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RESUMO

Devido a importancia econdémica e social do café para o Brasil e internacionalmente, a
conservacdo do seu recurso genético torna-se muito importante. Entretanto, devido a
sensibilidade ao armazenamento convencional das sementes de Coffea spp., alternativas
biotecnologicas tal como a criopreservacao tem sido requerida. O objetivo neste trabalho foi
investigar a técnica mais adequada para a criopreservacao de sementes de Coffea canephora
Pierre, bem como aprimorar protocolos existentes para sementes da espécie Coffea arabica L.
Alteragdes fisioldgicas e bioquimicas foram utilizadas para o entendimento dos efeitos
decorrentes das diferentes etapas da criopreservacdo nas sementes de café. Neste contexto,
trés estudos foram realizados. No primeiro trabalho, foi avaliado qual a melhor velocidade de
secagem, bem como o teor de agua ideal para posterior criopreservacdo de sementes de C.
canephora. No segundo estudo, foi avaliada a criopreservagéo de sementes de C. canephora
por resfriamento lento, onde foram testadas diferentes velocidades e temperaturas de pré-
resfriamento antes da imersdao em nitrogénio liquido, e o melhor protocolo para o resfriamento
lento foi comparado ao resfriamento rapido. E, num terceiro estudo, avaliou-se a sensibilidade
a criopreservacdo de sementes de cultivares comerciais de C. arabica por imerséo direta em
nitrogénio liquido apds secagem rapida e lenta. Para sementes de C. canephora, a umidade de
0,25 g.g* proporciona maior sobrevivéncia apos criopreservacgao, sendo que a velocidade de
secagem afeta a qualidade fisiologica das sementes criopreservadas, sendo a rapida em silica
gel mais favoravel que a lenta em solucéo salina saturada de NaCl. A atividade das enzimas
catalase, esterase, glutamato oxalacetato transaminase e polifenol oxidase sdo indicadoras da
qualidade de sementes de C. canephora submetidas a criopreservacdo. As sementes de C.
canephora respondem melhor a criopreservacdo por resfriamento rapido, ou seja, imersdo
direta em nitrogénio liquido, quando comparado ao resfriamento lento. A secagem das
sementes de C. canephora até o teor de agua de 0,25 g.g™! ndo prejudica a viabilidade das
sementes. Sementes de C. arabica apresentam melhor qualidade fisiologica apds secagem
lenta, mas a secagem répida € mais indicada para a criopreservacdo das sementes desta
espécie. As sementes das cultivares investigadas podem ser criopreservadas, sendo a Catuai
Amarelo a mais tolerante e a Arara a mais sensivel a criopreservacdo, independentemente da
velocidade de secagem.

Palavras-chave: Resfriamento lento. Resfriamento rapido. Secagem em silica gel. Enzimas
antioxidantes. Qualidade fisioldgica.



ABSTRACT

Due to the economic and social importance of coffee for Brazil and internationally, the
preservation of its genetic resource becomes very important. However, due to the sensitivity
to conventional storage of Coffea spp. seeds, biotechnological alternatives such as
cryopreservation have been required. The aim of this work was to investigate the best
technique for cryopreservation of Coffea canephora Pierre seeds, as well as to improve
existing protocols for Coffea arabica L. seeds. Physiological and biochemical changes were
used to understand the effects of coffee seeds stages of cryopreservation. In this context, three
studies were carried out. In the first work, it was evaluated the best drying rate as well as the
ideal water content for subsequent cryopreservation of C. canephora seeds. In the second
study, slow cooling cryopreservation was evaluated, where different pre-cooling speeds and
temperatures were tested before immersion in liquid nitrogen, and the best protocol for slow
cooling was compared to fast cooling. And, in a third study, sensitivity to cryopreservation of
seeds of commercial cultivars of C. arabica by direct immersion in liquid nitrogen after rapid
and slow drying was evaluated. For seeds of C. canephora, the humidity of 0.25 g.g™* gives
higher survival after cryopreservation, and the drying rate affects the physiological quality of
the cryopreserved seeds, with the fast silica gel being more favorable than slow. The activity
of the enzymes catalase, esterase, glutamate oxaloacetate transaminase and polyphenol
oxidase are indicators of the quality of C. canephora seeds submitted to cryopreservation. The
seeds of C. canephora respond better to cryopreservation by rapid cooling, that is, direct
immersion in liquid nitrogen when compared to slow cooling. Drying the seeds of C.
canephora to the water content of 0.25 g.g-1 does not affect the viability of the seeds. Seeds
of C. arabica show better physiological quality after slow drying, but fast drying is more
suitable for cryopreservation of the seeds of this species. The seeds of the cultivars
investigated may be cryopreserved, with Catuai Amarelo being more tolerant and the Arara
being more sensitive to cryopreservation, regardless of the drying rate.

Keywords: Slow cooling. Fast cooling. Drying in silica gel. Antioxidant enzymes.
Physiological quality
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Figure 4.1

Figure 4.2

- Mean percentage of normal seedlings (A) and of seedlings with expanded

cotyledonary leaves (B), mean weight of shoot dry matter (C) and root dry
matter (D) in the germination test, and embryo viability in the tetrazolium test
(E) of seeds from four cultivars of Coffea arabica after drying in silica gel and
in saturated saline solution. Uppercase letters compare the type of drying
within the same cultivar; lowercase letters compare the cultivars within the
SAME tYPE OF ANYING. c.veiveeieieie e sre e 74
- Levels of catalase (A), esterase (B) and peroxidase (C) in seeds of four
commercial cultivars of Coffea arabica before and after drying determined by
electrophoresis. Lanes labeled 1 = control (moist seeds, without drying); lanes
labeled 2 = seeds dried quickly over silica gel; lanes labeled 3 = seeds dried
slowly over saturated NaCl SOIUTION. .......cccoiiiiiiiicie e 75

Figure 4.3 - Mean percentage of normal seedlings (A) and of seedlings with expanded

Figure 4.4

cotyledonary leaves (B), mean weight of shoot dry matter (C) and root dry
matter (D) in the germination test, and embryo viability in the tetrazolium test
(E) of seeds from four commercial cultivars of Coffea arabica after
cryopreservation. Uppercase letters compare the type of drying within the
same cultivar; lowercase letters compare the cultivars within the same type of
(0[] o S PSUSPTSSIN 76
- Levels of catalase (A), esterase (B) and peroxidase (C) in seeds of four
commercial cultivars of Coffea arabica after cryopreservation determined by
electrophoresis. Lanes labeled 1 = control (moist seeds, without drying); lanes
labeled 2 = seeds dried quickly over silica gel and immersed in liquid nitrogen;
lanes labeled 3 = seeds dried slowly over saturated NaCl solution and
immersed in [iquid NITFOGEN. .......ccviiieeccce e 77
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CAPITULO 1 INTRODUGCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O café é um importante produto da balanga comercial brasileira, sendo o Brasil o
maior produtor e exportador mundial desta commodity. Em 2017 o pais produziu 44,77
milhGes de sacas beneficiadas (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO -
CONAB, 2017), sendo Minas Gerais o principal estado produtor, com 54% da producao
nacional (CONAB, 2018). Entre as centenas de espécies de café conhecidas, apenas duas sdo
cultivadas e de interesse comercial, Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre.

A importéncia do café vai além do aspecto econdmico devido a sua relevancia como
componente social, cultural e alimenticio. A expressiva geracdo de mdao-de-obra torna a
cafeicultura fonte de emprego para um grande contingente populacional. A rica composi¢ao
nutricional associada ao baixo custo do produto contribui para tornad-lo acessivel a toda
populacdo (ABIC, 2017). A tradicionalidade na alimentacdo brasileira bem como a
participacdo na historia politica do Brasil evidenciam a importancia do café na cultura
brasileira.

A baixa longevidade das sementes de café é um fator limitante para a manuten¢édo do
germoplasma a longo prazo, colocando em risco a variabilidade genética existente. Por ser
considerada de comportamento intermediario e recalcitrante (ROBERTS, 1973), as sementes
do género Coffea ndo podem ser armazenadas em bancos de sementes convencionais, a -18°C
devido a sensibilidade & dessecagdo e ao resfriamento (PAMMENTER; BERJAK, 2014).

Tradicionalmente, as sementes de Coffea spp. vém sendo conservadas ex situ, como
plantas vivas mantidas em colecdes de germoplasma no campo (EIRA; REIS; RIBEIRO,
2005). Entretanto, esta metodologia requer grandes extensdes de terra e envolvem altos custos
de manutencéo, além do fato de que as plantas conservadas no campo estdo vulneraveis ao
ataque de pragas e doencas e a desastres climaticos, os quais podem subitamente dizimar toda
a colecdo (DUSSERT et al., 2012).

Para garantir o armazenamento seguro de recursos genéticos do café, pesquisas tém
sido desenvolvidas visando o aprimoramento de técnicas de armazenamento de sementes
intermediarias e recalcitrantes em temperaturas ultra-baixas, como por exemplo, em
nitrogénio liquido a -196°C (BENSON, 2008; ENGELMANN, 2004). Nesta temperatura, a

divisdo celular e as atividades bioquimicas e metabdlicas sdo reduzidas drasticamente e as
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sementes podem ser armazenadas por longos periodos de tempo sem perda de qualidade
(BENSON, 2008).

Na criopreservacdo, o teor de &gua é um fator crucial para o sucesso do
armazenamento no nitrogénio liquido, pois a agua, ao congelar-se, expande e forma cristais de
gelo pontiagudos que perfuram as células causando morte celular (BERJAK; VARGHESE;
PAMMENTER, 2011). Entretanto, a secagem, obrigatoria para a retirada da dgua congelavel,
causa um estresse nas sementes sensiveis a dessecacdo, causando danos ao metabolismo
celular devido a producédo acentuada de radicais livres (BERJAK; PAMMENTER, 2013).

O método de criopreservacao classico, um dos mais utilizadas para sementes, hoje é
realizado a partir do resfriamento controlado da amostra, enquanto o método moderno
consiste na imersdo direta no nitrogénio liquido (BENSON, 2008; ENGELMANN, 2011),
ambos ap0s a desidratacao parcial das sementes. Entretanto, danos celulares relacionados as
etapas de secagem e resfriamento podem ocorrer em ambos métodos (WALTERS et al., 2008;
PAMMENTER; BERJAK, 2014).

A formacdo de radicais livres, consequéncia das alteracbes mecanicas, fisioldgicas e
bioquimicas ocorridas durante as etapas de criopreservacdo, sdo 0s principais causadores de
danos ao sistema de membranas e as macromoléculas das células (BAUST; GAO; BAUST,
2009; ENGELMANN, 2011). Os sistemas de defesa enzimaticos, compostos por enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase, catalase, peroxidases, dentre outras, podem inibir
e/ou reduzir os danos causados pela a¢do deletéria dos radicais livres (BERJAK, 2006).

Estudos vém sendo conduzidos para criopreservacdo de sementes de café (EIRA;
REIS; RIBEIRO, 2005; DUSSERT et al., 1997, 1998, 1999, 2001, 2003, 2012; DUSSERT;
ENGELMANN, 2006; COELHO; ROSA; FERNANDES, 2017; FIGUEIREDO et al., 2017).
Entretanto, ainda ndo h& uma metodologia segura e eficaz para a conservacdo do género
Coffea. Sendo assim, considerando-se a exigéncia estratégica da viabilizacdo da conservacdo
a longo prazo de recursos genéticos dos cafeeiros, o objetivo neste trabalho foi investigar a
técnica mais adequada para a criopreservacdo de sementes de Coffea canephora Pierre, bem

como aprimorar protocolos existentes para sementes da espécie Coffea arabica L.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia socioecondmica do género Coffea

Originaria do continente africano, o café é pertencente a familia Rubiaceae, género
Coffea, com mais de 100 espeécies descritas (DAVIS et al., 2006). Embora a diversidade seja
bastante significativa, apenas Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre sdo cultivadas
comercialmente, representando praticamente a totalidade do café produzido no mundo
(CARVALHO, 2008). As demais espécies do género ndo possuem valor comercial,
entretanto, devido a variabilidade genética sdo utilizadas em programas de melhoramento
genético (VAN DER VOSSEN; BERTRAND; CHARRIER, 2015).

O café é largamente cultivado em paises tropicais, tanto para consumo proprio como
para exportacdo para paises de clima temperado. O Brasil é o maior produtor mundial dessa
commodity, seguido pelo Vietna e a Colombia, e maior exportador (NETO, 2018). Em 2017, o
Brasil produziu aproximadamente 45 milhdes de sacas de 60 quilos, sendo o C. arabica
correspondendo a 81% desse total e 19% de C. canephora (CONAB, 2018). A maioria da
producdo nacional de café encontra-se distribuida nos estados de Minas Gerais, Espirito
Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rond6nia e Parand (CONAB, 2018).

A espécie C. arabica é um alotetrapléide com 2n=4x=44 cromossomos e autdgama,
com cerca de 10% de polinizacdo cruzada (CARVALHO; MONACO, 1964). Devido as
cultivares conhecidas atualmente serem derivadas de duas formas botanicas, typica e bourbon
(ANTHONY et al., 2001), sua base genética é estreita. As sementes sdo maiores que as de C.
canephora e de verde mais escuro, além de possuirem um menor teor de cafeina
(CARVALHO, 2008).

A espécie C. canephora, por sua vez, é diploide (2n=2x=22 cromossomos) e alégama,
apresentando incompatibilidade do tipo gametofitica (CONAGIN; MENDES, 1961), e
diversidade genetica mais ampla. As sementes sdao menores que as do Coffea arabica L., de
cor verde-clara, pelicula prateada aderente, endosperma rico em cafeina e menos aromatico,
com grande quantidade de solidos solUveis, apresentando por isso bebida mais amarga e
encorpada (CARVALHO, 2008).

Atualmente no Brasil, a espécie C. canephora € cultivada principalmente nos estados
do Espirito Santo e Ronddnia. Um dos principais interesses comerciais na espécie se deve ao
elevado teor de soOlidos soluveis, interessante para a industria de café soltvel, além do
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consumo como café torrado e moido (RIBEIRO et al., 2014). A cafeina presente, também é
matéria-prima nas industrias farmacéuticas e alimenticias (RIBEIRO et al., 2014).

Visto que a cafeicultura tem grande participacdo nos setores econdmicos e sociais, em
nivel nacional e mundial, torna-se fundamental preservar a diversidade genética deste género.
Entretanto, a implantagcdo de bancos de sementes convencionais é improvavel para a espécies
C. arabica e C. canephora, que apresenta sementes do tipo intermediarias e recalcitrantes.
Apesar de intensos programas de pesquisa em sementes de café nos ultimos anos, a definicédo

das melhores metodologias de armazenamento seguro dessas espécies ainda nao foi elucidada.

2.2  CONSERVACAO DE SEMENTES DE COFFEA SPP.

Desde os anos 1800, a cafeicultura ocupa uma posicdo de destaque na balanca
comercial brasileira, sendo uma das principais commodities de exportacdo do pais (CONAB,
2018). O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, e responde por 31% da
producdo global. O faturamento bruto com a cultura no pais chegou a 22 bilhdes de reais no
ano de 2016 (CECAFE, 2017).

A sustentabilidade da cafeicultura depende principalmente da disponibilidade de
variabilidade genética. Para o desenvolvimento e langamento de novas cultivares, é necessario
a existéncia de bancos de germoplasma, que sdo considerados a fonte principal para qualquer
programa de melhoramento genético (NASS et al., 2008). A diversidade genética é essencial
para os programas de melhoramento buscarem gendétipos mais adaptados, resistente a pragas e
doencas, tolerante a estresses ambientais, além de aumentar a produtividade (DULLOO et al.,
2009).

As sementes constituem a forma mais comum de conservacdo ex situ das espécies
cultivadas. Entretanto, a baixa longevidade das sementes de café é um fator limitante para a
conservacao de sua variabilidade a longo prazo (DUSSERT et al., 2012).

As sementes da maioria das espécies cultivadas podem ser armazenados por longos
periodos de tempo sob baixa umidade relativa e temperatura. Entretanto, o armazenamento de
algumas espécies ndo é viavel nessas condigcbes. Sementes do género Coffea sdo
intermedidrias ou recalcitrantes, ou seja, ndo toleram dessecacdo abaixo de um nivel de agua
(10%-12% ou 20% base Umida - bu, respectivamente, (HONG; ELLIS, 1992) e
armazenamento em temperaturas subzero sem perder a viabilidade (PAMMENTER,;
BERJAK, 2014).
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Tradicionalmente, as sementes do género Coffea vém sendo conservadas ex situ, como
plantas vivas mantidas em colec¢des de germoplasma no campo. Entretanto, esta metodologia
requer grandes extensdes de terra e envolvem altos custos de manutencdo, além do fato de que
as plantas conservadas no campo estdo vulneraveis ao ataque de pragas e doencas e a
desastres climéticos, os quais podem subitamente dizimar toda a cole¢do (EIRA; REIS;
RIBEIRO, 2005; DUSSERT et al., 2012).

Uma das maneiras de se conservar o germoplasma vegetal € em bancos de sementes a
temperatura em torno de -18°C, viavel para as espécies consideradas ortodoxas (WALTERS,
2015). Porém, espécies recalcitrantes sdo sensiveis a dessecacdo e ao armazenamento em
temperaturas negativas, sendo necessario métodos alternativos para a conservacao a longo
prazo (BARBEDO; CENTENO; RIBEIRO, 2013).

Uma alternativa para o armazenamento seguro de recursos genéticos do cafeeiro por
periodo prolongado é criopreservagdo a - 196°C (DUSSERT; ENGELMANN, 2006), porém a
técnica necessita ainda de ajustes. Até 0 momento, existem muitos questionamentos a respeito
do comportamento de sementes de café em relacdo a tolerancia a dessecacdo e ao

resfriamento em nitrogénio liquido e estes devem ainda, ser investigados.

23  ARMAZENAMENTO A LONGO PRAZO: CRIOPRESERVACAO

A opcdo mais eficaz para armazenar a longo prazo o germoplasma de espécies
consideradas recalcitrantes e intermediarias, é a criopreservagdo, ou seja, a conservacdo do
material biolgico em nitrogénio liquido, a -196°C, ou em sua fase a vapor, a -150°C (SAKAI;
ENGELMENN, 2007; ENGELMMAN, 2004). Nestas temperaturas, todas as divisoes
celulares e processos metabolicos sdo reduzidos drasticamente, 0 que garante a manutencao
das caracteristicas fisioldgicas e genéticas das espécies por tempo indeterminado
(ENGELMMAN, 2011).

Diferentes tipos de células vegetais, tecidos e 6rgdos podem ser criopreservados,
incluindo suspensBes celulares, polen, culturas embriogénicas, embribes somaticos e
zigoticos, meristemas e sementes (ENGELMMAN, 2011; KAVIANI, 2011). As vantagens da
técnica sdo estabilidade, seguranca, necessidade de pouco espaco e manutencéo, baixo custo,
além da possibilidade de armazenamento por longos periodos de tempo (DULLOO et al.,
2009; CHEN et al., 2011).

A criopreservacao varia entre 0 material bioldgico a ser utilizado, a espécie e ainda
dentro de cultivares de uma mesma espécie (PANIS; SWENNEN; ENGELMAN, 2001;
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SANT et al., 2008). A necessidade do ajuste da técnica para cada material é primordial para
alcancar o sucesso, além da habilidade do tecido em sobreviver a desidratacdo e exposicéo a
ultra baixa temperatura (BERJAK; PAMMENTER, 2007).

No caso do café as sementes tem sido a principal escolha como explante para a
criopreservagdo (DUSSERT, et al., 2002). Entretanto, dentro do género Coffea sdo
encontrados espécies com varios graus de tolerancia a dessecacao e que devido a rapida perda
da viabilidade fisiologica das sementes, torna-se necessario que o lote utilizado possua alta
qualidade inicial (DUSSERT et al., 1997; DUSSERT; ENGELMANN, 2006).

Os principais fatores que influenciam a criopreservagdo sdo a secagem, O
congelamento, o descongelamento e a germinacdo das sementes, sendo que 0s trés primeiros

processos estao relacionados a formacéo de cristais de gelo intracelular (SANTOS, 2000).

2.3.1 NUCLEACAO DA AGUA E FORMACAO DE CRISTAIS DE GELO

O maior desafio na técnica de criopreservacdo consiste em evitar a formacdo de
cristais de gelo intracelular, que podem causar a destruicdo das membranas celulares (PANIS;
PIETTE; SWENNEN, 2005). Isso porque a agua, ao congelar, forma estruturas irregulares e
pontiagudas que, dependendo da extensdo, perfuram a membrana e a parede celular, causando
a morte das células (WESLEY-SMITH et al., 2015).

O ideal é induzir vitrificacdo durante a criopreservacdo. No estado vitreo, a
viscosidade € extremamente elevada, efetivamente uma natureza sélida, de modo que a
mobilidade molecular é extremamente baixa (ENGELMANN, 2004). O estado vitrificado
impedira o crescimento de cristais de gelo em tamanhos suficientemente grande para causar
danos mecanicos as células (WESLEY-SMITH et al., 2014). A baixa capacidade molecular da
matriz vitrea também ira impor uma estase na geracdo de radicais livres (BERJAK;
PAMMENTER, 2007).

A medida que a agua pura é resfriada, a mobilidade das moléculas de &gua
individuais é reduzida, diminuindo a probabilidade de um cristal de gelo crescer. Este
fendmeno é conhecido como nucleacdo homogénea, que em &gua pura ocorrerd a - 40 °C.
Irregularidades na agua (conforme previsto por superficies intracelulares) fornecem sitios de
nucleacdo em que os cristais de gelo podem se formar e crescer: este € o processo de
nucleagdo heterogénea e ocorrera em temperaturas superiores a -40 °C (MAZUR, 2004). E

provavel que a formacdo de cristais de gelo em tecidos bioldgicos € através de nucleacéo
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heterogénea e o congelamento de células hidratadas sera iniciado por volta de -2 °C
(MAZUR, 2004; WESLEY-SMITH et al., 2014)).

Embora a nucleacdo homogénea ocorra a -40 °C, em temperaturas inferiores a -80 °C,
a mobilidade molecular é ainda mais reduzida, e o cristal de gelo nao se forma (GONZALEZ-
ARNAQO et al., 2008). Assim, na faixa de temperatura entre 0 a -80 ° C, é onde a formacéo e 0
crescimento de cristais de gelo sdo possiveis. Quanto mais tempo o tecido reside nesta faixa
de temperatura, mais provavel é o dano do cristal de gelo. E devido esta razo que na maioria
dos protocolos de criopreservacdo para os tecidos multicelulares complexos, como as
sementes, o resfriamento &€ muito rapido, na faixa de -200° C/minuto (BERJAK;
PAMMENTER, 2007).

Da mesma forma, no mesmo intervalo de temperatura de 0 a -80 °C durante o
reaquecimento, o estado vitrificado da agua pode se converter ao estado cristalino, gerando
danos fisicos associados aos cristais de gelo (BERJAK; PAMMENTER, 2007). Tal como
acontece com o resfriamento, quanto mais o tecido estiver exposto durante o processo de
aquecimento, maior a probabilidade de formacéo de cristais de gelo, e o reaquecimento rapido
¢ tdo importante quanto o resfriamento rapido (BERJAK; PAMMENTER, 2007; WESLEY -
SMITH et al., 2014).

Em estruturas complexas, como as sementes, a secagem é um dos processos mais
importantes e criticos na criopreservacao. A agua presente nas células durante o resfriamento
precisa estar ajustada, com o minimo de agua congelavel possivel. Além disso, a velocidade
com que a agua é retirada, influencia na qualidade final das sementes, uma vez que as

espécies recalcitrantes sdo sensiveis a dessecacao.

2.3.2 IMPORTANCIA DA SECAGEM DAS SEMENTES

Na criopreservacao de sementes, o contetdo de agua é um aspecto fundamental para o
sucesso do armazenamento em nitrogénio liquido. Para se evitar danos celulares, a agua
contida no seu interior deve ser retirada, evitando assim a formacao de cristais de gelo durante
0 congelamento e o descongelamento (WESLEY-SMITH et al.,, 2014). Entretanto, a
dessecagdo dos tecidos € critica, pois a agua tem muitas funcdes bioldgicas nas células
(MARCOS FILHO, 2015).

A secagem promove a reducdo do metabolismo celular, o que visa aumentar a
longevidade das sementes no armazenamento. Entretanto, existem espécies intolerantes a

dessecacgdo, sendo necessario, por isso, o desenvolvimento de tecnologias especificas para a
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conservagdo do germoplasma vegetal a longo prazo (KOHOMA et al., 2006). A tolerancia a
dessecacdo € adquirida no final da fase de maturacdo e pode variar entre as espécies e até
mesmo entre sementes do mesmo lote (PAMMENTER; BERJAK, 2014). Segundo Dekkers et
al. (2015), a longevidade das sementes estd intimamente relacionada a sua tolerancia a
dessecacdo.

A secagem retira a 4gua livre fracamente ligada as macromoléculas, ou seja, a 4gua
remanescente presente nas sementes (MARCOS FILHO, 2015). A velocidade de retirada da
agua pode intervir no tipo de dano causado, no grau de tolerdncia a dessecacdo e na
viabilidade, principalmente para sementes com caracteristicas de recalcitrancia (ROSA et al.,
2005; JOSE et al., 2011; COELHO et al., 2015).

Segundo Rosa et al. (2005) e Coelho et al. (2015), sementes sensiveis a dessecacao,
como as de café, podem sobreviver a menores teores de dgua quando submetidas a uma
secagem mais rapida, 0 que evita que os danos se acumulem durante o processo. Porém,
outros autores afirmam que a secagem lenta pode aumentar a tolerancia a dessecacdo das
sementes devido ao maior tempo para inducdo de mecanismos de protecdo (SANTOS; VON
PINHO; ROSA, 2013; ABREU et al., 2014). No entanto, independentemente da velocidade
de secagem, existe um limite a partir do qual as sementes de Coffea spp. perdem a viabilidade
(DUSSERT; ENGELMANN, 2006).

A criopreservacdo de sementes € feita basicamente por desidratacdo do tecido e
posterior resfriamento (PANIS; LAMBARDI, 2005). Entretanto, esse procedimento ndo pode
ser utilizado indiscriminadamente em Coffea spp. Dussert e Engelmann (2006) demonstraram
que a faixa de umidade em que uma semente de Coffea arabica, variedade Caturra poderia ser
criopreservada e apresentar alta viabilidade (> 80%) apds o descongelamento é muito estreita,
e deve ser investigada com cautela.

Devido a interdependéncia entre as etapas do processo de criopreservacdo, a
desidratacdo parcial da amostra antes de resfrid-la pode significar diminuicdo dos danos nas
etapas posteriores a secagem. Entretanto, a velocidade de resfriamento, etapa seguinte a
secagem, também € importante para garantir a sobrevivéncia das sementes antes de conserva-

las em nitrogénio liquido.

2.3.3 TECNICAS DE CRIOPRESERVACAO

Dentre 0os métodos de criopreservacdo existentes atualmente, dois principais sao

utilizados para sementes. Os métodos de criopreservacdo baseados no resfriamento lento,
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também chamado de método cléassico, e o resfriamento rapido por meio da vitrificagdo
(moderno) sé&o hoje os mais validados no meio vegetal (SAKAI; ENGELMANN, 2007,
ENGELMANN, 2011). Segundo Berjak e Pammenter (2013), para espécies recalcitrantes
tropicais/subtropicais, melhores resultados sdo observados quando se utiliza a criopreservagédo
cléssica.

Um resfriamento relativamente lento na criopreservacao favorece a migracdo de dgua
para 0s espacos extracelulares, diminuindo essencialmente a concentracdo de dgua dentro das
células, em um processo descrito como dessecacdo induzida pelo congelamento (MAZUR,
2004). Em contraste, o resfriamento rapido favorece o super-resfriamento da agua intracelular
e eventual vitrificagdo (WALTERS et al., 2008; WESLEY-SMITH et al., 2015). A formagéo
de gelo intracelular ira ocorrer na taxas de resfriamento intermediaria (WESLEY-SMITH et
al., 2014). A velocidade de resfriamento ideal varia bastante entre os tipos de células,
dependendo de caracteristicas fisiol6gicas, como a permeabilidade da membrana a agua,
constituintes celulares e tolerancia a estresse hidrico (WESLEY-SMITH et al., 2014).

2.3.3.1 CRIOPRESERVACAO CLASSICA

A técnica de criopreservacao classica, ou por resfriamento lento, consiste na redugéo
lenta da temperatura de resfriamento a uma velocidade definida, até uma temperatura de pré-
resfriamento, seguido pela imersdo das sementes em nitrogénio liqguido (ENGELMANN,
2011).

Ao diminuir a temperatura a uma velocidade relativamente baixa, pequenos cristais de
gelo séo formados na solugdo extracelular, enquanto a dgua intracelular ficara super-resfriada.
Este super-resfriamento pode levar a um efluxo de agua celular devido a um maior diferenca
no potencial hidrico causada pela formacdo de gelo extracelular (GONZALEZ-ARNAO et al.,
2008). A medida que a agua é perdida das células, o contetdo intracelular se tornam mais
concentrados e o ponto de resfriamento diminui (PAMMENTER; BERJAK, 2014).
Consequentemente, as células ficam cada vez mais desidratadas e concentradas com a
diminuicdo da temperatura, evitando-se assim a formacgéo dos cristais de gelo intracelular.
Deste modo, se a taxa de resfriamento for suficientemente lenta, a perda de dgua (exosmose)
promoverd a desidratacdo celular e o soluto intracelular concentrado permanecera
descongelado (MAZUR, 2004).

A técnica de criopreservacdo por resfriamento lento em sementes é constituido por

algumas etapas, incluindo o resfriamento do material vegetal a uma velocidade definida (0,5 —
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2° C/minuto) até uma determinada temperatura de pré-resfriamento (usualmente, por volta de
-40 °C), rapida imersdo em nitrogénio liquido, armazenamento e reaquecimento
(ENGELMANN, 2011). O material bioldgico geralmente é resfriado sob o controle de um
freezer programéavel e, uma vez atingida uma adequada desidratacdo celular, o material €
estocado em nitrogénio liquido a temperatura de -196°C (ENGELMENN, 2011).

Sendo as sementes estruturas complexas, com uma diversidade de tipos de células,
apenas a desidratacdo acarretada pelo resfriamento lento ndo € suficiente para a retirada de
toda a dgua necessaria (WALTERS, 2015). Logo, a secagem antes da etapa de resfriamento

lento é primordial para que as sementes alcancem o teor de agua ideal para a criopreservagao.

2.3.3.2 CRIOPRESERVACAO MODERNA

A vitrificagdo tem se tornado um dos melhores caminhos para prevenir a formacao de
cristais de gelo em nitrogénio liquido, sem danos na membrana celular e com redugdo do teor
de agua celular congelavel (PANIS; LOMBARDI, 2005). O estado vitreo é formado pela
inducdo da dgua remanescente presente nas células em um estado amorfo, metaestavel, ndo
cristalino e altamente concentrado (ENGELMANN, 2011), o que Ihe confere as propriedades
mecanicas de um soOlido embora ndo haja formagdo de uma estrutura cristalina
(PAMMENTER; BERJAK, 2014).

A viscosidade alcancada com a vitrificacdo € tdo alta que paralisa 0 movimento
molecular e, consequentemente, evita que moléculas de agua individuais se juntem para
formar grandes cristais de gelo. Além disso, a baixa mobilidade molecular inibe as reagdes
quimicas e metabolicas, efetivamente colocando o sistema em estase, 0 que evita processos
prejudiciais associados envelhecimento das sementes (BENSON, 2008).

A vitrificacdo pode ser alcancada através da reducdo da &gua congelével, intra e
extracelular, seja pela exposicéo de tecidos vegetais a misturas crioprotetoras concentradas ou
por dessecacdo fisica e subsequente resfriamento muito rapido, geralmente por imersao direta
em nitrogénio liquido (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008). Todos esses processos Sao
potencialmente prejudiciais para o tecido que é sensivel & dessecacdo e ao resfriamento,
sendo, por isso, importante considerar as taxas de secagem e resfriamento.

O estado vitreo alcangado na criopreservacdo € instavel, principalmente durante a
etapa de reaquecimento (MAZUR, 2004). A recristalizacdo do gelo da &gua residual
congelavel no tecido ocorrerd entre -80 e -40°C se o reaquecimento for lento (BERJAK;
PAMMENTER, 2014; PAMMENTER; BERJAK 2014). Uma maneira de evitar a
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recristalizacdo da agua é reaquecer rapidamente as sementes, atravessando este intervalo de
temperatura tdo rapidamente quanto possivel (BENSON, 2008; BERJAK; PAMMENTER,
2014). Segundo Berjak e Pammenter (2014), para espécies sensiveis a estresses, 0

reaquecimento é realizado em temperaturas entre 38 e 45°C, durante um ou dois minutos

2.4  ANALISES POS DESCONGELAMENTO

Durante as etapas da criopreservacao, danos celulares podem ocorrer impedindo a
sobrevivéncia das sementes (WEN et al., 2012), quando os materiais vegetais séo resfriados
com o seu conteldo de agua desajustado. Extravasamento de material citoplasmatico devido a
ruptura nas paredes e membrana plasmaética sdo danos comumente observados durante a
criopreservacao, resultantes da formacao de cristais de gelo (WEN et al., 2012).

A realizagdo de alguns testes podem ajudar a elucidar os danos causados pelas
diferentes técnicas da criopreservagdo. A avaliacdo fisioldgica permite avaliar a extensao dos
danos relacionados a viabilidade e vigor das sementes, e os testes de germinacdo e de
tetraz6lio sdo os mais utilizados em trabalhos com sementes de café (ABREU et al., 2014;
CLEMENTE et al., 2011; COELHO et al., 2015).

As alteracBes nas atividades enzimaticas durante a deterioracdo das sementes também
sdo importantes para investigar a extensdao dos danos relacionados a criopreservacgdo.
Mudancas nos perfis eletroforéticos de enzimas relacionadas ao processo respiratorio, a
peroxidacdo de lipidios e a remocéo de radicais livres também podem constituir ferramentas
eficientes para analisar as alteracbes bioquimicas resultantes da deterioracdo (CHAUHAN;
GOPINATHAN; BARU, 1985).

Na maioria dos resultados de trabalhos realizados com sementes de café
criopreservadas (DUSSERT et al., 1997; 1998, 1999, 2001; 2002, 2003; 2012; DUSSERT,;
ENGELMANN, 2006; COELHO; ROSA; FERNANDES, 2017; FIGUEIREDO et al., 2017),
observam-se baixas porcentagens de germinacdo e/ou formacdo de plantulas normais apés a
exposicdo das sementes ao nitrogénio liquido. Devido a isso, para que haja sucesso com a
técnica de criopreservacdo, é necessario considerar e estudar os efeitos que as etapas de

secagem, resfriamento e reaquecimento podem causar a estas sementes.
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CAPITULO 2

CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE Coffea Canephora PIERRE:
IMPORTANCIA DA VELOCIDADE DE SECAGEM E TEOR DE AGUA

RESUMO

Sementes da espécie Coffea canephora sdo consideradas de comportamento mais recalcitrante
que as da espécie Coffea arabica, toleram uma desidratacdo parcial e ndo podem ser
armazenadas em bancos convencionais a -18°C, pois apresentam sensibilidade a temperaturas
sub-zero. A criopreservacdo € um método seguro para armazenar sementes com essas
caracteristicas por longos periodos de tempo, entretanto sdo necessarios estudos preliminares
para determinar as condicdes ideais para 0 armazenamento. Visando diminuir a mortalidade
das sementes causadas pela formacao de cristais de gelo intracelular, bem como evitar danos
celulares causados pela dessecacdo excessiva, objetivou-se neste trabalho investigar as
condicBes fisicas e fisiologicas ideais para a criopreservacdo de sementes de Coffea
canephora. As sementes foram submetidas a secagem rapida em silica gel e lenta em solucéo
salina saturada de NaCl até os teores de agua de 0,20; 0,25 e 0,28 g.g* (base seca), seguido
por imersdo direta em nitrogénio liquido, por resfriamento rapido. Foram realizadas analises
fisiologicas e bioquimicas para avaliar a qualidade das sementes antes e apds a
criopreservacao. A secagem rapida das sementes de Coffea canephora até valores proximos a
0,20 g.g* (bs) ndo causa reducdo na qualidade fisioldgicas. O teor de agua de 0,25 g.g*
proporciona maior sobrevivéncia de sementes de Coffea canephora apods criopreservacdo. A
velocidade de secagem afeta a qualidade fisiologica das sementes de Coffea canephora
criopreservadas, sendo a rapida em silica gel mais favoravel que a lenta em solucgdo salina
saturada de NaCl. A atividade das enzimas catalase, esterase, glutamato oxaloacetato
transaminase e polifenol oxidase sdo indicadoras da qualidade de sementes de Coffea
canephora submetidas a criopreservacao.

Palavras-chave: Secagem em silica gel. Resfriamento rapido. Sementes recalcitrantes.
Enzimas antioxidantes. Qualidade fisioldgica.
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1 INTRODUCAO

Dois fatores principais determinam a dificuldade em armazenar sementes de
comportamento recalcitrante, quando comparado com as sementes ortodoxas. Sementes de
Coffea canephora Pierre sdo caracterizadas pela alta atividade metabdlica e sensibilidade a
dessecacdo e ao resfriamento (PAMMENTER; BERJAK, 2014), o que impossibilita a
conservacao do material vegetal em bancos convencionais de germoplasma.

Enquanto o armazenamento convencional das sementes tolerantes a dessecacao €
realizado em cémaras de 18 a 20 °C abaixo de zero, a Unica alternativa vidvel para a
conservacao ex-situ de espécies recalcitrantes € a criopreservacdo (ENGELMANN, 2011), a
qual consiste no armazenamento das sementes em nitrogénio liquido a -196 °C, ou na sua fase
a vapor, a -150 °C (WALTERS, 2015). Nestas condicGes, a divisdo celular e as atividades
bioquimicas e metabdlicas sdo reduzidas drasticamente e as sementes podem ser armazenadas
por periodos de tempo indeterminado, sem alteracbes na qualidade fisiolégica (BENSON,
2008).

O foco principal na técnica de criopreservacao é evitar a formacéo de cristais de gelo
no meio intracelular, o que é letal para as células, caso o teor de 4gua ndo seja adequado para
a espécie. Os cristais de gelo ocorrem porque a &gua, ao congelar, se expande e forma
estruturas pontiagudas que danificam as paredes celulares, levando ao extravasamento do
conteddo celular (WESLEY-SMITH et al., 2014). A velocidade de secagem e o teor de agua
se tornam entdo, essenciais para 0 sucesso da criopreservacdo de sementes mais sensiveis a
dessecagdo, principalmente considerando a estreita faixa de umidade tolerada pelas sementes
durante a criopreservacdo (KAVIANI, 2011).

O desempenho fisioldgico das sementes apds secagem depende da velocidade com que
a 4gua é retirada (ROSA et al., 2005; JOSE et al., 2011; COELHO et al., 2015). Segundo
Pammenter e Berjak (2014), sementes sensiveis a dessecacdo podem sobreviver a menores
teores de &gua, se submetidas a uma secagem mais rapida, devido ao tempo insuficiente para
que os danos se acumulem durante o processo.

Dentre as técnicas atuais de criopreservacao, tem-se o resfriamento rapido, utilizado
principalmente para sementes e embrides zigéticos (WESLEY-SMITH et al., 2014), que
consiste na desidratacdo do material vegetal até um teor de agua ideal e subsequente imerséo
direta em nitrogénio liquido (ENGELMANN, 2011). Durante esse procedimento, a agua
presente nas células passa para o estado vitreo, desejavel para se evitar a cristalizacdo, que

neste caso acontece devido a rapida velocidade de congelamento aliado a alta viscosidade das
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solugdes intracelulares (KAVIANI, 2011; WESLEY-SMITH et al., 2014). Para alcancar o
nivel desejado de viscosidade que poderia transformar um fluido em um estado vitreo, as
sementes precisam estar com o conteddo de agua ajustado e ideal, o que pode ser alcancado
por meio da secagem.

A toleréncia a criopreservacdo de diversas espécies do género Coffea, dentre eles C.
canephora, foi investigada por Eira et al. (1999) e Dussert et al. (2001). Eira et al. (1999)
observou que as sementes de C. canephora sobrevivem ao armazenamento em temperaturas
de -10 e -20°C durante trinta dias, mas ndo sobrevivem em temperatura de -150 °C. Dussert et
al. (2001) estudou a criopreservacdo por resfriamento rapido e lento em sementes de C.
canephora, porém nao obteve sobrevivéncia apds o descongelamento.

O estresse causado as sementes submetidas as condi¢fes de secagem e resfriamento
pode causar desequilibrio i6nico as células, reducdo da energia disponivel para 0s processos
metabdlicos, producdo e acUmulo de radicais livres, alteracdes na permeabilidade da
membrana celular, desnaturacdo de proteinas, além de induzir & morte celular (BAUST,
2007). A avaliacdo da atividade de enzimas envolvidas em algumas rotas metabolicas pode
auxiliar na interpretacdo dos resultados fisioldgicos, aléem de elucidar quais 0s processos estdo
envolvidos na tolerancia a secagem e ao congelamento.

O sucesso para a criopreservacdo consiste em determinar as condigcfes ideias de
velocidade de secagem, teor de agua ideal e velocidade de resfriamento, bem como a
interacdo desses fatores. Diante da importancia de se preservar 0s recursos genéticos do café e
da inexisténcia de protocolo ideal para criopreservacdo das sementes, objetivou-se neste
trabalho investigar as condicGes fisicas e fisioldgicas ideais para a criopreservacdo de
sementes de Coffea canephora Pierre.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Colheita e processamento dos frutos

Frutos da espécie Coffea canephora Pierre, cultivar Apoatd, foram colhidos em
lavouras da Fazenda Experimental de Varginha - Fundacdo Procafé (Programa Integrado de
Apoio a Tecnologia Cafeeira), na safra 2014/2015. Os frutos no estadio de maturacéo cereja
foram seletivamente colhidos nos ramos médios das plantas e nas partes medianas destes
ramos. Apos a colheita, os frutos foram selecionados para uniformizacdo do estadio de

maturacdo e descascados mecanicamente. As sementes foram desmuciladas por fermentacéo
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em 4gua durante 48 horas em temperatura ambiente e posteriormente pré-secadas a sombra
para a retirada da umidade superficial. Para uniformizagdo do tamanho, foram utilizadas as
sementes retidas nas peneiras de crivo circular n® 18/64 e 20/64, sendo descartadas aquelas de
tamanho acima e abaixo destes.

As sementes foram entdo submetidas a determinacdo do teor de agua inicial pelo
método de estufa a 105°C (BRASIL, 2009) e a avaliagdo da qualidade fisiologica inicial, por
meio do teste de germinacdo (BRASIL, 2009) e viabilidade de embriGes no teste de tetrazdlio
(CLEMENTE et al., 2011).

2.2 Secagem e criopreservacgao das sementes

As sementes foram secadas até os teores de agua de 0,20; 0,25 e 0,28 g.g* (base seca).
Para a secagem répida, as sementes foram acondicionadas em camada Unica sobre as telas
metalicas das caixas de acrilico do tipo gerbox, contendo 80 mg de silica gel ativada em seu
interior e abaixo das telas. No decorrer da secagem, a silica era trocada diariamente, no mesmo
horério. Para a secagem lenta, as sementes foram acondicionadas da mesma forma, em caixas
contendo solucdo salina saturada de NaCl (75% de umidade relativa a 25 °C), sendo essa
solugdo capaz de manter a umidade relativa interna estavel. A solucgdo salina saturada foi feita
utilizando 65 mg do sal NaCl para 20 mL de agua destilada, para cada gerbox. Os recipientes
foram lacrados e mantidos em camaras do tipo B.O.D, em temperatura constante de 25 °C. A
perda de agua durante a secagem foi monitorada por pesagens continuas em balanca de
precisdo de 0,001 g, até que as sementes atingissem o0s teores de agua de interesse.

Apos atingirem os teores de agua de interesse e antes da imersdao em nitrogénio liquido,
as sementes foram submetidas aos testes fisioldgicas para avaliagdo da qualidade das sementes
antes da criopreservacao.

As sementes secas foram, entdo, acondicionadas em embalagens trifoliadas de aluminio
e imersas diretamente em tanque contendo nitrogénio liquido, o que proporciona um
resfriamento ultrarrapido, na velocidade de aproximadamente -200 °C/minuto (DUSSERT et
al., 2001). Apo6s 24 horas, as embalagens contendo as sementes foram retiradas e as sementes
descongeladas em banho-maria a 40 °C, por 2 minutos (DUSSERT et al., 1998). Para o
descongelamento, as sementes foram retiradas rapidamente, de suas respectivas embalagens e
imersas diretamente no banho-maria. Posteriormente, foram secadas em papel toalha para
retirada da agua superficial e tiveram seus pergaminhos retirados manualmente para serem

submetidas a avaliacéo fisioldgica e bioquimica.
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2.3 Avaliac0es fisioldgicas

Para as avaliagdes fisiologicas, foram utilizadas as sementes controle, ou seja, imidas e
sem passar por qualquer tratamento; as sementes secadas até os teores de 0,20; 0,25 e 0,28 9.0
! sem imersdo em nitrogénio liquido; e as sementes criopreservadas.

O teste de germinacéo foi realizado com quatro repeticdes de 25 sementes para cada
tratamento, semeadas em folhas de papel de germinacdo, umedecidas com agua em quantidade
equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes foram mantidas em germinador, em
temperatura constante de 30 °C, sendo a porcentagem de plantulas normais avaliada ap6s 30
dias, segundo as prescri¢cdes das RAS (BRASIL, 2009). No teste de germinacdo determinou-se
também a porcentagem de plantulas normais fortes aos 30 dias, sendo computadas como
fortes aquelas que apresentavam alca hipocotiledonar com trés centimetros ou mais, e
porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas aos 45 dias apds a
semeadura, e matéria seca das plantulas.

Para a determinacdo da matéria seca de plantulas, os eixos hipocotilo-radiculas das
plantulas normais foram isolados, acondicionados em sacos de papel e secados em estufa de
circulacdo de ar a 60 °C, durante cinco dias. Apds esse periodo foi determinada a massa seca de
raizes e de partes aéreas das plantulas, sendo os resultados expressos em miligramas por
plantula.

No teste de tetrazolio foram utilizadas quatro repeticdes de 10 sementes, as quais
foram embebidas em agua destilada por periodo de 48 horas, a 30 °C (CLEMENTE et al.,
2011). Apbs embebicdo os embrides foram removidos com o auxilio de bisturi, evitando-se
danos aos mesmos. Para a coloracdo os embrides foram imersos em solugdo de tetrazdlio a
0,5%, na auséncia de luz, por periodo de 3 horas, a 30 °C, quando foram avaliados, sendo 0s

resultados expressos em porcentagem de embrides viaveis.

2.4 AvaliagOes bioquimicas

Para as analises bioguimicas, apenas as sementes criopreservadas foram utilizadas.
As sementes foram maceradas em nitrogénio liquido, na presenca de polivinilpirrolidona e as
amostras foram armazenadas em temperatura de -86 °C (deep-freezer) até o momento da
realizacdo das analises. Utilizou-se a metodologia proposta por Alfenas et al. (2006) para
extracdo, corrida eletroforética e revelagdo das isoenzimas catalase (CAT), superdxido
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dismutase (SOD), esterase (EST), malato desidrogenase (MDH), glutamato oxaloacetato

transaminase (GOT) e polifenol oxidase (PPO).

2.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2,
sendo trés teores de agua, 0,20; 0,25 e 0,28 g.g* (bs) e duas velocidades de secagem, rapida e
lenta, com quatro repetices. Os resultados dos testes fisiologicos foram submetidos a anélise
de variancia por meio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2014), sendo as médias

comparadas por meio do teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Secagem e analises fisioldgicas de sementes ndo criopreservadas
Observa-se na Figura 2.1 as curvas de secagem das sementes de café submetidas a
secagem rapida em silica gel e lenta, em solucdo salina saturada de NaCl, até atingirem o0s

teores de agua de 0,20; 0,25 € 0,28 g.g™%.

Figura 2.1 - Curva de secagem das sementes de Coffea canephora Pierre submetidas a
secagem rapida, em silica gel e lenta, em solucdo salina saturada de NaCl, até os
teores de dgua de 0.20, 0.25 e 0.28 g.g™.
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Quando submetidas a secagem rapida em silica gel, as sementes com umidade inicial

de 0,70 g.g* levaram 61, 71 e 93 horas para atingirem os teores de agua de 0,28; 0,25 e 0,20

.97 respectivamente, apresentando velocidade média de secagem de 0,54 %.h. Na secagem

lenta, em solucdo salina saturada de NaCl, as sementes levaram 165, 189 e 260 horas para

atingirem os mesmos teores de agua, com velocidade média de 0,19 %.h™. Observa-se que a

secagem em silica gel foi 2,8 vezes mais répida que a secagem em solucdo salina saturada de
NaCl.

Na analise de variancia dos resultados das avaliacdes fisiologicas das sementes secas,

ndo criopreservadas, foi constatado efeito significativo apenas do fator velocidade de

secagem, para todas as varidveis respostas estudadas (Tabela 2.1), exceto para embribes

viaveis.

Tabela 2.1 - Valores médios de germinacdo, plantulas normais fortes, plantulas com folhas
cotiledonares expandidas, matéria seca de raiz, matéria seca de hipocétilo e
embrides viaveis, de sementes de Coffea canephora Pierre ndo criopreservadas,
submetidas a dois métodos de secagem, rapido em silica gel e lento, em solugéo
salina saturada de NaCl

Variaveis Secagem Controle CV (%)
Silica gel NaCl

Germinacao (%) 88 A 81B 88 7,51
Plantulas normais fortes (%) 22 A 15B 18 18,38
Folhas cotiledonares expandidas (%) 43 A 30B 38 13,03
Matéria seca de raiz (mg) 66,08 A 43,08 B 98,50 17,46
Matéria seca de hipocétilo (mg) 450,11 A 310,98 B 386,00 16,68
Embrides viaveis 86 A 80 A 90 13,86

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

De acordo com os resultados do teste de germinacdo das sementes (Tabela 2.1), apds a
secagem rapida em silica gel as sementes apresentaram melhor qualidade fisiol6gica quando
comparado a secagem lenta, em solucdo de NaCl. Também foi observado que ndo houve
reducdo na porcentagem de germinacdo das sementes durante o processo de secagem rapida,

sendo que as sementes Umidas (testemunha) apresentou média igual as das sementes secas.
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Quando os embrides zigoticos foram retirados das sementes secas e avaliadas no teste
de tetrazdlio (Tabela 2.1), ndo observa-se diferenca entre a viabilidade das sementes
submetidas a secagem rapida e a lenta, sendo os resultados estatisticamente semelhantes.

Com relacdo aos resultados dos testes de vigor das sementes secas, sem
criopreservacdo (Tabela 2.1), observa-se que apds a secagem rapida, em silica gel, as
sementes apresentam resultados superiores quando comparado a secagem lenta, indicando que
a secagem rapida foi melhor para preservar as qualidades fisiologicas das sementes de Coffea
canephora, corroborando com os resultados do teste de germinacéo.

Com estes resultados observa-se que de uma forma geral, a velocidade de secagem
influéncia a viabilidade e o vigor das sementes. Sementes de Coffea canephora secadas
rapidamente apresentam maior qualidade fisiologica do que as secadas lentamente.

Rosa et al. (2005) estudando o efeito da taxa de secagem na qualidade fisioldgica de
sementes de Coffea canephora Pierre, observaram que imediatamente apds a secagem, apenas
o efeito do teor de &gua final das sementes foi significativo, ndo sendo relevante a taxa com
gue a agua é retirada. Ressalta-se que as condi¢bes de secagem realizadas por Rosa et al.
(2005) foram diferentes da realizada no presente trabalho. Além disso, esses autores
estudaram teores de agua bem distintos, entre 51 e 15%, e sendo as sementes de Coffea
canephora Pierre consideradas recalcitrantes, a umidade final influenciou na qualidade
fisioldgica das sementes.

No presente trabalho ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os teores de
agua investigados de 0,20; 0,25 e 0,28 g.g’%, uma vez que sendo valores tdo proximos, néo
influenciaram na qualidade fisioldgica das sementes. Foi observado também no trabalho de
Rosa et al. (2005) que ocorre diminui¢do da germinacdo das sementes de Coffea canephora a
medida em que estas perdem agua, fato esse ndo observado no presente trabalho.

Coelho et al., (2015) estudando os efeitos da taxa de secagem na qualidade de
sementes de Coffea arabica L. observaram que na secagem rapida, as sementes toleraram
dessecacdo a menores teores de agua. Por outro lado, a secagem lenta foi mais eficiente
guando as sementes foram secadas até teores mais elevados de agua.

Segundo Berjak e Pammenter (2008) sementes recalcitrantes podem sobreviver a um
menor conteudo de agua quando secadas rapidamente. Isso porque quando a secagem €
instantdnea, ocorre a passagem rapida através dos intervalos de conteudo de éagua
intermediarios, em que ocorre o dano relacionado ao metabolismo aquoso, com desequilibio
ibnico e acumulo de radicais livres (PAMMENTER; BERJAK, 2014). Ou seja, se as sementes
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passam rapidamente por este intermediario teor de agua, ndo ha tempo suficiente para que 0s

danos possam se acumular em niveis letais.

3.2 Anadlises fisioldgicas de sementes criopreservadas

Na andlise de variancia dos resultados das avaliagbes fisioldgicas apo6s a
criopreservacao das sementes, foi constatada interacdo significativa para os dois fatores
estudados, velocidade de secagem e teor de agua, para todas as variaveis respostas estudadas

(Figura 2.2)

Figura 2.2 - Porcentagem média de Germinacédo (A), de plantulas normais fortes (B), de plantulas
com folhas cotiledonares expandidas (C), peso médio de matéria seca de raiz (D) e de
hipocétilo (E) e viabilidade de embrides pelo teste de tetrazélio (F), de sementes de
Coffea canephora Pierre criopreservadas apds secagem rapida em silica gel e lenta em
solucéo salina saturada de NaCl até os teores de agua de 0.20, 0.25 e 0.28 g.g™*. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam as velocidades de secagem dentro do
mesmo teor de agua. Letras mindsculas comparam os teores de agua dentro da mesma
velocidade de secaaem.(Continua)
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Figura 2.2 - Porcentagem média de Germinacédo (A), de plantulas normais fortes (B), de plantulas
com folhas cotiledonares expandidas (C), peso médio de matéria seca de raiz (D) e de
hipocdtilo (E) e viabilidade de embrides pelo teste de tetrazdlio (F), de sementes de
Coffea canephora Pierre criopreservadas apds secagem rapida em silica gel e lenta
em solucéo salina saturada de NaCl até os teores de agua de 0.20, 0.25 e 0.28 g.g™.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam as velocidades de secagem

dentro do mesmo teor de &gua. Letras minusculas comparam os teores de 4gua dentro
da mesma velocidade de secagem. (Concluséo)
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No presente trabalho, em que as sementes foram armazenadas em nitrogénio liquido,
observa-se pelos resultados do teste de germinacdo (Figura 2A) que o teor de dgua mais
indicado para a criopreservagdo das sementes de Coffea canephora é de 0,25 g.g?, sendo a
secagem rapida, em silica gel, a ideal para atingir esse contetdo. As sementes secadas de
forma répida até 0,20g.g apresentaram alguma sobrevivéncia, porém muito pequena quando
comparada com as sementes com umidade de 0,25 g.g*?. O teor de agua de 0,28 g.g* é
altamente prejudicial para a criopreservacdo das sementes de C. canephora,
independentemente da velocidade de secagem.

Avaliando-se os resultados dos testes de vigor (Figura 2.2, B-E) observa-se a mesma
tendéncia dos resultados do teste de germinacdo, ou seja, o melhor teor de agua para
criopreservar sementes de Coffea canephora Pierre é de 0,25 g.g%, secadas em silica gel.
Teores de dgua acima ou abaixo desse valor causam reducéo drastica na qualidade fisioldgica
das sementes criopreservadas, o0 que pode indicar que existe uma umidade pontual e ndo uma
faixa de teor de agua ideal para armazenar as sementes em nitrogénio liquido.

Esses resultados sugerem também que houve formacédo de cristais de gelo nos teores
de agua estudados, especialmente no teor de agua acima de 0,25 g.g™ ja que as sementes

secas antes da imersdo em nitrogénio liquido apresentaram sobrevivéncia superior a 80%.
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Embora o estado ideal de hidratacdo das sementes antes da exposi¢do ao nitrogénio liquido
seria que todas elas tivessem apenas agua ndo-congelavel, na prética, isto ndo é atingido. A
variacdo de umidade entre as sementes durante e ap0s a secagem interferem na quantidade de
agua congelavel que permanece nas células no momento da criopreservacdo (BERJAK;
PAMMENTER, 2013), podendo ser esse o motivo pelo qual apenas 43% das sementes
germinaram apos a imersdo em nitrogénio liquido.

Com relacdo as velocidades de secagem investigadas, observa-se que a secagem lenta
é prejudicial quando o objetivo é secar as sementes de café para a criopreservacdo (Figura
2.2). Em todos os testes realizados, a secagem rapida até 0,25 g.g foi melhor quando
comparada a secagem lenta (Figura 2.2), quando se avalia a qualidade das sementes ap0s
criopreservacao. Com esses resultados, fica evidente a importancia da velocidade de secagem
a que as sementes sdo submetidas, sendo esta primordial para o sucesso da técnica de
criopreservacao.

Figueiredo et al. (2017) estudando protocolos de criopreservacdo de sementes de
Coffea arabica L., outra espécie do género Coffea com caracteristicas similares ao Coffea
canephora, observaram que a umidade de 20% bu (que corresponde a 0,25 g.g™* bs) permite
maior sobrevivéncia das sementes, bem como de embrifes zigoticos apds a criopreservacao.

Dussert et al. (2001) ao estudarem a tolerancia de nove espécies de Coffea a
criopreservacao, observaram que independentemente do teor de agua e da taxa de
resfriamento, as sementes de Coffea canephora ndo germinam apds imersdo em nitrogénio
liquido; entretanto, os autores concluiram que os danos ocorrem principalmente em
endospermas das sementes, uma vez que os embrides, ao serem extraidos dessas sementes
criopreservadas, apresentam sobrevivéncia.

No presente trabalho também foi observado maior sobrevivéncia dos embrides
retirados das sementes criopreservadas quando comparada aos resultados do teste de
germinacéo (Figura 2.2, A e F), principalmente nas umidades de 0,20 e 0,28 g.g%, que foram
letais para as sementes de café, semelhante aos resultados encontrados por Dussert et al.
(2001). Embrides de sementes secadas lentamente até 0,28 g.g' ndo apresentaram
sobrevivéncia, mostrando ter sido este o pior tratamento dentre o0s investigados nesta
pesquisa, para a criopreservacao de sementes de Coffea canephora.

Fatores como qualidade inicial das sementes, condi¢fes de secagem, taxa de
resfriamento e o descongelamento sdo importantes para a sobrevivéncia das espécies pés

criopreservacdo. No presente trabalho, observa-se alta qualidade inicial das sementes, bem
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como apds a secagem, indicando ser as etapas de resfriamento e reaquecimento os entraves
para alcancar alta sobrevivéncia de sementes criopreservadas.

De uma forma geral, os resultados encontrados neste trabalho sugerem que a
velocidade de secagem rapida, em silica gel, é a ideal para a criopreservacdo de sementes de
Coffea canephora. Entretanto, a uniformidade com que a secagem ¢é realizada, bem como a
técnica de criopreservacao utilizada precisam ser melhor estudados.

3.3 Anadlises enzimaticas das sementes criopreservadas

Os sistemas isoenzimaticos das sementes de Coffea canephora submetidas a
criopreservacao, revelados e quantificados para catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
esterase (EST), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT), malato desidrogenase (MDH) e
polifenol oxidase (PPO) estéo representados nas Figura 2.3, 2.4 e 2.5.

Na atividade enzimética da catalase (Figura 2.3A) foi observado que a medida em que
a umidade das sementes diminui, a atividade aumenta, principalmente na secagem lenta. Foi
observado também que os tratamentos que passaram pela secagem lenta antes da
criopreservagao apresentaram uma menor atividade quando comparamos com 0s tratamentos
de secagem répida. Houve expressdo muito baixa da enzima catalase nas sementes
criopreservadas a 0,28 g.g™ apds secagem lenta, sendo esse tratamento o de pior qualidade

fisioldgica dentre os testados no presente trabalho.

Figura 2.3 - Perfil eletroforético e quantificacdo densitométrica para as enzimas catalase (A) e
superoxido dismutase (B), em sementes de Coffea canephora Pierre
criopreservadas apds secagem rapida (R) e lenta (L), até os teores de agua de
0.20,0.25 e 0.28 g.g* (Continua)
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Figura 2.3 - Perfil eletroforético e quantificacdo densitométrica para as enzimas catalase
(A) e superoxido dismutase (B), em sementes de Coffea canephora Pierre
criopreservadas apds secagem rapida (R) e lenta (L), até os teores de agua de
0.20, 0.25 e 0.28 g.g* (Conclusio.)
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Fonte: Do autor (2018)

A catalase esta envolvida na remocao de peréxidos de hidrogénio (H20-) das células, e
sua maior atividade pode estar relacionada a diminuicdo de mecanismos de prevengdo de
danos oxidativos (BAILLY et al., 1996). Esses resultados corroboram com o0s de Branddo
Junior; Vieira e Hilhost (2002), que observaram uma diminuicdo na atividade da catalase em
sementes de café que apresentaram menor desempenho fisiologico, resultante de dessecacéo.
O estresse causado as sementes devido a secagem e criopreservacdo causa aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio e estimula a geracdo de perdxido de hidrogénio.
Provavelmente, este processo estimulou o aumento da expressdo do complexo izoenzimatico
da enzima catalase no decorrer da secagem, explicando a maior atividade nas sementes mais
secas (Figura 2.3A).

A enzima superdxido dismutase (SOD) € considerada a primeira a atuar no sistema
antioxidante das células, realizando a dismutacdo do radical superdxido (O2’), resultando em
peroxido de hidrogénio (H202) (HENDRY, 1993). Na expresséo dessa enzima (Figura 2.3B),
observou-se que o protocolo de criopreservacdo de sementes de Coffea canephora que
resultou em sementes de maior viabilidade e vigor, ou seja, sementes secadas até 0,25 g.g*
em silica gel e posterior imersdo em nitrogénio liquido, foi o que apresentou a menor
atividade dessa enzima, podendo indicar uma baixa atuacdo de radicais livres nesse
tratamento. Observa-se também, de uma forma geral, que houve maior expressdo dessa
enzima nos tratamentos secados em solucéo salina saturada de NaCl, quando comparado a
secagem em silica gel dentro de um mesmo teor de agua, indicando uma maior deterioracdo

das sementes nestes tratamentos.
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Na expressdo da enzima esterase (Figura 2.4C), observou-se que ocorreu um aumento
da expressdao com a diminuicdo do teor de &gua das sementes (Figura 2.4C), sendo 0s
tratamentos das sementes criopreservadas com 0,20 g.g** de umidade com maior intensidade
das bandas. Ainda com relacdo a esterase, observou-se uma expressdo muito baixa das
sementes que foram secadas lentamente e criopreservadas a 0,28 g.g* de umidade, sendo esse
tratamento 0 que apresentou pior qualidade fisiologica. A enzima esterase participa das
reacOes de hidrélise de ésteres e pode também, atuar sobre os fosfolipidios de membrana
(TAIZ; ZEIGER, 2009). Branddo Junior; Vieira e Hilhost (2002) observaram maior expressao

dessa enzima em amostras provenientes de sementes de café secas.

Figura 2.4 - Perfil eletroforético e quantificacdo densitométrica para as enzimas esterase (C) e
malato desidrogenase (D) em sementes de Coffea canephora Pierre
criopreservadas apds secagem rapida (R) e lenta (L), até os teores de agua de
0.20,0.25e0.28 g.g*
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Fonte: Do autor (2018)

Com relacdo a expressdo da enzima malato desidrogenase (Figura 2.4D) foi observado
pequena alteracdo entre os tratamentos estudados. Entretanto, maior atividade ocorreu nas
sementes secadas em solucdo salina de NaCl, quando comparado a secagem rapida antes da
criopreservagio, exceto para o teor de agua de 0,28 g.g™. Essa maior atividade pode estar
relacionada a alta taxa de respiracdo das sementes e consequentemente, maior deterioracdo
(Catéo et al., 2016). A enzima MDH desempenha importante funcdo no ciclo de Krebs,

catalisando a conversdo de malato a oxaloacetato, produzindo NADH, que € um produto
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fundamental na producéo de ATP e de compostos intermediarios essenciais ao funcionamento
das células (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As enzimas glutamato oxaloacetato transaminase (Figura 2.5E) e polifenol oxidase
(Figura 2.5F) apresentaram expressdo semelhantes. Para essas enzimas, observou-se que a
velocidade de secagem influenciou mais a atividade do que o teor de 4gua final das sementes.
Deste modo, as sementes secadas de forma lenta apresentaram uma maior expressédo do que
aquelas sementes secadas rapidamente, independentemente do teor de agua em que as

sementes se encontravam.

Figura 2.5 - Perfil eletroforético e quantificacdo densitométrica para as enzimas glutamato
oxaloacetato transaminase (E) e polifenol oxidase (F) em sementes de Coffea
canephora Pierre criopreservadas apos secagem rapida (R) e lenta (L), até os
teores de agua de 0.20, 0.25 € 0.28 g.g™*
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Fonte: Do autor (2018)

A glutamato oxalacetato transaminase atua na oxidacdo de aminoacidos visando o
fornecimento de energia para o ciclo de Krebs ou para a redugdo do a-cetoglutarato, voltada a
biossintese de novos aminoacidos visando o crescimento do embrido (MALONE et al., 2007).
Deste modo, estresses aplicados as sementes podem atuar direta ou indiretamente sobre esta
enzima, afetando assim a retomada do crescimento do embrido (Figura 2.2F) e
consequentemente a germinacdo das sementes (Figura 2.2A).
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A enzima polifenol oxidase atua sobre os compostos fendlicos das sementes, 0s quais
tém importante funcdo antioxidante e de protecdo de aldeidos, a exemplo dos acidos
clorogénicos e o caféico. Essas enzimas estdo ligadas as membranas celulares, e quando
ocorrem danos nas membranas, essas enzimas sdo liberadas e ativadas, e podem reagir com
substratos fenolicos intra e extracelulares, e transforma—los em quinonas (AMORIM, 1978).
Isso explica a alta atividade dessa enzima nos tratamentos de secagem lenta, evidenciando os
danos ocasionados as membranas celulares e consequente reducdo na qualidade fisioldgica.

De uma forma geral, as sementes secadas lentamente até 0,28 g.g™! e criopreservadas
apresentaram uma expressdo muito baixa ou quase nula na maioria dos complexos
enzimaticos estudados. Nota-se que as sementes estavam mortas, uma vez que apresentaram
valores nulos nos testes de germinacdo e tetrazolio, justificando a baixa ou nula atividade
(Figura 2.2, 2.3, 2.4 e 2.5).

No presente trabalho, foram abordadas analises fisicas, fisioldgicas e bioquimicas a
respeito da criopreservacdo de sementes de café, as quais permitiram detectar algumas
transformacdes ocorridas durante esse processo. Essa pesquisa vem elucidar alguns entraves
com relacdo a conservacdo a longo prazo da espécie Coffea canephora, que ainda nao tinham
sido estudados, e ainda contribuir com o universo de informagdes a respeito do
armazenamento e longevidade das sementes de café. Isso se torna de grande valia para 0s
estudos relacionados a tolerancia a dessecacdo, 0s quais buscam o aprimoramento das técnicas

de criopreservacao.

4  CONCLUSOES

O teor de agua de 0,25 g.g™ (bs) proporciona maior sobrevivéncia de sementes de
Coffea canephora apds criopreservacao por imersdo direta.

A velocidade de secagem afeta a qualidade das sementes de Coffea canephora
criopreservadas, sendo a secagem rapida em silica gel mais favoravel que a secagem lenta em
solugéo salina saturada de NaCl para atingir o teor de agua de 0,25 g.g™* (bs).

A secagem rapida das sementes de Coffea canephora até valores proximos a 0,20 g.g™*
(bs) ndo causa reducdo na qualidade fisioldgica.

A atividade das enzimas catalase, esterase, glutamato oxalacetato transaminase e
polifenol oxidase sdo indicadoras da qualidade de sementes de Coffea canephora submetidas

a criopreservagao.
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CAPITULO 3

TECNICAS DE CRIOPRESERVACAO EM SEMENTES DE Coffea Canephora
PIERRE: RESFRIAMENTO LENTO E RAPIDO

RESUMO

O café é umas das principais commaodities agricolas do pais, sendo importante a conservacao
do material vegetal para os programas de melhoramento genético. A criopreservacdo é uma
alternativa promissora para conservar a longo prazo e de forma segura, o germoplasma de
espécies consideradas recalcitrantes, a exemplo de Coffea canephora Pierre. Entretanto,
estudos devem ser conduzidos para alcancar a maxima sobrevivéncia de plantulas apds
imersdo em nitrogénio liquido. Objetivou-se neste trabalho encontrar um protocolo de
criopreservacao seguro e eficiente para armazenar sementes de Coffea canephora Pierre,
estudando dois métodos de criopreservacao, resfriamento lento e rapido. As sementes foram
submetidas a secagem em silica gel, até o teor de agua de 0,25 g.g*(base seca). No primeiro
experimento, as sementes secas foram submetidas a tratamentos de resfriamento lento nas
velocidades -1 °C min.?, -3 °C min. ! e -5 °C min.? até as temperaturas finais de -40 °C, -50
°C, e -60 °C, por meio de um biocongelador, e posteriormente imersas em nitrogénio liquido.
No segundo experimento, foi selecionado o melhor resultado da velocidade e temperatura
final de pré-resfriamento do primeiro experimento e comparado com o resfriamento réapido,
em que as sementes secas, com 0,25 g.g* de umidade, foram imersas diretamente em
nitrogénio liquido. As alteracBes fisioldgicas e bioquimicas ocorridas nas sementes apos
criopreservacao foram avaliadas por meio de testes de germinacédo e vigor e eletroforese de
isoenzimas. As sementes de Coffea canephora respondem melhor a criopreservacdo por
resfriamento rapido, ou seja, imersdo direta em nitrogénio liquido, quando comparado ao
resfriamento lento. A secagem das sementes de Coffea canephora até o teor de agua de 0,25
9.9 ndo prejudica a viabilidade das sementes. As enzimas catalase e esterase sdo bons
marcadores bioquimicos para sementes de café criopreservadas e sua atividade é maior nas
sementes de maior qualidade fisioldgica.

Palavras-chave: Resfriamento lento. Resfriamento rapido. Secagem em silica gel. Sementes
recalcitrantes.
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1 INTRODUCAO

O género Coffea apresenta atualmente mais de 100 espécies descritas, e dentre estas,
Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre sdo as mais comercializadas mundialmente
(OIC, 2017). Sementes de Coffea arabica L. sdo parcialmente tolerantes a dessecacéo e ao
armazenamento, sendo por isto consideradas como de comportamento intermediario (EIRA et
al.,1999; ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990). As sementes de Coffea canephora Pierre,
consideradas mais recalcitrantes, sdo caracterizadas por serem propagadas com altos
contetidos de agua, ndo toleram a desidratacdo a niveis adequados para 0 armazenamento em
bancos de sementes convencionais em temperaturas de -18 a -20 °C e sdo metabolicamente
ativas, o que dificulta a conservacdo do germoplasma vegetal da espécie (BERJAK;
PAMMENTER, 2013).

Para garantir o armazenamento seguro de recursos genéticos do cafeeiro,
pesquisadores tém buscado o aprimoramento de técnicas de conservacdo de sementes com
caracteristicas de recalcitrancia, como as de café, em nitrogénio liquido (- 196°C) ou em sua
fase a vapor, a -150°C (DUSSERT et al., 2012; BERJAK; PAMMENTER, 2014; COELHO;
ROSA; FERNANDES, 2017; FIGUEIREDO et al., 2017). A criopreservacdo é uma op¢do
viavel para a conservacdo em longo prazo do material vegetal dessas espécies
(ENGELMANN, 2011), e o armazenamento pode ser conduzido por um periodo ilimitado de
tempo, sem que ocorram divisdes celulares e alteracdes metabdlicas (WESLEY-SMITH et al.,
2015).

Dentre 0os métodos de criopreservacdo existentes atualmente, dois principais sao
utilizados para sementes. O método classico consiste no resfriamento lento do material
vegetal até uma certa temperatura, seguido de rapida imersdo em nitrogénio liquido
(ENGELMANN, 2011). O método mais moderno € baseado na vitrificacdo, em que o material
é imerso diretamente em nitrogénio liquido, apds uma desidratacdo controlada (WALTERS et
al., 2013). Segundo Berjak e Pammenter (2014), para espécies recalcitrantes
tropicais/subtropicais, melhores resultados sdo observados quando se utiliza a criopreservagéo
classica, utilizando-se o resfriamento lento.

O maior gargalo a ser superado nos protocolos de criopreservacdo sdo 0s danos
associados a formacgdo de cristais de gelo intracelular, uma vez que comprometem a
integridade das células (WESLEY-SMITH et al., 2014). O conteudo de 4gua das sementes é o
fator mais importante, pois € determinante para a sobrevivéncia das sementes ap0s a imersao
em nitrogénio liquido (UEMURA; MINAMI; KAWAMURA, 2009). A perda de viabilidade
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das sementes ir4 ocorrer caso o conteldo de agua for alto o suficiente para acarretar a
formagdo de gelo intracelular, ou baixo o suficiente para causar estresses fisicos as celulas,
uma vez que sao espécies sensiveis a dessecacdo (PAMMENTER; BERJAK, 2014).

Como as células se desidratam a medida que a temperatura diminui, definir a
velocidade de resfriamento, bem como a temperatura de pré-resfriamento pode ser
fundamental para impedir que danos ocorram nas sementes (KAVIANI, 2011). Em
contrapartida, o resfriamento rapido induz a vitrificacdo, o que poderia ser benéfico as
sementes.

Até o momento, ndo ha uma metodologia eficiente e segura para conservacao das
sementes de Coffea canephora Pierre a longo prazo, e os trabalhos de criopreservacao
envolvendo a espécie estdo defasados (EIRA et al., 1999; DUSSERT et al., 2001). Diante da
importancia econdémica da espécie e da necessidade de conservar o germoplasma vegetal,
objetivou-se neste trabalho encontrar um protocolo de criopreservagdo seguro e eficiente para
armazenar sementes de Coffea canephora Pierre, estudando dois métodos de criopreservacéo,

resfriamento lento e rapido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material biolégico e processamento dos frutos

Frutos em estadio de maturacdo cereja, da espécie Coffea canephora Pierre cultivar
Apoatd, foram seletivamente colhidos em lavouras da Fazenda Experimental da Fundacéo
Procafé (Programa Integrado de Apoio a Tecnologia Cafeeira), na cidade de Varginha-MG.
Apbs a colheita, os frutos foram transportados para a Universidade Federal de Lavras, onde
foram novamente selecionados para uniformizar o estddio de maturacdo, despolpados
mecanicamente e as sementes desmuciladas por fermentacdo em agua, por periodo de 48
horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as sementes foram dispostas em camada
Unica sobre tela e mantidas a sombra, para a retirada da agua superficial.

Para determinar o grau de umidade inicial das sementes, foi realizado o metodo de
estuda a 105 °C por 24 horas (BRASIL, 2009) e avaliacdo da qualidade fisioldgica inicial foi
realizada por meio dos testes de germinacdo (BRASIL, 2009) e viabilidade de embrides pelo
teste de tetrazolio (CLEMENTE et al., 2011).

2.2 Secagem das sementes
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Inicialmente foram realizados testes preliminares para determinar a melhor velocidade
de secagem, bem como do teor de agua ideal para a criopreservagdo das sementes de Coffea
canephora. De acordo com estes testes (resultados ndo apresentados), a velocidade de
secagem mais rapida, em silica gel, e o teor de 4gua ap6s secagem das sementes, de 0,25 g.g™
(base seca) foram os tratamentos que proporcionaram melhores resultados.

As sementes foram, entdo, secadas em camada unica sobre telas metalicas no interior
de caixas de acrilico do tipo gerbox, contendo 80 mg de silica gel ativada em seu interior e
abaixo da tela. A silica gel foi trocada diariamente, no mesmo horério, para regeneracdo da
capacidade de retirada de agua. Os recipientes foram lacrados e mantidos em cdmaras do tipo
B.O.D, em temperatura constante de 25 °C. A perda de agua durante a secagem foi
monitorada por pesagens continuas em balanca de precisdo de 0,001 g, até que as sementes

atingissem o teor de agua de interesse.

2.3 Primeiro experimento - Procedimento de resfriamento lento

Para o teste de resfriamento lento (criopreservagdo classica), as sementes com teor de
agua de 0,25 g.g* foram acondicionadas em embalagens trifoliadas de papel aluminio e
colocadas em biocongelador (Icecube, modelo 14S-B, software SY-LAB - Minitub do Brasil),
por meio do qual foram programadas diferentes curvas de resfriamento, variando-se as
velocidades (-1 °C min.}; -3 °C min.}; - 5 °C min.Y) e as temperaturas finais de pré-
resfriamento (-40 °C; -50 °C; -60 °C). Apo6s o resfriamento, as sementes foram retiradas do
biocongelador e imersas diretamente em tanque contendo nitrogénio liquido (-196 °C), onde
permaneceram por 24 horas. Para o descongelamento, as embalagens contendo as sementes
foram retiradas rapidamente do nitrogénio liquido, e imersas em banho maria, durante dois
minutos a 40 °C, segundo metodologia proposta por Dussert et al. (1998). As sementes foram
entdo secadas superficialmente em papel toalha, tendo seus endocarpos (pergaminhos)

manualmente retirados para realizacdo das avalia¢@es fisioldgicas e bioquimicas.
2.4 Segundo experimento - Procedimento de resfriamento rapido
Foi testado também a metodologia de criopreservacdo por imersdo direta, ou

resfriamento rapido. Para isso, as sementes com umidade de 0,25 g.g* foram acondicionadas

em embalagens trifoliadas de papel aluminio e imersas diretamente em tanque contendo
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nitrogénio liquido, o que constitui uma velocidade de resfriamento da ordem de 200 °C min.
(DUSSERT et al., 2001). As sementes permaneceram no criotanque por 24 horas, sendo o
descongelamento das amostras também realizado por imersdo em banho maria, durante dois
minutos a 40 °C (DUSSERT et al., 1998).

Desta forma, os seguintes tratamentos foram investigados neste trabalho:

Tabela 3.1 - Identificacdo dos tratamentos e descricdo dos procedimentos utilizados para a
criopreservacao de sementes de Coffea canephora Pierre.
Pré-resfriamento
Velocidade Temperatura
final
Sem secagem- 0.72g.9% - -

Numero Tratamento Secagem

Testemunha . .
5 Secagem em silica gel até - -
0.259.9*
3 Resfrigme*nto Silica gel até 0.25 g.g" Imerséo direta no nitrogénio
rapido
4 -40°C
5 -1°C/minuto -50°C
6 -60°C
0

; Reslfri?rrleinto Secagerr(ll ezrg sili_(ia gel até -39C/minuto ggog
9 ento .259.9 600G
10 -40°C
11 -5°C/minuto -50°C
12 -60°C

* Imers&o direta em nitrogénio liquido; ™ Pré-resfriamento em biocongelador.
Fonte: Do autor (2018).

2.5 Andlises fisiologicas

As sementes submetidas aos tratamentos descritos na Tabela 3.1 foram submetida a
avaliacdo fisiologica, por meio do teste de germinagéo.

O teste de germinacédo foi realizado com quatro repeticdes de 25 sementes para cada
tratamento, semeadas em folhas de papel de germinacéo, tipo germitest, umedecidas com &gua
em quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes foram mantidas em
germinador, em temperatura constante de 30 °C, sendo a porcentagem de plantulas normais
avaliada apo6s 30 dias, segundo as prescricdes das RAS (BRASIL, 2009). No teste de
germinacdo determinou-se também a porcentagem de protrusdo radicular aos 15 dias, e a
porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas e matéria seca de plantulas,
aos 45 dias apds a semeadura.
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Aos 45 dias do teste de germinacdo, avaliou-se também a matéria seca de plantulas,
quando os eixos hipocétilo-radiculas das plantulas normais foram isolados, acondicionados em
sacos de papel e secados em estufa de circulagdo de ar a 60 °C, durante cinco dias. Apds esse
periodo foi determinada a massa seca de raizes e de partes aéreas das plantulas, sendo os
resultados expressos em miligramas por plantula.

No teste de tetrazdlio foram utilizadas quatro repeticbes de 10 sementes, as quais
foram embebidas em agua destilada por periodo de 48 horas, a 30 °C (CLEMENTE et al.,
2011). Apds embebicdo os embrides foram removidos com o auxilio de bisturi, evitando-se
danos aos mesmos. Para coloracdo os embrides foram imersos em solucao de tetrazolio a 0,5%,
na auséncia de luz, por periodo de 3 horas, em 30°C, quando foram avaliados, sendo 0s

resultados expressos em porcentagem de embrides viaveis.

2.6 Andlises bioquimicas

Para as analises bioquimicas, as sementes provenientes dos tratamentos descritos na
Tabela 3.1 foram maceradas em nitrogénio liquido, na presenca de polivinilpirrolidona e as
amostras armazenadas em temperatura de -86 °C (deep-freezer) até 0 momento da realizacéo
das anélises eletroforética de isoenzimas. Utilizou-se a metodologia proposta por Alfenas
(2006) para extracdo, corrida eletroforética e revelacdo das isoenzimas catalase (CAT),

superdxido dismutase (SOD), peroxidase (PO), esterase (EST) e malato desidrogenase (MDH).

2.7 Delineamento experimental e analises estatisticas

Para o estudo sobre o efeito da velocidade e temperatura final de pré-resfriamento
(primeiro experimento), foi utilizado o fatorial 3 x 3, sendo trés velocidades de resfriamento e
trés temperaturas finais de resfriamento, com quatro repeticdes

No segundo experimento, os protocolos de criopreservacdo de resfriamento lento e
rapido foram comparados a testemunha e as sementes secas até 0,25 g.g%, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticoes.

Os dados de ambos os experimentos foram submetidos a analise de variancia no
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2014), sendo as médias comparadas por meio do
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Primeiro experimento - Método classico de criopreservacado (Resfriamento lento)

Na Figura 3.1 estdo apresentados os resultados dos testes fisiologicos realizados nas
sementes de Coffea canephora Pierre secadas até 0,25 g.g* de umidade, em silica gel, e

posteriormente submetidas ao protocolo de criopreservacgéo por resfriamento lento.

Figura 3.1 -Influéncia da velocidade e temperatura final de pré-resfriamento nos resultados
médios de germinacdo (A), protrusdo radicular (B), plantulas com folhas
cotiledonares expandidas (C), matéria seca de raiz (D) e de hipocotilo (E) e
embrides viaveis no teste de tetrazélio (F), em sementes de Coffea canephora
Pierre, apds criopreservagdo por resfriamento lento. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras
minasculas comparam as velocidades de resfriamento dentro da mesma
temperatura de pré-resfriamento. Letras mailsculas comparam as temperaturas
de pré-resfriamento dentro da mesma velocidade de resfriamento. (Continua)
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Figura 3.1 -Influéncia da velocidade e temperatura final de pré-resfriamento nos resultados
médios de germinagdo (A), protrusdo radicular (B), plantulas com folhas
cotiledonares expandidas (C), matéria seca de raiz (D) e de hipocétilo (E) e
embrides viaveis no teste de tetrazolio (F), em sementes de Coffea canephora
Pierre, ap0s criopreservacdo por resfriamento lento. Médias seguidas de mesma
letra nédo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras
mindsculas comparam as velocidades de resfriamento dentro da mesma
temperatura de pré-resfriamento. Letras maiusculas comparam as temperaturas
de pré-resfriamento dentro da mesma velocidade de resfriamento. (Conclusao)
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Fonte: Do autor (2018)

De acordo com os resultados do teste de germinacao (Figura 3.1A), observou-se que
as taxas de resfriamento mais lentas, ou seja, -1 °C/min e -3 °C/min, foram altamente
prejudiciais a qualidade fisiologica das sementes de café, independentemente da temperatura
final. Observa-se que na taxa de resfriamento de -3 °C/min, as sementes s6 apresentaram
sobrevivéncia quando foram pré-resfriadas até a temperatura final de -60 °C antes da imersdo
em nitrogénio liquido. Dentre as taxas de resfriamento utilizadas, a que proporcionou alguma
sobrevivéncia apos criopreservacdo foi a mais rapida, ou seja, -5 °C/min, até a temperatura
final de -40 °C, sendo que as sementes deste tratamento apresentaram 20% de plantulas
normais no teste de germinacéo (Figura 3.1A).

De acordo com os resultados dos testes de vigor, protrusdo radicular, plantulas com
folhas cotiledonares expandidas e matéria seca de raiz e de hipocotilo (Figura 3.1, B-E), foi
também observado que a taxa de resfriamento mais lenta, de -1 °C/minuto, foi extremamente
prejudicial as sementes de Coffea canephora. A velocidade mais rapida de resfriamento, ou
seja, -5 °C min™ combinada com a temperatura final de pré-congelamento, de -40 °C, foi a
que proporcionou melhor resultado nas avaliacdes realizadas, resultados esses igualmente

encontrados no teste de germinacgéo (Figura 3.2A)



57

Segundo Berjak e Pammenter (2008) a escolha da velocidade e temperatura final de
congelamento deve ser ajustada de acordo com a espécie e, geralmente, esta entre uma taxa de
0,5-10 °C min.! até a temperatura de aproximadamente -40 °C. No presente trabalho, a taxa
de congelamento mais rapida, ou seja, -5 °Cmin? foi a que proporcionou alguma
sobrevivéncia das sementes de Coffea canephora Pierre, comparada a taxa mais lenta, de -1°C
mint. Este resultado da indicios de que uma velocidade maior do que -5 °C min? pode ser
mais apropriada para a criopreservacdo de sementes desta espécie. Devido ao fato da
temperatura de nucleacdo da agua ultra pura ser de aproximadamente -40 °C (GONZALEZ-
ARNAO et al., 2008), temperaturas abaixo desse valor podem ser prejudiciais as células, o
que justifica o melhor resultado dessa temperatura encontrado neste trabalho.

O método de criopreservacao baseado no resfriamento lento € um dos métodos mais
usados em sementes, no qual consiste nas etapas de secagem, resfriamento do tecido vegetal a
uma taxa controlada até uma temperatura de pré-congelamento, seguido a imersdo em
nitrogénio liquido e posterior reaquecimento (PAYNTER, 2000). Neste método, a
cristalizacdo das moléculas de agua é iniciada nos espacos extracelulares, o que causa uma
diferenca no potencial hidrico, acarretando na migracdo das moléculas de agua do meio intra
para o extracelular (MAZUR, 2004; ENGELMANN, 2004). Se a taxa de resfriamento for
suficientemente lenta e adequada para a espécie em questdo, a perda de &gua acarretara na
desidratacdo celular e o soluto intracelular concentrado permanecera descongelado (MAZUR,
2004), desejavel nos protocolos de criopreservacao.

Nota-se com esses resultados a importancia de encontrar um protocolo de
criopreservacdo que seja apropriado para cada espécie, uma vez que ha diferencas
principalmente entre o tamanho das sementes. A velocidade de resfriamento aplicada pode
ndo ser tdo lenta ou tdo rapida quanto esperado dependendo da espécie estudada, o que ira
interferir nos resultados de germinacéo apos imersdo em nitrogénio liquido.

Pelo teste de tetrazolio (Figura 3.1F) foi possivel observar maior sobrevivéncia dos
embrides retirados das sementes resfriadas mais rapidamente, ou seja, -5 °C min™ e -3 °C min-
! semelhante ao encontrado no teste de germinagdo. Observa-se sobrevivéncia dos embrides
das sementes que foram resfriadas lentamente a -1 °C min, enquanto que o resultado de
germinacdo dessas sementes foi 0%. Esses resultados podem indicar uma maior sensibilidade
dos tecidos do endosperma ao estresse da dessecacdo e do resfriamento, uma vez que 0s
embrides apresentaram coloragdo no teste de tetraz6lio enquanto que, no teste de germinacao

das sementes, ndo houve ocorréncia de plantulas normais, corroborando com os resultados
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encontrados por Dussert et al. (2001) e Coelho et al. (2015) e Coelho; Rosa e Fernandes,
(2017).

Segundo Dussert et al. (1998), a ocorréncia de maiores danos aos endospermas
comparado aos danos nos embrides durante a criopreservacdo, impede o fornecimento de
nutrientes necessario ao crescimento do eixo embriondrio, comprometendo assim a
germinacao e consequentemente a formacdo das plantulas.

De maneira geral, para todas as varidveis respostas analisadas no presente estudo,
embora nenhum tratamento tenha resultado em bom desempenho fisioldgico, a velocidade
mais rapida de resfriamento, de -5° C min, foi a mais eficiente, resultando em sementes com
maiores valores de germinacdo e de vigor, principalmente quando foram pré-resfriadas até a
temperatura final -40 °C. Diferentemente dos resultados encontrados no presente trabalho,
Dussert et al. (1997) observaram que a velocidade de resfriamento de -1°C min.?! até
temperatura de -50 °C proporcionou melhor viabilidade de sementes de Coffea arabica L.,
porém, apenas 30% se desenvolveram em plantulas normais. Igualmente, Figueiredo et al.
(2017) em estudos sobre protocolos de criopreservacdo para sementes de Coffea arabica L.,
observaram que o pré-congelamento até -40 °C a -1°C min™ proporcionou melhor resultado,
com 79% de plantulas normais. Ressalta-se que ocorrem diferencas entre espécies do género
Coffea, sendo as sementes de Coffea canephora Pierre mais sensiveis a estresses do que as de
Coffea arabica L. (EIRA; REIS; RIBEIRO, 2005; ROSA et al., 2005)

3.2 Segundo experimento - Comparacdo entre métodos de criopreservacdo por

resfriamento lento e rapido

Na Figura 3.2 estdo apresentados os resultados fisioldgicos das sementes de Coffea
canephora submetidas aos protocolos de criopreservacio por resfriamento lento e rapido. A
partir dos resultados do experimento anterior, foi selecionado o melhor resultado da
velocidade e temperatura final de pré-resfriamento (Figura 3.1), ou seja, -5°C min™ até -40 °C,
antes da imersdo em nitrogénio liquido. Este tratamento foi designado como sendo o método
de criopreservacgdo por resfriamento lento e foi comparado ao método de criopreservacdo por
resfriamento rapido, em que as sementes foram secadas em silica gel até 0,25 g.g* e imersas
diretamente em nitrogénio liquido. Na Figura 3.2 sdo apresentados os resultados fisioldgicos
das sementes correspondentes a estes tratamentos, além dos resultados de sementes Umidas
(ndo submetidas a secagem), com 0,72 g.g%, e sementes que foram secadas em silica gel até
0,25 g.g%
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Figura 3.2 - Dados médios de germinacao (A), protrusdo radicular (B), plantulas com folhas
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cotiledonares expandidas (C), matéria seca de raiz (D) e de hipocotilo (E), e
embrides viaveis pelo teste de tetrazdlio (F), de sementes de Coffea canephora
Pierre Umidas, com 0.72 g.g! e secas com 0.25 g.g™* (base seca), e submetidas
aos protocolos de criopreservacdo por resfriamento rdpido e lento. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Foi observado que, de um modo geral, a secagem até 0,25 g.g™ ndo prejudica a

qualidade fisioldgica das sementes de Coffea canephora Pierre (Figura 3.2). No entanto,

houve uma reducdo no vigor dessas sementes, como observado na massa seca de raizes, cujo
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valor foi estatisticamente inferior ao das sementes Umidas, ndo submetidas a secagem. Esta
sensibilidade de sementes de Coffea canephora também foi observada por Rosa et al. (2005),
que estudando o efeito da velocidade de secagem na qualidade fisioldgica de sementes de
Coffea canephora Pierre, observaram que a reducdo do teor de agua das sementes provoca
uma reducdo nos valores de germinacdo e vigor, independentemente da velocidade de
secagem utilizada.

De acordo com a Figura 3.2, observa-se, também, que os dois protocolos de
criopeservacdo, seja por resfriamento lento ou por imerséo direta (resfriamento rapido) sao
prejudiciais as sementes de Coffea canephora. No entanto, o protocolo de criopreservacdo por
congelamento répido proporciona maior sobrevivéncia, com resultados de 43% de plantulas
normais, quando comparado as sementes criopreservadas por congelamento lento. Esta maior
sobrevivéncia foi confirmada em todas as varidveis respostas analisadas.

A utilizacdo do congelamento rapido pode prevenir a formacao de cristais de gelo, por
meio da vitrificagdo, devido a alta velocidade de resfriamento utilizada, por volta de -200 °C
minuto? (DUSSERT et al., 2001). Nestas condicBes, a agua congelavel remanescente nas
células se transforma num sélido amorfo, ndo cristalizavel e de alta viscosidade, impedindo
que as moléculas de &gua se transformem em cristais de gelo (BENSON, 2008;
ENGELMANN, 2011).

Em geral, as sementes das espécies recalcitrantes sdo grandes, e esse tamanho impede
que o resfriamento seja rapido o suficiente para induzir a vitrificacdo, o que interfere no
sucesso na criopreservacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2013), sendo essa uma possivel
explicacdo da baixa germinacdo das sementes apds resfriamento rapido. Ainda segundo
Berjak e Pammenter (2013), para sementes recalcitrantes, é necessario que a secagem, 0
resfriamento e o reaquecimento sejam rapidos, para impedir a cristalizagdo e recristalizacéo
nos espacgos intracelulares.

Uma das vantagens de se utilizar o resfriamento rapido para criopreservar sementes
consiste no fato de ndo ser necessaria a utilizacdo de equipamentos especificos para realizar o
pré-resfriamento, o que eleva os custos do procedimento, além de ser mais trabalhoso
(DUSSERT et al., 2012). Além de simplificar e tornar o processo mais econémico, no
resfriamento rapido, por meio da imersao direta das sementes em nitrogénio liquido, o pré-
resfriamento € eliminado, reduzindo também, o manuseio e possibilidades de estresses as
sementes. Em sementes de Coffea arabica L., a simplificagdo do protocolo de
criopreservacdo, com a imersdo direta das sementes em nitrogénio liquido resultou em

melhores resultados, conforme estudos de Coelho; Rosa e Fernandes (2017).
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Por outro lado, Dussert et al. (1998) observaram que em sementes de Coffea arabica,
apenas o resfriamento lento a -2°C min até -50 °C resultou em plantulas normais, em estudo
sobre o resfriamento rapido e lento na criopreservacdo de quatro espécies do género Coffea.
Dussert et al. (2001) estudando a tolerancia de sementes de nove espécies de Coffea a
exposicao ao nitrogénio liquido, observaram que para Coffea canephora, nenhuma plantulas
normal foi formada apOs criopreservagdo das sementes, independentemente da taxa de
congelamento utilizada. Dussert e Engelmann (2006) verificaram que realizar um pre-
resfriamento antes da imersdo em nitrogénio liquido favorece o aumento da tolerancia de
sementes de café a criopreservacdo. Entretanto, segundo Berjak et al (1989) e Wesley-Smith
et al (1992), a secagem rapida seguido do congelamento rapido pode ser utilizado para a

criopreservacao de varias espécies sensiveis a dessecacao.

3.3 Avaliacdes bioquimicas

As alteracBes bioquimicas foram avaliadas por meio da analise do padrdes
eletroforético de izoenzimas (Figura 3.3), de todos os tratamentos estudados no presente
trabalho.

Superdxido dismutase, catalase e peroxidase sdo enzimas conhecidas por atuarem
removendo os radicais livres, também conhecidas como “scavangers”. Essas enzimas estdo
envolvidas em uma resposta antioxidativa por neutralizar o oxigénio toxico nas células,
formado durante as condicdes de estresses (WINSTON, 1990) e, dentre esses esta a secagem
e o resfriamento, a qual pode causar danos as sementes. SituacGes de estresse, como a
remoc¢do severa da agua das células e o abaixamento abrupto da temperatura, induzem a
processos oxidativos e producdo de radicais livres, 0s quais sdo altamente reativos
(HENDRY, 1993).

A enzima catalase (Figura 3.3A) apresentou maior atividade nos tratamentos 2, 9, 10 e
11, ou seja, nas sementes secas até 0,25 g.g™! sem criopreservagéo, e nas sementes que foram
criopreservadas nas velocidades de resfriamento de -5 °C min™?. Observa-se que esses
tratamentos sdo 0s que apresentaram maior sobrevivéncia das sementes, indicando assim que
a atividade da catalase aumenta nos tratamentos de melhor desempenho fisioldgico. Resultado
semelhante foi encontrado por Brand&o Junior; Carvalho e Vieira, (1999), que a maior
atividade da catalase pode estar relacionado & maior viabilidade das sementes. Como a
catalase atua removendo os radicais livres, a exemplo do peréxido de hidrogénio (H20,),
decompondo-o em agua (H20) e oxigénio (O2) (GARG; MANCHANDA, 2009), uma maior
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expressdo desta pode ser indicativo de melhor qualidade fisioldgica das sementes, com

menores danos oriundos da criopreservagao.

Figura 3.3 - Perfil eletroforético de isoenzimas da catalase (A), superdxido dismutase (B),
peroxidase (C), esterase (D) e malato desidrogenase (E) em sementes de Coffea
canephora Pierre submetidos a diferentes protocolos de criopreservacdo. Os
tratamentos estéo descritos na Tabela 1.

8 9 10 11 12

9 10 11 12

Fonte: Do autor (2018)

A superoxido dismutase (SOD) é a primeira enzima a atuar no sistema antioxidante,
realizando a dismutacdo do radical superoxido (O2e-) (SINHA; SAXENA, 2006). De acordo
com a Figura 3.3B, observa-se pequenas diferengas no perfil de expressdo dessa enzima,
exceto no tratamento 1, em que se observa menor atividade, caracterizado pelas sementes que
ndo passaram pelo estresse da secagem e criopreservacdo. Resultado semelhante ao
encontrado na expressao da enzima superdxido dismutase foi observado também para a
peroxidase (Figura 3.3 C). Para essas enzimas, o efeito dos diferentes protocolos de
criopreservacao nas sementes de café foram insignificativos, ndo sendo observado diferenca
entre as atividades eletroforéticas. Nota-se com isso que os sistemas enzimaticos superdxido
dismutase e peroxidase ndo sdo bons marcadores bioquimicos para o estudo de protocolos de

criopreservacdo em sementes de C. canephora.
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A esterase (Figura 3.3D) atua na hidrdlise de ésteres, podendo atuar sobre
fosfolipideos de membranas em sementes (COELHO et al., 2015; SANTOS; MENEZES;
VILLELA, 2005). Neste trabalho, notou-se maior atividade dessa enzima nos tratamentos 2,
10 e 12, ou seja, aqueles que apresentaram maiores valores no teste de germinacdo. Segundo
Nakada et al. (2010), a esterase € indicativo de deterioragdo em sementes, entretanto, neste
trabalho 0o aumento da sua expressdo ndo coincide com baixa qualidade fisiologica.

A atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) (Figura 3.3E) foi semelhante em
todos os tratamentos estudados, exceto para o tratamento 1, caracterizado pelas sementes
umidas. A MDH é uma enzima da rota respiratéria e catalisa a reacdo do malato a oxalato na
ultima reacdo do ciclo de Krebs (CONN; STUMPF, 1980). Brandao Junior; Carvalho e Vieira
(1999), observaram que a atividade da malato desidrogenase foi a menos afetada pelos
tratamentos de envelhecimento acelerado em sementes de milho.

Em todos as enzimas estudadas, observa-se que o tratamento 1, caracterizado pelas
sementes Umidas, a expressdo é muito pequena, ou quase inexistente em algumas enzimas.
Isso porque em células hidratadas, a 4gua atua como um “amortecedor” entre os radicais
livres e as macromoléculas alvo, reduzindo assim os danos (BENECH-ARNOLD;
SANCHEZ, 2004).

Analisando todas as avaliacOes realizadas no presente trabalho, constata-se melhores
resultados fisiol6gicos e bioquimicos em sementes submetidas aos protocolos de
criopreservacio 3, ou seja, secagem em silica gel até 0,25 g.g™* e imerséo direta em nitrogénio
liquido, e reaquecimento a 40 +1 °C por dois minutos. Apesar da porcentagem de germinacao
alcancada com a criopreservacgédo de sementes de C. canephora ainda ser baixa (40%), houve
um progresso em relacdo aos estudos anteriores. Além de defasados, as pesquisas envolvendo
conservacdo de sementes de C. canephora ndo foram satisfatorias e a sobrevivéncia das
plantulas foi de 0% apos criopreservacdo (DUSSERT et al., 2001; EIRA et al., 1999).

Em outras espécies recalcitrantes, a criopreservacao por resfriamento rapido tambem é
a melhor opcdo. Michalak; Plitta-Michalak e Chmielarz (2015) observaram que sementes de
cereja toleram a criopreservacdo quando séo secadas a um intervalo de teor de gua entre 0,20

e 0,25 g.g* (bs) e sdo imersas diretamente em nitrogénio liquido.
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4  CONCLUSOES

As sementes de Coffea canephora respondem melhor a criopreservacdo por
resfriamento rapido, ou seja, imersdo direta em nitrogénio liquido, quando comparado ao
resfriamento lento.

A secagem das sementes de Coffea canephora até o teor de agua de 0,25 g.g*! ndo
prejudica a viabilidade das sementes.

As enzimas catalase e esterase sdo bons marcadores bioquimicos para sementes de

café criopreservadas e sua atividade é maior nas sementes de maior qualidade fisiologica.
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CAPITULO 4

CRYOPRESERVATION OF COFFEE SEEDS: A SIMPLIFIED METHOD

ABSTRACT

Coffee seeds are sensitive to desiccation and to storage. Advances in the technique of
cryopreservation of these seeds have been achieved in recent years, and the aim of this study
was to evaluate Coffea arabica seeds cryopreserved through direct immersion in liquid
nitrogen after rapid and slow drying. Seeds of the cultivars “Arara”, “Catigud”, “Catuai
Amarelo” and “Mundo Novo” underwent rapid and slow drying to 20% moisture content (dry
basis); they were then immersed in liquid nitrogen for 24 hours and after that, reheated in a
water bath. C. arabica seeds have better physiological quality after slow drying, but rapid
drying is better for cryopreservation of these seeds. The seeds of the cultivars investigated
have different levels of tolerance, but all can be cryopreserved; “Catuai Amarelo” is the most
tolerant and “Arara” the most sensitive to cryopreservation, regardless of the drying speed.
The activity of the enzymes catalase, peroxidase and esterase increased after drying and after
cryopreservation. Rapid drying in silica gel to 20% moisture content, followed by direct
immersion in liquid nitrogen, allows cryopreservation of coffee seeds in a fast, simple and
economical manner.
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1 INTRODUCTION

Conservation of plant genetic resources is an established and recognised priority
worldwide because genetic variability of species is fundamental for development of new
cultivars (PILATTI et al., 2011). Conservation of Coffea arabica L. germplasm is of great
socioeconomic importance in Brazil because Brazil is the world’s largest producer and
exporter of this commodity (ABIC, 2016). Due to the intermediate or recalcitrant nature of
Coffea seeds, they are conserved through ex situ germplasm banks in field plantings. This
methodology, however, involves high maintenance cost; moreover, plants conserved in the
field are vulnerable to pests, diseases and climatic factors (EIRA; REIS; RIBEIRO, 2005;
DUSSERT et al., 2012).

Ex situ conservation through cryopreservation is the most promising technique for
preservation of plant genetic resources for species that produce recalcitrant or intermediate
seeds (DUSSERT et al., 2012; BERJAK; PAMMENTER, 2014). It is a method of conserving
biological material in liquid nitrogen at -196 °C, or in its vapour phase at -150 °C after
controlled dehydration (BERJAK; PAMMENTER, 2014). This procedure prevents metabolic
reactions, ensuring viability in storage for an indeterminate period of time without losing the
physiological quality (ENGELMANN, 2011).

Drying seeds to an ideal seed moisture content before cryopreservation is fundamental
for success because this avoids formation of ice crystals in the intracellular space (KAVIANI,
2011). The ideal moisture content is necessary for vitrification whereby water becomes a non-
crystalline, supersaturated, amorphous and metastable solid, thus impeding rupture of cells by
ice crystals (ENGELMANN, 2011). However, in intermediate species such as Coffea arabica
L., the rate of water removal can bring about irreversible damage to cells and compromise
seed viability (KOHOMA et al., 2006). Dussert et al. (1998, 2002) and DUSSERT;
ENGELMANN (2006) showed that the moisture range within which C. arabica seeds can be
cryopreserved and then show high viability (> 80%) after thawing is very narrow, between
0.20 and 0.22 g H,O g dry weight. However, the rate at which water is removed from the
seeds to achieve the percentage of moisture adequate for cryopreservation has not yet been
clarified. According to Coelho et al. (2015), the drying rate and the residual water content in
the seeds are essential factors and they must be considered when studying protocols for
conservation of coffee seeds.

Exposure of seeds to stress conditions, such as cryopreservation, can promotes

physiological and biochemical changes. Free radicals are the main causes of damage to the
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membrane system and to macromolecules, causing change in metabolic processes, ionic
imbalance, and induction of cell death through apoptosis (ENGELMANN, 2011). Reactive-
oxygen-species-removing enzymes, such as catalase, superoxide dismutase and peroxidase,
among others, can mitigate or reverse damage caused by these stresses, which makes
biochemical studies important for elucidating the effect of cell damage caused by
cryopreservation (BERJAK, 2006; DUSSERT; ENGELMANN, 2006).

In recent years, significant advances have been achieved in relation to use of the
cryopreservation for coffee seeds (DUSSERT et al., 1997, 1998, 2000, 2003, 2012; EIRA;
REIS; RIBEIRO, 2005; DUSSERT; ENGELMMAN, 2006). However, the best results from
cryopreservation were obtained after drying seeds in saturated saline solutions. Hence it is
important to try and simplify this technique and to study the tolerance to cryopreservation of
seeds of the main coffee cultivars currently cultivated in Brazil.

Given the importance of preserving coffee genetic resources and the absence of studies
on the effect of drying rate on seed cryopreservation, the aim of this study was to evaluate
seeds from different cultivars of C. arabica after cryopreservation by direct immersion in

liquid nitrogen after rapid and slow drying.

2 MATERIALS AND METHODS

Seeds of four commercial cultivars of C. arabica, “Arara”, “Catigud”, “Catuai
Amarelo” and “Mundo Novo”, from the 2014/2015 crop season were used. The fruits were
harvested on the Procafé Experimental Farm in Varginha, Minas Gerais, at an altitude of 980
m a.s.l., with a subtropical highland climate (Cwb), according to the Kdppen classification.
Coffee fruits in the cherry stage were selectively harvested from plants of the coffee cultivars
(grown under the same climate and management practices) from the middle part of the middle
branches. After harvest, the fruits were selected to standardise the stage of maturity, and they
were mechanically pulped. Mucilage was removed from the seeds by fermentation in water
for 24 hours (fully washed) and they were pre-dried in the shade for removal of surface
moisture. Seed size was standardised by taking seeds from circular mesh sieves no. 18/64 and
20/64; seeds of bigger or smaller size were discarded.

After hulling, the seeds were dried to 20% moisture content (dry basis) because this is
the moisture content recommended for cryopreservation of coffee seeds according to previous
studies (DUSSERT et al., 1997, 1998, 2000, 2003, 2012; EIRA; REIS; RIBEIRO, 2005;
DUSSERT; ENGELMANN, 2006). Two types of drying, rapid and slow, were used.The two
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types of drying were performed in a hermetic environment on screens in acrylic boxes, “gerbox
type”, that were sealed with PVC film to prevent the ingress of atmospheric air.

For rapid drying, the seeds were arranged in a single layer on metal screens in the
boxes; the boxes contained activated colour-indicator silica gel below the screen. During
drying, the silica was exchanged before it changed colour. For slow drying, the seeds were
arranged in the same manner, but in boxes containing saturated NaCl solution (75% relative
humidity). The containers were sealed and kept in B.O.D. incubators at 25°C. Water loss
during drying was monitored by repeatedly weighing on a precision balance with 0.001 g
readability until the seeds reached the desired moisture content.

The dry seeds, with 20% moisture content were then placed in tri-laminate aluminum
packages and directly immersed in a tank containing liquid nitrogen (ultra-rapid freezing).
After 24 hours of cryopreservation, the packages containing the seeds were removed and the
seeds were thawed in a water bath at 40°C for two minutes (DUSSERT et al., 1998). In the
thawing process, the seeds were quickly removed from their respective packages and immersed
directly in the water bath. After that, they were dried in paper towels and their parchments were
manually removed. The seeds then underwent physiological and biochemical evaluation.

The moisture content of the seeds was determined by drying samples in a laboratory
oven at 105 °C for 24 hours (BRASIL, 2009); the results are expressed as percentages based on
the dry weight of the seeds.

The physiological quality of the seeds was evaluated by the percentage of normal
seedlings, of seedlings with expanded cotyledonary leaves, of embryo viability in the
tetrazolium test and by seedling dry matter.

The germination test was conducted with four replications of 25 seeds between sheets of
paper, moistened with water at 2.5 times the weight of the dry paper. The seeds were kept in a
seed germinator at 30 °C, and the percentage of normal seedlings was evaluated after 30 days
(BRASIL, 2009). Forty-five days after the beginning of the germination test, the number of
seedlings with expanded cotyledonary leaves was counted, and the results were expressed in
percentage.

Seedling dry matter was also determined 45 days after the start of the germination test,
when the hypocotyl-radicle axes of the normal seedlings were isolated, placed in paper bags
and dried in an air-circulation laboratory oven at 60 °C for five days. After this period, the root
and shoot dry matter of the seedlings was determined, and the results were expressed in
milligrams per seedling.
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In the tetrazolium test, four replications of 10 seeds were used, which were soaked in
distilled water for 48 hours at 30 °C (CLEMENTE et al., 2011). After soaking, the embryos
were removed with a scalpel to prevent damage to them. They were immersed in a tetrazolium
solution at 0.5% in the absence of light for three hours, at which time the staining pattern was
evaluated. The results are expressed as percentage of viable embryos.

For biochemical analyses, the seeds were macerated in liquid nitrogen in the presence of
polyvinylpyrrolidone and the samples were stored at -86 °C (deep-freezing) until the analysis.
The methodology proposed by Alfenas (2006) was used for extraction, electrophoresis and
determination of catalase (CAT), peroxidase (PO) and esterase (EST).

A completely randomised experimental design was used in a 2 x 4 factorial
arrangement, consisting of two types of drying (rapid and slow) and four cultivars, with four
replications. The results of the physiological tests were subjected to ANOVA using SISVAR
(FERREIRA, 2011). The means were compared by the Scott-Knott test at 5% probability.

3 RESULTS

3.1 Results of evaluation after drying of seeds

Seeds of coffee cultivars “Arara”, “Catigud”, “Catuai Amarelo” and “Mundo Novo” had
an initial moisture content of 59, 61, 54 and 59 % (dry basis), respectively, and germination of
69, 83, 75 and 75 %, respectively. Seeds that were dried rapidly over silica gel took 49 hours
to reach 20% moisture; seeds that were slowly dried over NaCl took 162 hours to reach the
same moisture content. The drying rate decreased as the seeds lost water, but mean drying rate
was 0,775% hour with rapid drying and 0.234% hour* with slow drying.

Analysis of variance of the results of the evaluations after drying showed significant
interaction effects of drying rate and cultivar for all the response variables (Figure 4.1). The
results of evaluation of normal seedlings and seed vigour (Figure 4.1A-D) showed that slower
drying led to better results compared with rapid drying for “Arara”, “Catuai Amarelo” and
“Mundo Novo”. For “Catigud”, the drying rate did not affect germination and seed vigour.
“Mundo Novo” was more tolerant to desiccation than the other cultivars when seeds were
dried slowly.

The tetrazolium test did not identify differences depending on the drying rate for the
four cultivars (Figure 4.1E). Seeds of “Arara” that were dried in silica gel had a high
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percentage of viable embryos, even though they had low physiological performance in the
germination test.

Figure 4.1 - Mean percentage of normal seedlings (A) and of seedlings with expanded cotyledonary

leaves (B), mean weight of shoot dry matter (C) and root dry matter (D) in the
germination test, and embryo viability in the tetrazolium test (E) of seeds from four
cultivars of Coffea arabica after drying in silica gel and in saturated saline solution.
Uppercase letters compare the type of drying within the same cultivar; lowercase letters
compare the cultivars within the same type of drying.
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For all four cultivars, undried seeds had the lowest catalase activity (Figure 4.2A).
When the coffee seeds were dried, at both the more rapid and slower rate, an increase in
expression of this enzyme was observed. Similarly, greater intensity of the esterase bands was
observed for the dry seeds, especially for “Catuai Amarelo” and “Mundo Novo” (Figure
4.2B). For “Arara” and “Catigud”, there was also an increase in activity after drying the seeds,
however, without apparent differences in expression between seeds that were subjected to
rapid or slow drying. The cultivars “Catuai Amarelo” and “Mundo Novo” had greater

expression in seeds dried more rapidly.

Figure 4.2 - Levels of catalase (A), esterase (B) and peroxidase (C) in seeds of four
commercial cultivars of Coffea arabica before and after drying determined by
electrophoresis. Lanes labeled 1 = control (moist seeds, without drying); lanes
labeled 2 = seeds dried quickly over silica gel; lanes labeled 3 = seeds dried
slowly over saturated NaCl solution.

Catuai amarelo Mundo novo

Catigua Catuai amarelo Mundo novo

Catigua Catuai amarelo Mundo novo

2 3 1 2 3 1 2 3

Fonte: Do autor (2018)

There was an increase in levels of peroxidase upon drying; moist seeds had very low
or no activity compared with dry seeds (Figure 4.2C). Of the four cultivars studied, “Catuai
Amarelo” and “Mundo Novo” had lower expression of this enzyme after slow drying. The
cultivars “Arara” and “Catigua” had greater expression after fast drying.
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3.2 Results of evaluation after cryopreservation of seeds

Analysis of variance of the data after cryopreservation showed significant interaction
effects of drying rate and cultivar for all the response variables (Figure 4.3). In contrast to the
effects of drying alone on seed quality, rapid drying in silica gel was more favourable for
cryopreservation than slow drying, except for the cultivar “Catuai Amarelo”, for which there
was no difference between the slow- and fast-dreid seeds (Figure 4.3A-D). Seeds of “Catuai
Amarelo” dried in silica gel had greater tolerance to cryopreservation, regardless of the
manner of drying. Seeds of “Arara” were most sensitive to the effects of cryopreservation,
based on the results of the germination test (Figure 4.3A).

In the tetrazolium test, in which the viability of coffee embryos is evaluated (Figure
4.3E), no significant differences were found depending on the method of drying or on
cultivar, except seeds of “Catigua” that were dried slowly, had relatively low embryo
viability. The results of the tetrazolium test also showed greater physiological quality of the
coffee embryos compared with the physiological quality of the seeds for all the cultivars
studied, regardless of the type of drying.

Figure 4.3 - Mean percentage of normal seedlings (A) and of seedlings with expanded

cotyledonary leaves (B), mean weight of shoot dry matter (C) and root dry
matter (D) in the germination test, and embryo viability in the tetrazolium test
(E) of seeds from four commercial cultivars of Coffea arabica after
cryopreservation. Uppercase letters compare the type of drying within the same
cultivar; lowercase letters compare the cultivars within the same type of drying.
(Continue)
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Figure 4.3 - Mean percentage of normal seedlings (A) and of seedlings with expanded
cotyledonary leaves (B), mean weight of shoot dry matter (C) and root dry
matter (D) in the germination test, and embryo viability in the tetrazolium test
(E) of seeds from four commercial cultivars of Coffea arabica after
cryopreservation. Uppercase letters compare the type of drying within the same
cultivar; lowercase letters compare the cultivars within the same type of drying.
(Conclusion)
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The electrophoretic profile of CAT showed, for all cultivars, that the undried seeds
(control) had low activity compared with the dried and cryopreserved seeds (figure 4A).
Esterase had a result similar to that of CAT, in which expression increased after
cryopreservation of the seeds, for all the cultivars (figure 4B). Greater band intensity in the
slowly dried and cryopreserved seeds was observed for “Arara”. The cultivars “Catuai
Amarelo” and “Mundo Novo” had a result opposite to that of the cultivar “Arara”, in which
rapidly dried and cryopreserved seeds had greater expression of this enzyme.

Seeds of the control treatment of all cultivars did not show any PO activity (figure
4C). The cryopreserved seeds of “Catuai Amarelo” also did not show expression of PO. The
cryopreserved seeds of “Catigua” did not show different expression of PO in seeds dry in

silica gel and saturated NaCl solution.

Figure 4.4 - Levels of catalase (A), esterase (B) and peroxidase (C) in seeds of four
commercial cultivars of Coffea arabica after cryopreservation determined by
electrophoresis. Lanes labeled 1 = control (moist seeds, without drying); lanes
labeled 2 = seeds dried quickly over silica gel and immersed in liquid nitrogen;
lanes labeled 3 = seeds dried slowly over saturated NaCl solution and immersed in
liquid nitrogen. (Continue)
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Figure 4.4 - Levels of catalase (A), esterase (B) and peroxidase (C) in seeds of four
commercial cultivars of Coffea arabica after cryopreservation determined by
electrophoresis. Lanes labeled 1 = control (moist seeds, without drying); lanes
labeled 2 = seeds dried quickly over silica gel and immersed in liquid nitrogen;
lanes labeled 3 = seeds dried slowly over saturated NaCl solution and immersed in
liquid nitrogen. (Conclusion.)

Catigua Catuai amarelo Mundo novo
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Fonte: Do autor (2018)

4 DISCUSSION

The results of this study show that C. arabica seeds have superior physiological
quality after slow drying, but rapid drying is recommended for cryopreservation of the seeds
of this species (figure 1 and 3). José et al. (2011) studied the best method for drying seeds of
Magnolia ovata (a species with intermediate seed behaviour, like coffee seeds) and observed
that germination is reduced more by rapid drying than by slow drying for the same moisture
content, corroborating the results found in this study. However, according to Walters et al.
(2008), when dehydration is faster, there is not enough time for accumulation of the damage
that occur during drying, that is, the tissue are at moisture contents in which degradation
processes can occur for a shorter time and before damage can accumulate to harmful levels.

Zhang et al. (2014) investigated the effects of cryopreservation on the physiological
quality of seeds of Citrus paradisi Macfad., another species with intermediate seeds, and also
found that seeds dried in silica gel had greater viability after exposure to liquid nitrogen
compared with those dried in saturated saline solutions. That result is similar to the result of
the present study, in which rapid drying in silica gel is better than slower drying in saturated
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saline solution (75% relative humidity) for cryopreservation of coffee seeds (figure 3).
According to Pammenter and Berjak (2014), slow drying induces the loss of viability at
higher moisture contents, whereas seeds dried more rapidly can survive the lower moisture
content, which is sufficient to allow vitrification of the residual intracellular solution and
hence prevent the formation of ice crystals.

Based on the results of the present study with different cultivars, coffee seeds can be
cryopreserved but have different levels of tolerance to immersion in liquid nitrogen; “Catuai
Amarelo” is the most tolerant and “Arara” is the most sensitive to immersion in liquid
nitrogen, regardless of the drying rate of the seeds (figure 3). Due to the narrow genetic base
of cultivars of C. arabica, there is a great deal of similarity between parental lines, and, in
many cases, genotypic and phenotypic discrimination is difficult. Nevertheless, the seeds of
the cultivars investigated in this study had different responses to the drying and
cryopreservation process. It is noteworthy that in this study the results of the germination test
performed on the seeds after drying were inferior to the results in the seeds after
cryopreservation (figures 1 and 3). These results indicate that cryopreservation acted in a
beneficial manner in coffee seeds that had lower physiological quality before immersion in
liquid nitrogen. The causes of this response should be investigated further, but there are signs
that the beneficial effects occurred in the endosperm of the coffee seeds since the embryos
isolated from those seeds had high viability in the tetrazolium test (figure 1E).

The results of the tetrazolium test also showed greater physiological quality of the
coffee embryos compared with the physiological quality of the cryopreserved seeds, for all
the cultivars studied (figure 3). This indicates that the endosperms are more sensitive than the
embryos to damage that occurred during drying and immersion in liquid nitrogen. The
embryos isolated from seed lots that had low percentages of normal seedlings due to the
damage from drying and immersion in liquid nitrogen showed high percentages of viability in
the tetrazolium test.

Rapid drying to 20% moisture content (dry basis), followed by direct immersion in
liquid nitrogen and later reheating in a water bath for two minutes allowed effective
cryopreservation of coffee seeds, and this protocol is faster and simpler than the protocols
used in other studies. Dussert et al. (2001) found that slow cooling at 1°C minute™ to -40°C in
a biofreezer is better than direct immersion in liquid nitrogen for coffee seeds dried using a
saturated saline solution of (NH4)2SOs (81% RH) to 0.20 gH.O g* dry weight, the same
moisture content used in this study. Eira et al. (1999) found different levels of tolerance

among four C. arabica cultivars to exposure to -150°C after drying in an NaCl saturated
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saline solution, to moisture content of around 0.20 gH-O g* dry weight, rather placing the
seeds directly in contact with the vapor phase of the liquid nitrogen. The activity of CAT, PO
and EST increased with drying and upon cryopreservation of the C. arabica seeds. Catalase is
a redox isoenzyme and acts in removal of free radicals during oxidative stresses (BERJAK,
2006). Its greater activity may be related to greater intensity of damage that occurs during
seed drying, indicating that drying causes an increase in free radicals in cell metabolism. This
requires the expression and action of these enzymes, preparing the defense mechanism in
seeds and protecting them against damage to tissues.

Lower activity of CAT in coffee seeds that did not undergo physiological stress was
also found by Santos et al. (2014) and Abreu et al. (2014), confirming that loss of seed
viability during the drying and cryopreservation is followed by an increase in the levels of
reactive oxygen species (ROS) due to the physiological stress that occurred.

Esterase is also important as an indicator of seed deterioration (NAKADA et al.,
2010). According to Russell et al. (2011), this enzyme is part of the different plant metabolic
processes because it acts in ester hydrolysis and lipid metabolism. In spite of the EST enzyme
having an important catalytic function in cell disintoxication, its activity may indicate seed
deterioration (RUSSEL et al., 2011).

The enzymatic system of peroxidase also plays a fundamental role in the cleaning
mechanism of ROS because it uses hydrogen peroxide as an electron acceptor (TAVEIRA et
al., 2012). In the C. arabica seeds in this study, changes were observed in the profiles of PO,
with an increase in the expression of the enzyme during the drying process (figure 2D). Moist
seeds did not show activity or showed very low activity compared with seeds that underwent
drying, indicating that this enzyme is activated when the tissues pass through the stress of
water loss. Among the four cultivars studied, “Catuai Amarelo” and “Mundo Novo”, which
had the lowest expression of PO after slow drying, also had the best physiological quality.
According to Abreu et al. (2014), in moist seeds, the enzymatic mechanisms of repair against
free radicals such as CAT and PO are not activated, which explains the absence of expression
of PO in the seeds that did not undergo drying.
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