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RESUMO

CLEMENTE, Aline da Consolagdo Sampaio. Adequagdo da metodologia do
teste de tetrazolio para avaliacdo da viabilidade de sementes de café no
armazenamento. 2009. 49p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A germinagdo de sementes de café ocorre de forma lenta e desuniforme,
o que dificulta a obtencao de resultados da avaliacdo da qualidade de lotes em
tempo habil para formac¢do de mudas. Um dos fatores que atrasa a germinagao ¢
a presenga do pergaminho que age como uma barreira fisica a entrada de agua e
gases. O teste de tetrazolio é uma alternativa para avaliacdo rapida da
viabilidade de sementes e vem sendo adotada para a comercializacdo dessa
espécie. A pesquisa foi realizada em duas fases visando adequar a metodologia
de realizagdo do teste de tetrazolio para reduzir o tempo de preparo das sementes
e o tempo de conducdo do teste. Na primeira fase foi comparado o uso de
hipoclorito de sédio (200 ml de NaClO a 5%) na remog¢do do pergaminho com a
remoc¢do manual e o tempo de embebicdo das sementes (36 e 48 horas) para
extragdo do embrido em quatro lotes de cinco cultivares de cafeeiro com
qualidade e umidade variaveis. Na segunda fase foi comparada a remoc¢do do
pergaminho manualmente com a remog¢ao com hipoclorito de sddio (200 ml de
NaClO a 5%) em sementes de cinco cultivares de cafeeiro armazenadas por 6
meses. Além do teste de tetrazolio, foram avaliadas a germinagao e determinada
a umidade inicial dos lotes de sementes e a cada 30 dias durante o
armazenamento. Os resultados de viabilidade pelo teste de tetrazdlio foram
comparados com os de germinacdo. Conclui-se que, o uso do hipoclorito de
sodio na concentragdo de 5% por 6 horas de embebicdo ndo ¢é eficiente para a
retirada do pergaminho e afeta negativamente os resultados do teste de tetrazolio
em semente de café com umidade abaixo de 25%. O periodo de embebicdo de
sementes de café por 48 horas na fase de preparo, para a realizagdo do teste de
tetrazolio, facilita a extragdo dos embrides, ndo afetando os resultados do teste.
O teste de tetrazolio em sementes de café com diferentes niveis de umidade e
deterioracdo deve ser realizado com a retirada manual do pergaminho.

* Comité Orientador: Prof®. Dr*. Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA
(Orientadora), Prof. Dr. Renato Mendes Guimardes — UFLA ¢ Prof.
Dr. José Rubens Guimardes — UFLA



ABSTRACT
CLEMENTE, Aline da Consola¢do Sampaio. Adaptation of the methodology
of the tetrazolium test to assess the viability of coffee seeds during storage.
2009. 49p. Dissertation (Master in Crop Science)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG."

Germination of coffee seeds occurs in a slow and uneven way, making it
difficult to obtain results of quality evaluation of lots in time for the propagation.
One of the factors that delay germination is the presence of parchment that acts
as a physical barrier to water and gases entrance. The tetrazolium test is an
alternative for fast evaluation of seeds viability and has been adopted for the
commercialization of this specie. The research was conducted in two phases
aiming to adequate the methodology of the tetrazolium test, to reduce the pre-
conditioning time of seeds and time to conduct the test. In the first phase we
compared the use of sodium hypochlorite (200 ml NaCl 5%), in removing the
parchment, with manual removal; and seeds imbibition time (36 and 48 hours)
for extraction of the embryo in four lots of five coffee cultivars with variable
quality and moisture content. In the second phase it was compared the manual
removal of the parchment with the removal with sodium hypochlorite (200 ml
NaCl 5%) in seeds of five coffee cultivars stored for 6 months. Besides the
tetrazolium test, it was evaluated germination and determined the initial
moisture of the lots of seed, at every 30 days during the storage period. The
results of viability by tetrazolium test were compared with those from
germination. We conclude that the use of sodium hypochlorite at a concentration
of 5% for 6 hours of imbibition is not effective for removing the parchment and
affects negatively the results of the tetrazolium test in coffee seeds with moisture
content below 25%. The imbibition period of coffee seeds for 48 hours in the
preparation phase, for the realization of the tetrazolium test, facilitates embryos
extraction, without affecting the test results. The tetrazolium test in coffee seeds
with different moisture and deterioration levels must be performed with the
manual removal of the parchment.

* Guidance Committee: Prof. Dr. Maria Laene Moreira de Carvalho - UFLA
(Major Professor), Prof. Dr. Renato Mendes Guimaraes — UFLA, Prof.
Dr. José Rubens Guimaraes - UFLA
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o pais maior produtor mundial de café, sendo responsavel por
30% do mercado internacional. A producdo nacional para safra de 2009 esta
estimada em 37,9 milhdes de sacas de café beneficiado, sendo que o estado de
Minas Gerais € responsavel por 48,6% da produgdo nacional, ou seja, 18,4
milhdes de sacas (Companhia Nacional de Abastecimento-CONAB, 2009).

Como a implantacdo da cultura do cafeeiro ¢ feita por mudas, devido a
facilidade de plantio e redug¢do do custo de formacdo do cafezal, requer a
utilizagdo de sementes de alta qualidade para a formagdo dos viveiros. No
entanto, nem sempre os produtores podem contar com sementes de alta
qualidade, pelas suas caracteristicas relacionadas a sensibilidade a dessecagdo, o
que faz com que as sementes armazenadas por periodos relativamente curtos, até
6 meses, tenham sua qualidade diminuida. Além disso, a sua lenta germinagao
dificulta a avaliacdo da qualidade de lotes comerciais, sendo que a principal
causa da lentiddo do processo de germinagdo ¢ a presenca do pergaminho, que
constitui numa barreira a entrada de gases e agua.

Testes que possam reduzir o tempo de avaliagdo do potencial fisiologico
das sementes de café poderia permitir a tomada de decisdes antecipadas, durante
as operagoes de colheita, recepcdo, beneficiamento, comercializa¢do e formagéo
de mudas, diminuindo riscos e prejuizos. O teste de tetrazdlio, caracterizado pela
sua rapidez, pode ser usado para a analise da viabilidade das sementes de café de
acordo com a Portaria n° 482, de 29 de novembro de 2001, do Instituto Mineiro
de Agropecuaria-IMA (2001), porém ainda existem dividas sobre a
aplicabilidade do teste para os diversos materiais genéticos com diferentes niveis
de qualidade e as metodologias citadas na literatura sdo controversas

demandando estudos que definam técnicas seguras para a utilizagdo do teste de



tetrazolio. Além disso, a adequacdo da técnica visando a diminuigdo do tempo
de embebicdo ou de extragdo do embrido, bem como a utilizagdo de métodos
mais rapidos para a retirada do pergaminho, poderia proporcionar maior rapidez
de obtengdo dos resultados.

Assim, a pesquisa foi realizada com o objetivo de verificar o efeito do
hipoclorito de sédio na retirada do endocarpo, do tempo de embebicdo para a
extragdo do embrido, e definir uma metodologia para a realizacdo do teste de
tetrazolio em sementes de café de diferentes cultivares com diferentes niveis de

qualidade.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Germinacéo e viabilidade de sementes de café

A germinagdo de sementes, em um teste de laboratorio, ¢ a emergéncia
ou desenvolvimento da plantula até um estadio em que os aspectos de suas
estruturas essenciais indiquem a maior ou menor possibilidade de se
transformarem em uma planta produtiva sob condi¢des favoraveis no solo
(International Rules for Seed Testing-ISTA, 2007).

Sementes de café germinam de forma lenta e desuniforme e varios
fatores podem estar relacionados com esse comportamento. Entre eles podem ser
citados a desuniformidade de maturagdo dos frutos, os mecanismos que regem
processos de maturacdo e os processos de pods-colheita, como secagem e
armazenamento (Bewley & Black, 1994), a presenca do endocarpo ou
“pergaminho” (Guimaraes, 1995), a presenca do espermoderma, também
conhecido como “pelicula prateada” devido a presenca de inibidores naturais
como a cafeina (Pereira et al., 2002).

Na realizagdo do teste de germinacdo o periodo entre a semeadura e a
formagdo de plantulas normais demanda cerca de 30 dias, sob condicdes ideais
no laboratorio de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil,
1992). Este tempo ¢ considerado longo, atrasando a comercializagdo das
sementes e posteriormente o processo de semeadura e de formacdo de mudas.

Alguns estudos t€m buscado alternativas para antecipar a obtencao de
sementes e consequentemente acelerarem o processo de formagdo de mudas ou
mesmo da realizacao de testes para avaliagdo do potencial fisiologico dos lotes.
Uma alternativa estudada foi a da antecipacdo da colheita de sementes em
estadios iniciais de maturagdo (Carvalho & Alvarenga, 1979; Veiga, 2005),

porém sem sucesso comprovando que as sementes apresentam melhor qualidade



fisiologica quando oriundas de frutos no estadio cereja inviabilizando a colheita
antecipada dos frutos.

A remogdo do endocarpo, também conhecido como pergaminho, ¢ uma
alternativa apresentada para acelerar o processo de andlise de sementes de cafg,
visto que a presenga desta estrutura ¢ um dos principais fatores que atrasa a
germinagdo constituindo numa barreira fisica a entrada de oxigénio e dgua no
interior da semente e secundariamente dificultando a expansdo do volume.
Assim a remocdo do pergaminho ¢ de fundamental importancia para acelerar a
germinacdo das sementes de café (Guimardes, 1995). Além da barreira a entrada
de agua e gases, o pergaminho também dificulta o crescimento do embrido,
através de mecanismo inerente a sua rigidez (Valio, 1976).

O pergaminho da semente de café ¢ um componente fibroso que
representa de 28,7 a 38,8% da casca (Teixeira, 1999) e ¢ composto basicamente
por 37% de celulose, 25 % de hemicelulose e de 9,3 a 13,5% de lignina em base
seca (Ribeiro Filho, 1998; Barcelos et al., 2002) e tais componentes conferem ao
pergaminho textura rigida e impermeabilidade ao tecido.

Aratgjo et al. (2004) relatam que a remogdo do pergaminho deve ser
realizada de forma criteriosa, para ndo causar danos ao embrido que estd
localizado em uma camada superficial do endosperma da semente, sendo o mais
indicado a remog¢do manual do pergaminho. Contudo, este procedimento ¢
bastante trabalhoso ja que as sementes sdo manuseadas individualmente
aumentando o tempo gasto na preparacdo das sementes para a realizagdo do
teste, além de demandar muita mio-de-obra. Desta forma torna-se necessaria a
investigacdo de outras formas de remoc¢do do pergaminho, além da remocdo
manual, sendo uma alternativa a utilizagdo do hipoclorito de sodio (NaClO) para
a degradagdo do pergaminho, técnica investigada por Meirelles et al. (2007),

Lima (2008) e Sofiatti et al. (2009) com alguns resultados satisfatorios.



Meireles et al. (2007) utilizando uma metodologia para realizacdo do
teste de germinagdo em sementes de café, SECAFE, observaram resultados
eficientes com o uso da solugdo de hipoclorito de sédio na degradagdo do
pergaminho. Os mesmos autores concluiram que a imersdo das sementes em
solucdo de hipoclorito de sédio na concentragdo de 5,0% durante 6 horas foi
suficiente para degradar o pergaminho de sementes com 28% de umidade, com
conseqliente melhora na germinacdo e vigor das sementes de café em
laboratorio.

Em trabalhos posteriores, Sofiatti et al. (2009) estudaram o efeito do
hipoclorito de so6dio em sementes de café com ampla faixa de umidade (13 a
33%) e constataram que a umidade da semente pode interferir na agdo do
hipoclorito de sodio. Os autores relatam que, a solucdo na concentragcdo de 6%
por 3 horas foi eficiente para a degradacdo do pergaminho quando as sementes
se encontram com 23 a 33% de umidade ao passo que, para sementes com
umidade abaixo desses valores, observa-se um efeito negativo do NaClO nas
sementes de café nos resultados do teste de germinagdo. Também Lima (2008)
estudando o efeito do hipoclorito de sodio na germinagdo de sementes e
emergéncia de plantulas de cafeeiro observou que a imersdo de sementes com
teor de agua de 12, 16 e 20% em solucdo de hipoclorito nas concentracdes 3, 4 e
5% foi tdo eficiente quando a remogdo manual do pergaminho, para aumentar e
acelerar a emergéncia de plantulas, em condigdes de viveiro.

O hipoclorito de sodio ¢ utilizado em laboratorios na escarificagdo de
sementes de varias espécies que apresentam dorméncia sendo recomendado
pelas Regras de analise de sementes para esse fim (Brasil, 1992). Esta substancia
¢ usada na degradagdo de tegumentos rigidos, viabilizando a entrada de agua e
gases no interior das sementes. Na industria de celulose, o hipoclorito de sodio é
utilizado para degradar a lignina através da acdo da molécula de cloro fazendo

com que ocorram rea¢des de substituicdo, oxidagdo e adi¢do do cloro ao anel



aromatico presente na lignina (Hise, 1996). No caso do pergaminho de sementes
de café, que possui alto teor de lignina na sua composi¢do, ¢ provavel que este
seja degradado quando em contato com o hipoclorito de sddio, por meio dessas
reagoes.

No entanto, ndo ¢ muito clara a agdo do hipoclorito de s6dio no interior
da semente. Em soluc¢do aquosa, acontece a seguinte reacdo: NaOCl + H,O <
NaOH + HOCI «<» Na" + OH + H" + OCI. O 4cido hipocloroso (HOCI),
quando em contato com tecido orgédnico age como um solvente, liberando cloro
que, combinado com as proteinas do grupo amina, formam cloraminas e
juntamente com os ions hipoclorito (OCI") provocam a degradagio e hidrdlise de
aminoacidos (Estrela et al., 2002). Devido a tais caracteristicas, o acido
hipocloroso e os ions hipoclorito em contato com o endosperma e embrido da
semente podem ter efeitos negativos na qualidade da semente.

Além do teste de germinacdo, o teste de tetraz6lio vem se consagrando
como um método eficaz para verificacdo da viabilidade dos lotes como op¢ao de
testes rapidos e seguros para avaliagdo da qualidade de sementes de café.

A viabilidade ¢ definida como a estimativa do potencial de germinacéo e
o teste de tetrazélio pode ser utilizado para determinar a viabilidade das
sementes, principalmente quando estas apresentam germinacdo lenta (ISTA,
2007).

O teste de tetrazolio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases,
que reduzem o sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio nos tecidos vivos da
semente, pela reacdo de ions de hidrogénio que sdo transferidos para o referido
sal (Delouche et al., 1976). A redugdo do sal ocorre apenas nas células vivas,
resultando na formagdo do trifenilformazam, composto vermelho e indifusivel
que confere cor vermelha ao tecido vivo.

Para a utilizacdo do teste de tetrazolio na avaliacdo de viabilidade de

sementes € necessario o treinamento do analista, além de metodologia especifica



para cada espécie (Marcos Filho et al., 1987). A maior dificuldade na aplicacdo
do teste de tetrazolio, em sementes de café, consiste na metodologia a ser
adotada para sua condugdo, uma vez que, o embrido que precisa entrar em
contato direto com a solucdo, encontra-se envolvido por tecidos do endosperma.

A metodologia do teste de tetrazélio € descrita nas Regras para Analise
de Sementes (RAS) (Brasil, 1992) como uma alternativa para a verificacdo do
potencial de germinacdo de lotes de sementes de café. Pelas RAS, deve-se retirar
o pergaminho manualmente, embeber as sementes em agua por 18 horas, em
seguida fazer um corte longitudinal, iniciado pela concavidade, e remover o
pericarpo na regido onde se encontra o embrido, deixando-o mais exposto; ou
cortar a semente na sua extremidade distal, em torno de % do seu tamanho. Estas
porcdes devem ser embebidas em solugdo de tetrazédlio a 1% por 24 a 28 horas a
30°C. Apos a coloragdo, o embrido deve ser separado do endosperma para
posterior avaliacao.

Ja Dias & Silva (1986) recomendam um periodo de pré-embebicdo das
sementes em agua de 18 a 24 horas a 30°C, e enquanto que Vieira et al. (1998)
relatam que o periodo de condicionamento das sementes varia em funcdo da
idade das mesmas, sendo indicado 18 a 24 horas para sementes recém-colhidas
ao passo que sementes de safras anteriores devem ser embebidas por 72 horas.
Apos o pré-condicionamento ambos os autores sugerem o corte de parte do
endosperma portando o embrido e que tais por¢des (endosperma + embrido)
sejam embebidas em solucdo de tetrazdlio a 0,1% por 14 a 16 horas a
temperatura de 30°C (Dias & Silva, 1986), ou fazer a extracdo completa dos
embrides (Vieira et al.,, 1998). Na sequéncia, o embrido ¢ desligado do
endosperma e classificado em viavel ou inviavel.

Em trabalhos de pesquisa realizados com intuito de adaptar testes
rapidos para a avaliagdo da qualidade de sementes de café, alguns autores

utilizaram o teste de tetrazolio, além da germinag@o, como base de comparacio



com os resultados da nova técnica. Figueiredo (2000), em estudos do teste pH do
exsudato — fenolftaleina para estimar a viabilidade de sementes de café, realizou
o teste de tetrazolio através de modificacdes das metodologias existentes. Para
isso, as sementes de café¢ foram embebidas em agua por 52 horas a 25° C e em
seguida foi realizado corte longitudinal sobre o eixo embrionario das sementes
de modo a expor o embrido. A coloracdo procedeu-se apds o corte, onde as
sementes foram embebidas em solugdo de tetrazdlio na concentragdo de 0,25%
por 16 horas na auséncia de luz a temperatura de 25° C. Pelos resultados desta
pesquisa, sdo observadas pequenas diferencas (3% a 5%) entre os percentuais de
viabilidade e germinacdo para todos os lotes de sementes utilizados na pesquisa.

Na mesma linha de pesquisa, Costa (2003) realizou o teste de tetrazolio
para utilizar os resultados como base de comparagdo com resultados de
condutividade elétrica em sementes de café. O mesmo autor também adotou
algumas modificagdes nas metodologias propostas para realizagdo do teste de
tetrazolio, a citar a embebicao das sementes por 36 horas & temperatura de 25°C,
extracdo completa do embrido e em seguida foi realizada a coloracdo com
embebicdo dos embrides em solugdo de tetrazolio a 0,5% por 3 horas a 30° C.
Foi possivel observar diferencas na faixa de 0 a 19 % entre os resultados de
germinacao e tetrazélio de 10 lotes de sementes de café utilizados neste trabalho.

O teste de tetrazdlio em sementes de café ¢ realizado atualmente apenas
em laboratorios do Instituto Agrondomico do Parana (IAPAR) em pesquisas e
como um teste de rotina no laboratorio da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), e de acordo com o observado, fica evidente que as metodologias
existentes tornam a realizagdo do teste extremamente trabalhosa (Carvalho,
2009).

Pelo exposto, entende-se que as metodologias propostas sdo divergentes
quanto ao tempo de embebigdo, tempo de coloragdo e concentragdo da solugdo

de tetrazolio, o que dificulta a adogdo do teste em trabalhos de pesquisa e rotina



e que podem levar a resultados de viabilidade que ndo condizem com a
qualidade real das sementes. Desta forma, a definicdo da metodologia para
execucdo do teste e a confirmagdo da eficiéncia desta na predi¢do do potencial

de viabilidade de sementes de café sdo de extrema importancia.

2.2 Deterioracéo de sementes de café no armazenamento

A avaliagdo da qualidade de sementes de café ao longo do
armazenamento ¢ dificultada por varios aspectos, sendo o mais importante a
deterioracdo fungica e fisiologica das sementes. A presenga de microorganismos
em sementes € observada em maior nivel ao longo do armazenamento, ¢ pode
aumentar significativamente, quando as sementes sdo armazenadas como
umidade alta, causando reducdo na viabilidade e vigor das sementes de café,
principalmente quando o armazenamento ¢ realizado em condigdes nao
controladas (Braccini et al., 1999).

A alta umidade das sementes, somada as temperaturas mais elevadas,
contribuiu para a elevagdo da incidéncia de patdgenos nas sementes (Braccini et
al., 2008). Levando-se em consideracdo que o teste de germinagdo em
laboratdrio ¢ realizado sob condi¢des ideais de umidade e temperatura para a
germinacdo das sementes, essas condigdes também propiciam 0o
desenvolvimento de fungos, durante o teste. O ambiente favoravel somado ao
tempo de germinagdo das sementes, de aproximadamente 30 dias, contribui para
a disseminagdo dos fungos de sementes infestadas para sementes sadias, o que
pode prejudicar a avaliacdo da qualidade das sementes de café ao final do teste
de germinacao.

Além da agdo prejudicial de microorganismos, as sementes de café
apresentam sensibilidade a dessecago, tendo como consequéncia a perda do
poder germinativo quando estas atingem baixos niveis de umidade (Ellis et al.,

1990).



Devido a rapida perda da viabilidade relacionada a baixa tolerancia a
secagem, inicialmente, as sementes de café¢ foram enquadradas no grupo das
recalcitrantes (Roberts, 1973), porém Ellis et al. (1990) observaram que a
classificagdo ndo poderia ser justificada, uma vez que sementes de café
sobrevivem a secagem ao conteudo de dgua inferior a 20%, que ¢ normalmente o
teor de agua limiar para sementes recalcitrante. No entanto, as sementes nao
sobreviver dissecagdo completa ou os efeitos combinados da dessecacdo e baixa
temperatura Dessa forma, o mesmo autor classificou as sementes de cafeeiro
como intermediarias, incluindo esta categoria a classificagdo de Roberts (1973).
Assim, passou a ser aceita a classificacdo (Hong & Ellis, 1996) que admite as
sementes “ortodoxas” (toleram secadas a graus de umidade proximos de 5%),
“intermediarias” (toleram secadas a graus de umidade em torno de 10-12,5% e
tém a viabilidade reduzida em umidades inferiores) e “recalcitrantes” (perdem a
viabilidade quando secadas a 15-20% de umidade).

Para a manutencdo da viabilidade de sementes de café, por periodos
prolongados, e considerando sua caracteristica intermediaria, alguns estudos tém
demonstrado a necessidade de realizar 0 armazenamento com altos niveis de
umidade, entorno de 40% (Barboza & Herrera, 1990) e 35% (Vasconcelos et al.,
1992). Além do teor de umidade, as embalagens, condi¢des de armazenamento e
a interagdo entre estes trés fatores tem se constituido em fontes de indagagao e
divergéncia entre varias pesquisas realizadas.

Estudando o efeito da temperatura e do grau de umidade na
sobrevivéncia de sementes de café, Eira (1999) observou que o nivel critico de
umidade para manuten¢do da viabilidade & temperatura de 15°C foi 10%, e que,
os efeitos do grau de umidade e da temperatura foram interdependentes e o nivel
critico de umidade foi mais elevado em temperaturas mais baixas.

Segundo Vieira et al. (2007), em estudos da influéncia de métodos de

secagem e ambientes de armazenamento, foi observado que as sementes se
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mantiveram viaveis até nove meses, quando armazenadas em embalagens
herméticas em camara fria (10°C e 50% umidade relativa), para sementes com
12% de umidade, secadas lentamente em condi¢des ndo controladas, e para
sementes sem secagem, com 47,5 % de umidade.

Vasconcelos et al. (1992) também observou que sementes de café
secadas até umidade de 35% e acondicionadas em embalagem de polietileno
mantiveram germinacdo de 70% apos oito meses de armazenamento, enquanto
aquelas com umidade de 15 e 25%, na mesma embalagem, tiveram reducgdo na
germinacdo e no vigor a partir de quatro meses, ficando o vigor proximo de zero.

Tem-se demonstrado que a rapida perda da qualidade das sementes de
café esta relacionada com desidratagdo dos tecidos (Ellis et al., 1990). Amorin et
al. (1977) citam que a perda do poder germinativo em sementes de café ¢ devida
as alteracdes impostas a estrutura das membranas celulares, com consequente
perda na permeabilidade seletiva, ocasionadas por exposicdo a temperaturas
elevadas ou muito baixas, por variagdo na umidade do ar e por injurias,
corroborando com as afirmativas de Bewley & Black (1994) ¢ Basu (1995) de
que sementes em estadio avancado de deteriorag@o apresentam danos no sistema
de membrana.

Segundo Simon (1974), a permeabilidade seletiva das membranas varia
de acordo com a fase da vida da célula e com as condigdes ambientais em que
for exposta; assim, tanto a senescéncia como a exposi¢do a uma condi¢do de
estresse, tal como a desidratacdo, pode alterar a sua permeabilidade. Tem sido
demonstrado que o sistema de membranas mais permeavel favorece a lixiviagdo
de solutos em sementes de soja (Dias et al., 1995; Custédio & Marcos Filho,
1997), e ¢ influenciado pela idade e condigdo fisiologica da sementes observado
por Fessel et al. (2006) em milho. Estes solutos servem de atrativos a patégenos,

promovendo sua disseminac@o entre as sementes e plantulas do teste, o que pode
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levar a uma interpretacdo subjetiva da qualidade das sementes pelo teste de
germinacdo nas condi¢des em que € realizado.

Em sintese, a capacidade de armazenamento de sementes de café ¢
reduzida, necessitando de condigdes especiais de ambiente de armazenagem para
a manutencdo da viabilidade por longos periodos. O teste de germinagdo
usualmente utilizado para a afericdo da qualidade das sementes ao longo do
armazenamento pode também ser afetado pela presenga de fungos,
principalmente em condi¢des de alta umidade. Com isso, pesquisas que visam
meios para acelerar o processo de avaliacdo da qualidade de sementes de café

sdo0 de grande importancia.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio Central de Sementes do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas
Gerais. Foram utilizadas sementes de café recém colhidas na regido de Lavras e
Sul de Minas no ano agricola de 2006/2007, as quais foram recebidas para
analise da qualidade para fins de comercializagdo e apresentavam diferentes
teores de agua e qualidade fisioldgica.

O experimento foi realizado em duas fases distintas sendo que na
primeira foram testadas metodologias para realizacdo do teste de tetrazolio e na
segunda a aplicabilidade do teste de tetrazolio em sementes de café deterioradas

por meio de armazenamento em condigdes ndo controladas.

3.1 Fase 1: Estudos para adequac¢do de metodologia do teste de tetrazélio
em sementes de café

Foram utilizados quatro lotes de cinco cultivares de cafeeiro, Mundo
Novo 376-4, Topazio MG 1190, Catuai TAC 99, Catuai Vermelho TAC 144 ¢
Acaia IAC 479-19, produzidas na regido do Sul de Minas e avaliadas quanto a

viabilidade pelo teste de tetrazolio e de germinacao.

3.1.1 Preparacao das sementes

No intuito de reduzir o tempo de execugdo do teste de tetrazdlio, quatro
metodologias foram avaliadas: dois métodos para remog¢ao dos pergaminhos e
dois periodos de embebicao das sementes para retirada dos embrides.

A remogao do pergaminho foi efetuada pela embebicao de 400 sementes
em solugdo de 200 ml de hipoclorito de sédio (NaClO) a 5% por 6 horas a

temperatura de 25°C, segundo Meireles et al. (2007). Este método de remogao
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foi comparado ao método convencional, em que o pergaminho foi retirado
manualmente.
Para a extragdo dos embrides, as sementes foram embebidas diretamente

em agua pelos periodos de 36 e 48 horas, a temperatura de 30°C.

3.1.2 Avaliacéo da viabilidade de embrides de sementes de café pelo teste de
tetrazdlio

Apbs os periodos de embebicdo (36 ¢ 48 horas), os embrides foram
extraidos e mantidos em solu¢do de antioxidante polivinilpirrolidona (PVP),
desde o momento da sua extracdo dos endospermas até serem colocados na
solucdo de tetrazolio. Ao término da extragdo dos embrides, estes foram lavados
em agua corrente com auxilio de uma peneira ¢ embebidos em solugdo de
tetrazolio 0,5% utilizando-se frascos escuros e submetidos a temperatura de
30°C por 2 horas.

A andlise da viabilidade dos embrides foi realizada com auxilio de uma
lupa estereoscopica com aumento de 10 vezes para melhor visualizagdo das
estruturas internas e externas dos mesmos. Para isso, foi realizado um corte
longitudinal ao meio dos embrides, os quais foram classificados em vidveis e
invidveis de acordo com a localizacdo e extensdo dos danos, conforme pode ser

observado nas Figuras 1B, 2B, 3B, 4B e 5B dos anexos.

3.1.3 Teste de Germinacgéo

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes sem pergaminhos
(extraidos manualmente) para cada tratamento, semeadas em rolos de papel
toalha tipo "germitest" umedecido com agua destilada na quantidade de duas
vezes ¢ meia o peso do papel seco e colocado para germinar a uma temperatura
constante de 30°C na presenca de luz. A contagem final foi realizada no 30° dia

ap6s a semeadura, computando-se as plantulas normais em cada repeticao,
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conforme os critérios estabelecidos pelas Regras para Analise de Sementes

(Brasil, 1992), ilustrados nas Figuras 6B e 7B, dos anexos.

3.1.4 Determinagéo do grau de umidade

Foi realizado pelo método da estufa 105°C durante 24 horas, utilizando
2 repetigdes para cada amostra conforme prescrigdes das Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 1992). Os resultados foram expressos em porcentagem média

por amostra.

3.2 Fase 2: Estudos da aplicabilidade do teste de tetrazolio em sementes de
café armazenadas

Para avaliar a aplicabilidade do teste de tetrazolio em sementes
deterioradas, parte das sementes utilizadas na primeira etapa do experimento foi
armazenada por 6 meses ao ambiente (sem controle de temperatura e umidade
relativa do ar) e, a cada 30 dias, as sementes foram avaliadas pelos testes de
germinacdo e de tetrazolio. As variacdes da umidade relativa do ar e da
temperatura no ambiente de armazenamento foram medidas com auxilio de um
termohigrografo (Figura 1A).

Foram utilizados sementes das cultivares de cafeeiro Mundo Novo 376-
4, Topazio MG 1190, Catuai IAC 99, Catuai Vermelho IAC 144 e Acaid IAC
479-19, sendo um lote de cada cultivar, para estudar o efeito do hipoclorito de
sodio em sementes de café em diferentes estagios de deterioragdo. Para a
retirada dos pergaminhos, foram utilizados os métodos de extragdo manual e
embebicdo em solucdo de hipoclorito de sédio na concentragdo de 5% por 6
horas na temperatura de 25 °C, segundo metodologia de Meireles et al. (2007).

Apbés a extragdo do pergaminho as sementes foram embebidas
diretamente em agua por 48 horas e submetidas ao teste de tetrazdlio, teste de

germinacdo e determinacdo do teor de dgua, conforme descritos anteriormente.
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3.3 Procedimentos estatisticos

Para os estudos de adaptagdo do teste de tetrazolio, na primeira fase, o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo para o
teste de tetrazolio, em esquema fatorial 4 x 2 x 2, sendo quatro lotes, duas
metodologias de extracdo do pergaminho e dois tempos de embebigdo, para cada
cultivar isoladamente. Na segunda fase foi utilizado um esquema fatorial 2 x 6,
sendo duas metodologias de extragdo do pergaminho e seis épocas de
armazenamento. Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes em cada
teste, com excecdo da determinacdo de umidade, na qual foram utilizadas 2
repetigdes.

Os dados foram interpretados estatisticamente por meio da andlise de
varidncia. A comparacdo das médias foi feita pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade (caracteristicas qualitativas) e pela analise de regressao
(caracteristicas quantitativas), por meio do programa estatistico SISVAR"
(Ferreira, 2000). As analises estatisticas para a comparacao entre os resultados
do teste de germinacdo e do teste de tetrazdlio foram realizadas considerando
distribuigdo binomial (com fungdo de ligacdo candnica, ou logistica). A
avaliacdo da diferenga entre metodologias e o efeito do tempo foram observadas
por meio de contrastes e por redugdo na deviance residual do ajuste sequencial
de modelos. O procedimento foi desenvolvido no software R (R Development

Core Team, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fase 1: Estudos para adequacdo de metodologia do teste de tetrazdlio
em sementes de café

O resumo da andlise de varidncia dos dados obtidos no teste de tetrazolio
para avaliar os efeitos dos métodos de retirada do pergaminho, manualmente ou
com Hipoclorito de sodio (6%), e dos diferentes periodos de pré-
condicionamento, 36 ou 48 horas, em sementes de café estd apresentado na
Tabela 1A. As interagcdes duplas entre métodos de remogdo do pergaminho e
lotes e, periodos de embebicdo e lotes foram significativas para todas as
cultivares. As demais interagdes ndo foram significativas.

Os efeitos do hipoclorito de sodio, utilizado para extracdo do
pergaminho de sementes de café, sobre a viabilidade avaliada pelo teste de
tetrazolio variou em fungdo dos lotes. Na Tabela 1 verificam-se valores
inferiores de viabilidade das sementes quando se utilizou a solucao de
hipoclorito de sodio para a retirada do pergaminho, para a maioria dos lotes das
5 cultivares estudadas. Na cultivar Mundo Novo 376-4, apenas o lote 3 ndo foi
afetado negativamente pelo uso do hipoclorito de sédio para a extracdo do
pergaminho. O mesmo ocorrendo para o lote 4 da cultivar Topazio MG 1190, o
lote 3 da cultivar Catuai IAC-99 e lotes 2 ¢ 3 da cultivar Acaia IAC 479-19.
Vale ressaltar que para todos estes lotes onde nao foi observado qualquer efeito
negativo da solucdo de hipoclorito nos resultados do teste de tetrazdlio, a

umidade das sementes era superior a 26,5 %.
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TABELA 1 Médias de viabilidade de sementes ¢ umidade (%) de cinco cultivares de café submetidas a duas
metodologias de extracdo do pergaminho (manual - M e com hipoclorito de sodio - H) e avaliadas pelo
teste de tetrazolio.

Cultivares
Mundo Novo 376-4 Topazio MG1190 Catuai IAC-99 Catuai Vermelho IAC 144 Acaia IAC 479-19
Mét. Extragdo do Mét. Extragdo do Mét. Extracdo do Mét. Extracao do Mét. Extragdo do
2 - pergaminho o pergaminho - pergaminho - pergaminho § pergaminho
= S S S S
3 =) o] ] =) _
M H M H M H M H M H
79,75 76,25 87,50 83,25 83,25 79,00 90,50 85,25 84,25 78,75
1 21,0 17,5 21,0 19,5 21,5
Ad Bd Ab Be Aa Be Aa Ba Aa Bb
2 88,25 82,75 86,25 81,87 71,75 69,25 84,75 81,25 81,25 81,00
17,5 14,0 21,5 19,5 33,0
Ab Bb Ab Bce Ab Ba Ac Bb Ab Aa
90,00 90,00 89,37 85,12 83,25 81,75 87,25 81,75 83,25 82,25
3 29,5 16,0 29,5 19,0 27,0
Aa Aa Aa Bb Aa Ad Ab Bb Aa Aa
82,50 79,25 87,62 86,62 78,75 75,25 86,25 80,25 76,37 73,00
4 21,5 26,5 25,0 19,0 22,0
Ab Be Ab Aa Ab Bb Ab Bb Ac Be

Meédias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e letra mintscula coluna para cada cultivar ndo diferem entre si pelo Teste Scott-
Knott no nivel nominal de significancia de 5%.



De acordo com Sofiatti et al. (2009), a solu¢do de hipoclorito de sodio é
eficiente na degradacdo e remogdo de pergaminho em sementes de café quando
estas apresentam grau de umidade acima de 23%. Assim, provavelmente as
sementes dos lotes mais imidos ndo foram afetadas pelo cloro ativo, devido a
quantidade de agua presente na semente, o que diminuiu a absor¢do dessa
substancia minimizando os efeitos negativos na viabilidade das sementes.

O mesmo autor considera que, quanto menor o grau de umidade inicial
das sementes, maior ¢ a absorcdo da solucdo de hipoclorito, 0 que ocasiona a
degradacdo das membranas, tornando-as menos seletivas e mais susceptiveis a
entrada de solutos, o que promove uma absor¢do ainda mais rapida, causando a
perda de viabilidade dessas sementes. Sofiatti et al. (2009) ainda sugere que a
reacao do hipoclorito de sédio pode ter ocasionado aumento na temperatura da
solucdo de pré-embebicdo , favorecendo o aumento da absor¢do da solugdo.
Bewley & Black (1982) afirmam que a exposi¢do de sementes ao hipoclorito de
sodio por longos periodos pode provocar danos ao embrido. Na presente
pesquisa, as sementes de café ficaram expostas por 6 horas a solugio, o que pode
ter provocado uma maior absor¢do de substancias prejudiciais ao embrido, efeito
constatado nos embrides que apresentavam maior descoloragio na radicula,

A remogao do pergaminho deve ser realizada de forma criteriosa visando
preservar o embrido que esta localizado proximo a superficie do endosperma. A
eficiéncia da remog¢do manual do pergaminho para promover a germinagdo e
proporcionar aumento na velocidade de germinagdo de sementes de café¢ ja foi
comprovada por Aratjo et al. (2004). Isto indica que a remoc¢do manual do
pergaminho ¢ um método bastante eficaz sem causar prejuizos a qualidade das
sementes, confirmado nos resultados de porcentagem e velocidade de
germinacdo de acordo com esse autor.

Além do efeito negativo do hipoclorito de soédio na retirada do

ergaminho de sementes com umidade inferior a 25%, vale ressaltar que no
perg q
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presente trabalho, a solugdo de hipoclorito de sédio utilizada ndo foi eficiente
para a completa degradacdo do pergaminho, necessitando da retirada manual
complementar dos pergaminhos remanescentes da maioria das sementes.

Pelos resultados do teste de tetrazdlio referentes ao tempo de
condicionamento (Tabela 2), pode-se observar que os dados de viabilidade das
sementes pré-condicionadas no tempo de 48 horas foi superior para a maioria
dos lotes das 5 cultivares. Com excecao do lote 4 da cultivar Topazio MG 1190,
do lote 3 da cultivar Catuai IAC-99 e do lote 3 da cultivar Catuai Vermelho
IAC-144, a porcentagem de viabilidade das sementes pelo teste de tetrazolio,
quando submetidas ao periodo de 48 horas de embebigdo, foi igual ou superior
aquelas embebidas por 36 horas. Observa-se também, que os resultados de
viabilidade parecem nao ser influenciados pelo teor de 4gua ou qualidade inicial
das sementes.

De acordo com Dias & Silva (1986), o recomendado € a embebicao das
sementes por 18 a 24 horas a 30 °C, porém a analise de resultados de pré-testes
permite inferir que o tempo indicado € insuficiente para amolecer as sementes, o
que dificulta a extragdo dos embrides. Vieira et al. (1998) relata que sementes de
café, devem ser embebidas em agua por um periodo maior, para que acontega a
ativagdo suficiente do sistema enzimatico, o que melhora e torna o processo de
coloragdo mais rapido, sendo indicados periodos de pré-condicionamento de até
72 horas. Além disto, maior periodo de embebi¢do facilita a excisdo dos
embrides.

Nos resultados encontrados no presente trabalho, também foi observado
melhor desempenho das sementes embebidas por um periodo maior (48 horas),
além de facilitar a extracdo do embrido por provocar um melhor amolecimento

do endosperma da semente.
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TABELA 2 Médias de viabilidade de sementes e umidade (%) de cinco cultivares de café submetidas a dois periodos
de pré-condicionamento e avaliadas pelo teste de tetrazolio.

Cultivares
Mundo Novo 376-4 Topazio MG1190 Catuai [AC-99 Catuai Verm. IAC 144 Acaia IAC 479-19
Tempo de pré- Tempo de pré- Tempo de pré- Tempo de pré- Tempo de pré-
X
2 é’ condicionamento § condicionamento é’ condicionamento § condicionamento =} condicionamento
2 _ -
36 48 36 48 36 48 36 48 36 48
74,25 81,75 84,62 86,12 81,50 80,75 84,75 91,00 79,75 83,25
1 21,0 17,5 21,0 19,5 21,5
Bd Ac BB Ab Ab Aa Bb Aa Bb Aa
85,50 85,50 83,75 84,37 72,25 74,75 82,00 84,00 81,00 81,25
2 17,5 14,0 21,5 19,5 33,0
Ab Ab Ab AC Bd Ac Bc Ac Ab Aa
3 89,50 90,50 85,37 89,12 84,00 81,00 87,00 82,00 82,75 82,75
29,5 16,0 29,5 19,0 27,0
Aa Aa Bb AA Aa Ba Aa Bd Aa Aa
78,75 83,00 87,87 86,37 76,75 77,25 80,00 86,50 73,12 76,75
4 21,5 26,5 25,0 19,0 22,0
Be Ac Aa BB Ac Ab Bd Ab Be Ab

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e letra minuscula coluna para cada cultivar ndo diferem entre si pelo Teste

Scott-Knott no nivel nominal de significancia de 5%.



Pela analise de variancia dos dados do teste de germinagdo (Tabela 2A)
observa-se que o fator lote variou em fungdo das cultivares. As médias das
porcentagens de germinagdo das cinco cultivares estdo apresentadas na Tabela 3.

Observa-se que os lotes sdo de diferentes niveis de qualidade nas
diferentes cultivares de café utilizadas para a realizagdo deste trabalho,
satisfazendo a necessidade de se obter sementes com alto e médio percentual de
germinagdo para estudar a eficiéncia do teste de tetrazolio. Independente dos
valores do potencial de germinagdo, para todos os lotes, observa-se que estes
estdo dentro dos padroes minimos de germinagdo (70%) exigidos para a

comercializa¢ao de sementes de café de acordo a Portaria n® 482 do IMA (2001).

TABELA 3 Porcentagem média de germinagdo de sementes recém-colhidas de 4
lotes de sementes de 5 cultivares de café.

Germinagao (%)

Lote Mundo Novo Topazio Catuai IAC- Catuai Acaia IAC
376-4 MG1190 99 Vermelho IAC 479-19
144
1 71,00 ¢ 82,75b 78,25b 86,00 a 79,25 a
2 89,00 a 88,50 a 74,00 ¢ 77,00 c 78,25 a
3 92,00 a 91,25 a 83,75a 79,50 a 79,50 a
4 74,50 b 86,00 b 74,00 ¢ 81,00 b 74,50 b

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste
Scott-Knott no nivel nominal de significancia de 5%.

Os resultados das quatro metodologias utilizadas na realizagdo do teste
de tetrazolio foram comparados com os dados do teste de germinacdo
considerando um modelo binomial. Os resultados obtidos para a analise de
deviance estdo na Tabela 5A. Pelos resultados € possivel observar que, a

interacdo cultivares versus metodologia ndo foi significativa, o que implica dizer

22



que, todas as cultivares, apesar de diferirem de qualidade entre si, se
comportaram de forma semelhante em relacdo as metodologias de tetrazdlio as
quais foram submetidas. Assim sdo apresentados apenas valores médios das
cultivares submetidas ao teste de germinacao e as 4 metodologias de tetrazolio e
a comparagdo se da entre a germina¢do ¢ cada metodologia do teste de
tetrazolio.

Na Tabela 4, ¢é possivel observar que os valores médios de germinagdo
sdo semelhantes aos resultados do teste de tetrazolio quando utilizado a extragdo
do pergaminho com solugdo de Hipoclorito de sodio e com 36 e 48 horas de

embebigdo, diferindo das demais metodologias.

TABELA 4 Contrastes entre porcentagens de germinagdo e de viabilidade com
utilizagdo de 4 metodologias para a realizagdo do teste de tetrazolio
(extragdo do pergaminho com Hipoclorito de s6dio ou manual e

embebicdo por 36 ¢ 48 h.)
Meétodo % Médias
Germinagao 81,4
Viabilidade (Hipoclorito de sddio; 36 h. embebigio) 80,0 ™
Viabilidade (Hipoclorito de sddio; 48 h. embebigio) 81,6™
Viabilidade (Manual; 36 h. embebicdo) 83,7"
Viabilidade (Manual; 48 h. embebigao) 854"

“ns” ndo significativo comparado com o teste de germinagdo pelo teste t (5%).

«*» significativo comparado com o teste de germinagio pelo teste t (5%).

O teste de tetrazolio é realizado sob condi¢des mais favoraveis de
ambiente do que as proporcionadas para o teste de germinacdo, além de ser

realizado em menor periodo de tempo, o que atenua a a¢do de possiveis fatores
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adversos, como exemplo microorganismos nao permitindo que esses fatores
interfiram na avaliacdo dos embrides, portanto sdo aceitaveis diferencas de até
5% entre o teste de viabilidade e germinagdo (Franga Neto et al., 1998;

Krzyzanowski et al., 1999).

4.2 Fase 2: Estudos da aplicabilidade do teste de tetrazolio em sementes de
café armazenadas

Pelos resultados do teor de agua das sementes de café, ao longo do
periodo de armazenamento (Figura 1), foi possivel observar uma queda no grau
de umidade das sementes no primeiro més de armazenamento em todas as
cultivares. Essa redugdo da umidade das sementes coincide com os valores mais
baixos de umidade relativa do ar (Figura 1A) nos meses de julho e agosto (55%

umidade relativa) nas condi¢des de armazenamento.
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FIGURA 1 Teores de agua (%) em sementes de café ao longo do
armazenamento em condi¢des ndo controladas. UFLA, Lavras-
MG.

Nos meses subsequentes, a umidade das sementes permaneceu em
equilibrio, sendo notadas pequenas variagdes até o final do armazenamento. Esta
variagdo da umidade das sementes acontece em maior ou menor intensidade de
acordo com Ellis et al. (1990) influenciada por fatores, como, a umidade relativa
e a temperatura do ar, ja que as sementes entram em equilibrio higroscopico com
a umidade do ambiente. A partir do primeiro més do armazenamento, o teor de
agua das sementes diminuiu significativamente, entrando em equilibrio com a

umidade relativa do ar com um teor de aproximadamente 10%.
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O efeito dos tratamentos de retirada do pergaminho nos resultados do
teste de tetrazolio pode ser observado na Figura 2. A eficiéncia na remocdo do
pergaminho das sementes com uso da solugdo de hipoclorito de sddio apos
armazenamento foi comprometida, uma vez que os pergaminhos ndo foram
degradados totalmente. Como realizado na primeira fase, a retirada manual
complementar dos pergaminhos remanescentes foi realizada para a maioria das
sementes.

Além da baixa eficiéncia da solugdo de hipoclorito de soédio na remogéo
do pergaminho, pdde-se notar que a mesma solucdo foi prejudicial ao embrido
das sementes como observado pelos resultados do teste de tetrazolio ja que
sementes embebidas na solucdo de hipoclorito de sédio apresentaram valores de
viabilidade inferiores em compara¢do ao tratamento onde o pergaminho foi
removido manualmente (Figura 2). Esse comportamento foi observado para
todas as cultivares confirmando os resultados observados nas sementes com
baixo grau de umidade e recém colhidas, na primeira fase do experimento.

A perda de viabilidade das sementes segue a mesma tendéncia (modelo
quadratico) para as sementes submetidas as duas metodologias de extracdo do
embrido com valores diferentes para todas as épocas de armazenamento e essa
diferenca foi constante em todas cultivares estudadas indicando o efeito negativo
do tratamento com hipoclorito para remocdo do pergaminho. Da mesma forma o
efeito negativo do hipoclorito foi notado desde o inicio do armazenamento. Vale
ressaltar que a umidade das sementes na fase inicial era menor que 23%. Esses
resultados confirmam a hipétese de que sob condigdes de umidade inferiores os
efeitos do hipoclorito sdo mais acentuados, afetando ndo s6 a germinagdo

(Meireles et al., 2007; Sofiatti et al., 2009) como a viabilidade das sementes.
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FIGURA 2 Intervalos de confianga (95%) para porcentagens de germinacao (G)

e de viabilidade (Tz) de sementes de café de 5 cultivares avaliadas
por meio de duas metodologias de remocdo do pergaminho
(manualmente - TzM e com Hipoclorito de sédio - TzH) ao longo do
armazenamento.
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A reducdo da umidade ja nos primeiros 30 dias de armazenamento pode
ter acarretado uma aceleragdo no processo de deterioragdo das sementes,
observado a partir de 60 dias de armazenamento, com declinio acentuado da
qualidade das sementes nas épocas seguintes, para todas as cultivares.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Bacchi (1958), Silva &
Dias (1985), Miranda (1987), Vasconcelos et al. (1992) e Soto et al. (1995), que
observaram um declinio da viabilidade de sementes de café com teores de dgua
entre 15 ¢ 25% caracterizando o comportamento intermediario da espécie com
relacdo a dessecagao.

Pelos resultados do teste de germinacdo das sementes de café (Figura 2)
observa-se potenciais maximos de germinacdo para sementes ndo armazenadas e
com 30 dias de armazenamento. A partir do segundo més, o potencial
germinativo das sementes decresce para todas as cultivares. Essa perda de
germinabilidade ¢ acentuada ao longo do tempo atingindo valores entre 30%
(cultivar Topazio MG1190) a 8% de germinagdo (cultivar Mundo Novo 376-4)
aos 150 dias de armazenamento.

Trabalhos realizados por diversos autores comprovam a perda de
viabilidade de sementes de café ao longo do armazenamento (Matiello, 1991;
Vasconcelos et al., 1992), e principalmente quando as sementes sdo
armazenadas em ambiente aberto (Vieira et al., 2007) o que pode promover o
equilibrio higroscopico das sementes a baixos teores de dgua.

Quando se observa a tendéncia das curvas de germina¢do, TZ M e TZ H,
ajustadas por meio de fung¢do logistica, notam-se uma inversao da posicao destas
curvas ao longo do armazenamento onde, em sementes com alta qualidade, os
valores de germinagdo estdo proximos dos valores de viabilidade na metodologia
de utilizagdo de Hipoclorito de sodio para a remocdo dos pergaminhos. Ja
quando as sementes perdem qualidade ao longo do armazenamento, as curvas de

TZ M e germinagao tendem a ficar mais proximas para a maioria das cultivares
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com excecao da cultivar Mundo Novo 376-4, onde o teste de tetrazolio realizado
nas duas metodologias tende a superestimar a qualidade das sementes em
relagdo a germinagdo. Esses resultados podem ser explicados pela alta incidéncia
(7%) de plantulas anormais infeccionadas da cultivar Mundo Novo 376-4, o que
afetou os resultados da germinagdo.

A alta incidéncia de patdégenos que afetam o desenvolvimento de
plantulas pode interferir nos resultados do teste de germinacdo. Segundo
Krzyzanowski et al. (1999) uma das limitacdes do teste de germinagdo ¢
justamente a presenga de microorganismos que afetam o desenvolvimento de
plantulas.

Na andlise apenas equagdes ajustadas do efeito do hipoclorito de sdédio
na remoc¢ao do pergaminho referentes aos resultados de tetrazoélio ao longo do
armazenamento, observa-se a mesma tendéncia vista na primeira fase do
experimento, onde o hipoclorito prejudica a viabilidade das sementes, visto a
reducdo de umidade das sementes durante o armazenamento em ambiente nao
controlado. Este resultado é notado pelos valores de viabilidade das sementes
que, quando o pergaminho foi removido manualmente, permanecem superiores
ao longo do armazenamento.

Pelo exposto fica evidente que, a solugdo de hipoclorito ndo ¢
recomendada para a retirada do pergaminho de sementes com qualidade inferior,
podendo obter resultados subestimados no teste de tetrazolio devido a efeitos

negativos do tratamento.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O teste de tetrazolio pode ser considerado uma técnica importante na
avaliagdo da viabilidade de sementes de café, pois o resultado ¢ obtido com
aproximadamente 3 dias, sendo sua principal caracteristica a rapidez na
informacgao sobre as condigdes fisiologicas do lote, o que auxilia o produtor de
sementes na tomada de decisdo para a comercializacao e destino dos lotes.

Para a adogdo do teste de tetrazolio em um laboratorio de sementes,
deve-se levar em considerag@o a habilidade e treinamento do analista, j& que se
nao houver padronizagdo e detalhamento na andlise em relagdo aos tecidos do
embrido, o teste torna-se subjetivo.

O tempo de 48 horas de embebigdo das sementes em agua proporciona
maior amolecimento do endosperma, facilitando a extracdo do embrido tanto
para sementes recém colhidas como armazenadas. Esse tempo de embebicao
propiciou a retirada do embrido, sem que houvesse danos causados pelo bisturi,
diminuindo também o tempo de extracao, pela maior facilidade de execucao.

O método de extragdo do pergaminho com hipoclorito de s6dio ndo foi
eficiente para remover totalmente o pergaminho, além de promover efeitos
negativos na viabilidade de sementes, quando estas estavam com teores de agua
inferiores a 25%, ndo sendo, portanto, recomendado para retirada do pergaminho

na realizagdo do teste de tetrazolio em sementes de café.

30



6 CONCLUSAO

O uso do hipoclorito de sédio na concentragdo de 5% por 6 horas de
embebigdo ndo ¢é eficiente para a retirada do pergaminho e afeta negativamente
os resultados do teste de tetrazdlio em semente de café com umidade abaixo de
25%.

O periodo de embebig¢do de sementes de café por 48 horas na fase de
preparo, para a realizacdo do teste de tetrazolio, facilita a extragdo dos embrides,
ndo afetando os resultados do teste.

O teste de tetrazdlio em sementes de café com diferentes niveis de
umidade e deterioragdo deve ser realizado com a retirada manual do

pergaminho.
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TABELA 1A Resumo das andlises de varidncia da variavel tetrazolio (%) para as sementes de café, das cultivares Mundo
Novo 376-4, Topazio MG1190, Catuai IAC-99, Catuai Vermelho IAC 144, Acaia IAC 479-19.

Fonte de variagao

Quadrado Médio

GL . Catuai Vermelho
Mundo Novo 376-4  Topazio MG1190 Catuai IAC-99 Acaia IAC 479-19
IAC 144
Lote (L) 3
444,5625(p<0,0001)* 37,1406 (p<0,0001)*  267.3958(p<0,0001)* 80.5625 (p<0,0001)* 195.640625 p<0,0001)*
Método de extragdo (M) 1
150,0625 (p<0,0001)*  192,5156(p<0,0001)*  315.0625(p<0,0001)* 410.0625 (p<0,0001)* 112.890625 p<0,0001)*
Tempo de embebigdo (T) 1
162,5625 (p<0,0001)* 19,1406 (p:0,0028)* 0.5625 (p: 0.6978) 95.0625 (p<0,0001)* 54.390625 (p:0.0004)*
LxM 3
20,7291 (p:0.0004)* 10,8489 (p:0,0021)*  34.7291 (p<0,0001)* 4.7291 (p:0.2615) 24.140625 (p:0.0009)*
LxT 3
46,2291 (p<0,0001)* 18,8906 (p<0,0001)* 21.2291 (p<0,0019)* 33.5700 (p<0,0001)* 15.807292 (p:0.0094)*
MxT 1
3,0625 (p:0.3019) 0,1406 (p:0,7978) 7.5625 (p: 0.1586) 4.0910 (p:0.0487)* 6.890625 (p:0.1789)
LxMxT 3
5,3958 (p:0.1391) 2,0572 (p:0,3705) 0.3330 (p: 0.8012) 0.2120 (p:0.8877) 1.973958 (p:0.6618)
Erro 48
2,8125 1,921875 3.687500 3.437500 3.703125
CV (% 2.45 2.19 2.40
(%) 2,01 1.61

*Significativo pelo teste F no nivel de 5% de probabilidade
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TABELA 2A Resumo das andlises de varidncia da varidvel germinagdo (%) para as sementes de café, das cultivares
Mundo Novo 376-4, Topazio MG1190, Catuai IAC-99, Catuai Vermelho IAC 144 e Acaia IAC 479-19.

Quadrado Médio (valor p)

Fonte de
Gl
Variagao L. . . ;
Mundo Novo 376-4 Topazio MG1190  Catuai IAC-99 Catuai Vermelho IAC 144 Acaia IAC 479-19
Lote 3 434,2500* 52,416667* 85,5000* 57,5833* 21.4166
Erro 12 4,9167 8,71 7,4583 3,4166 7.1250
CV (%) 2,72 3,39 3,52 2,29 343

*Significativo pelo teste F no nivel de 5% de probabilidade



TABELA 3A Coeficientes do preditor linear para as porcentagens de germinacio Versus
viabilidade de sementes de café pelo teste de tetrazolio (TZ) utilizando
duas metodologias de remoc¢do do pergaminho (manual e hipoclorito de
sodio) em funcdo do tempo de armazenamento através da ligagdo logistica.

Mundo Novo 376-4

Estimativa Erro Valor Z Valor P
Germinacdo 8,75E-001 1,01E-001 8,688 <0,0001*
TZ (Hipoclorito) 4,47E-001 9,23E-002 4,842 <0,0001*
TZ( Manual) 6,86E-001 9,37E-002 7,321 <0,0001%*
Tempo 3,67E-003 2,71E-003 1,355 0,175
I(tempo”2) -1,53E-004 1,77E-005 -8,622 <0,0001%*

Topazio MG1190
Germinagdo 1,49E+000 1,62E-001 9,255 <0,0001*
TZ (Hipoclorito) 1,60E-001 2,33E-001 0,685 0,4934
TZ( Manual) 6,00E-001 2,52E-001 2,382 0.0172 *
Tempo -8,98E-003 4,67E-003 -1,921 0.0547 .
I(tempo”2) -4,54E-005 2,91E-005 -1,559 0,1189
TZ ( Hipoclorito):tempo -7,73E-003 6,78E-003 -1,141 0,2538
TZ ( Manual):tempo -1,05E-002 7,07E-003 -1,482 0,1383
TZ ( Hipoclorito:I(tempo”2) 1,37E-005 4,27E-005 0,321 0,7479
TZ ( Manual:I(tempo”2) 2,31E-005 4,36E-005 0,531 0,5957
Catuai IAC-99
Germinacdo 1,15E+000 1,50E-001 7,68 <0,0001*
TZ (Hipoclorito) -5,59E-003 2,11E-001 -0,026 0,9789
TZ( Manual) 2,98E-001 2,19E-001 1,36 0,17377
Tempo 8,18E-003 4,56E-003 1,793 0,07302
I(tempo”2) -1,59E-004 2,94E-005 -5,417 <0,0001*
TZ ( Hipoclorito):tempo -1,72E-002 6,63E-003 -2,586 0,00972
TZ ( Manual):tempo -1,61E-002 6,63E-003 -2,429 0,01515
TZ ( Hipoclorito):I(tempo”2)  5,83E-005 4,46E-005 1,308 0,19084
TZ (Manual):I(tempo”2) 6,82E-005 4,30E-005 1,584 0,11325
Catuai Vermelho IAC 144
Germinacdo 1,79E+000 1,53E-001 11,715 <0,0001*
TZ (Hipoclorito) 3,45E-001 1,99E-001 1,739 0,081997
TZ( Manual) 9,84E-001 2,22E-001 4,434 <0,0001%*
Tempo -8,55E-003 3,34E-003 -2,561 0,01044
I(tempo”2) -7,49E-005 1,96E-005 -3,823 0,000132
TZ ( Hipoclorito):tempo -6,94E-003 2,13E-003 -3,265 0,001093
TZ ( Manual):tempo -7,31E-003 2,22E-003 -3,29 0,001003
Acaia IAC 479-19

Germinagao 1,30E+000 1,37E-001 9,529 <0,0001*
TZ (Hipoclorito) 1,90E-001 1,79E-001 1,06 0,289111
TZ ( Manual) 4,48E-001 1,85E-001 2,426 0,015254
Tempo 1,42E-004 3,17E-003 0,045 0,964161
I(tempo”2) -1,45E-004 1,98E-005 -7,338 <0,0001*
TZ (Hipoclorito):tempo -7,45E-003 2,18E-003 -3,411 0,000647
TZ (Manual):tempo -5,05E-003 2,12E-003 -2,38 0,017307

*significativo pelo teste t (5%)
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As equagdes sdo dadas pelos seguintes modelos:

g [germinerio+ tempo+ temp o)

}r{gsrmmul;.ao,l:l + g GerminaEc+tampo+Empot]

& r[g srmingpao+TE (Hipociorito) |+ ([Eempo+TE( Hipoclorite) tempo)+tamp |:-=;|
viTZ (Hipoclorito)):

1+ E[[germir!cﬁnﬂ'z [H[porinr[m}}ﬂrmp|:~+Tz—[H[;:lnrEnr‘itnj:tempoj+bempn‘j

o Ir[gem[r!r:ﬁw‘!’z (mamual }+tempo+TE [mcr!uc[j:tsmpnjﬂempo‘:l

yi(TZ (Manual)): — - - —
1+ g I_r[gerrr.mcﬁnﬂ'z (maanual) |+ (tempo+TZ (manual)tempo) +tampo® |

TABELA 4A Andlise de deviances para comparagdo entre o teste de
germinacdo e 4 metodologias do teste de tetrazdlio (extragdo do

pergaminho manualmente e com hipoclorito de so6dio) em 5
cultivares de cafeeiro.

Efeito GL Deviance Valor P
Cultivar 4 121,396 <0,0001*
Metodologia 4 51,785 <0,0001*
Cultivar x Lote 15 140,05 <0,0001*
Cultivar x metodologia 16 13,24 0,6607
Cultivar x lote x metodologia 60 55,57 0,64

*significativo pelo teste t (5%)
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TABELA 5A  Analise de deviance para comparagdo entre o teste de germinago e 2
metodologias do teste de tetrazdlio (extragdo do pergaminho
manualmente e com hipoclorito de s6dio) ao longo do armazenamento.

Mundo Novo 376-4
GL Deviance Valor P
Método 2 44,89 <0,0001*
Tempo %) 786,14 <0,0001*
MxT (10) 11,37 0,33
Linear 1 707,01 <0,0001*
Quadratico 1 75,66 <0,0001*
Falta de ajuste 13 14,8366 0,3177
Topazio MG1190
Meétodo 2 12,84 <0,0001*
Tempo %) 777,27 <0,0001*
MxT (10) 15,99 0,1
Linear 1 753,09 <0,0001%*
Quadratico 1 3,43 0,06
M x linear 2 14,19 <0,0001*
M x quadratico 2 0,29 0,87
Falta de ajuste 9 22,2472 <0,0001*
Catuai IAC-99
Meétodo 2 60,64 <0,0001*
Tempo %) 838,87 <0,0001*
MxT (10) 29,62 <0,0001*
Linear 1 766,33 <0,0001*
Quadratico 1 38,47 <0,0001%*
M X linear 2 20,2 <0,0001%*
M x quadratico 2 2,95 0,23
Falta de ajuste 9 40,543 <0,0001*
Catuai Vermelho IAC 144
Método 2 24,94 <0,0001*
Tempo %) 1039,3 <0,0001*
MxT (10) 19,86 0,03*
Linear 1 1017,88 <0,0001*
Quadratico 1 15,55 <0,0001*
M x Linear 2 14,91 <0,0001%*
Falta de ajuste 11 10,8176 0,4587
Acaia IAC 479-19
Método 2 14,32 <0,0001*
Tempo 5) 1146,41 <0,0001*
MxT (10) 17,21 0,07
Linear 1 1089,32 <0,0001%*
Quadratico 1 53,11 <0,0001*
M x Linear 2 12,52 <0,0001%*
Falta de ajuste 11 8,6589 0,6533

*significativo pelo teste t (5%)
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Critérios de avaliacao do teste de tetrazolio e germinacéo em sementes de café

Cotilédones

Ponto de
translocagédo

Vaso
condutor

e|naipes-ojinosodiy oxi3

FIGURA 1B Embrido viavel — cotilédones, eixo hipocétilo-radicula e ponto de
translocacdo coloridos pelo sal de tetrazolio (A). Detalhe do corte
indicando tecidos condutores coloridos (B).

FIGURA 2B Embrides viaveis com pequenos danos na regido da radicula
causados durante a sua extra¢do (A, B). Embrido vidvel com
menos de 50% da area cotiledonar afetada (C).
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FIGURA 3B Embrides de café inviaveis com danos no ponto de ligagdo entre os
cotilédones e o eixo hipocotilo-radicula (A, B) e danos causados
por hipoclorito de sodio (C).

FIGURA 4B Embrides invidveis com mais de 50% de sua reserva
comprometida, danos no eixo hipocétilo-radicula (A);
totalmente descolorido (B) e exemplo de poliembrionia.
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FIGURA 5B Embrides invidveis com a visualizagdo de danos na parte externa
(A e D), corte longitudinal (B) e interna apos o corte (C ¢ E).

Plintulas Normais- 30 dias | -

FIGURA 6B Plantulas normais de café¢ aos 30 dias apds semeadura em papel, na
realizag@o do teste de germinag@o.
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Plantulas Anormais- 30 dias

FIGURA 7B Plantulas anormais de café com raiz priméaria deficiente ou ausente
e hipocétilo pouco desenvolvido (curto € grosso).
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