IVG de sementes de
cafeeiro submetidas a diferentes tempos € concentragdes de celulase (0; 1,6, 3,2;
6,4 ¢.L'"). Verifica-se que as sementes que foram imersas em solugfio enzimética
apresentaram resultados superiores de indice de velocidade de germinacdo se
comparadas com aquelas imersas somente em &gua (ou seja, cacentragdo 0 de
celulase), sendo que na concentracdio mais elevada (6,4 g.L'), as sementes
apresentaram maior indice do que na menores concentragdes testadas, que nio

diferiram entre si.

FIGURA 12-indice de velocidade de germinacao (IVG) de sementes de cafesiro
submetidas, por diferentes tempos de imersfo, a diferentes
concentragoes de celulase. LAVRAS, UFLA, 2002.

MmO h Tmersio
B 72h Imersdo
E 144 h Imersdo
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Meédias seguidas pela mesma letra maiiscula entre os tempos de imersdo dentro de cada
substancia ¢ mimisculas entre as snbstancias dentro de cada tempo ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de prababilidade.

Em 72 horas de imersio as 2 maiores concentra¢bes da enzima
proporcionararn maiores resultados (Figura 12). As sementes imersas em

solucio de celulase por 144 horas apresentaram resultados superiores,
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demonstrando ser necessario maior tempo de contato das sementes com a
solugio enzimatica. Melhor IVG foi obtido pelas sementes imersas na maior
concentragdo, ou seja, 6,4 gL

Na Figura 13, estio apresentados os resultados de porcentagem de
germinagdo de sementes de cafeeiro submetidas a diferentes tempos e
concentragdes de celulase (0; 1,6; 3,2; 6,4 gL'). As sementes imersas por 144
horas apresentaram melhores porcentagens de germinagdo, enquanto aquelas
imersas por 0 e 72 horas nio diferiram estatisticamente entre si. Resultados
semelhantes foram encontrados por Howard e Elliott (1988), que verificaram
que houve aumento na porcentagem de germinagio de sementes de Euonymus
americanus quando houve maior tempo de contato entre sementes e enzima
Provavelmente, 0 menor tempo de contato das sementes de cafeeiro com =
solugio enzimatica ndo tenha sido suficiente para a enzima degrada
suficientemente o endocarpo da semente e permitir que a germinacio OCOITesse!
mais rapidamente.

Quando se analisou o efeito das concentragdes de imersdo sobre os
tempos, foi verificado que celulase, em qualquer uma das concentragbes
estudadas, apresentou efeito positivo na porcentagem de sementes germinadas.
Entre estas concentragbes, 6,4 g.L" foi estatisticamente superior as demais, 1,6 ¢
3,2 gL', que ndo diferiram entre si. Howard e Elliott (1988) também
constataram que o preparo enzimatico de celulase mais concentrado causou
maior porcentagem de germinagio em sementes de E. americanus do que em
solugbes menos concentradas.

Sementes imersas durante 72 horas em solugdo de celulase apresentan1
maior germinagdo, sendo esta mais acentuada nas duas maiores concentragdes
Reforgando os resultados obtidos para IVG, em 144 horas de imersio em
celulase foi encontrado um efeito positivo na porcentagem de germinagdo,
quando comparado com a imersio em agua.
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FIQJRA 13- Porcentagem da germinagdo de sementes de cafeeiro submetidas,
por diferentes tenpos de imersdo, a diferentes concentragoes de
celulase. LAVRAS, UFLA, 2002.
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Entre as concentraches de celulase estudadas, sementes imersas M
concentragdode 6,4 g.L'" apresentaram resuttados superiores, atingindo 52% de
germinacdo, sendo que as sementes imersas em concentragdes mais baixas
apresentaram resultadas inferiores, porém nao diferentes entre si, 31,5 ¢ 24,0 %
paral,6e3,2 gL, respectivamente (Figura 13).

Na Figura 14, referente ao indice de velocidade de emergéncia de
sementes de cafeeiro imersas em diferentes concentra¢des da enzima celulase,
foi verificado que s6 houve diferencas no tempo de imersdo de 144 horas,
quando se utilizou celulase M concentracio de 1,6 g.L™, em que foi constatado o

menor indice, comparado cam outros tempos ¢ solu¢des de imersdo analisados.
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FIGURA 14- Indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de cafeeiro
submetidas, por diferentes tempos de imersdo, a diferentes
concentragdes de celulase. LAVREAS, UFLA, 2002.
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Pelos resultados apresentados na Figura 15, referentes a porcentagem der
emergéncia, verifica-se que ndo houve diferengas significativas entre as
caracteristicas avaliadas. Estes resultados provavelmente se devem a acdo dos
microrganismos presentes no substrato (solo), que aceleraram o processo de
degradagdo do pergaminho das sementes, conforme descrito por Guimaries
(1995), diferenciando este dos resultados do teste de germinagio em meic
asseéptico, onde foi verificada uma agdo positiva da enzima diminuindo o tempc
de germinagiio dessas sementes.
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FIGURA 15- Porcentagem de emergéncia de sementes de cafeeiro submetidas,
por diferentes tempos de imersdo, a diferentes concentracdes de
celulase. LAVRAS, UFLA, 2002.
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5 CONCLUSOES

- A hidrélise do endocarpo do cafeeiro “in vitro” ¢é diretamente
proporcional a concentragido da enzima celulase utilizada;

- A hidrolise do endocarpo de sementes do cafeeiro ¢resce linearmente
em fung¢io do tempo de exposigdo a enzima celulase;

- Sementes sem endocarpo apresentam maiores IVG, IVE, germinagao e
emergénciaque as sementes com endocarpo;

- A enzima celulase na concentragdode 6,4 g.L"” proporciona maior IVG
e porcentagem de germinagdo quando as sementes ficam em contato com a

solucdopor 144 horas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos demonstraram que a celulase, embora
proporcione melhora na germinagdo das sementes de cafeeiro,
ainda ndo proporcionou ganho representativo para o uso dos
viveiristas, sendo ainda pouco expressiva comercialmente, Em
estudos futuros, sugere-se testar outras enzimas, como fosfatases,

fitases, peroxidases, endo-B-mananase, outros tampdes, pHs, etc.
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ANEXOS A

TABELA 1A- Resumo da analise de variancia relativa ao IVG, Porcentagem de
germinacdo, IVE e Porcaitagem de emergéncia em sementes de cafeeiro apés a
imersdo, por diferentes jeriodos, em solugio de celulase (1,6 g.L'™"), tampio

citrato de potassio 0,05 M pH 4,8 € a8Ua. ..c.oeeveeeeereereerereereesreeseesereesseseeanees 38

TABELA 2A- Resumo da analise de varidncia relativa ao ao IVG, Porcentagem
de germinagdo, IVE e Pacentagem de emergéncia em sementes de cafeeiro que
foram submetidas, por dferentes tempos de imersio, a diferentes concentragdes
de celulase (0; 1,6; 3,2 8 8,4 .L1).. oottt e 38
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TABELA 1A - Resumo da analise de variancia relativa ao IVG, Germinagio,
IVE e Porcentagem de emergéncia de sementes de cafeeiro
apos imersdo por diferentes periodos em solugdo de celulase
(1,6 g.L'"), tampio citrato de potassio 0,05 M e da agua.

UFLA, Lavras, 2002.
Fontes de Variagdo GL Cuadrado médio
IVG % GERM IVE % EMERG

Total 119

Total de reduggo 32 2697031" 7414346 07027422 1518281
Repetigdo (REPE) 3 0,1896666E-01™  5.900000™ 0,4416022 2,386111™
Tempo imersdo (TEMP) 4 3205892 219,1333. 0,1559616™ 1175,867
Solugdo imersdo (SOM) 2 0,1546407 119,6333 0,1950431™ 324,0583:
Tipo de Semente (TISE) 1 839,8405' 2335536 16,84501' 23660.21
TEMP*SOIM g 0,7236899E01  100,5083 0,1300266™ 6162042
TEMP*TISE 4 2077897 179,1333' 04106884’ 2065,667
SOIM*TISE 2 0,1913273' 91,03333' 0,1315833% 353,2583:
TEMP*SOIM*TISE 8 0,9332224E-01° 1086583  04473332E01  708,4042
Residuo 87 . 0.2769947EGL 1562397 07207119801 5891781
Média Geral 27823 53,717 0,93233 82,358
Coeficiente Variacao 59817 7,3585 28,795 2,9472
*Significativoa nivel de §% de probabilidade

"N&osignificativo

TABELA 2A- Resumo da analise de varidncia relativa ao IVG, Porcentagem de
germinagdo, N E e Porcentagem de emergéncia de sementes de
cafeeiro submetidas por diferentes tempos de imersdo em
diferentes concentragdes de celulase (0;1,6; 3,2 e 6,4 g.L).

LAVRAS, UELA, 2002.
Fontes de Variagio GL Quadrado médio
VG % GERM IVE %
EMERG

Total 47

Total de redugzo 14 02450797 6563810'  0,2444180E-01  220,4642™
Repetigao (REPE) 3 0,1051639E-01™  3622222™  0,9822690E-02™  84,52778™
SolugZo imersdo (SOIM) 3 0,2458216: 590,445 0,2955602E-01"  237,6389™
Terpo imersio (TEMP) 2 0,7159199 1966,583°  0,5220288E-01  322,5833%
TEMP*SOIM 6 02050437 562,6945' 0,1994057B-01™  245,8056™
Residuo 33 0,7769614E-02 13,73736 0,1146203E-01 168,1036
Média Geral 025425 15,333 0,54623 68308
Coeficiente Variagio 34,669 24,172 19.600 19,009
'Significativo a nivel de 5% de probabilidade

"N4osignificativo
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