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RESUMO 

 

Entender a fisiologia de sementes de Coffea arabica durante a dessecação e ao longo do 

armazenamento é de grande importância, uma vez que produção e a qualidade das sementes 

influencia o vigor de mudas utilizadas para a formação das lavouras. O objetivo neste 

trabalho, foi avaliar a qualidade fisiológica e a expressão de proteínas possivelmente 

relacionadas à tolerância à dessecação em sementes de Coffea arabica submetidas a secagem 

e ao armazenamento. Foram utilizadas sementes de Coffea arabica L. da cultivar Catuaí 

Amarelo (IAC 62) produzidas na fazenda Bom Jardim localizada em Bom Sucesso, Minas 

Gerais. Os frutos foram colhidos no estádio de maturação cereja, descascados e as sementes 

passaram pelo processo de degomagem natural (sem produtos químicos). As sementes foram 

secadas até atingirem os teores de água de 40%, 20% e 10% e posteriormente armazenadas 

por 60, 120 e 180 dias em câmara fria (10±2oC e UR 70%). Foram utilizadas sementes com 

46% de teor de água e sem armazenamento como tratamento controle. A qualidade fisiológica 

das sementes foi avaliada por meio dos testes de primeira contagem de germinação, 

germinação, plântulas normais fortes aos 30 dias da semeadura, plântulas com folhas 

cotiledonares expandidas aos 45 dias da semeadura, emergência e índice de velocidade de 

emergência (IVE). Foram avaliadas também as expressões das enzimas superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), peroxidase tipo III (PO), peroxidase de ascorbato (APX), esterase 

(EST), álcool desidrogenase (ADH) pelas técnicas de eletroforese e de espectrofotometria e a 

expressão das proteínas resistentes ao calor pela técnica de eletroforese. As avaliações foram 

feitas antes do armazenamento das sementes e após 60, 120 e 180 dias. De modo geral, foi 

observado maior vigor das sementes, em todas as épocas de armazenamento, quando secadas 

a 40% de teor de água e menor vigor em sementes secadas a 10% de teor de água. Foi 

verificada redução da expressão das enzimas do complexo antioxidante em sementes com 

40% de teor de água e aumento em sementes secadas a 20% e 10% de teor de água durante o 

armazenamento. O que também foi observado para as enzimas EST e ADH. Já para as 

proteínas resistentes ao calor, verificou-se que a partir dos 60 dias de armazenamento a 

expressão se diferenciou em sementes secadas a 40% de teor de água ao longo do 

armazenamento a expressão destas proteínas foram reduzidas. Pode-se concluir que o teor de 

água e o armazenamento influenciam a qualidade fisiológica de sementes de Coffea arabica e 

que sementes secadas a 40% de teor de água possui menor perda de viabilidade durante o 

armazenamento. A maior expressão de enzimas do sistema antioxidantes e das enzimas EST e 

ADH estão associadas à menor qualidade fisiológica de sementes e podem ser correlacionadas 

à intolerância à dessecação. A expressão das proteínas resistentes ao calor reduz ao decorrer 

do armazenamento.  

 

 

Palavras-chave: Proteínas resistentes ao calor. Sistema antioxidante. Vigor. Eletroforese. 

Espectrofotometria.  



 

ABSTRACT 

 

Understanding the physiology of Coffea arabica seeds during desiccation and during storage 

is of great importance, since seed production and quality influence the vigor of seedlings used 

for the formation of crops. The objective was to evaluate the physiological quality and the 

expression of proteins possibly related to the desiccation tolerance in Coffea arabica seeds 

submitted to drying and storage. Seeds of Coffea arabica L. of the cultivar Catuaí Amarelo 

(IAC 62) were grown at the Bom Jardim farm located in Bom Sucesso, Minas Gerais. The 

fruits were harvested at the stage of cherry ripening, peeled and the seeds went through the 

process of natural degumming (without chemicals). Seeds were dried to 40%, 20% and 10% 

water and then stored for 60, 120 and 180 days in a cold room (10 ± 2 ° C and 70% RH). 

Seeds with 46% water content and without storage as control treatment were used. The 

physiological quality of the seeds was evaluated by first germination test, germination test, 

normal seedling at 30 days of sowing test, cotyledonary leaves expanded at 45 days of sowing 

test, emergence test and rate of emergence (IVE). Expressions of the enzymes superoxide 

deaminase (SOD), catalase (CAT), peroxidase type III (PO), ascorbate peroxidase (APX), 

esterase (EST) and alcohol dehydrogenase (ADH) were also evaluated by electrophoresis and 

spectrophotometry the expression of heat-resistant proteins by the electrophoresis technique. 

The evaluations were done before the storage of the seeds and after 60, 120 and 180 days. In 

general, seed vigor was observed at all storage times when dried at 40% water content and 

less vigor in seeds dried at 10% water content. Reduction of the expression of antioxidant 

complex enzymes in seeds with 40% water content and increase in seeds dried at 20% and 

10% water content during storage was verified. This was also observed for the EST and ADH 

enzymes. As for the heat-resistant proteins, it was found that from the 60 days of storage the 

expression differed in seeds dried at 40% water content during the storage the expression of 

these proteins were reduced. It can be concluded that water content and storage influence the 

physiological quality of Coffea arabica seeds and that seeds dried at 40% water content have 

a lower loss of viability during storage. The higher expression of enzymes in the antioxidant 

system and the EST and ADH enzymes are associated with lower physiological seed quality 

and can be correlated with desiccation intolerance. Expression of the heat-resistant proteins 

reduces in the course of storage. 

 

 

Keywords: Heat resistant protein. Antioxidant system. Vigor. Eletrophoresis. 

Spectrophotometry 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O café é um dos principais produtos agrícolas comercializado no mundo e no Brasil. O 

Brasil é o principal produtor e exportador, responsável por produzir 25% do café consumido 

no mundo e é um produto de grande importância social-econômica para o país (ARAUJO et 

al., 2008; CLEMENTE et al., 2015; FARIAS et al., 2015). 

A utilização de mudas de qualidade na implantação da lavoura de Coffea arabica é de 

grande importância, em função da influência sobre a produtividade da lavoura. As mudas 

utilizadas na implantação das lavouras são obtidas a partir de sementes, tornando 

imprescindível o uso de sementes com alta qualidade fisiológica, para a obtenção de mudas 

vigorosas em condições de campo (ARAUJO et al., 2008; KIKUTI et al., 2002). 

Em muitas pesquisas, tem sido observado que a qualidade fisiológica das sementes de 

café é influenciada pela secagem das sementes. A semente de Coffea arabica é considerada 

uma semente de tolerância intermediaria à dessecação (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990), 

sendo que a dessecação influencia o potencial de armazenamento das sementes.  

A tolerância à dessecação é considerada um mecanismo de sobrevivência e, em 

sementes, se dá por meio de sistemas protetores responsáveis por prevenir danos letais em 

diferentes componentes das células (BERJAK, 2006; SANTOS et al., 2014). Dentre esses 

sistemas, três importantes têm sido estudados: a acumulação de açúcares não reduzidos; 

sistemas enzimáticos capazes de prevenir, tolerar e reparar as ações de radicais livres, 

conhecidos como sistemas antioxidantes e ainda a expressão de proteínas resistentes ao calor 

(GUIMARÃES et al., 2002). 

Progressos têm sido alcançados por meio de estudos da morfologia, anatomia e 

fisiologia de sementes de café durante a germinação e o armazenamento, porém, o 

comportamento destas sementes durante a secagem, associado ao armazenamento ainda é 

complexo e os resultados de pesquisas se mostram conflitantes. O conhecimento do limite que 

as sementes de Coffea arabica toleram à secagem e a interação entre o teor de água e a 

temperatura ao longo do armazenamento são importantes para a aplicação em programas de 

controle de qualidade visando a formação de mudas vigorosas.  

Enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (PO), 

peroxidase de ascarbato (APX), esterase (EST) e álcool desidrogenase (ADH) podem 

possivelmente ser relacionadas à tolerância à dessecação em sementes, já que estão presentes 

em processos de eliminação de espécies reativas de oxigênio, deterioração e respiração 

anaeróbica. Já as proteínas resistentes ao calor são conhecidas por comporem um mecanismo 
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de tolerância à dessecação. O estudo da expressão destas proteínas consiste em um método 

sensível e específico, capaz de complementar a avaliação da qualidade fisiológica de 

sementes, podendo contribuir para o entendimento de processos deteriorativos que resultam 

na perda da qualidade em sementes.  

Sabe-se que secagem influencia no vigor e viabilidade das sementes de Coffea arabica 

(VIEIRA et al., 2007). Logo, o maior desafio para pesquisadores, produtores e comerciantes é 

manter a viabilidade destas sementes, já que é necessário o armazenamento das sementes 

(DUSSERT et al., 2012).   

Assim, objetivou-se nesta pesquisa avaliar a qualidade fisiológica e a expressão de 

proteínas em sementes de café submetidas à secagem e ao armazenamento.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A cultura do Café 

 

Considerado um produto de alto valor comercial, o café é produzido e consumido em 

diversos países (CLEMENTE; CARVALHO; GUIMARÃES, 2012). No Brasil, a cafeicultura 

é considerada uma das atividades mais tradicionais da agricultura (FAGAN; HENRIQUE; 

SOUZA, 2011). Dados apresentados pela Companhia Nacional de Abastecimento – CONAB 

(2019) estimam que, no ano de 2019, a produção de café no Brasil alcance um volume de até 

54,48 milhões de sacas beneficiadas, com uma área total plantada de 1.842,2 mil hectares, 

alcançando produtividades de 27,4 a 29,58 sacas por hectare. 

A implantação de lavouras de café é realizada por meio de mudas e a semeadura para a 

produção destas é feita nos meses de maio/junho, utilizando-se sementes recém-colhidas ou 

armazenadas da safra anterior, tornando as condições de armazenamento um fator importante 

para garantir a qualidade das sementes, das mudas e também da lavoura (CARVALHO; 

ALMEIDA; GUIMARÃES, 2014). 

Apesar de vários estudos nas áreas de morfologia, anatomia e fisiologia de sementes 

de café, as informações observadas nos resultados mostram-se conflitantes.  

Guimarães et al. (2002) concluíram que as sementes de Coffea arabica apresentam 

redução de viabilidade e vigor quando são submetidas à secagem, dificultando o seu 

armazenamento. Isto se deve ao fato de as sementes de Coffea arabica serem consideradas de 

tolerância intermediaria à dessecação (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990). Estas sementes 

toleram parcialmente a secagem e não toleram a dessecação a teores baixos de água ou a 

combinação de secagem com baixos teores de água e armazenamento.  

Manter a qualidade fisiológica de sementes de café durante o armazenamento é um 

dos maiores desafios de produtores de sementes, uma vez que estas sementes perdem 

rapidamente a viabilidade, o que limita o potencial de armazenamento destas (ARAUJO et al., 

2008). 

Por meio de resultados de pesquisas, tem sido observado que o potencial de 

armazenabilidade das sementes de café é influenciado pelos métodos de secagem e teor de 

água destas no final do processo de secagem.  
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2.2 Tolerância à dessecação em sementes 

 

A tolerância à dessecação pode ser definida como a habilidade de um organismo 

sobreviver à perda de água, sendo capaz de recuperar seu mecanismo após ser reidratado 

(OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000). Pode também ser definida como a capacidade de um 

organismo equilibrar o seu conteúdo interno de água com o ambiente e restaurar o seu 

funcionamento normal após a reidratação (ALPERT, 2000). É considerado um mecanismo de 

sobrevivência presente em organismos vivos como animais, plantas, algas, liquens e bactérias 

(BERJAK, 2006). 

Vale ressaltar que a tolerância à dessecação vai além da capacidade de sobreviver à 

perda extrema de água, ela também torna possível a sobrevivência por longos períodos no 

estado desidratado (BERJAK, 2006). 

Em sementes, a tolerância à dessecação pode ser definida como a capacidade destas 

germinarem após serem submetidas à secagem. Essa tolerância se dá por meio de sistemas 

protetores que previnem danos letais em diferentes componentes das células como 

membranas, proteínas e citoplasma (GOLOVINA et al., 2001; SANTOS et al., 2014). Dentre 

esses sistemas, três importantes têm sido mais estudados: o acúmulo de açúcares não 

reduzidos; sistemas enzimáticos capazes de prevenir, tolerar e reparar ações de radicais livres; 

expressão de proteínas resistentes ao calor (GUIMARÃES et al., 2002). 

As sementes foram classificadas de acordo com a capacidade de tolerar a secagem e o 

armazenamento, sendo inicialmente divididas em dois grupos por Roberts (1973). O primeiro 

grupo são as sementes capazes de suportar a secagem a baixos teores de água e o 

armazenamento por longos períodos a baixas temperaturas sem perda da viabilidade. Este 

grupo de sementes foi denominado ortodoxas.  

O segundo grupo é composto por sementes que não possuem a capacidades de 

suportar a secagem e o armazenamento a baixas temperaturas e que não mantêm a sua 

viabilidade por longos períodos. Esse grupo foi denominado de recalcitrantes. Grande número 

de espécies pertencentes a este grupo são de importância econômica, porém, são de difícil 

manejo uma vez que são dispersas com alto teor de água, o que inviabiliza o armazenamento 

das mesmas por longos períodos o que leva à necessidade de produzir as mudas logo após a 

colheita (ROBERTS, 1973). 

Posteriormente, Ellis, Hong e Roberts (1990) criaram um terceiro grupo denominado 

como sementes intermediárias. Neste grupo estão as sementes que suportam parcialmente a 
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dessecação e que permanecem viáveis por períodos de armazenamento maiores que as 

sementes recalcitrantes e menores que as ortodoxas.  

 

2.3 Mecanismos de tolerância à dessecação 

 

2.3.1 Sistemas enzimáticos 

 

Quando as sementes são submetidas aos estresses, como a secagem e o 

armazenamento a baixas temperaturas e por períodos prolongados, há um aumento nas 

espécies reativas de oxigênio (EROs), como exemplo, o radical superóxido (O2-), hidroxila 

(OH-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (O2), que são capazes de causar 

danos oxidativos no DNA, em proteínas e em lipídeos. Estas EROs podem ser produzidas nas 

mitocôndrias, cloroplastos e peroxissomas. Quando produzidos em excesso, esses radicais 

prejudicam a qualidade das sementes, porém, as células vegetais possuem sistemas 

antioxidantes capazes de prevenir e remover esses radicais produzidos (APEL; HIRT, 2004; 

SHARMA et al., 2012).  

As plantas possuem mecanismos de eliminação de EROs, compostos de enzimas como 

a Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Peroxidase (PO). Essas enzimas, também 

conhecidas como enzimas “scavengers”, estão envolvidas na atividade antioxidativa para 

neutralizar radicais livres (EROs) produzidos quando a semente é submetida a algum estresse 

(APEL; HIRT, 2004; DUSSERT et al., 2006). 

A Superóxido dismutase (SOD) age transformando o superóxido (O2-) em peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Logo após, a enzima Catalase (CAT)  é responsável por neutralizar o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), um composto altamente tóxico para as sementes (APEL; 

HIRT, 2004; SANTOS et al., 2014). 

No grupo das Peroxidases (PO), a principal enzima é a Peroxidase de ascorbato 

(APX), responsável por eliminar radicais livres, principalmente o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), convertendo o mesmo em água (H2O) (CHAUDIÈRE; FERRARI-ILIOU, 1999). 

Em condições de baixa disponibilidade de oxigênio, é muito importante controlar a 

quantidade de piruvato, pois esse é responsável por controlar a taxa de respiração. Enzimas 

como a Álcool Desidrogenase (ADH) estão presentes na rota anaeróbica, responsável por 

regenerar NAD e regular a quantidade de piruvato convertendo-o em etanol (ZABALZA et 

al., 2009).  
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A Esterase (EST) participa do grupo de enzimas do processo de deterioração, 

promovendo a hidrólise de ésteres diretamente ligados com o metabolismo de lipídeos, 

desestabilizando a bicamada lipídica e acentuando o processo de deterioração (SANTOS; 

VON PINHO; ROSA, 2013; VIEIRA; VON PINHO; SALGADO, 2006). 

Os efeitos causados pelos processos de dessecação de sementes podem não ser 

detectados por meio das análises fisiológicas, sendo assim, algumas ferramentas auxiliares 

tornam-se úteis na elucidação destes. A análise do perfil de enzimas diretamente relacionadas 

ao processo de deterioração e também aquelas relacionadas ao sistema antioxidante, 

juntamente com os dados da qualidade fisiológica, propiciam melhor entendimento dos 

mecanismos envolvidos nos processos de tolerância à dessecação em sementes (COELHO et 

al., 2017). 

 

2.3.2 Carboidratos solúveis  

 

Em sementes classificadas como ortodoxas, a tolerância à dessecação é adquirida 

durante a fase de acúmulo de reservas e aparentemente os carboidratos solúveis estão 

diretamente relacionados com esse processo (BERJAK; PAMMENTER, 2013; GU et al., 

2013).  

Durante o processo de secagem, os solutos presentes nas células ficam mais 

concentrados, aumentando a taxa de reações químicas responsáveis pela degradação das 

células. Acontece também a cristalização de solutos, alterando o pH da solução intracelular e 

a desnaturação de proteínas juntamente com o rompimento de membranas (KOSTER, 1991). 

Açúcares específicos são capazes de prevenir o efeito provocado pela dessecação nas 

membranas celulares, formando ligações de hidrogênio, substituindo a água normalmente 

associada com as superfícies das membranas, mantendo, assim, o espaçamento dos grupos de 

lipídios (PAMMENTER; BERJAK, 1999).  

Quando o citoplasma é dessecado, a mobilidade molecular diminui e ocorre um 

fenômeno chamado vitrificação, um estado amorfo onde o líquido celular se assemelha a um 

material sólido e quebradiço, porém tem a capacidade de conter a desordem celular e 

preservar todas as suas propriedades. A formação do vidro se dá pela interação de açúcares e 

pontes de hidrogênio, sendo possível ser associado com a aquisição de tolerância à dessecação 

e longevidade das sementes. A principal função dos vidros intracelulares é a estabilidade dos 

componentes macromoleculares e estruturais das células durante o armazenamento 

(HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001). 
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2.3.3 Proteínas resistentes ao calor  

 

Durante a fase de acumulação de reservas, há também a acumulação de moléculas 

protetoras tais como as proteínas resistentes ao calor. Estas proteínas são capazes de proteger 

e prevenir os danos causados nas membranas de sementes durante a secagem, sendo 

relacionadas à tolerância à dessecação (BERJAK, 2006; GUIMARÃES et al., 2002; 

VIDIGAL et al., 2009).  

A atividade das proteínas resistentes ao calor pode ser influenciada pela concentração 

de ácido abscísico (ABA), pelo estresse osmótico durante a embebição e também pela 

secagem prematura durante o desenvolvimento das sementes (BLACKMAN et al., 1991). 

Uma característica importante que permite a sobrevivência após a secagem é a 

capacidade do organismo de proteger as membranas durante a fase de transição, impedindo 

que aconteça a perda de integridade das células. Esta característica é atribuída à deidrinas, 

heat shocks (HSP) e LEA, ou seja, às proteínas resistentes ao calor e só é possível devido ao 

fato de estas proteínas serem altamente hidrofílicas e terem a sua ocorrência em estruturas 

celulares específicas (BOUCHER et al., 2010; MACHEREL et al., 2007). 

LEA proteínas desempenham um papel importante na tolerância à dessecação e a 

maior expressão pode ser relacionada à tolerância à dessecação (JOSÉ et al., 2005; 

MACHEREL et al., 2007). 

As proteínas resistentes ao calor são um mecanismo essencial de resposta precoce que 

protege os organismos contras os estresses devido ao início da dessecação, agindo antes que 

os açúcares alcancem altos níveis (BLACKMAN; OBENDORF; LEOPOLD, 1992). Porém, 

açúcares e proteínas resistentes ao calor são compostos presentes em elevadas concentrações 

na composição de sementes e, se necessário, podem interagir para a formação de vidros 

intracelulares (BERJAK, 2006).  

 

2.4 Tolerância à dessecação em sementes de Café  

 

Em sementes de café, a tolerância à dessecação é adquirida tardiamente, na fase final 

de maturação, não dependendo das condições do ambiente, mas sim do estágio de 

desenvolvimento das mesmas (DUSSERT et al., 2018). 

Sementes de Coffea arábica L. são consideradas como intermediárias, pois toleram 

parcialmente a dessecação e são sensíveis ao armazenamento em baixas temperaturas, 

diferente das sementes recalcitrantes, que não toleram a dessecação e o armazenamento e das 
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sementes ortodoxas, que toleram a dessecação e o armazenamento em baixas temperaturas 

(ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990). Este baixo potencial de armazenamento das sementes de 

Coffea arabica pode ser influenciado por alguns fatores, sendo alguns deles: o teor de água 

inicial, as condições de secagem e condições de armazenamento (COELHO et al., 2015, 2017; 

GUIMARÃES et al., 2002). 

O teor de água da semente após a secagem possui influência na qualidade fisiológica 

de sementes de café, podendo causar danos de embebição, lixiviação de nutrientes, 

desorganização dos sistemas de combate ao estresse oxidativo e hídrico, perda de germinação 

e degradação do endosperma e das membranas (SANTOS; VON PINHO; ROSA, 2013). 

Dussert et al. (2012) concluíram que há grande variação em relação ao teor máximo de água 

que a semente de Coffea arabica tolera, podendo variar de 5 à 16%.  

Desta forma, diversos autores afirmam que a secagem e o armazenamento são 

aspectos fundamentais para a preservação da viabilidade das sementes de café, tendo reflexo 

na produção de mudas de qualidade (BRAZ; ROSSETTO, 2008). 

Apesar dos avanços nos estudos sobre a dessecação de sementes de café, os resultados 

são controversos, o que justifica mais pesquisas nessa área uma vez que a sensibilidade à 

dessecação é o principal entrave para conservação destas sementes (DUSSERT et al., 2012). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local e materiais 

 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório Central de Sementes da Universidade 

Federal de Lavras, na cidade de Lavras. Foram utilizadas sementes de Coffea arabica da 

cultivar Catuaí Amarelo (IAC62), no estádio de maturação cereja, produzidas na Fazenda 

Bom Jardim, Bom Sucesso- MG. Após a colheita, os frutos foram descascados 

mecanicamente. As sementes foram degomadas naturalmente e, nesse processo, ficaram por 

cerca de 20 horas em tanque sem água. Após a degonagem as sementes foram pré-secadas à 

sombra para a retirada da água superficial. 

 

3.2 Secagem das sementes 

 

As sementes foram espalhadas uniformemente no terreiro de cimento e revolvidas a 

cada uma hora. À tarde, as sementes foram enleiradas ainda quentes e cobertas com lona, para 

proteger do sereno da noite. 

A perda de água durante a secagem foi monitorada por pesagens contínuas em balança 

de precisão de 0,001 g e determinação do teor de água pelo método de estufa, até que as 

sementes atingissem os teores de água de interesse (40, 20 e 10%). O teor de água inicial das 

sementes era de 46%. 

Os dados de temperatura média e umidade relativa durante a condução da secagem das 

sementes estão apresentados na Figura 1. 
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Figura 1 - Dados climáticos de Temperatura média (°C) e Umidade Relativa (%). 

 

Fonte: Dados da Rede do Instituto Nacional de Metereologia - INMET (2019). 

 

3.3 Armazenamento das sementes  

 

Após a secagem, as sementes foram acondicionadas em embalagens de ráfia e estas 

colocadas em sacos de polietileno impermeáveis, com o intuito de manter os teores de água 

das sementes. Estas foram armazenadas por seis meses em ambiente controlado de câmara 

fria (10±2oC e UR 70%). 

A qualidade fisiológica das sementes e a expressão de proteínas foram avaliadas aos 0, 

60, 120 e 180 dias de armazenamento. 

 

3.4 Determinação do teor de água 

 

A determinação do teor de água foi realizada pelo método de estufa a 105ºC, durante 

24 horas. Os resultados foram expressos em porcentagens com base no peso úmido das 

sementes, de acordo com as Regras para Análise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009). 

 

3.5 Análises fisiológicas 

 

Para avaliar a qualidade fisiológica das sementes, foram realizados os testes de 

germinação, primeira contagem de germinação, porcentagem de plântulas normais fortes, 

plântulas com folhas cotiledonares expandidas aos 45 dias, viabilidade pelo teste de tetrazólio, 

emergência de plântulas em bandeja e índice de velocidade de emergência de plântulas.  
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3.5.1 Teste de germinação  

 

Foi realizado com quatro repetições de 50 sementes sem o pergaminho. As sementes 

foram colocadas para germinar em folhas de papel do tipo germitest, umedecidas com água 

em quantidade igual a 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes foram mantidas em 

germinador, regulado à temperatura de 30ºC e a porcentagem de plântulas normais foi 

avaliada após 30 dias, segundo as prescrições da RAS (BRASIL, 2009). 

 

3.5.2 Primeira contagem de germinação 

 

No teste de germinação, foram contabilizadas as sementes protrundidas aos 15 dias, 

segundo as prescrições da RAS (BRASIL, 2009). 

 

3.5.3 Plântulas normais fortes – 30 dias  

 

No teste de germinação, foram avaliadas as plântulas normais fortes, de acordo com o 

comprimento do eixo hipocótilo e sistema radicular. Foram consideradas como normais fortes 

as plântulas com eixo hipocótilo e sistema radicular com comprimento igual ou superior a três 

centímetros e os resultados foram expressos em porcentagem. 

 

3.5.4 Plântulas com folhas cotiledonares expandidas – 45 dias  

 

Aos 45 dias da semeadura, foram computadas as plântulas que apresentaram as folhas 

cotiledonares expandidas e os resultados foram expressos em porcentagem. 

 

3.5.5 Teste de tetrazólio  

 

Foi realizado com 100 sementes sem pergaminhos. As sementes foram colocadas em 

recipiente contendo água destilada para embebição por período de 48 horas, a 30ºC 

(CLEMENTE; CARVALHO; GUIMARÃES, 2012). Após esse período, os embriões foram 

removidos. Estes foram mergulhados em solução de tetrazólio a 0,5%, na ausência de luz, por 

período de 3 horas, a 30ºC, para coloração. Após a avaliação da viabilidade, os resultados 

foram expressos em porcentagem de embriões viáveis (BRASIL, 2009). 
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3.5.6 Emergência e índice de velocidade de emergência  

 

Foram realizados com oito repetições de 25 sementes sem pergaminhos. As sementes 

foram semeadas em bandejas contendo substrato de areia e solo na proporção volumétrica de 

2:1. Foram realizadas leituras a cada dois dias sendo consideradas como emersas as plântulas 

que apresentaram o cotilédone totalmente exposto. A emergência de plântulas em bandeja 

também foi realizada, considerando a porcentagem de plântulas normais emersas aos sessenta 

dias, nas mesmas condições relatadas acima. O índice de velocidade de emergência foi 

calculado utilizando a fórmula abaixo (MAGUIRRE, 1962).  

 

𝐼𝑉𝐸=𝐸1/𝑇1+𝐸2/𝑇2+…+𝐸𝑖/𝑇𝑖 

 

Onde:  

IVE é índice de velocidade de emergência;  

E1 até Ei é o número de plântulas emersas a cada dia;  

T1 até Ti é o tempo (dias). 

 

3.6 Análises Proteômicas 

 

3.6.1 Análise das enzimas Esterase (EST), Álcool desidrogenase (ADH), Superóxido 

dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Peroxidase tipo III (POX) pela técnica de 

eletroforese  

 

Para análise eletroforética das enzimas Esterase (EST), Álcool desidrogenase (ADH), 

Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Peroxidase tipo III (POX) as sementes foram 

trituradas na presença de PVP e nitrogênio líquido em mortar de porcelana e posteriormente 

as amostras foram armazenadas em deep freezer, à temperatura de -86ºC. 

Para a extração das enzimas, foi utilizado o tampão Tris HCL 0,2M pH 8,0 + (0,1% de 

mercaptoetanol), na proporção de 250μL por 100mg de sementes. O material foi 

homogeneizado em vortex e mantido por 2 horas, em geladeira, seguido de centrifugação a 

14.000 rpm por 30 minutos, a 4ºC. 

A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel 

separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 
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8,9. Foram aplicados 60 μL do sobrenadante das amostras no gel e a corrida eletroforética foi 

efetuada a 120 V por 5 horas. 

Terminada a corrida, os géis das enzimas Esterase (EST), Álcool desidrogenase 

(ADH), Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), e Peroxidase tipo III foram revelados 

conforme Alfenas et al. (2006).  

 

3.6.2 Quantificação das enzimas Álcool desidrogenase (ADH), Superóxido dismutase 

(SOD), Catalase (CAT) e Peroxidase de Ascorbato (APX) por espectrofotometria  

 

Para a análise das enzimas Catalase (CAT), Superóxido dismutase (SOD), Peroxidase 

de ascorbato (APX) e Álcool desidrogenase (ADH), as sementes foram maceradas na 

presença de PVP e nitrogênio líquido e, posteriormente, as amostras foram armazenadas em 

deep-freezer na temperatura de -86 ºC. 

Para a extração das enzimas Catalase (CAT), Superóxido dismutase (SOD) e 

Peroxidase de ascorbato (APX)  foram utilizados 0,050 g de cada material e adicionados 1,5 

ml do tampão de extração (em cada microtubo) contendo 1452 μL de fosfato de potássio 100 

mM (pH 7,0), 15 μL de EDTA 100 mM, 15 μL de ácido ascórbico 100 mM, 6 μL de DTT 500 

mM e 12 μL de PMSF. O material foi homogeneizado em vortex, seguido de centrifugação a 

14.000 rpm a 4ºC por 20 minutos. Em seguida, foi coletado o sobrenadante e transferido para 

outro microtubo (aproximadamente 1000 μL). 

A atividade da enzima catalase foi avaliada por meio do espectrofotômetro de 

microplacas, utilizando microplacas ultravioletas. Utilizou-se uma alíquota de 5 μL do 

sobrenadante. Adicionaram-se 195 μL da solução de incubação contendo 100 μL de fosfato de 

potássio 200 mM (pH 7,0), 85 μL de água destilada. O mix de incubação foi colocado em 

B.O.D. a 28° C, e por último, adicionados 10 μL peróxido de hidrogênio 250 mM. A leitura 

foi realizada na absorbância de 240 nm de 15 em 15 segundos durante 3 minutos. O 

coeficiente de extinção molar utilizado foi de 18 mM-1.cm-1.  

A atividade da enzima superóxido dismutase foi avaliada em espectrofotômetro de 

microplacas, utilizando-se microplacas visíveis e foi avaliada pela capacidade da enzima em 

inibir a fotorredução do azul de nitrotetrazólio (NBT). Utilizou-se uma alíquota de 5 μL do 

sobrenadante. Adicionou-se 195 μL da solução de incubação contendo 100 μL de fosfato de 

potássio 100 mM (pH 7,8), 40 μL de metionina 70mM, 3μL de EDTA 10μM, 35 μL de água 

destilada, 15 μL de NBT 1 mM e 2 μL de riboflavina 0,2 mM. A placa de acrílico visível, 
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contendo o meio de incubação e a amostra, foi iluminada com lâmpada fluorescente por 7 

minutos antes da leitura. A leitura foi realizada a 560 nm. 

A atividade da enzima ascorbato peroxidase foi avaliada por meio do 

espectrofotômetro de microplacas, utilizando-se microplacas ultravioletas. Utilizou-se uma 

alíquota de 5 μL do sobrenadante. Adicionaram-se 195 μL da solução de incubação contendo 

100 μL fosfato de potássio 200 mM (pH 7,0), 10 μL de ácido ascórbico 10 mM, 75 μL de 

água destilada e 10 μL de peróxido de hidrogênio 250 mM (o mix de incubação foi colocado 

em B.O.D. a 28° C). A leitura foi realizada na absorbância de 290 nm de 15 em 15 segundos 

durante 3 minutos. O coeficiente de extinção molar utilizado foi 1,4 mM-1.cm-1.  

Na extração da enzima Álcool desidrogenase (ADH),  foram utilizados 0,050 g de 

cada material e adicionados 800 μL do tampão de extração (em cada microtubo) contendo 400 

μL de HEPES 200 mM , 0,6 μL de β-Mercaptoetanol, 138 μL de glicerol 87%, 261,4 μL de 

água e 6% do volume final de PVP. O material foi homogeneizado em vortex, seguido de 

centrifugação a 14.000 rpm a 4ºC por 15 minutos. Em seguida, foi coletado o sobrenadante e 

transferido para outro microtubo (aproximadamente 600 μL). 

A atividade da enzima álcool desidrogenase foi avaliada por meio do 

espectrofotômetro de microplacas, utilizando-se microplacas ultravioletas. Utilizou-se uma 

alíquota de 5 μL do sobrenadante. Adicionaram-se 175 μL da solução de incubação contendo 

27 μL de Tris HCl 1 M (pH 8,0), 3,6 μL de NAD+ 10 mg/mL, 134,4 μL de água destilada e 

10 μL de etanol puro 98% (o mix de incubação foi colocado em B.O.D. a 30° C). A leitura foi 

realizada na absorbância de 340 nm de 15 em 15 segundos durante 3 minutos. O coeficiente 

de extinção molar utilizado foi 6,22 mM-1.cm-1.  

A temperatura do ambiente no qual foram feitas a aplicação e a leitura foi de 28°C. 

Para cada enzima, foi instalada uma placa contendo duas repetições biológicas e 

triplicatas para cada tratamento. 

 

3.6.3 Análise de proteínas resistentes ao calor  

 

Para a análise eletroforética de proteínas resistentes ao calor, utilizou-se sementes 

maceradas na presença de PVP e nitrogênio líquido e, posteriormente, as amostras foram 

armazenadas em deep-freezer na temperatura de -86 ºC 

Em microtubos com capacidade de 1500µL foi acrescentada solução tampão (50mM 

tris-HCL-7,5; 500mM NaCL; 5mM MgCl2; 1mM PMSF) na proporção de 1:10 (peso do 

material: volume tampão de extração). Os homogeneizados foram centrifugados a 14000 rpm 
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por 30 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante incubado em banho-maria a 85 °C por 15 minutos e 

novamente centrifugado. O sobrenadante foi vertido em microtubos e o pellet descartado. 

Antes da aplicação no gel os tubos de amostras contendo 70µL de extrato + 40µL de solução 

tampão da amostra foram colocados em banho-maria com água em ebulição por 5 minutos 

(BLACKMAN et al., 1991). Foram aplicados 50µL do extrato com proteínas + tampão da 

amostra por canaleta, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel 

concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a 150 v por 8 horas e os géis corados em 

Coomassie Blue a 0,05%, durante 12 horas e descorados em solução de ácido acético 10% 

(ALFENAS, 2006).  

 

3.7 Análises Estatísticas 

 

Para a análise dos resultados das avaliações da qualidade fisiológica e quantificação 

das enzimas por espectrofotômetro, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em 

esquema fatorial [(3x4) + controle] sendo, três teores de água (40, 20 e 10%), quatro épocas 

de armazenamento (antes do armazenamento, 60, 120 e 180 dias após) e o controle 

(Adicional) com 46% de teor de água. Utilizou-se o programa estatístico R (R 

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) do pacote ExpDes para a análise dos dados de 

germinação e vigor, e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

Utilizando do mesmo software, realizou-se o teste de Dunnett para a comparação da interação 

das médias entre cada tratamento com a média do tratamento controle a 5% de probabilidade.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A interação entre os fatores época de armazenamento e teor de água das sementes foi 

significativa para as variáveis resposta: primeira contagem de germinação (PC), emergência 

(E) e para a quantificação da enzima peroxidase de ascorbato (APX) pela técnica de 

espectrofotometria (TABELA 1). 

Para as variáveis plantas normais fortes (PNF) e plântulas com folhas cotiledonares 

expandidas aos 45 dias (FC), houve diferença significativa para época de armazenamento e 

para o teor de água das sementes, porém a interação dos fatores não foi significativa. Já o 

índice de velocidade de emergência (IVE) foi influenciado pela época de armazenamento 

enquanto para a variável germinação (G) houve diferença significativa para o teor de água das 

sementes (TABELA 1). 

 Quando comparada a média geral dos tratamentos com a média do controle (sementes 

com 46% de teor de água e não armazenadas), o contraste foi significativo para as variáveis 

plântulas com folhas cotiledonares expandidas aos 45 dias (FC), emergência (E), índice de 

velocidade de emergência (IVE) e para a quantificação da enzima catalase (CAT) pela técnica 

de espectrofotometria. Para a quantificação das enzimas superóxido desmutase (SOD) e 

álcool desidrogenase (ADH) pela técnica de espectrofotometria, houve diferença significativa 

para os fatores estudados (TABELA 1).  

Foi feito o monitoramento do teor de água das sementes de todos os tratamentos antes 

das avaliações fisiológicas e proteômicas em todas as épocas de armazenamento, não sendo 

observada a variação do teor de água nos tratamentos.  
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Tabela 1 - Resumo da análise de variância dos dados obtidos no teste de primeira contagem de germinação (PC), germinação (G), plântulas 

normais fortes aos 30 dias (PNF), plântulas com folhas cotiledonares expandidas aos 45 dias (FC), emergência (E), índice de 

velocidade de emergência (IVE) e quantificação das enzimas catalase (CAT), peroxidase de ascorbato (APX), superóxido desmutase 

(SOD) e álcool desidrogenase (ADH). UFLA, Lavras, 2019. 

 QM  
PC G PNF FC E IVE CAT APX SOD ADH 

Época 983,78* 54,89 1531,33* 710,89* 11809,94* 0,40* 29,89 27986,82 460,31 1163,81 

Umidade 

Época x Umidade 

Contraste 

Resíduo 

226,75* 

263,53* 

92,38 

33,70 

665,58* 

51,81 

64,10 

32,10 

2048,08* 

244,08 

148,10 

126,54 

965,08* 

194,64 

1025,64* 

92,18 

577,17 

1002,28* 

8308,01* 

463,64 

0,02 

0,03 

0,23* 

0,02 

79,37 

58,66 

978,35* 

46,23 

3083,07 

114681,55* 

10351,24 

24195,26 

548,02 

422,98 

0,51 

206,89 

3775,87* 

547,62 

1607,07 

989,08 

CV(%) 6,59 6,67 26,67 14,80 6,49 11,69 9,40 0,42 2,51 4,04 

*Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.  

Fonte: Da autora (2019). 
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Pelos resultados da primeira contagem da germinação, 15 dias após a semeadura, 

verificou-se menor vigor das sementes antes de serem armazenadas (Época 1) em função do 

teor de água, sendo o menor vigor observado em sementes com 10% de teor de água. Para as 

demais épocas de armazenamento, não houve diferença significativa entre os tratamentos, 

considerando as sementes com 10%, 20% e 40% de teor de água (TABELA 2).  

Quando comparada as médias dos tratamentos com a média do controle, maior vigor 

foi observado em sementes armazenadas por 60 e por 120 dias independentemente do teor de 

água das sementes e em sementes armazenadas por 180 dias com 20% de teor de água. 

(TABELA 2). 

 

Tabela 2 - Porcentagem média de plântulas normais de Coffea arabica L. (15 dias após 

semeadura) oriundas de sementes com diferentes teores de água, armazenadas por 

diferentes períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, 

Lavras, 2019. 

Armazenamento Primeira Contagem de Germinação (%) 

 10% 20%   40% 

Época 1 59bCɤ 75bB 90aA 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

94aAɤ 

93aAɤ 

90aA 

93aAɤ 

94aAɤ 

94aAɤ 

96aAɤ 

92aAɤ 

87aA 

Controle 83 

CV (%) 6,60 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula nas linhas e minúscula nas colunas não diferem 

entre si, no nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Tuckey. ɤ Médias diferem da 

testemunha, no nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Na Tabela 3, observa-se a redução da germinação das sementes secadas à 10% de teor 

de água. Não houve diferença significativa entre as sementes secadas a 20% e 40% de teor de 

água.  

 Guimarães et al. (2002) observaram que a secagem influencia negativamente a 

germinação de sementes de café, sendo essa influência menos drástica quando a semente é 

secada em teores mais altos de água, evidenciando a intolerância parcial à dessecação das 

sementes.  

 Não houve diferença dos valores de plântulas normais entre os tratamentos nos quais 

as sementes foram secadas com diferentes teores de água e o observado em sementes 

submetidas ao tratamento controle.  
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Tabela 3 - Porcentagem média de plântulas normais de Coffea arabica L. (30 dias após 

semeadura) oriundas de sementes com diferentes teores de água e de sementes 

submetidas ao tratamento controle. UFLA, Lavras, 2019. 

Teor de água (%) Germinação (%) 

10 78b  

20 87a 

40 90a 

Controle (46%) 89 

CV (%) 6,67 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si, no nível de 5% de probabilidade, pelo teste de 

Tukey.  

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Quando comparada a germinação das sementes submetidas ao tratamento controle com 

a germinação daquelas sementes secadas a 20% e 40% de teor de água, independentemente da 

época de armazenamento e com a observada em sementes com 10% de teor de água 

armazenadas por 60 dias não foi observada diferença estatística. No entanto, menores valores de 

germinação foram observados em sementes secadas a 10% de teor de água, sem serem 

submetidas ao armazenamento e armazenadas por 120 e 180 dias, quando comparadas ao valor 

observado em sementes com 46% de teor de água (controle) (TABELA 4).  

 

Tabela 4 - Porcentagem média de plântulas normais de Coffea arabica L. (30 dias após 

semeadura) oriundas de sementes com diferentes teores de água, armazenadas por 

diferentes períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, 

Lavras, 2019. 

Armazenamento Germinação (%) 

 10%   20%   40% 

Época 1 75ɤ 86 93 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

83 

77ɤ 

76ɤ 

87 

89 

89 

93 

91 

83 

Controle (46%) 89 

CV (%) 6,67 
ɤ Médias diferem da testemunha, no nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Em relação às plântulas normais fortes, aos 30 dias após a semeadura, foi observado 

maior vigor em sementes secadas à 20% de teor de água. Nas porcentagens de plântulas 

normais fortes provenientes de sementes secadas a 10% e 40% de teor de água não houve 

diferença significativa (TABELA 5).  

Santos, Von Pinho e Rosa (2013) observaram menor porcentagem de plântulas 

normais fortes em sementes degomadas por fermentação em água e secadas de forma lenta à 
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sombra até atingirem baixos teores de água, incluindo sementes secadas a 20% de teor de 

água, diferente do que foi observado neste trabalho quando as sementes que foram degomadas 

naturalmente, sem uso de água e secadas em terreiro a pleno sol. 

Para variável porcentagem de plântulas com folhas cotiledonares expandidas, aos 45 

dias após a semeadura, verifica-se menor vigor quando as sementes foram submetidas à 

secagem a 20% e 10% de teor de água (TABELA 5). Este resultado corrobora com o 

encontrado por Santos, Von Pinho e Rosa (2013), que observaram também a redução da 

porcentagem de plântulas com folhas cotiledonares expandidas em função da secagem das 

sementes. Estes autores consideraram esta variável importante para a avaliação do vigor, pois 

sementes de café possuem cotilédones fotossintéticos que são responsáveis por acelerar o  

desenvolvimento das plântulas (FERREIRA; BORGUETTI, 2004; SANTOS; VON PINHO; 

ROSA, 2013). 

 

Tabela 5 - Porcentagem média de plântulas normais fortes de Coffea arabica L. (30 dias após 

semeadura) e de plântulas com folhas cotiledonares expandidas (45 dias após a 

semeadura) oriundas de sementes com diferentes teores de água e de sementes 

submetidas ao tratamento controle. UFLA, Lavras, 2019. 

Teor de água (%) Plântulas Normais Fortes (%) 
Plântulas com Folhas 

Cotiledonares Expandidas (%) 

10 34b  57b  

20 55a 64b  

40  37b  73a 

Controle (46%) 49 82 

CV (%) 26,67 14,80 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, no nível de 5% de probabilidade, pelo 

teste de Tukey. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Na Tabela 6, observa-se as porcentagens de plântulas normais fortes, 30 dias após a 

semeadura e de plântulas com folhas cotiledonares expandidas, 45 dias após a semeadura, em 

função da época de armazenamento. Durante as primeiras épocas de armazenamento, não 

houve diferença estatística entre os valores de vigor. Porém, a porcentagem de plântulas 

normais fortes reduziu significativamente aos 180 dias de armazenamento. A porcentagem de 

plântulas com folhas cotiledonares expandidas decresceu aos 120 e 180 dias de 

armazenamento, não diferenciando estatisticamente entre si.  

Estes resultados corroboram com Coelho et al. (2015), os quais verificaram que com 

armazenamento há redução das porcentagens de plântulas normais fortes e de plântulas com 

folhas cotiledonares expandidas, prejudicando o vigor de sementes de Coffea arabica. 
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Não houve diferença estatística significativa dos valores observados para essas 

variáveis respostas quando comparadas ao valor observado para as provenientes de sementes 

submetidas ao tratamento controle.  

 

Tabela 6 - Porcentagem média de plântulas normais fortes (30 dias após a semeadura) e de 

plântulas com folhas cotiledonares expandidas (45 dias após a semendura) de 

Coffea arabica L. em quatro épocas de armazenamento e proveniente de sementes 

submetidas ao tratamento controle. UFLA, Lavras, 2019. 

Armazenamento Plântulas Normais Fortes (%) 
Plântulas com Folhas 

Cotiledonares Expandidas (%) 

Época 1 53a 70a  

Época 2 46a 71a  

Época 3 43a    64ab  

Época 4  26b   54b  

Controle (46%) 49 82 

CV(%) 26,67 14,80 

Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, no nível de 5% de 

probabilidade, pelo teste de Tukey. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

Na Tabela 7 é possível observar a comparação entre a porcentagem de plantas normais 

fortes provenientes do tratamento controle com a porcentagem observada em sementes 

submetidas aos demais tratamentos. Foi observado menor vigor em sementes armazenadas 

durante 180 dias (Época 4), independentemente do teor de água. Maior vigor foi verificado 

em sementes secadas a 20% de teor de água e não submetida ao armazenamento (Época 1).    

 

Tabela 7 - Porcentagem média de plântulas normais fortes de Coffea arabica L. (30 dias após 

semeadura) oriundas de sementes com diferentes teores de água, armazenadas por 

diferentes períodos e armazenamento e de sementes submetidas ao tratamento 

controle. UFLA, Lavras, 2019. 

Armazenamento Plântulas Normais Fortes (%) 

 10% 20% 40% 

Época 1 35 72ɤ 52 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

42 

35 

26ɤ 

63 

56 

30ɤ 

35 

39 

23ɤ 

Controle 49 

CV (%) 26,67 
ɤ Médias diferem da testemunha, no nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

Os valores observados para a variável folhas cotiledonares expandidas, provenientes 

de sementes secadas a 10% de teor de água, independentemente do tempo de armazenamento, 
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as sementes com 20% de teor de água e armazenadas por 120 e 180 dias (Épocas 3 e 4) e as 

sementes com 40% do teor de água armazenadas por 180 dias (Época 4) foram 

estatisticamente inferiores em relação aos observados para as sementes submetidas ao 

tratamento controle (TABELA 8). 

Por meio desta variável, observa-se que há redução do vigor quando as sementes de 

café são secadas principalmente a 10% de teor de água, mesmo quando não armazenadas. 

Também, mesmo com os teores de água mais altos, 20% e 40% a partir dos 120 dias de 

armazenamento há redução do vigor, o que pode comprometer a formação de mudas 

(TABELA 8). 

 

Tabela 8 - Porcentagem média de plântulas com folhas cotiledonares expandidas de Coffea 

arabica L. (45 dias após semeadura) oriundas de sementes com diferentes teores 

de água e armazenadas por diferentes períodos e de sementes submetidas ao 

tratamento controle. UFLA, Lavras, 2019. 

Armazenamento Plântulas com Folhas Cotiledonares Expandidas (%) 

 10% 20% 40% 

Época 1 62ɤ 68 81 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

57ɤ 

55ɤ 

56ɤ 

71 

64ɤ 

55ɤ 

86 

73 

52ɤ 

Controle 82 

CV (%) 14,80 

ɤ Médias diferem da testemunha, no nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

Verificou-se que a emergência de plântulas decresce ao longo do armazenamento e o 

grau dessa redução varia com o teor de água das sementes quando armazenadas. Foi 

observado menor vigor em sementes armazenadas com 40% de teor de água aos 180 dias de 

armazenamento. Com exceção das sementes secadas a 10%, 20% e 40% e não armazenadas e 

das sementes secadas com 10% de teor de água e armazenadas por 60 dias, em sementes 

submetidas aos demais tratamentos, houve redução do percentual de plântulas com folhas 

cotiledonares expandidas quando comparado com ao observado em sementes submetidas ao 

tratamento controle (TABELA 9). 

 Resultados semelhantes foram encontrados por Vieira et al. (2007), os quais  

observaram que a porcentagem de emergência e o índice de velocidade de emergência 

decresce em função do armazenamento das sementes.  
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Tabela 9 - Porcentagem média de emergência de sementes de Coffea arabica L. oriundas de 

sementes com diferentes teores de água e armazenadas por diferentes períodos e 

de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, Lavras, 2019. 

Armazenamento Emergência (%) 

 10% 20% 40% 

Época 1 61aA 69aA 84aA 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

48abA 

24bAɤ 

34abAɤ 

44abAɤ 

27bAɤ 

37bAɤ 

37bAɤ 

14bcAɤ 

9cBɤ 

Controle 74 

CV (%) 6,49 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula nas linhas e minúscula nas colunas não diferem entre si, no 

nível de 1% de probabilidade, pelo teste de Tuckey. γ Médias diferem da testemunha, em nível de 5% 

de probabilidade, pelo teste de Dunnett. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Em relação ao índice de velocidade de emergência de plântulas, é possível verificar 

que o vigor decresce ao longo do armazenamento, sendo possível observar um decréscimo 

mais acentuado nos valores de emergência de plântulas provenientes de sementes 

armazenadas aos 120 e 180 dias (TABELA 10).  

 

Tabela 10 - Porcentagem média de índice de velocidade de emergência de plântulas de Coffea 

arabica L. oriundas de sementes armazenadas por diferentes períodos e de 

sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, Lavras, 2019. 

Armazenamento Índice de Velocidade de Emergência 

Época 1  0,39a 

Época 2  0,24b 

Época 3  0,11c 

Época 4  0,13c 

Controle (46%) 0,40 

CV(%) 11,69 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si, no nível de 1% de probabilidade, pelo teste de 

Tukey. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Quando comparado o índice de velocidade de emergência (IVE) de plântulas 

proveniente de sementes submetidas ao tratamento controle com o observado em sementes 

provenientes dos demais tratamentos, observou-se que as sementes com 40% de teor de água 

armazenadas por 60 dias (Época 2) e as sementes armazenadas por 120 (Época 3) e 180 

(Época 4) dias diferiram estatisticamente do tratamento controle com menores valores de IVE 

desses em relação ao IVE observado em sementes submetidas ao tratamento controle 

(TABELA 11). 
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Tabela 11 -  Valores médios do índice de velocidade de emergência de plântulas de Coffea 

arabica L. oriundas de sementes com diferentes teores de água e armazenadas 

por diferentes períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, 

Lavras, 2019. 

Armazenamento Índice de Velocidade de Emergência 

 10% 20%    40% 

Época 1 0,34 0,37 0,46 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

0,27 

0,12γ 

0,17γ 

0,26 

0,14γ 

0,18γ 

0,20γ 

0,07γ 

0,04γ 

Controle 0,40 

CV (%) 11,69 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula nas linhas e minúscula nas colunas não diferem entre si, no 

nível de 1% de probabilidade, pelo teste de Tuckey. γ Médias diferem da testemunha, em nível de 5% 

de probabilidade, pelo teste de Dunnett. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Na Figura 2, observa-se a porcentagem de embriões viáveis pelo teste de tetrazólio. 

Por meio deste teste foi possível verificar que o vigor aumentou, em valores absolutos, em 

sementes armazenadas por 60 dias (Época 2) com 40% e 20% de teor de água e para as 

sementes armazenadas por 120 dias (Época 3) com 20% e 10% de teor de água. Já para as 

sementes armazenadas por 180 dias (Época 4), foi possível observar redução nos valores de 

embriões viáveis, com o maior valor absoluto verificado em sementes com 10% de teor de 

água.  

 Os resultados observados no teste de tetrazólio não foram consistentes quando 

comparados aos observados nos demais testes utilizados nessa pesquisa para a avaliação da 

qualidade fisiológica. Em sementes de outras espécies, tem sido observado que o teste de 

tetrazólio pode superestimar o vigor das sementes.  
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Figura 2 -  Porcentagem de embriões viáveis de Coffea arabica pelo teste de tetrazólio (TZ) 

oriundos de sementes com diferentes teores de água e armazenadas por diferentes 

períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. 

 
Fonte: Da autora (2019). 

 

Quando as sementes são submetidas a estresses, como a secagem e o armazenamento a 

baixas temperaturas e por períodos prolongados, há aumento nas espécies reativas de oxigênio 

(EROs). As plantas possuem mecanismos de eliminação de EROs, compostos de enzimas 

como a Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Peroxidase (PO), que são capazes de 

prevenir e remover esses radicais produzidos. Estas enzimas fazem parte do sistema 

antioxidante das plantas (APEL; HIRT, 2004; DUSSERT et al., 2006). 

Na Figura 3, está representado o padrão da enzima superóxido dismutase (SOD) 

observado em sementes de café com diferentes teores de água e armazenadas por diferentes 

períodos. Em sementes com 40% de teor de água, após 60 dias de armazenamento foi 

observado uma nova isoforma da SOD, podendo verificar menor expressão da enzima em 

sementes secadas até 40% de teor de água e armazenadas por 180 dias. 
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Figura 3 - Atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) em sementes de Coffea 

arabica submetidas à secagem até os teores de água 40%, 20% e 10% 

armazenadas por diferentes períodos de armazenamento e com 46% de teor de 

água (controle). 

 

Fonte: Da autora (2019). 

 

A Superóxido dismutase (SOD) é a primeira enzima a agir contra as EROs, essa 

transforma o superóxido (O2-) em peróxido de hidrogênio (H2O2). Logo após, a enzima 

Catalase (CAT) é responsável por neutralizar o peróxido de hidrogênio (H2O2), um composto 

altamente tóxico para as sementes (APEL; HIRT, 2004; SANTOS et al., 2014). As enzimas 

SOD, CAT e PO também estão associadas à remoção de produtos indesejados resultantes da 

peroxidação de lipídeos (TAVEIRA et al., 2012). 

 Em relação à quantificação da atividade da enzima superóxido dismutase (TABELA 

12) pelo método de espectrofotometria, não houve diferença significativa entre os 

tratamentos.  

 

Tabela 12 - Quantificação da enzima Superóxido Dismutase (SOD) por espectrofotometria em 

sementes de Coffea arabica L. com diferentes teores de água, armazenadas por 

diferentes períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, 

Lavras 2019. 

Armazenamento Superóxido Dismutase 

 10% 20% 40% 

Época 1 79,85 71,30 68,55 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

66,55 

81,25 

59,65 

72,05 

92,60 

65,85 

32,50 

58,00 

79,55 

Controle 68,45 

CV (%) 2,51 
Fonte: Da autora (2019). 



36 

 

 

Ao analisar a expressão da enzima catalase (CAT), é possível observar menor 

expressão das sementes submetidas à secagem até atingirem 10% de teor de água e 

armazenadas por 60 e 120 dias, seguida daquelas com 46% de teor de água (controle). Na 

época 1, verifica-se maior expressão em sementes com 40% de teor de água e menor com 

20% de teor de água. É possível verificar que a partir da época 2, há o aumento da expressão 

da enzima quando há a redução do teor de água das sementes. Logo, em sementes secadas a 

10% e 20% de teor de água há maior expressão da enzima, indicando maior estresse por 

secagem (FIGURA 4).  

Estes resultados corroboram com os observados por Santos et al. (2014), os quais 

observaram que a expressão da enzima catalase é menor em sementes não submetidas à 

secagem e verificaram também aumento da expressão em sementes que foram submetidas à 

secagem.   

A enzima catalase tem como função converter o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

resultante da ação da enzima superóxido dismutase, em água (H2O) (APEL; HIRT, 2004). 

 

Figura 4 - Atividade enzimática da catalase (CAT) em sementes de Coffea arabica 

submetidas a secagem até os teores de água 40%, 20% e 10% armazenadas por 

diferentes períodos de armazenamento e com 46% de teor de água (controle). 

 

Fonte: Da autora (2019). 

 

Quando quantificada a atividade da enzima catalase (CAT) pela técnica de 

espectrofotometria, não houve diferença entre os tratamentos (TABELA 13). 
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Tabela 13 - Quantificação da enzima Catalase (CAT) por espectrofotometria em sementes de 

Coffea arabica L. com diferentes teores de água e armazenadas por diferentes 

períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, Lavras 2019. 

Armazenamento Catalase  

 10% 20% 40% 

Época 1 22,43 18,76 15,09 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

12,93 

12,59 

21,28 

16,08 

29,71 

17,41 

15,00 

16,31 

10,36 

Controle 31,65 

CV (%) 9,40 
Fonte: Da autora (2019). 

 

Em relação aos padrões para a enzima Peroxidase (PO) em sementes com 46% de teor 

de água (controle) não houve expressão. Em sementes não armazenadas (Época 1), maior 

expressão da enzima foi observada em sementes secadas a 40% e 10% de teor de água. Nas 

épocas seguintes, maior expressão foi observada em sementes armazenadas e secadas a 10% e 

20% de teor de água. A expressão da enzima pode ser relacionada ao dano por estresse por 

secagem até baixos teores de água, uma vez que não foi observada expressão da mesma em 

sementes armazenadas com 40% de teor de água (FIGURA 5). Importante ressaltar que a 

partir de 60 dias de armazenamento maior atividade da enzima PO foi observada em sementes 

secadas até 20% de teor de água.  Para Taveira et al. (2012), a enzima peroxidase pode ser 

considerada um indicador fisiológico da deterioração em sementes de café. 

Coelho et al. (2015) observaram, em seu experimento, que o aumento da expressão da 

enzima peroxidase está relacionado à redução no teor de água das sementes.  

A peroxidase, assim como a catalase, é responsável pela conversão do peróxido de 

hidrogênio (H2O2), composto altamente tóxico para as sementes, em água (H2O) (APEL; 

HIRT, 2004). 
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Figura 5 - Atividade enzimática da peroxidase (POX) em sementes de Coffea arabica 

submetidas a secagem até os teores de água 40%, 20% e 10% armazenadas por 

diferentes períodos de armazenamento e com 46% de teor de água (controle). 

 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 A enzima esterase está envolvida em reações de hidrólise de ésteres, diretamente 

associada ao metabolismo de lipídios. O aumento da sua atividade pode demonstrar que 

ocorreu deterioração, podendo contribuir para que aconteça a redução da qualidade da 

semente (SAATH et al., 2014). 

Na Figura 6 é possível observar maior expressão da enzima esterase à medida que 

ocorre a redução do teor de água das sementes, independente da época de armazenamento. De 

acordo com Saath et al. (2014), este aumento está relacionado com a oxidação de lipídeos, 

identificando a degradação das membranas celulares das sementes armazenado. 

 Coelho et al. (2015) observaram que o aumento da expressão da enzina esterase está 

relacionado à diminuição da qualidade fisiológica de sementes de Coffea arabica, que reduziu 

com a secagem das sementes. Quando comparada a expressão da enzima esterase com os 

resultados dos testes utilizados para a avaliação da qualidade fisiológica das sementes, foi 

possível observar menor qualidade e maior expressão dessa enzima em sementes secadas a 

10% de teor de água, independentemente da época de armazenamento, confirmando o 

observado por Coelho et al. (2015). 
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Figura 6 - Atividade enzimática da esterase (EST) em sementes de Coffea arabica submetidas 

a secagem até os teores de água 40%, 20% e 10% armazenadas por diferentes 

períodos de armazenamento e com 46% de teor de água (controle). 

 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Em relação à enzima álcool desidrogenase (ADH), verifica-se maior expressão em 

sementes secadas até 10% de teor de água. Aos 180 dias de armazenamento houve aumento 

da expressão da ADH também em sementes secadas até 20% de teor de água. Essa enzima 

também está relacionada ao estresse causado pela secagem a baixos teores de água. A partir 

da Época 2, não houve expressão da enzima nas sementes secadas até 40% do teor de água 

(FIGURA 7). Esta enzima é responsável por controlar a taxa de respiração anaeróbica  

(ZABALZA et al., 2009). 

 

Figura 7 - Atividade enzimática da álcool desidrogenase (ADH) em sementes de Coffea 

arabica submetidas a secagem até os teores de água 40%, 20% e 10% 

armazenadas por diferentes períodos de armazenamento e com 46% de teor de 

água (controle). 

 

Fonte: Da autora (2019). 
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 Foi observada maior atividade da enzima ADH pela técnica de espectrofotometria em 

sementes secadas até 20% do teor de água e menor atividade em sementes secadas até 40% do 

teor de água. A atividade da ADH em sementes secadas até 10% não se diferenciou 

estatisticamente da atividade observada em sementes secadas até 20% e 40% do teor de água 

(TABELA 14). 

 

Tabela 14 - Quantificação da enzima Álcool desidrogenase (ADH) por espectrofotometria em 

sementes de Coffea arabica L. com diferentes teores de água e de sementes 

submetidas ao tratamento controle. UFLA, Lavras 2019. 

Teor de água (%) Álcool desidrogenase  

10 55,77ab  

20 81,20a 

40 37,97b 

Controle (46%) 87,82 

CV (%) 4,04 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si, no nível de 5% de probabilidade, pelo teste de 

Tukey.  

Fonte: Da autora (2019). 

 

Quando comparada atividade da enzima álcool desidrogenase pelo método de 

espectrofotometria de sementes submetidas ao tratamento controle com o observado em 

sementes provenientes dos demais tratamentos, não foi possível observar diferenças 

significativas. 

 

Tabela 15 - Quantificação da enzima Álcool desidrogenase (ADH) por espectrofotometria em 

sementes de Coffea arabica L. com diferentes teores de água e armazenadas por 

diferentes períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, 

Lavras 2019. 

Armazenamento Álcool desidrogenase 

 10% 20% 40% 

Época 1 42,40 57,10 33,13 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

44,78 

53,81 

82,07 

65,93 

109,18 

92,58 

43,97 

19,97 

54,81 

Controle 87,82 

CV (%) 4,04 

Fonte: Da autora (2019). 

 

Ao analisar a Figura 8, verifica-se que a expressão das proteínas resistentes ao calor 

foi reduzida ao longo do armazenamento, com menor expressão em sementes armazenadas 

por 180 dias, indicando que as proteínas resistentes ao calor foram degradadas.  
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 Em sementes de café, as proteínas resistentes ao calor podem agir como um agente 

protetor de membranas, sendo assim, as modificações na sua expressão podem ser 

relacionadas a tolerância à dessecação (GUIMARÃES et al., 2002). 

 

Figura 8 - Atividade das proteínas resistentes ao calor em sementes de Coffea arabica 

submetidas à secagem até os teores de água 40%, 20% e 10% e armazenadas por 

diferentes períodos de armazenamento e com 46% de teor de água (controle). 

 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 Taveira et al. (2012) concluíram que a expressão de proteínas resistentes ao calor e de 

enzimas do sistema antioxidantes são variáveis promissoras para diferenciar a qualidade de 

sementes de café após os manejos pós-colheita.  

 Para a atividade da enzima peroxidase de ascorbato (APX) pela técnica de 

espectrofotometria, foi possível observar menor atividade em sementes com 10% de teor de 

água armazenadas por 120 dias e em sementes com 20% de teor de água armazenadas por 60 

dias. Já, quando comparada à atividade da enzima em sementes do tratamento controle com os 

demais tratamentos, verifica-se maior atividade em sementes com 20% de teor de água 

armazenadas por 120 dias (Época 3) (TABELA 16). 
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Tabela 16 - Quantificação da enzima Peroxidase de Ascorbato (APX) por espectrofotometria 

em sementes de Coffea arabica L. com diferentes teores de água e armazenadas 

por diferentes períodos e de sementes submetidas ao tratamento controle. UFLA, 

Lavras 2019. 

Armazenamento Peroxidase de ascorbato  

 10% 20% 40% 

Época 1 619,05aA 423,60abA 317,11aA 

Época 2 

Época 3 

Época 4 

601,26aA 

217,95aB 

569,07aA 

212,19bA 

854,00aAγ 

489,53abA 

449,76aA 

664,57aA 

428,05aA 

Controle 406,33 

CV (%) 0,42 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula nas linhas e minúscula nas colunas não diferem entre si, no 

nível de 1% de probabilidade, pelo teste de Tuckey. γ Médias diferem da testemunha, em nível de 5% 

de probabilidade, pelo teste de Dunnett. 

Fonte: Da autora (2019). 

 

 A atividade das enzimas feitas por meio da técnica de eletroforese e das proteínas 

resistentes ao calor pode ser associada aos resultados dos testes de qualidade fisiológica, 

confirmando o estresse ocorrido pela secagem durante o armazenamento das sementes. 

 Quando comparada a expressão das enzimas pela técnica de eletroforese com a 

quantificação das enzimas pela técnica de espectrofotometria é possível verificar que a técnica 

de eletroforese se mostra mais promissora para diferenciar a expressão das enzimas de 

interesse entre os tratamentos.  

A análise da atividade de enzimas é um método rápido, sensível e específico que 

complementa a avaliação da qualidade fisiológica de sementes. As enzimas estão associadas 

ao metabolismo das sementes, estando presentes em processos como o de germinação e 

mecanismo de proteção durante a secagem e o armazenamento (ABREU et al., 2014). O 

estudos dos sistemas enzimáticos contribuem para o entendimento de processos 

deteriorativos, que resultam na perda da qualidade fisiológica de sementes (TAVEIRA et al., 

2012). 
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5 CONCLUSÕES 

 

A qualidade fisiológica de sementes de Coffea arabica é influenciada pelo teor de 

água e pelo armazenamento. Sementes com 40% de teor de água mantiveram o seu vigor 

durante o armazenamento até 180 dias.  

Foi observado menor vigor das sementes de café secadas a 10% do teor de água antes 

e durante o armazenamento por 180 dias. 

As enzimas do sistema antioxidante e as enzimas esterase (EST) e álcool 

desidrogenase (ADH) podem ser associadas à tolerância à dessecação.  

A expressão das proteínas resistente ao calor reduziu ao longo do armazenamento para 

os teores de água avaliados.  
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