U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

GABRIEL CASTANHEIRA GUIMARAES

ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
PROXIMO PARA CLASSIFICACAO DE
SEMENTES DE CAFE QUANTO A QUALIDADE,
ORIGEM E CULTIVAR

LAVRAS - MG
2016



GABRIEL CASTANHEIRA GUIMARAES

ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO PARA
CLASSIFICACAO DE SEMENTES DE CAFE QUANTO A
QUALIDADE, ORIGEM E CULTIVAR

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Agronomia/Fitotecnia,
area de concentracdo em Producdo
Vegetal, para a obtencdo do titulo de
Doutor.

Dra. Sttela Dellyzete Veiga Franco da Rosa

Orientadora

Dr. Cleiton Antdnio Nunes

Coorientador

LAVRAS - MG
2016



Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema de Geracao de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Guimardes, Gabriel Castanheira.

Espectroscopia no infravermelho préximo para classificacdo de
sementes de café quanto a qualidade, origem e cultivar / Gabriel
Castanheira Guimardes. — Lavras: UFLA, 2016.

75 p.:il.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Lavras, 2016.
Orientador (a): Sttela Dellyzete Veiga Franco da Rosa.
Bibliografia.

1. Quimiometria. 2. Espectro. 3. Microssatélite. I. Universidade
Federal de Lavras. Il. Titulo.




GABRIEL CASTANHEIRA GUIMARAES

ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO PARA
CLASSIFICACAO DE SEMENTES DE CAFE QUANTO A
QUALIDADE, ORIGEM E CULTIVAR

Tese apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Agronomia/Fitotecnia,
area de concentracdo em Producdo
Vegetal, para a obtengdo do titulo de

Doutor.
APROVADA em 20 de julho de 2016.
Dr. Cleiton Antonio Nunes UFLA
Dra. Milene Alves de Figueiredo Carvalho EMBRAPA
Dr. Antonio Rodrigues Vieira EPAMIG
Dr. Marcelo Ribeiro Malta EPAMIG

Dra. Sttela Dellyzete Veiga Franco da Rosa

Orientadora

LAVRAS - MG
2016



Aos meus pais, Renato e Heloisa, por sempre me guiarem na direcao certa
COm amor e compreensao.

Aos meus irmdos, Nilson César e Renata pela forga e companheirismo.

A minha esposa Marina, por estar sempre ao meu lado, apoiando-me em

todos 0s momentos.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, por tudo o gue acontece em minha vida.

A Universidade Federal de Lavras e ao Departamento de Agricultura,
por possibilitar a realizacdo do doutorado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
pela concessdo da Bolsa de estudos.

A pesquisadora Sttela Dellyzete Veiga Franco da Rosa, pela orientago,
pela confianga, pelos ensinamentos, paciéncia e por sempre acreditar em minha
capacidade, incentivando-me.

Aos professores e pesquisadores do setor de sementes, Jodo Almir
Oliveira, Maria Laene Moreira de Carvalho, Antonio Rodrigues Vieira e Edila
Vilela de Rezende VVon Pinho, pelos ensinamentos, contribuigdes e amizade.

Aos funcionarios do Laboratério Central de Sementes, pela
disponibilidade e atencéo durante a realizacdo dos experimentos.

Aos bolsistas e a todos os estudantes de iniciacdo cientifica e estagiarios
pelo companheirismo e ajuda nos experimentos.

Aos amigos, pelos conselhos, carinho e por proporcionarem muitos
momentos inesqueciveis.

A Marli, secretaria do Programa de P6s em Fitotecnia, pelo auxilio nessa

caminhada.

MUITO OBRIGADO!



RESUMO

E indiscutivel a importancia da cultura cafeeira para o nosso pais, pela sua
participacdo expressiva no contexto socioecondmico, gerando renda pela
exportacdo e empregando mao de obra nas diferentes etapas do agronegdcio,
desde o cultivo até a comercializagdo. Um problema na producdo de sementes é
que a propagacdo das plantas ainda e feita por mudas originadas a partir da
semeadura de sementes. Um grande empecilho desse método € que as sementes
de café tém germinacdo lenta e desuniforme, além de baixo potencial de
armazenamento. Outro problema é a caracterizacdo de uma semente em relacdo
ao seu cultivar, porque o método convencional requer muito tempo e
conhecimento técnico sobre as estruturas da planta. A espectroscopia é o
processo instrumental de medicdo baseado nas propriedades de absorcdo e
emissdo de energia eletromagnética em alguma regido do espectro
eletromagnético. Neste trabalho, foram utilizadas 200 sementes de 4 cultivares
distintas oriundas de 3 diferentes regibes. Em uma segunda etapa, foram
utilizados 9 lotes de sementes de café, 3 de alta qualidade, acima de 90% de
germinacdo, 3 de média, com 60 a 90% de germinacdo e 3 lotes de baixa
qualidade com germinacdo abaixo de 60%. Posteriormente, essas sementes
foram submetidas & analise, por meio do infravermelho préximo com as faces
planas voltadas para a fonte da onda eletromagnética e os espectros obtidos
foram analisados com ajuda de métodos quimiométricos, para a classificacdo das
diferentes cultivares e também foi realizado um estudo do genoma com
marcadores de microssatélites. Assim, o objetivo, com este trabalho, foi utilizar
a espectroscopia de infravermelho proximo e o estabelecimento de modelos
guimiométricos para a estimativa do potencial germinativo e da pureza genética
das sementes de café, a partir da comparacdo entre testes convencionais.
Concluiu-se que é possivel obter uma metodologia que seja viavel em termos
praticos e técnicos, para predizer o potencial germinativo e a procedéncia das
sementes de café, entretanto, essa metodologia ndo é eficiente para predizer a
pureza genética das sementes de café.

Palavras-Chave: Quimiometria; Espectro; Microssatélite.



ABSTRACT

There is no doubt about the importance of the coffee culture for our country, for
its significant participation in the socio-economic context, creating income by
exports and employing labor in the different stages of agribusiness, from
cultivation to marketing. One problem in production is that the propagation of
plants by cuttings made and still originated from sowing seeds. A major
drawback of this method is that the coffee beans have slow and uneven
germination, and low storage potential. Another problem is the characterization
of a seed in relation to its cultivar because the conventional method requires
much time and expertise on the seedling structures. Spectroscopy is the
instrumental measurement process based on the properties of absorption and
emission of electromagnetic energy in some region of the electromagnetic
spectrum. In this study, we used 200 seeds of 4 different cultivars derived from
three different regions. In a second step, we used 9 batches of coffee beans, 3 of
high quality, with germination above 90%, 3 of medium quality, with
germination between 60 and 90% and 3 batches of low quality with germination
lower than 60%. Later these seeds were subjected to analysis by near infrared
with the flat sides facing the source of the electromagnetic wave and the spectra
obtained were analyzed with the help of chemometric methods for classification
of different cultivars. A genome study with microsatellite markers was also
performed. Thus, it is necessary to use the NIR and the establishment of
chemometric models to predict the germination potential and the genetic purity
of coffee beans, from the comparison between the conventional tests. Thus, it is
possible to obtain a methodology that is viable in economic, practical and
technical terms, to predict the germination potential and the origin of the coffee
seeds, but is not effective to predict the genetic purity of coffee seeds.

Keywords: Chemometrics; Spectrum; Quality; SSR.
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1. INTRODUCAO

A cultura do cafeeiro é uma das atividades agricolas mais importantes
do Brasil. Além da participacdo histérica e significativa de parcela das receitas
com exportacdo, tem importancia social muito destacada, porque gera empregos
em grande quantidade nas regides polos de producéo.

O Brasil é o maior produtor de café do mundo e a manutencdo dessa
posicdo de destaque requer frequentes expansdes nas areas de producgdo, bem
como constante renovacdo das lavouras. Para isso, grande parte da formagao de
mudas para os cafezais tipo canéfora e a quase totalidade para os cafezais tipo
arabica sdo oriundas de sementes. Nesse contexto, a producdo de sementes de
café de alta qualidade tem importancia limitante para a formacdo de mudas
saudaveis vigorosas e uniformes, atributos indispenséaveis para a implantacdo de
lavouras com estandes completos, plantas uniformes e produtivas.

As sementes de café, por terem carater intermediario em relacdo a
recalcitrancia e também de longevidade curta, 0 que praticamente impede o
armazenamento para utilizacdo em ciclo de plantio subsequente, devem ser
produzidas e utilizadas em curto periodo de tempo, de 3 a 4 meses. Entretanto,
para que o produtor das mudas tenha seguranga em investir na construcao de um
bom viveiro, é necessario que tenha certeza da qualidade fisica, fisiologica,
genética e sanitaria das sementes que vai utilizar. O uso de sementes de
gualidade desconhecida pode acarretar no surgimento de mudas infectadas e
desuniformes quanto a emergéncia e quanto a pureza genética e, por isso, causar
grandes perdas financeiras.

E nesse sentido que a analise de sementes assume fundamental
importancia na cafeicultura e os analistas enfrentam dificuldades para responder
as necessidades dos viveiristas, principalmente quando precisam informar dois
atributos de qualidade das sementes de café, que sdo germinacdo e pureza

genética. A germinagdo, no teste de germinacéao, deve ser avaliada, com 30 dias
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segundo as prescri¢es das Regras para Analise de Sementes do Ministério de
Agricultura e a pureza genética s6 é possivel com rastreabilidade da origem das
sementes, 0 que nao esta disponivel no atual controle de producdo. Essas
dificuldades obrigam adocdo de excecBes no controle de gqualidade de sementes
de café, que sdo o teste de tetrazolio para a verificagdo da viabilidade das
sementes e a declaracdo de pureza genética de lavouras matrizes pelos
responsaveis técnicos pelos campos de producéo.

O teste de tetrazolio bem como a declaragdo de pureza genética tém
limitagBes inerentes a execucdo do primeiro e incertezas do segundo, por isso,
varias pesquisas tém sido realizadas no sentido de garantir essas informagdes de
forma segura e rapida.

A técnica de espectrometria no infravermelho proximo (NIR) tem
potencial para ser empregada na solucdo dos dois problemas, ou seja, pode
fornecer informacGes sobre a viabilidade das sementes e sobre a pureza genética
da amostra. A analise espectral de amostras por NIR gera informagdes
especificas bem caracteristicas de cada conjunto de sementes.

Assim, utilizando-se de amostras com viabilidades conhecidas e
determinadas com precisao por métodos convencionas e também de amostras de
cultivares de interesse com pureza genética comprovada, seja por comparacao de
amostra de sementes dessas lavouras com amostras fornecidas pelos detentores
das cultivares ou por meio de técnicas de analises do DNA, particularmente a
identificacdo por microssatélites, pode-se criar banco de espectros que servirdo
de base para identificacdo dessas qualidades de forma rapida e segura.

No presente trabalho, o objetivo foi avaliar o uso da técnica de
espectrometria de infravermelho proximo, para a determinacdo da viabilidade e

da identidade genética de sementes de café.



13

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.Sementes de café

2.1.1.Germinacéo de sementes de café

Em tecnologia de sementes, a germinacéo é definida como a emergéncia
e o desenvolvimento da plantula, a partir do embrido, sustentado pelas estruturas
essenciais. Para o café, todas essas estruturas podem ser indicativos da
capacidade da semente em produzir uma planta normal, sob condigdes
favoraveis (ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALYSTS - AOSA,
1998).

Segundo Marcos Filho (2005), as seguintes fases poderiam ser descritas
durante 0 processo de germinagcdo de sementes: reidratacdo, aumento da
respiracdo, formacao de enzimas, digestdo enzimatica de reservas, mobilizacéo e
transporte de reservas, assimilacdo metabdlica e crescimento e diferenciacdo dos
tecidos.

Esse processo inicia-se pela absorcdo de dgua das sementes e termina
com o alongamento do eixo embrionério, normalmente a radicula (BEWLEY;
BLACK, 1994). Para a protruséo radicular acontecer, a for¢a do embrido deve
ser maior que a resisténcia mecénica das camadas exteriores de tecidos. Nas
espécies em que o endosperma tem uma grande forca de retencdo, tem sido
mostrado que um enfraquecimento por uma degradacdo hidrica nas paredes
celulares vai facilitar a radicula a superar a for¢a do endosperma (BEWLEY,
1997).

A lenta germinacdo de sementes de café (Coffea arabica L.) permanece
ndo esclarecida, embora seja evidenciada em estudos sobre aspectos fisiol6gicos
dessa espécie. Ndo se sabe ainda a verdadeira causa dessa lenta germinacéo,
embora vérias causas sejam apontadas, tais como a influéncia do endocarpo
(pergaminho) (GUIMARAES, 1995; RENA; MAESTRI, 1986; ROSA et al.,
2007b; VALIO, 1976), a baixa absor¢do de agua e O2 (BENDANA, 1962;
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VALIO, 1980), o balango hormonal (SILVA et al., 2004; VALIO, 1976) e a
presenga de inibidores naturais (FRIEDMAN; WALLER, 1983a, 1983b;
PEREIRA et al., 2002; ROSA et al., 2006, 2007a; WALLER et al., 1986).

Outro fator que influencia bastante na germinacdo € a temperatura, e a
faixa 6tima para a germinacdo de sementes de café é 25/35°C. Temperaturas
acima de 35°C sdo prejudiciais, podendo até impedir o processo (BAUMANN;
GABRIEL, 1984). Para a realizacdo do teste de germinagdo em laboratorio,
recomenda-se a temperatura de 30°C, sendo necessarios, aproximadamente, 30
dias para a obtencdo do resultado. Em virtude do tempo exigido para realizagdo
desse teste, alguns inconvenientes como a predisposi¢ao ao ataque de patdgenos,
alteracbes do substrato e condi¢fes de umidade sdo passiveis de ocorrer
dificultando, muitas vezes, a interpretacdo dos resultados, levando a duvidas
com relacdo ao verdadeiro estado fisioldgico dessa semente (DIAS; SILVA,
1986).

Silva (2002), estudando o mecanismo e a regulacdo da germinacdo de
sementes de café, verificou que a protrusdo da radicula sob condicGes ideais
(30°C, no escuro), inicia em torno do quinto dia de embebicdo e que, no décimo
dia de embebicdo, 50% das sementes ja apresentam protrusdao radicular e, no
décimo quinto dia, a maioria das sementes germinam. Na germinagdo, 0sS
polissacarideos (galacto-mananas) sdo degradados pela acdo de enzimas, como
endo-B-mananase, B-manosidase e galactosidase, resultando no enfraquecimento
das paredes celulares do endosperma. O mesmo autor sugere que 0 processo de
germinacdo de sementes de café segue um padrdo bifasico. A primeira fase
ocorre durante os primeiros cinco dias de embebigdo e inclui a hidratacéo
completa da semente (até terceiro dia) e a segunda fase estende do quinto dia até
a protrusdo da radicula (décimo dia).

O conhecimento sobre a germinagdo de café é de extrema importancia,

para que possamos melhor entender seu desenvolvimento e suas peculiaridades.
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2.1.2.Testes para avaliacdo da qualidade de sementes de café

A avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes durante as etapas do
processo produtivo é de fundamental importdncia e envolve testes de
germinacdo e de vigor. O teste de germinacdo e a emissao de boletim de analise
sdo atividades obrigatdrias no Sistema Nacional de Producdo de Sementes e
Mudas (SNSM). No caso das sementes de café, as Regras para Analises de
Sementes (RAS) estabelecem um periodo de 30 dias para a realizagdo do teste
de germinacéo, obtengdo do resultado e a emissdo do boletim de analise, sendo
este necessario a comercializagdo das sementes aos produtores de mudas.

No entanto, esse periodo de 30 dias € considerado longo, tendo em vista
que as sementes de café apresentam lenta germinagdo e a producdo das mudas
também é lenta, demandando um periodo minimo de seis meses para a obtencdo
das mudas prontas para o plantio (ROSA et. al., 2010).

Testes que possam reduzir o tempo de avaliacdo do potencial fisiolégico
das sementes de café podem permitir a tomada de decisdes antecipadas, durante
as operacdes de colheita, recepcdo, beneficiamento, comercializacéo e formacéo
de mudas, diminuindo riscos e prejuizos.

Uma alternativa para rapida determinacgdo da viabilidade de sementes de
café é o teste de tetrazolio, com obtengéo de resultados em aproximadamente 48
horas, sendo que as sementes ficardo embebidas por 18 horas, quando os
embriBes serdo removidos e colocados na solucdo de tetrazolio por 28 horas
(CLEMENTE; CARVALHO; GUIMARAES, 2012; DIAS; SILVA, 1986;
VIEIRA et al., 1998). A utilizacdo do teste de tetrazdlio € autorizada pelo
Ministério da Agricultura, no entanto, sdo observadas algumas limitagdes para a
sua utilizacdo. Uma delas é o procedimento de avaliacdo do teste que exige um

treinamento especial do analista sobre as estruturas embrionarias da semente e
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técnicas de interpretacdo do teste. Além disso, os resultados sdo estimativas do
potencial germinativo da semente, e pode superestimar o valor germinativo do
lote, por isso é considerado um teste complementar ao teste de germinacao.

Com a mesma ideia de reducdo do tempo do teste de germinacdo pode-
se obter essa informacdo, estudando estagios precoces das plantulas de café.
Passados 16 dias ap0s a semeadura, avaliando os estagios descritos por Rosa et
al. (2010), no estagio S1 aos 16 dias ja € possivel obter resultados iguais aos dos
testes de germinacédo descritos por Guimardes et al. (2013).

Outro teste alternativo para se obter a viabilidade de um lote de
sementes de café é o teste feito por meio da analise dos exsudados das sementes.
Considerando que o estudo dos exsudados se baseia na permeabilidade do
sistema de membranas, esse teste é considerado uma alternativa promissora para
a rapida avaliacdo das sementes de café. Para a realizagdo do teste, as sementes
sdo embebidas por 10 minutos para a retirada da pelicula prateada e, em
seguida, colocadas sobre papel toalha umedecido, disposto sobre uma tela de
aluminio dentro de uma caixa tipo gerbox. ApGs 24 horas, é possivel analisar a
cor dos exsudatos e obter indicativos da viabilidade das sementes (HILST et al.,
2012).

A reducdo do tempo do teste de germinacdo racionaliza o0s
equipamentos, instalacdes e o trabalho pessoal nos laboratérios. No caso de
sementes de café, é importante, particularmente, tendo em vista a lenta
germinacdo das sementes, 0 que leva ao consequente atraso, para a

comercializagdo das sementes e producdo das mudas.

2.2 ldentificacdo de cultivares de café
2.2.1 Caracteristicas morfoldgicas
O género Coffea é representado por 103 espécies (DAVIS et al., 2006)

sendo, Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre as de maior importancia
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econdmica. A espécie Coffea arabica L., destacada, nesta pesquisa, é a mais
comercializada mundialmente, em decorréncia da sua superioridade na
qualidade de bebida (NEBESNY; BUDRYN, 2006; SONDAHL; LAURITIS,
1992). No Brasil, a producdo de café ardbica em 2015 foi de 43,24 milhGes de
sacas, correspondendo a 74,1 % da producdo brasileira (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2015).

Segundo Setotaw et al. (2013), as cultivares de C. arabica no Brasil
foram obtidas a partir de poucos genitores 0 que causou uma baixa variabilidade
entre as mesmas. Essa baixa variabilidade dificulta a distin¢éo das cultivares que
deve ser estabelecida por meio de distancias minimas dos caracteres que as
diferenciam. Isso, normalmente, é fornecido por descritores morfoldgicos e
fisiologicos, como tipo de fruto, formato de folha, altura da planta, resisténcia a
enfermidades, cor da flor, etc (CAIXETA et al., 2007). A diferenciacdo de
gendtipos por meio dos descritores morfoldgicos pode, muitas vezes, apresentar
dificuldades, em razdo do ndmero limitado e a interferéncia do ambiente na
expressdo destes. Essas dificuldades tendem a aumentar, na medida em que as
cultivares de uma mesma espécie sdo geneticamente aparentadas e, portanto,
fenotipicamente semelhantes. Como resultado, as distancias minimas necessarias
para se estabelecer uma distin¢do entre elas séo cada vez menores.

Observando a origem das cultivares estudadas Catuai Vermelho IAC
144; Catuai Vermelho IAC 99; Mundo Novo 376/4 e Catucai Amarelo 2SL é
possivel confirmar como a base genética é estreita. A cultivar Catuai Vermelho
originou-se da recombinagdo de um cruzamento entre cafeeiros das cultivares
Caturra Amarelo, IAC 476-11 e Mundo Novo IAC 374-19. Essa cultivar tem
como caracteristicas a susceptibilidade a ferrugem e aos nematoides, além do
porte entre 2,0m a 2,4m e as inflorescéncias em nimero de 3 a 5 por axila foliar.
J4, a cultivar Catucai Amarelo é oriunda do aproveitamento do cruzamento

natural das cultivares Icatu e Catuai. Tem como caracteristicas a resisténcia
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moderada a ferrugem, porte baixo a médio e crescimento vegetativo vigoroso.
Em relag&o a cultivar Mundo Novo sua origem corresponde a recombinacéo de
um cruzamento natural das cultivares Sumatra e Bourbon Vermelho. As
principais caracteristicas sdo a susceptibilidade a ferrugem, o porte alto, com
média de 3,4m e os ramos secundarios sdo abundantes (CARVALHO, 2008).

A distincdo de cultivares, realizada por caracteristicas morfolégicas,
apresenta como desvantagem a necessidade de um grande nimero de descritores
gue sdo identificados em plantas inteiras ou adultas, sendo necessario mais
tempo e recursos financeiro. Além disso, marcadores morfolégicos podem ser
influenciados pelo ambiente (PADILHA et al., 2002), sdo complexos na sua
expressdao (LOMBARD et al., 1999), podem ser modulados pelo efeito de um
determinado pat6geno, e fase fenoldgica da planta (NARVAEZ et al., 2001).

2.2.2 Regides de origem

A regido Sudeste destaca-se dentre as demais regides brasileiras gracas a
produtividade alcancada pelo estado de Minas Gerais, 0 maior produtor nacional
responsavel por grande parte da producdo. Em razdo disso, boa parte do
desempenho nacional depende dos resultados alcangados por esse estado,
sobretudo pela regiéo sul.

As cultivares utilizadas neste trabalho foram obtidas de trés diferentes
cidades, Santo Antdnio do Amparo, Trés Pontas e Patrocinio. As sementes
foram fornecidas por produtores inscritos no sistema oficial da producdo de
semente.

Essas trés cidades estdo em duas diferentes regides do estado de Minas
Gerais com caracteristicas distintas, 0 que pode acarretar em sementes com

composicao diferente em cada regiéo.
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O municipio de Patrocinio esta localizado em uma regido de clima
subquente, com médias térmicas variando de 19°C a 27°C e pluviosidade média
em torno de 1500 mm/ano (SILVA; MALVINO, 2005).

O clima de Trés Pontas e Santo Anténio do Amparo é Umido, com
pequena deficiéncia de &gua, denominado mesotérmico, com uma
evapotranspira¢do de 899 mm no ano, sendo que 31% dessa evapotranspiracao
ocorre no verdo (DANTAS; CARVALHO; FERREIRA, 2007).

2.2.3 ldentificagdo de cultivares de café por microssatélite

Como as cultivares de café tém baixa variabilidade genética e a
descrigdo por caracteristicas morfolégicas demanda tempo, com isso h& espago
para pesquisa genética no café. A técnica conhecida como Simple Sequence
Repeats (SSRs), ou marcadores de microssatélite, € util na identificacdo de
cultivares dessa espécie, pois explora regides do genoma com alta variabilidade
entre individuos ou populaces da mesma espécie.

Esse tipo de marcador, facilita a analise de variagdes presentes no DNA
e pode ser usado para a identificacdo de variedades. Além disso, sdo
independentes das variacbes ambientais e podem ser detectados em qualquer
tecido da planta (ARENS et al., 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Usando marcadores desenvolvidos para C. arabica, Moncada e
McCouth (2004) mostraram a importancia do SSR na distingdo de variedades
proximas de café. O nOimero de marcadores de microssatélites para café
disponiveis no mercado continua limitado. Apenas 224 marcadores gendmicos
de SSR foram descritos para espécies do género do café (HENDRE et al., 2008).
Coffea arabica é de extrema importancia e existe uma certa urgéncia para a
descricdo de novos marcadores, para facilitar a identificacdo de cultivares
préximas (VIEIRA et al., 2010).
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2.3 Espectroscopia de infravermelho

2.3.1 Técnica de infravermelho

A espectroscopia € um processo de medicdo baseado na absorcdo e
emissdo de energia eletromagnética em alguma regido do espectro
eletromagnético.

A regido do espectro eletromagnético conhecida como a regido da
radiacdo infravermelha, compreendida entre os comprimentos de onda de 700 a
1x10°, por sua vez é dividida em 3 diferentes regides: infravermelho préximo
gue corresponde a 700 a 2500 nandmetros, médio a 2500 a 10000nm e
infravermelho distante a 10000 a 1x10° Cada regido tem a sua importancia,
sendo a regido do infravermelho médio a de maior importancia para os quimicos
pois tem as bandas fundamentais. Ja, o infravermelho proximo e distante,
juntamente com técnicas de analises multivariadas apresentam varias aplicacGes
tanto quantitativas quanto qualitativas (PASQUINI, 2003; REICH 2005;
ROGGO et al., 2007).

A grande vantagem das andlises utilizando a radiacdo infravermelha é
que podem ser usadas para avaliar amostras em qualquer estado e, na maioria
das vezes, ndo e necessario grande preparo da amostra, fazendo dela uma técnica
rapida e ndo destrutiva.

O principal objetivo dessa técnica & obter informacbes de grupos
funcionais de uma amostra, porque cada grupo funcional absorve em uma
frequéncia caracteristica dessa regido (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998).

2.3.2 Espectroscopia de infravermelho proximo
No setor de sementes, h& a necessidade de se buscar metodologias que
aprimorem aquelas utilizadas rotineiramente em outras &reas, em razdo da

necessidade de utilizacdo de técnicas rapidas para detectar alteracBes na
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qualidade. A deteccdo de componentes quimicos pela espectroscopia de
infravermelho proximo (Near Infrared-NIR) é uma alternativa possivel.

A espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) é baseada na
absorcdo de radiacdo eletromagnética em comprimentos de onda na faixa de 780
— 2500 nm de espectro eletromagnético da luz. Seus espectros resultam da
vibracdo e consequente absorbancia, principalmente em ligaces Carbono-
Hidrogénio (C-H) Oxigénio - Hidrogénio (O-H), Enxofre — Hidrogénio (S - H) e
Nitrogénio — Hidrogénio (N — H), presentes em compostos naturais, como

demonstrado na ilustragdo seguinte.

Near Infrared Band Second Overtone Region
Assignment Table
Third Overtone Region First Overtone Region

CH NH OH OH SH NH CH+CH CH+CL
4*Overtons ¥ Overtone 2™ Overtone 1" Overtone 1"Overtone Combinations Combinations  Combination:

1 Ouerane of MH =0 Stretch NH & OH

L OH cH NH L CH cH =0 ok i
FOvertone ¥ Overtone 2~Overtone 2™ Overtone Overtons 1“Overone  2-Overtona Combinations Combinations

Combinations.

RCOH n!o,n ROH

COfiH, JONH, (R}

Wavelength
Anm 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500
t?‘?ie-n-mm' 14286 12500 11111 10000 9091 8333 7692 7143 6667 6250 65882 5556 5263 5000 4762 4545 4348 4167 4000

Figura 1. Grupos funcionais atribuidos aos seus respectivos comprimentos de
onda/Numero de onda (Bruker®).
Fonte: Do autor (2016)

Com a técnica NIR € possivel predizer o conteudo de muitos nutrientes

de forma rapida, com bom grau de precisdo e custo operacional relativamente
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baixo. Contudo, os bons resultados dependem de calibracdo adequada.

Em sementes, os primeiros trabalhos utilizando essa técnica foram
realizados na determinacao do teor de gua de soja e milho (HART; NORRIS;
GOLUMBIC, 1962). Com o avanco de utilizacdo dessa técnica, foi possivel a
determinacdo de compostos como proteina, carboidratos, 6leo, acidos graxos
totais e livres (WILLIANS, 1973; WILSON; KRAMER; BEN-JERA, 1973).

Em sementes de milho, a técnica do NIR foi utilizada na determinacéo
do contetdo de oleo, proteina e amido (DUDLEY et al., 1975; HILLIARD;
DAYNARD, 1976) e estudos relacionados a dureza, densidade e contaminagdes
por microrganismos (GREENE et al., 1992; POMERANZ et al., 1984; SISKA;
HURBURGH, 1996).

Atualmente, essa técnica tem sido utilizada em substituicdo as analises
tradicionais para a determinacao de constituintes de alimentos, como a deteccdo
de 6leo em milho (MITTELMANN et al., 2006), na determinacgdo de organismos
geneticamente modificados em alimentos contendo soja (CONCEICAOQ;
MOREIRA; BINSFELD, 2006) e na composi¢do quimica de grdos de milho
submetidos a secagem e armazenados (GUTKOSKI et al., 2009). Em sementes,
o NIR tem sido também utilizado na selecdo de genétipos de interesse
comercial, como em aveia (SILVA et al., 2008), em ensaios de competicdo de
cultivares visando a selecionar genétipos com maior contetdo de 6leo em
girassol (GRUNVALD et al., 2009), na selecdo de populagdes de milho com
maior teor de 6leo (MITTELMANN et al., 2006).

2.3.3 Métodos Quimiométricos

A andlise multivariada de dados quimicos, conhecida como
quimiometria, surgiu da necessidade de desenvolver técnicas de tratamento, do
ponto de vista matematico e estatistico, para os dados considerados mais
complexos (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; BRERETON, 2000;
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FERREIRA et al., 1999; GELADI; KOWALSKI, 1986; GEMPERLINE, 2006;
THOMAS, 1994, WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987). Assim, a
guimiometria permite que a avalia¢do da influéncia das varidveis existentes na
informacdo que se deseja extrair dos dados seja feita de forma global, sendo
possivel observar as correlagdes entre elas (BRERETON, 2000).

Atualmente, a utilizacdo da quimiometria é de extrema importancia,
antes conhecida como ferramenta alternativa para o tratamento de dados
quimicos, passa a ser hoje parte essencial e indispensavel do conhecimento de
qualquer estudante ou pesquisador da area quimica e outras areas da ciéncia.

Essa afirmacdo pode ser melhor compreendida quando se observa o
crescente emprego e as inumeras aplicagfes da analise multivariada em diversas
areas da quimica (BERRUETA; ALONSO-SALCES; HEBERGER, 2007;
RIBEIRO, 2009; TEOFILO; MARTINS; FERREIRA, 2009).

A anélise de componentes principais (PCA — Principal Component
Analysis) é provavelmente o método quimiométrico mais amplamente difundido,
sendo considerada por muitos como a base para a maioria dos tratamentos
utilizados na analise multivariada dos dados (BRERETON, 2003; FERREIRA et
al., 1999).

A PCA é um método de projecdo de dados multivariados, cujo objetivo
é reduzir a dimensdo dos mesmos, permitindo a visualizagdo das informacdes
mais significativas em um ndmero menor de novas variaveis, as entdo chamadas
componentes principais (PCs — Principal Components). Em outras palavras,
consiste numa manipulacdo da matriz de dados X com o objetivo de representar
as informagOes apresentadas em muitas varidveis, por meio de um ndmero
menor de novas variaveis. Assim, as amostras sao projetadas num novo sistema
de eixos (PCs) de dimensdo menor e, com isso, as informacbes mais
significativas ou predominantes se tornam mais Obvias. Essa diminuicdo na

dimensionalidade dos dados ocorre quando as variaveis (colunas j da matriz X)



24

sdo altamente correlacionadas (colineares), apresentando, assim, informacGes
redundantes (RIBEIRO, 2009).

A regressdo multivariada pode ser definida como uma série de operacdes
gue estabelecem uma relacdo (modelo estatistico) entre dois grupos de dados (X
e y), em que X é o bloco dos dados experimentais contendo as variaveis
instrumentais (espectros) e y formado pela(s) variavel(s) dependente(s), que
representam as respostas analiticas, tais como concentragdes e porcentagem de
germinacéo, por exemplo (MARTENS; NAES, 1989).

Os métodos multivariados de andlise quantitativa empregados com
maior frequéncia sdo 0s de regressdo, sendo 0s mais conhecidos, a regressao
linear multipla (MLR - Multiple Linear Regression), regressdo por componentes
principais (PCR — Principal Components Regression) e regresséo por quadrados
minimos parciais (PLS - Partial Least Squares) (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ,
1998). Todos esses métodos sdo lineares, porque os seus modelos resultantes
descrevem uma relagdo linear entre varidveis obtidas em um instrumento
analitico, por exemplo, e certas respostas ou concentracdes dos componentes das
amostras estudadas (THOMAS, 1994).

O método de regressdo multivariada a ser utilizado no tratamento dos
dados desta pesquisa sera o de regressao por quadrados minimos parciais (PLS).

A regressdo por PLS, usa dois blocos de predi¢do do tipo PLS para
modelar a relagdo entre duas matrizes X e Y. Ainda a regresséo de PLS modela a
estrutura de X e de Y o que fornece um resultado mais rico do que as multiplas
regressdes que sdo comumente usadas (SVANT,; SJOSTROM: ERIKSSON,
2001).

A principal ideia deste método é encontrar as componentes principais
(denominadas de varidveis latentes - VL) da matriz X que maximizem a
covariancia entre os escores de X e y. Desse modo, PLS modela X e vy

simultaneamente para encontrar as variaveis latentes em X. No método PLS, o
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vetor de respostas y é utilizado inicialmente como vetor de escores, na
decomposicao de X, para gerar um vetor de pesos.

Na regressdo por PLS-da (partial least squares — discriminant analysis),
0 objetivo é encontrar um modelo que separa os dados, levando em conta classes
previamente conhecidas. Assim, modelos de PCA séo calculados e encontram-se
as direcBes no espaco multivariado que corresponde as maiores fontes de
variagdo. Entretanto, ndo necessariamente, essas dire¢cfes coincidem com
aquelas entre as classes, podendo outras dire¢fes serem tomadas para melhor
descrimina-las (WESTERHUIS et al., 2010).

Antes da aplicagdo do modelo construido, 0 mesmo deve ser validado
com o objetivo de testar a sua capacidade preditiva. Essa validagdo consiste em
testar o modelo prevendo valores de y de novas amostras. Isso é feito para
estabelecer se elas, de fato, irdo refletir o comportamento da resposta de
interesse. Essa validacdo pode ser realizada de varias maneiras, entre as quais a
validacdo cruzada e a validacdo externa sdo as mais comuns (LORBER;
KOWALSKI, 1988).

Durante a aplicacdo da validacdo cruzada, uma (leave one out) ou
algumas amostras do conjunto de calibracdo (blocos de amostras) sdo separadas,
um modelo é construido com as amostras restantes e a previsao é feita para a(s)
amostra(s) separada(s) inicialmente, ou seja, a(s) amostra(s) predita(s) sdo as
mesmas usadas no conjunto de calibracdo, porém, ndo participaram da
construgdo do modelo quando foram preditas. O processo é repetido até que
todas as amostras tenham sido previstas uma vez e a raiz quadrada da soma dos
quadrados dos erros de validacdo cruzada (RMSECV — root mean square error
of cross validation) tenha sido computada para o0 modelo PLS com diferentes
numeros de variaveis latentes (NAES et al., 2002). E por meio do RMSECV e

do coeficiente de correlacdo da validagéo cruzada (Rcv), medido entre os valores
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estimados e experimentais do método de referéncia, que o melhor modelo PLS
pode ser determinado.
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CAPITULO 2- Classificacdo de regides produtoras e cultivares de café por
meio de espectrometria de infravermelho préximo e microssatélites
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RESUMO

A cultura do café é de grande importancia socioeconémica para o Brasil,
gerando renda e emprego durante toda a producdo. Uma das dificuldades na
producdo de sementes dessa espécie é a distincdo de cultivares, que é realizada
por caracteristicas morfol6gicas, com desvantagem de necessitar de um grande
numero de descritores em plantas inteiras ou adultas e, portanto, de mais tempo
e recursos financeiro. Assim, objetivou-se, neste trabalho, avaliar a utilizagcdo do
infravermelho préximo com o estabelecimento de modelos quimiométricos para
a classificacdo de sementes de café, a partir de grupos funcionais caracteristicos
de cada cultivar e regido, comparando com técnicas moleculares ja
estabelecidas. Neste trabalho, foram utilizadas 200 sementes de 4 cultivares
distintas (Mundo Novo, Catuai Amarelo, Catucai Amarelo, Catuai Vermelho),
todas oriundas de 3 diferentes cidades (Patrocinio, Santo Anténio do Amparo e
Trés Pontas). Essas sementes foram submetidas a andlise, por meio de
infravermelho proximo, com as faces planas voltadas para a fonte da onda
eletromagnética, e também ao estudo do genoma das plantas por microssatélites.
Posteriormente, os espectros obtidos foram analisados, usando regressdao por
PLS-da. Quando os lotes foram comparados em relagdo as cultivares, ndo foi
possivel classifica-los, a partir dos espectros obtidos. J& quando comparadas em
relacdo a sua regido de origem, a técnica utilizando o infravermelho se mostrou
eficiente, classificando corretamente os lotes testados oriundos de Patrocinio.
Assim, é possivel concluir, que a técnica, utilizando o infravermelho préximo
néo foi capaz de classificar as sementes quanto a sua cultivar.

Palavras-Chave: NIR; Quimiometria; Sementes; microssatélite.
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ABSTRACT

The coffee culture is of great socio-economic importance to Brazil generating
income and employment throughout the production. One of the problems is the
distinction of varieties, which is performed by morphological characteristics.
The disadvantage is the need of a large number of descriptors that are identified
in adult plants, requiring more time and financial resources. Thus, the aim in this
study was to evaluate the near infrared with chemometrics tools to access the
genetic purity of coffee seeds and their origin, from characteristic functional
groups, when compared to traditional molecular tests. In this study, we used 200
seeds of four different cultivars (Mundo Novo, Catuai Amarelo, Catucai
Amarelo, Catuai Vermelho), all from three different regions (Patrocinio, Santo
Antbnio do Amparo and Trés Pontas). These seeds were subjected to analysis by
near infrared with the flat sides facing the source of the electromagnetic, and by
a study of their genome by markers of a Single Sequence Repeat. After that then
the spectra were analyzed by PLS-DA and PCA. It was observed that when the
lots were compared regarding cultivars, it was not possible to classify them from
the spectra obtained. However, when compared in relation to their origin, the
technique using infrared has proved efficient sorting the lots from Patrocinio
properly. Thus, we conclude that the technique using near infrared was not able
to classify coffee seeds regarding their cultivar.

Keywords: NIR; Chemometrics; Seeds;
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1. INTRODUCAO

E indiscutivel a importancia da cultura cafeeira para o nosso pais, pela
sua participacdo expressiva no contexto socioecondmico, gerando renda pela
exportacdo e empregando mao de obra nas diferentes etapas do agronegdcio,
desde o cultivo até a comercializacdo.

O cafeeiro é uma planta da familia Rubiacea e do género Coffea,
originado na Etidpia onde os periodos de seca duram de 4 a 5 meses com
temperaturas extremas de 4 °C a 31 °C. Existem vdrias espécies de café no
mundo, mas apenas duas sdo economicamente importantes, Coffea arabica L. e
Coffea canephora Pierre. O Brasil € o maior produtor de café contribuindo com
30% da producdo mundial, sendo que 74% da producdo brasileira é de Coffea
arabica L., uma das culturas mais importantes para a economia do pais e para a
sociedade brasileira.

Um grande problema na cultura do café € que a identificacdo das
cultivares ndo é possivel por visualizagdo direta das sementes, nem por técnicas
mais avangadas como analise do DNA, em parte, em decorréncia da base
genética ser estreita e parte em razdo do tempo demandado para se obter
marcadores morfolégicos da cultivar na planta, demanda muito tempo.

Obter informagBes sobre a variabilidade genética € de grande
importancia, pois permite o conhecimento direto de sequencias do genoma sem a
interferéncia do ambiente (FERRAO et. al. 2007). Assim, foi utilizada, neste
trabalho, a técnica de marcadores de microssatélites para se obter informagoes
sobre o material genético das sementes. Essa técnica j& mostrou um grande
potencial para evidenciar diferencas genéticas em espécies nativas (MISSIO et
al., 2010).

A espectroscopia € o0 processo instrumental de medigdo baseado nas

propriedades de absorcdo e emissdo de energia eletromagnética em alguma
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regido do espectro eletromagnético. A faixa espectral do infravermelho préximo
(NIR) é fixada entre 700 a 2500 nm ou 12800 a 4000 cm™.

As regibes do infravermelho proximo, juntamente com técnicas
multivariadas de analise, apresentam diversas aplicacGes em analises
guantitativas e qualitativas de diversos produtos (ROGGO et al., 2007).

Quando se fala na utilizacdo da espectroscopia na regido do
infravermelho, as principais vantagens descritas sdo: o estudo de amostras pode
ser realizado na fase solida, liquida ou gasosa; na grande maioria das vezes, ndo
requer grande preparo de amostra, é rapida e, dependendo da técnica utilizada
para a analise, esta pode ser ndo destrutiva.

O principal objetivo da espectroscopia na regido do infravermelho é a
determinagdo dos grupos funcionais de um dado material. 1sso é possivel porque
cada grupo funcional absorve em frequéncia caracteristica de radiacdo dessa
regido (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998). A técnica de espectroscopia no
infravermelho, tem tido, recentemente, grandes avangos em diversas aplicaces,
principalmente na area de ciéncia de alimentos e produtos agricolas (CEN; HE,
2007; CHEN et al., 2006; ESTEBAN-DIEZ; GONZALEZ-SAIZ; PIZARRO,
2004; SMALL, 2006;) e quando acoplada a ferramentas quimiométricas, pode
ser considerada uma alternativa rapida e confiavel de controle de processos (XIE
et al., 2007).

Assim, objetivou-se, neste trabalho, avaliar a utilizacdo do
infravermelho  proximo (NIR) com o estabelecimento de modelos
quimiométricos, para a classificacdo de sementes de café, a partir de grupos
funcionais caracteristicos de cada cultivar e de diferentes regides de origem.
Avaliando também a capacidade de marcadores moleculares de microssatélites
em classificar sementes de diferentes cultivares. Dessa forma, visa a estabelecer
metodologia que seja viavel em termos econémicos, praticos e técnicos, para a

identificacdo de cultivares utilizando sementes de café.
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2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida parte no Laboratério de Analise de Sementes
do Departamento de Agricultura na Universidade Federal de Lavras em Lavras,
Minas Gerais e parte no departamento de Hoticulture and Crop Science da Ohio
State University, em Columbus, Ohio, EUA.

Obtencéo das sementes

Foram obtidos 12 lotes de sementes de café de quatro cultivares
distintas, oriundas de trés diferentes regides. As cultivares escolhidas estdo entre
as mais produzidas no Brasil sendo elas: Catuai Vermelho IAC 144; Catuai
Vermelho IAC 99; Mundo Novo 379/4 e Catucai Amarelo 25S, das regides de
Santo Anténio do Amparo, Trés Pontas e Patrocinio. Em cada regido, foram
selecionados quatro lotes. As sementes foram fornecidas por produtores inscritos
no sistema oficial da producdo de semente.

A qualidade de todos os lotes utilizados estava dentro dos padrbes
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura para a comercializacdo de sementes

de café, tendo apresentado porcentagem de germinagéo acima de 70%.

Adequacao de metodologia

Considerando a escassez de estudos referentes a aplicagdo da técnica de
espectrometria no infravermelho préximo em sementes de café, testes foram
previamente realizados com o objetivo de verificar a melhor forma e melhor
calibragdo para se obter um espectro confiavel das sementes.

O primeiro passo foi definir a melhor posicdo das sementes para se obter
0s espectros. Por meio de trabalhos prévios, foi definido que, quando as
sementes eram colocadas com a face plana voltada para a fonte do infravermelho

aexposicdo a luz era maior e a dispersao dos raios menor.
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Em relacdo a calibragdo do aparelho, apds testes, verificou-se que com a
resolucdo de quatro cm™ e 64 varreduras obteve-se a maior velocidade e
precisao.

Com isso, pode-se analisar as sementes de café com confianga de que
seriam obtidos espectros representativos das caracteristicas de cada tratamento

considerado neste trabalho.

Espectroscopia do infravermelho proximo (NIR)

Para a avaliacdo pelo NIR, 200 sementes de cada um dos lotes
identificadas quanto a genética e a regido de origem, foram submetidas a analise
por espectrometria de infravermelho préximo, (Excalibur), sendo posicionadas
com a sua face plana voltada para o feixe de luz.

Os espectros foram obtidos por reflectancia total atenuada (RTA) a 45°
com cristal de seleneto de zinco na regido espectral de 10.000 a 4.000 cm™,

As leituras foram feitas com uma resolucéo de quatro cm™ e com 64

varreduras obtidas por amostra.

Anélise Quimiometrica

As sementes das cultivares consideradas geneticamente iguais foram
agrupadas independentemente da regido, para que a classificagdo fosse feita
apenas gquanto a sua caracteristica genética e ndo quanto a regido de origem.

Paralelamente, as mesmas sementes foram agrupadas quanto a sua
regido independentemente de suas caracteristicas genéticas para que fossem
classificadas em relagéo ao seu local de origem.

Os espectros passaram por pré-processamento, utilizando-se a Corregao
Multiplicativa de Sinais e a Derivada de segunda ordem. A classificacdo das
amostras, quanto a sua cultivar e regido, foi obtida a partir da calibracdo

multivariada, por meio da Analise dos Componentes Principais (principal
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componente analysis — PCA) e da Analise de Regressdo por minimos quadrados
parciais - analise descriminante (Partial Least Squares — Discriminant Analysis,
PLS-DA), utilizando-se 3/4 das amostras para calibragdo e 1/4 para teste. Foi
otimizado um modelo por validacdo cruzada, e os calculos foram realizados no
software PIROUETTE®.

Analise molecular por SSR

Extracdo de DNA - O DNA de cada cultivar foi extraido utilizando-se
50 plantulas inteiras. Estas foram maceradas em nitrogénio liquido com a adigdo
do antioxidante polivinil pirrolidona (PVP). Ap6s a macera¢do, uma pequena
guantidade de material de cada amostra, aproximadamente 100mg, foi
transferida para um microtubo com a adigdo de 350ul de tampao CTAB 2%
(CTAB 2%; 1M Tris-HCI pH 7,5; 0,5M EDTA pH 8; 5M NaCl e 2% de B-
mercaptoetanol) e 1,56ul de proteinase K a 20ng/ul, vortexada vigorosamente
por 20 segundos. Os microtubos foram incubados a 65°C por 1 hora, sendo
homogeneizados a cada 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados 350ul
de solucdo cloroférmio: alcool isoamilico na proporgdo 24:1 com o objetivo de
separar 0s acidos nucleicos (sobrenadante) das proteinas (precipitado). As
amostras foram homogeneizadas por 25 minutos em agitador por inversao e
centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos. Retirou-se o sobrenadante o qual foi
transferido para um novo microtubo, contendo 250ul de alcool isopropilico
refrigerado para a precipitagdo dos acidos nucleicos. As amostras foram
homogeneizadas 5 vezes por inversdo e incubadas a -4°C por no minimo 1 hora
e centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante.

Ao precipitado, foram adicionados 140ul de alcool etilico 70% a -20°C,
que foi homogeneizado e centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos para a
limpeza. Descartou-se o sobrenadante. Para a limpeza final, foram utilizados

140ul de alcool etilico 95%. O sobrenadante foi descartado com 0 auxilio de
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uma pipeta. Os microtubos foram colocados abertos em capela de exaustdo em
temperatura ambiente, para a secagem do precipitado formado, pellet. Em cada
microtubo, foram adicionados 50ul de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, 1 mM
EDTA), contendo 0,2pul de RNase (10mg/ml) para ressuspensdo do DNA. As
amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos em banho-maria e

acondicionadas a -4°C.

Quantificacéo e diluicdo do DNA - Para a quantificacdo e analise da
qualidade do DNA extraido foram utilizados o espectrofotdmetro NanoVue da
marca GE Healthcare e gel de agarose a 0,8%. As amostras apresentaram
concentracdes diversas, variando de 200ng/ul a 500ng/ul, e 6tima qualidade,
com as relagfes A260/280 de aproximadamente 1,8. Em amostras de DNA
livres de contaminacdo por proteinas, o valor da relagdo A260/A280 igual a 1,8,
sendo que valores abaixo sugerem contaminacdo proteica e acima, contaminacao
por RNA (BRITO et al., 2004; ZAHA, 1996). O DNA extraido apresentou-se
semelhante ao padrdo Lambda DNA (INVITROGEN Life Technologies), sem
degradacdo aparente. Ap6s a quantificacdo, o DNA foi diluido para a

concentragdo de trabalho de 10ng/pL.

Amplificagdo - Para as analises moleculares, foram feitas reacdes em
cadeia de polimerase (PCR), utilizando marcadores moleculares de
microssatélites (SSR) em um termociclador marca Labnet Modelo TC9600-G,
em um meio com volume final de 25ul, contendo 3pl da solugdo de DNA
gendmico (10ng/uL), 0,75l de cada primer (10uM de primer forward, 10uM de
primer reverse), juntamente com um mix composto de: 15,55ul de agua
ultrapura; 2,5ul de tampao 10X (INVITROGEN Life Technologies); 1,0l de
MgCI2 25mM (INVITROGEN Life Technologies); 1,25ul de DNTP 10mM
(INVITROGEN Life Technologies); 0,2ul de Platinum® Taq DNA Polimerase
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5U/ul (INVITROGEN Life Technologies). Em seguida, procedeu-se a
amplificagdo e a corrida eletroforética a 120V por 2 horas em gel de
poliacrilamida e a visualizacdo apés a revelacao.

O programa de amplificacdo consistiu de 94°C de temperatura inicial
por 5 minutos, 5 ciclos de amplificacdo a 94°C por 30 segundos, 57°C por 30
segundos. Nessa etapa, foi adaptado um Toch Down, reduzindo-se 0,5°C a cada
ciclo, 72°C por 30 segundos. Seguido de mais 25 ciclos, iniciados a 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A extensao foi feita a
72°C por 5 minutos. Apos as reagdes, os produtos da amplificacdo do DNA

foram armazenados em freezer a 4°C.

Primers microssatélites (SSR) - Foram testados 37 pares de primers
especificos para a espécie. Para o calculo da temperatura de melting (TM) dos
primers foi utilizado o aplicativo web: Temperatura de Melting: Um Estudo
Comparativo (ARRUDA JUNIOR, 2010). A TM utilizada foi a temperatura
média fornecida pelo aplicativo, e o calculo foi realizado para cada par de

primers.

Eletroforese e visualizacdo dos géis - Em cada microtubo contendo 25ul
de DNA amplificado foram adicionados 5ul de corante stop solution. Dessa
mistura, 10 pl foram aplicados nas canaletas do gel de poliacrilamida 10%
submetidos a eletroforese em tampédo TBE 1X a 120 volts por 2 horas utilizando
uma fonte de eletroforese marca PWSys modelo PW300. Esses géis foram
constituidos de 10% de acrilamida:bis-acrilamida 30:1, TBE 1X, 0,1% de
persulfato de aménio e 0,06% de TEMED. Para efeito de comparacdo do
tamanho dos fragmentos, foi utilizado como padrdo o 100 pb DNA Ladder
(INVITROGEN Life Technologies).
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Para a revelagdo dos géis utilizou-se 0 método de coloracdo com nitrato
de prata. Apos a eletroforese, as placas foram separadas e 0s géis foram imersos
em solucéo fixadora (10% de etanol e 0,5% é&cido acético 0,5%) e mantido sob
lenta agitacdo por 15 minutos. Em seguida, o gel foi submerso em 1 litro de
solucdo de nitrato de prata (AgNO3), na concentracdo de 0,2%, sob agitacao
lenta por 15 minutos. O gel, entdo, foi lavado com agua corrente e mantido sob
agitacdo lenta em solucéo de revelagdo (NaOH 3%, formaldeido 0,5%) até a
obtencdo de bandas de forma nitida e visualizado no transiluminador da marca
Hoefer MacroVVue modelo Vis-45.

ApoOs a caracterizagdo molecular e posterior avaliagdo, foram
selecionados aqueles primers que apresentaram polimorfismo entre as cultivares

avaliadas.

Diversidade genética - Os produtos da amplificacdo, visualizados no
gel, produzidos pelos primers, foram utilizados na elaboragdo de uma matriz de
similaridade genética, por meio do registro da presenca (1) e da auséncia (0) de
bandas no perfil eletroforético de cada cultivar.

As matrizes binarias foram usadas para a obtencdo das estimativas de
similaridades genéticas (Sgij), com o auxilio do programa NTSYSpc (EXETER
SOFTWARE®, Versdo 2.11), empregando-se o coeficiente de Jaccard (1901),

para 0s geno6tipos conforme abaixo:

a

00" a3 bre

Em que:

a = presenca de bandas em ambos o0s genotiposii e j;

b = presenca de banda no primeiro genotipo i e auséncia no segundo j;

C = presenca no segundo j e auséncia no primeiro i;
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Com base na matriz de similaridade genética Jaccard, foi realizado o
agrupamento dos genotipos, utilizando o método de médias ndo ponderadas das
similaridades (UPGMA - Unweighted Pair-Group Method), por meio do
programa NTSYSpc (EXETER SOFTWARE ®, Versao 2.11).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise por espectroscopia no infravermelho préximo

Pela observacdo dos espectros, quando as sementes de café das diversas
cultivares foram analisadas pelo infravermelho préximo, as bandas foram
semelhantes (Figura 1). Da mesma forma, quando comparados os espectros das
sementes em relacdo a sua regido de origem (Figura 2), também foi obtido um
padrdo semelhante das bandas.

As bandas observadas nos espectros referentes as sementes de café nos
dois estudos estavam presentes nos comprimentos de onda de 5750 cm?,
caracteristica de estiramento vibracional de S-H, em -SH, em 7000 cm?,
caracteristica de estiramento vibracional de N-H de CONH; e em 9000 cm-1,
caracteristica de C-H de compostos aromaticos, relacfes observadas segundo
Siesler et al. (2002).
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Por meio dessa observagdo, pode-se inferir que a composicdo quimica
observada entre todas as sementes € semelhante, ja que a forma dos espectros
ndo foi discrepante entres as sementes analisadas. Estudando diferentes
cultivares de mamona, Santos et al. (2014) também ndo encontraram
discrepancia entre 0s espectros, mas conseguiram identificar diferencas com uso
de outras ferramentas, como PCA e PLS-DA, para se obter mais informacGes

sobre o espectro.

Discriminagdo das amostras por PCA

Nos graficos de escores (Figuras 3 e 4), estdo representadas as duas
componentes principais de cada estudo. Na Figura 3, que representa 0s escores
das sementes classificadas segundo a cultivar, as duas primeiras componentes
principais representam 98% da variabilidade dos dados, sendo que 77,8% foi
explicado pela primeira componente principal e 20,2% pela segunda. Ja, na
Figura 4, onde estdo representados os escores das sementes agrupadas quanto a
sua regido de origem, as duas primeiras componentes principais explicaram
98,2% da variabilidade dos dados, sendo que a primeira componente principal

explicou 78,2% da variabilidade e a segunda 20%.
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Figura 3. Gréfico de escores obtidos por PCA dos espectros de infravermelho das
sementes de café coloridas por cultivar.
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Figura 4. Grafico de escores obtidos por PCA dos espectros de infravermelho das
sementes de café coloridas de acordo com sua regido de origem.

Na Figura 3, em relacdo a discriminacdo das sementes quanto a cultivar,

observa-se que ndo houve uma separacdo das diferentes cultivares, sendo que
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todas as cores que representam cada classe estdo agrupadas na mesma regiéo.
Em relacdo a Figura 4, observa-se que as sementes representadas pela cor verde,
correspondentes as sementes da regido de Patrocinio, estdo localizadas mais na
regido inferior do grafico, sendo possivel alguma discriminacdo. A analise de
componentes principais é uma importante ferramenta para a avaliacdo da
composicdo quimica do café. Alguns trabalhos recentes mostraram como essa
técnica pode ser importante. Tavares et al. (2012), trabalhando na deteccéo de
adulteracdo do café torrado por adi¢do de cascas conseguiu diferenciar cafés sem
adulteracdo de cafés adulterados com até 0,5% de casca. Em outro trabalho,
onde foi avaliada a composicao volatil dos defeitos intrinsecos do café (preto,
verde e ardido) foi possivel identificar marcadores dos defeitos em relacdo aos
gréos sadios (BANDEIRA et al., 2009).

Classificacdo por PLS-DA

Analisando os resultados obtidos, verifica-se a comparacdo das
cultivares estudadas e a classificacdo feita pela técnica de infravermelho
préximo com base nos grupos funcionais presentes nas amostras (Tabela 1).

Observa-se que o resultado das classificacfes ndo teve alto indice de
acerto. Na cultivar Mundo Novo, composta por sementes de trés diferentes
regides (Patrocinio, Santo Antdonio do Amparo e Trés Pontas), foi possivel
identificar apenas 143 sementes classificadas corretamente, dentre as 450
utilizadas. As outras sementes dessa cultivar ou foram classificadas como outras
cultivares ou, como no caso de 262 sementes, foram classificadas como
sementes totalmente diferentes dos materiais estudados.

Para as outras cultivares também ndo foi possivel a classificagdo
eficiente, sendo que algumas sementes foram identificadas como outras
cultivares ou mesmo como material estranho ao grupo estudado. No caso da

cultivar Catuai Amarelo apenas 87 sementes classificadas corretamente das 450



50

e 299 ndo classificadas. J4, para a cultivar Catucai Amarelo, apenas 22 corretas
das 450 e 332 ndo classificadas e para a cultivar Catuai Vermelho 52 corretas

das 450 e 332 nao classificadas.

Tabela 1. Sementes das cultivares de café em estudo, classificadas quanto sua
cultivar, por meio da técnica de infravermelho proximo com o auxilio

da PLS-DA.
Classificagédo Nao
Mundo Catuai Catucai Catuai classificadas/
Novo Amarelo Amarelo Vermelho Total
Mundo 143 31 7 7 262/450
Novo
& Catuai
S Amarelo 33 87 5 26 299/450
£ Catucal 45 25 22 26 332/450
O Amarelo
Catual 32 29 5 52 332/450
Vermelho

Fonte: Do autor (2016)

A tentativa de validagdo do modelo, por meio de sementes reservadas
em amostras de cada uma das cultivares (Tabela 2), confirma os resultados
observados na Tabela 1, porque, na sua maioria, elas ndo foram classificadas
corretamente ou nem mesmo classificadas entre as cultivares estudadas.

Para as sementes da cultivar Mundo Novo, a validacdo seguiu 0 mesmo
padrdo do modelo ajustado, das 150 sementes testadas, 57 sementes foram
classificadas corretamente como Mundo Novo; dentre as 93 demais, 16 foram
classificadas como Catuai Amarelo, 7 como Catucai Amarelo, 2 como Catuai
Vermelho e outras 68 que foram classificadas como sementes diferentes do
material estudado. Para as outras cultivares, a classificacdo também ndo foi

correta. Para a cultivar Catuai Amarelo apenas 30 sementes foram validadas
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corretamente. Das 120 restantes, 13 foram classificadas como Mundo Novo, 1
como Catuai Amarelo, 3 como Catuai Vermelho e 103 ndo foram classificadas
como sementes do material estudado. Para a cultivar Catucai Amarelo, apenas
11 foram classificadas corretamente, sendo as outras 139, classificadas como
Mundo Novo, 17, Catuai Amarelo, 9, Catuai Vermelho, 3, e como material
diferente 110. Por fim, a cultivar Catuai Vermelho teve apenas 17 sementes
classificadas corretamente, outras 12 classificadas como mundo novo, 17 como
Catuai Amarelo, 1 como Catucai Amarelo e 103 classificadas como material

desconhecido.

Tabela 2. Sementes usadas para validagcdo do modelo das sementes classificadas
guanto a cultivar.

Classificagéo Nao
Mundo Catuai  Catucai Catuai classificadas/
Novo Amarelo Amarelo Vermelho Total
Mundo 57 16 7 2 68/150
Novo
$  Catuai
§ Amarelo 13 30 1 3 103/150
= Catucai
8 Amarelo 17 9 11 3 110/150
Catual 12 17 1 17 103/150
Vermelho

Fonte: Do autor (2016)

Também pode-se observar como 0s pesos, ou seja, a contribuicdo dos
comprimentos de onda para diferenciar/classificar cada cultivar (Figura 5), ndo
se mostraram muito definidos. Para cultivar Mundo Novo (Figura 5a), o
principal comprimento de onda com alto peso para essa cultivar foi o de 6150
cm?, que corresponde a =CH.. Na cultivar Catuai Amarelo (Figura 5b), o

mesmo comprimento de onda foi observado como tendo uma alta contribuigdo
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para essa cultivar. J4, para as cultivares Catucai Amarelo e Catuai Vermelho

(Figuras 5c e 5d) o comprimento de onda 5275 cm™, que corresponde ao amido,

foi observado como tendo alto peso para essas cultivares.

2000

2000 a) b)
) 1000
Pesos Pesos
0
-2000
-1000
4000
8457.84 B91479 837174 845784 691479 637174
Comprimento de onda Comprimento de onda
c) d)
500
100
Pesoos Pesgs,
-100 0

5784 691479 5IT4
Comprimento de onda

8457.84 691479 BITITA
Comprimento de onda

Figura 5. Pesos dos comprimentos de onda (cm™) referentes as cultivares estudadas, a)
Cultivar Mundo Novo, b) Cultivar Catuai Amarelo, ¢) Catucai Amarelo e d)

Catuai Vermelho.
Fonte: Do autor (2016)

As metodologias utilizadas neste trabalho para a identificacdo das

cultivares por meio da técnica de infravermelho proximo ndo foram eficientes,
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provavelmente pela estreita base genética das cultivares testadas. Todas elas tém
a cultivar Mundo Novo como ancestral comum. As cultivares de Catuali
Vermelho séo oriundas do cruzamento de Mundo Novo com Caturra Amarelo, ja
a cultivar Catucai Amarelo surgiu do cruzamento de Catuai com Icatu, ou seja
todas elas estdo aparentadas de alguma forma (CARVALHO, 2008).
Provavelmente, por meio de outras metodologias para captura dos espectros nas
sementes ou usando uma diferente regido do espectro como, por exemplo, o
infravermelho médio, a hipbtese adotada para esse trabalho poderd ser
confirmada.

Quando as sementes foram classificadas de acordo com a sua regido de
origem, pode-se observar que a técnica de infravermelho préximo foi eficiente
para classificar os lotes oriundos da regido de Patrocinio (Tabela 3).

A regido de Santo Anténio do Amparo e a regido de Trés Pontas foram
algumas vezes confundidas sendo uma classificada como a outra e vice versa. J&
as sementes oriundas da regido de Patrocinio foram classificadas corretamente
em quase 100%.

Das 600 sementes analisadas para regido de Santo Antdnio do Amparo
403 foram classificadas corretamente, 4 foram classificadas como da regido de
Patrocinio, 116 da regido de Trés Pontas e 76 classificadas como diferentes das
regides estudadas. Ja, para regido de Patrocinio das 600 sementes estudadas 597
foram classificadas corretamente e apenas 3 sementes como da regido de Trés
Pontas. Para a regido de Trés Pontas das 600 sementes 130 foram classificadas
como da Regido de Santo Antbnio do Amparo, 403 corretamente como da regido

de Trés Pontas e 68 classificadas como uma regido diferente das estudadas.
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Tabela 3. Sementes de café oriundas de diferentes regides classificadas pela
técnica de infravermelho proximo segundo sua composi¢do quimica.

Classificagéo Nao
S. A .. Trés classificadas/
Amparo Patrocinio Pontas Total
S A 403 4 116 76/600
«» Amparo
[«B]
-’% Patrocinio 0 597 3 0/600
o Trés
130 0 403 68/600
Pontas

Fonte: Do autor (2016)

Para validacdo do modelo utilizado para classificar as sementes quanto a
sua regido de origem (Tabela 4), observa-se 0 mesmo padréo de classificagdo do
modelo. As cultivares oriundas da regido de Patrocinio foram muito bem
classificadas, sendo que das 200 sementes utilizadas apenas uma semente foi
classificada como da regido de Trés Pontas, todas as outras 199 sementes foram
corretamente classificadas. Ja, nas sementes da regido de Santo Antdnio do
Amparo, das 200 sementes utilizadas 119 foram classificadas corretamente, 47
como da regido de Trés Pontas e 34 como um material diferente do estudado.
Das 200 sementes oriundas da regido de Trés Pontas, 145 foram corretamente
classificadas, 38 classificadas como da regido de Santo Ant6nio do Amparo e 17
como material diferente do estudado.

Essa separacdo das sementes da regido de Patrocinio indica que como
Patrocinio estd em uma regido com o clima subquente, com médias térmicas
variando de 19°C a 27°C e pluviosidade média em torno de 1500 mm/ano
(SILVA; MALVINO, 2005).
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J4, o clima da regido Trés Pontas e Santo Anténio do Amparo, que séo
duas cidades préximas, € Umido, com pequena deficiéncia de agua, denominado
mesotérmico, com uma evapotranspira¢do de 899 mm no ano, sendo que 31%

dessa evapotranspiracdo ocorre no verdo (DANTAS et al., 2007).

Tabela 4. Sementes usadas na validacdo do modelo criado a partir das regides

estudadas.
Classificacéo Nao
S. A . Trés classificadas/
Amparo Patrocinio Pontas Total
S-A. 119 0 47 34/200
«»n Amparo
(5]
-’% Patrocinio 0 199 1 0/200
o Trés
38 0 145 17/200
Pontas

Fonte: Do autor (2016)

Na Figura 6, observam-se 0os comprimentos de onda mais importantes
para classificar cada regido. Na regido de Santo Anténio do Amparo (Figura 6a),
0 comprimento de onda com maior peso para a sua classificagdo, foi de 7022
cmt, que corresponde a R-OH. Na regido de Patrocinio (Figura 6b), o mesmo
comprimento de onda teve o0 maior peso para a regido de Trés Pontas como foi
observado (Figuras 1b e 1c), ambas obtiveram o comprimento de onda 7110 cm-

! que corresponde a Ar-OH com maior peso para essas cultivares.
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Figura 6. Pesos dos comprimentos de onda (cm™) referentes as regides estudadas, a)
Santo Antdnio do Amparo, b) Patrocinio e ¢) Trés Pontas.

Fonte: Do autor (2016)

Anélise molecular

Pelo dendrograma apresentado na figura 7, verifica-se que as diferencas
significativas observadas em coeficientes de similaridade superiores a linha
indicativa (linha de corte), ndo constituem agrupamentos de modo a identificar
todas as cultivares, considerando o conjunto de primers utilizados nesse ensaio.
Embora o indice de similaridade maxima ndo seja muito alto (0,64), apenas as
cultivares Catucai Amarelo e a cultivar Catuai Vermelho IAC 99 da regido de

Trés Pontas ndo constituem grupos similares com as outras, que foram
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agrupadas entre si. Provavelmente, as diferengas entre os genomas dessas
cultivares sejam raras, em razdo da estreita base genética entre elas, e os locais
do DNA acessados ndo continham as diferencas expressas no fendtipo. Esse
resultado é coerente com aqueles observados quando utilizou-se a técnica do
infravermelho préximo, ja que as diferencas captadas nos espectros do NIR
também ndo foram suficientes para garantir a diferenciacdo das cultivares.
Entretanto, a hipotese de que a técnica de SSR pode ser util na diferenciacdo de
cultivares ndo deve ser descartada, porque 0 uso de um numero maior de

“primers” que flanqueiam outras regides do DNA pode ser eficiente.

[ Catucai_Ama_S.A
S Catucai_Ama_Pat

Catuai_Ama_Pat
4[ Mundo_Novo_S.A.
Mundo_Novo_TP
Catuai_Ver_TP
Catuai_Ama_TP
{Mundo_Novo_Pat

! Catuai_Ver_Pat
Catucai_Ama_TP

[ Catuai_Ver_SA
L Catuai_Ama_SA

0.43 0.48 0.53 0.59 0.64
Coefficient

Figura 7. Diagrama de similaridade das cultivares de café classificadas utilizando SSR.
Fonte: Do autor (2016)

Pinto, Maluf e Guerreiro-Filho (2007), estudando marcadores de

microssatélites associados a resisténcia ao bicho-mineiro em sementes de café,
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também ndo identificou alelos que classificassem as sementes segundo essas

caracteristicas.

4. CONCLUSOES

A técnica, utilizando o infravermelho proximo ndo foi capaz de
classificar sementes de diferentes cultivares.

Quanto a regido de origem, a técnica, utilizando o infravermelho
classificou com quase 100% de precisdo sementes oriundas da regido de
Patrocinio.

Pela técnica de analise do DNA por SSR, foi possivel identificar apenas
a cultivar Catucai em relacéo as cultivares Mundo Novo e Catuai que ndo foram

diferenciadas entre si.
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RESUMO

O café é uma das maiores fontes de renda para o Brasil, em razdo de seu grande
volume de exportacdo e também aos empregos associados a cultura. Um dos
problemas da cadeia produtiva de sementes de café é o tempo necessario para
que os resultados dos testes de germinacdo sejam concluidos, atrasando assim
toda a sua distribuicdo. Sendo a semente de café semirrecalcitrante , muitas
vezes 0s resultados quando obtidos ja ndo expressam a qualidade atual do lote.
Com isso, objetivou-se, neste trabalho, avaliar o potencial do infravermelho
proximo (NIR), para predizer a germinacdo de lotes de sementes de café. Neste
trabalho, foram utilizados 9 lotes de sementes de café, 3 de alta qualidade, acima
de 90% de germinagédo, 3 de média, com 60 a 90% de germinagéo e 3 lotes de
baixa qualidade com germinag&o abaixo de 60%. As sementes foram obtidas de
produtores da regido de Lavras, analisadas no Laboratério de Analise de
Sementes da UFLA. Posteriormente, essas sementes foram submetidas a analise,
por meio da espectroscopia no infravermelho proximo com as faces planas
voltadas para a fonte da onda eletromagnética e os espectros obtidos foram
analisados por meio das analises multivariadas PCA e PLA-DA. Quando
comparados os espectros, foi possivel observar que as sementes de alta
qualidade tinham diferencas marcantes em sua composicdo, suficientes para
serem separadas das demais com precisdo pelo método de infravermelho
préximo. J&, as sementes de média e baixa qualidade ndo tinham diferengas
marcantes suficientes para separagdo. Assim, pode-se concluir que a técnica
utilizando o infravermelho préximo foi eficiente para classificar apenas as
sementes de café de alta qualidade.

Palavras-Chave: NIR; Quimiometria; Qualidade;



63

ABSTRACT

Coffee is a major source of income for Brazil due to its large volume of exports
and the jobs associated with the crop. One of the problems in the production
chain of coffee seeds problems is the time that the results of the germination
tests take to be completed, thus delaying the entire distribution. Being coffee
seeds recalcitrant, in many cases the results obtained does not represent the
actual quality of the lot. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
potential of the near infrared to predict the germination of coffee seeds. In this
study, we used 9 lots of coffee seeds, 3 of high quality, above 90% of
germination 3 of medium quality, with 60 to 90% germination and 3 lots of low
quality seeds, with germination below 60%. The seeds were obtained from
producers in the region and from the Laboratory of Seed Analysis of UFLA.
Later these seeds were subjected to analysis by near infrared with the flat sides
facing the source of the electromagnetic wave and the spectra obtained were
analyzed by multivariate analysis PLS-DA and PCA. When the spectra was
compared was observed that high quality seeds had differences in its
composition sufficient to be separated from the others precisely by the near
infrared technique. As for the medium and low quality seeds these differences
were not enough to separate them. Thus, it can be concluded that the technique
using near infrared was efficient to sort only the high quality coffee beans.

Keywords: NIR; Chemometrics; Quality;
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1. INTRODUCAO

A cadeia produtora de café é de suma importancia para o Brasil.
Entretanto, na implantagdo das lavouras, ainda verificam-se limitacbes, em
relacdo a obtencdo de sementes de qualidade. As sementes de café tém
germinacdo lenta e desuniforme, além de baixo potencial de armazenamento, o
que dificulta a obtencdo de mudas com desejavel padrdo de qualidade, no
momento do plantio, além de dificultar a avaliagao da viabilidade e do vigor das
sementes, em razdo do longo periodo necessério para a obtencdo do resultado
dos testes.

A germinacdo de sementes de café é alvo de vérios estudos (BRAZ;
ROSSETTO, 2008; SALES et al., 2003), pois o periodo requerido para sua
avaliacdo, 30 dias, € considerado longo, pois quando os resultados sdo
informados j& houve variagdo na qualidade de sementes.

Com o objetivo de reduzir o tempo do teste de germinagdo, foram
obtidas informacdes para definir estadios precoces de plantulas de café. Aos 16
dias ap6s semeadura, a avaliagdo de plantulas em estadio S1 descrito por Rosa et
al. (2010) permite obter resultados iguais aos do teste de germinacdo de café
(GUIMARAES et al., 2013).

Uma alternativa interessante para ajudar na cadeia produtiva é a
espectroscopia no infravermelho, uma técnica de analise do espectro, rapida e
acessivel, que fornece informag@es tanto qualitativas como quantitativas e que
cada vez mais vem sendo utilizada na analise de sementes.

A espectrometria de infravermelho proximo (NIR) é a medicdo de
comprimento de onda e intensidade da absorcdo de luz infravermelha préxima
realizada pela amostra. A luz infravermelha préxima se estende em uma faixa de
800 nm - 2.5 pm (12,500 - 4000 cm-1) e tem energia suficiente para excitar

sobretons e combinacdes de vibragfes moleculares a altos niveis de energia. A
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espectroscopia NIR é tipicamente usada na medicdo quantitativa de grupos
funcionais organicos, especialmente O-H, N-H, e C=0.

Diante do exposto, objetivou-se, neste trabalho, avaliar o potencial do
infravermelho proximo (NIR), para predizer a germinacdo de lotes de sementes
de café informando esses resultados de uma maneira mais rapida, ndo subjetiva e

nao destrutiva.

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida parte na Universidade Federal de Lavras em
Lavras, Minas Gerais e parte na Ohio State University, em Columbus, Ohio.
Foram utilizados na pesquisa trés lotes de sementes de café de trés niveis

diferentes de qualidade, acima de 90%, entre 60 e 90% e abaixo de 60%.

Teste de germinagéo

Para avaliar a capacidade de germinacéao, foram utilizadas 200 sementes
de cada um dos 3 tratamentos.

O teste de germinacdo foi conduzido, com a semeadura entre papel
toalha umedecido com é&gua destilada na proporcéo de 2,5 ml.g* de papel. As
sementes permaneceram no germinador regulado para 30°C e as avaliacBes das
plantulas normais foram efetuadas no trigésimo dia ap6s a semeadura, segundo
recomendacdes das Regras para a Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Os
resultados foram expressos em porcentagem média de plantulas normais, sendo

essa considerada semente germinada.

Andlises da espectroscopia do infravermelho préximo (NIR)
As 70 sementes de cada lote foram submetidas & andlise por
espectrometria no infravermelho  proximo, marca Excalibur®, sendo

posicionadas com a sua face plana voltada para o feixe de luz.
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Os espectros foram obtidos por reflectancia total atenuada (RTA) a 45°
com cristal de seleneto de zinco na regido espectral de 10.000 a 4.000 cm™,

Analise Quimiométrica

As sementes dos trés tratamentos foram agrupadas quanto a
porcentagem de germinacdo em 3 classes sendo com germinacao alta (acima de
90%) média (entre 60 e 90%) e baixa (abaixo de 60%).

Os espectros passaram por pré-processamento, utilizando-se a corregdo
multiplicativa de sinais e a derivada de segunda ordem. A classificacdo das
amostras quanto a qualidade, foi obtida a partir da calibragdo multivariada, por
meio da Anélise dos Componentes Principais (principal componente analysis —
PCA) e da Anélise de Regressdo por minimos quadrados Parciais - Analise
Descriminante (Partial Least Squares — Discriminant Analysis, PLS-DA),
utilizando-se aproximadamente 4/5 das amostras para calibracéo e 1/5 para teste.
Foi otimizado um modelo por validacdo cruzada, e os calculos foram realizados
no software PIROUETTE®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagéo dos lotes estudados

Na tabela 1, pode-se observar o perfil dos lotes dos diferentes grupos de
qualidade usados neste trabalho. Os lotes um, dois e trés, com germinagdo
abaixo de 60% fizeram parte do grupo de sementes de baixa qualidade.
Sementes dos lotes quatro, cinco, e seis, com germinacdo entre 60% e 90%
fizeram parte do grupo de sementes de qualidade média. Finalmente, os lotes
sete, oito e nove foram utilizados como sementes do grupo de alta qualidade,

acima de 90%.
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Tabela 1. Porcentagem de germinacdo dos lotes que compdem 0s grupos de
diferentes niveis de qualidade.
Lotes Germinacao (%)

1 18%
2 57%
3 18%
4 86%0
5 68%0
6
7
8
9

77%
97%
98%
95%
Fonte: Do autor (2016)

Analise por espectroscopia no infravermelho préximo

Observando os espectros referentes as sementes de café de diferentes
niveis de qualidades, todos os lotes obtiveram um padrdo do espectro
semelhante.

Os espectros referentes as sementes de café com diferentes niveis de
qualidades fisiologica apresentaram bandas em 5750 cm-1, caracteristica de
estiramento vibracional de S-H de alcoois, em -SH, em 7000 cm-1, caracteristica
de estiramento vibracional de N-H de CONH> e em 9000 cm-1, caracteristica de
C-H de compostos aromaticos (SIESLER et al., 2002). No geral, ndo foi
possivel observar diferenca significativa entre os diferentes niveis de qualidades

das sementes analisando apenas o espectro.
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Figura 1. Espectros no infravermelho proximo das sementes de café dos trés diferentes
niveis de qualidade fisioldgica.
Fonte: Do autor (2016)

Entretanto, pela observagdo visual da representacdo dos espectros,
normalmente ndo é possivel avaliar diferencas mais sutis entre as sementes
avaliadas, sendo necesséria a utilizacdo de ferramentas quimiometricas, como

PCA e PLS-DA.

Discriminacao das amostras por PCA

No grafico de escores (Figura 2), estdo representadas as duas
componentes principais que juntas representam 97,55% da variabilidade dos
dados sendo que 83,49% foi explicado pela primeira componente principal e

14,06% pela segunda.
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Pode-se observar que os lotes de alta qualidade representados na figura
pelos quadrados azuis obtiveram uma tendéncia diferente dos outros dois niveis
de qualidade (quadrados verdes e vermelhos), dispostos de forma dispersa e
confundidas entre si. Por meio desses resultados, verifica-se que sementes de
café de alta qualidade, com germinacdo acima de 90%, podem ser separadas
daguelas com qualidade inferior. Embora o padrdo oficial de qualidade para
sementes de café (MAPA) estabeleca germinacdo minima de 70%, essa técnica é
promissora para a realizacdo de separagio de lotes com alta qualidade. E
importante também ressaltar que outros experimentos com a técnica devem ser
implementados no sentido de avaliar novas metodologias para separar sementes

a partir dos limites do padréo oficial.

oood-t ............ ............ ............. .......................... ............ ............

00021 ... T T S SN S T _

Factor?

0.000 y %
T [T [T U TP TP SO TP UUUURE SUUUUUPRRR T SUUIN h N
| Altéa Qualidade
| Média Qualid;ade : : : :
_oo02 ‘.3.5!:!’??.9!{3“.‘4?‘;99 ......... ............. ..........

Factor1
Figura 2. Gréfico de escores obtidos por PCA dos espectros de infravermelho das
sementes de café agrupadas pela sua qualidade fisiolégica
Fonte: Do autor (2016)
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Em diferentes trabalhos, verifica-se a utilizacdo desse método na
avaliacdo da composicdo quimica do café. Essa técnica foi utilizada na
discriminacdo de amostras de café torrado obtidas de frutos de diferentes
estadios de maturacgdo e tipos de processamentos pds-colheita, por meio de sua
composicao volatil (ARRUDA; HOVELL; REZENDE, 2011).

Classificagdo por PLS-DA

Analisando-se os resultados das classes, observa-se que as sementes
com alta germinacdo foram classificadas corretamente em quase 100% dos
casos. Das 170 sementes de alta qualidade fisioldgica, 167 foram classificadas
corretamente, apenas 1 classificada como de baixa qualidade fisiol6gica e 2
como material diferente do estudado. J&, para sementes de qualidade
intermediaria, a classificacdo ndo foi precisa, sendo que das 170 sementes
analisadas no modelo apenas 86 foram corretamente classificadas, 44 foram
classificadas como de baixa qualidade e 40 como um material diferente do
estudado. Assim como as sementes de qualidade intermediaria, as sementes de
baixa qualidade ndo foram precisamente classificadas, sendo que das 170
sementes utilizadas no teste apenas 42 foram corretamente classificadas, 62
foram classificadas como de qualidade intermediaria e outras 66 como material

diferente do estudado.
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Tabela 2. Sementes das cultivares de café, classificadas quanto ao nivel de
qualidade fisioldgica, por meio da PLS-da, com o auxilio da técnica de
infravermelho préximo.

Classificacdo realizada Nao
Lotes classificadas/
utilizados Alta Média Baixa
Total

® Alta 167 0 1 2/170
©

©

% Media 0 86 44 40/170
>

O  Baixa 0 62 42 66/170

Fonte: Do autor (2016)

Na validacdo do modelo onde foram utilizadas 40 sementes de cada
nivel de qualidade (Tabela 3), apenas as sementes de alta qualidade foram
classificadas corretamente. Em relacdo as sementes de alta qualidade, as 40
sementes usadas para validacdo foram classificadas corretamente e o teste teve
100% de acerto. J4, para as sementes de qualidade intermediaria, das 40
sementes testadas 28 sementes foram classificadas corretamente, 5 como de
baixa qualidade e 7 como material diferente do estudado. Para validagdo das
sementes de baixa qualidade o teste ndo foi preciso sendo que apenas 6 sementes
foram classificadas corretamente, outras 19 foram classificadas como de

qualidade intermediaria e 15 como material diferente do estudado.
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Tabela 3. Numero de sementes utilizadas e classificadas para validagdo do
modelo de classificagdo das sementes quanto ao nivel de qualidade

fisioldgica.

Classificacdo realizada Nao
Lotes classificadas/
utilizados Alta Média Baixa

Total

® Alta 40 0 0 0/40
3
% Media 0 28 5 7/40
>
O  Baixa 0 19 6 15/40

Fonte: Do autor (2016)

Para sementes com alta qualidade fisiolégica (Figura 3a), a regido do
espectro com maior peso na classificacdo é a regido de 7025 cm?, que
corresponde ao Ar-OH. Ja os comprimentos de onda com maior peso referentes
as sementes de qualidade intermediaria (Figura 3b), o comprimento de onda com
maior peso para sua classificacdo foi de 8641 cm, que corresponde ao CHs, e as
sementes de baixa qualidade (Figura 3c) obtiveram o comprimento de onda com
maior peso o de 7150 cm™, que corresponde a CH,, relagdes entre comprimento

de onda e componente principal observadas segundo Siesler et al. (2002).
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Germinacao:PLS-DA:Y2/CS2:Regression Vector
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Figura 3. Pesos dos comprimentos de onda (cm™) referentes aos diferentes niveis de
qualidades fisiologica estudada. a) alta qualidade, b) qualidade média e c)

baixa qualidade
Fonte: Do autor (2016)

Essas discriminagBes dos comprimentos de onda com maior peso para

cada grupo, podem servir de referencial para a distingdo do nivel de qualidade de

sementes de café, por meio de analise quimica, considerando o composto

identificado no espectro.
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4. CONCLUSAO

Utilizando as andlises quimiométricas e o infravermelho proximo, é
possivel separar sementes de café com nivel de qualidade superior a 90%, das

sementes com qualidade inferior.
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