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RESUMO

Para a espécie C. arabica L. as lavouras sdo implantadas, em quase sua totalidade, por
mudas a partir da semeadura de sementes. Desse modo, a qualidade das sementes de café é de
suma importancia e véarios fatores contribuem para o desempenho fisiolégico das sementes
durante o armazenamento, que ainda se constitui em uma das demandas tecnologicas
prioritarias da cafeicultura. A criopreservacdo € uma técnica que tem sido amplamente
pesquisada para espécies intermediarias e recalcitrantes e, para sementes de C. arabica L., j&
foi obtido protocolo seguro de armazenagem, com alta sobrevivéncia apds imersdo em
nitrogénio liquido. Neste contexto, quatro estudos foram realizados, sendo que no primeiro
foram investigados os efeitos do crioarmazenamento por periodo de um ano na qualidade
fisioldgica e sistemas isoenzimaticos de sementes de diferentes cultivares de C. arabica L.,
visando subsidiar a producdo de mudas em qualquer época do ano. O crioarmazenamento das
sementes de C. arabica L. por até um ano mantém a sua qualidade fisioldgica. A atividade das
enzimas catalase, peroxidase e esterase em C. arabica L. apresenta alteragcdes durante o
crioarmazenamento, porém com pouca associa¢do com o desempenho fisioldgico das sementes.
No segundo estudo foi avaliada a producdo de mudas de C. arabica L., a partir da semeadura
em todos os meses do ano, em dois diferentes ambientes, viveiro e casa de vegetacao, e trés
cultivares. A utilizacdo de sementes criopreservadas possibilita a producdo de mudas C. arabica
L. em qualquer época do ano, sendo a casa de vegetacdo, 0 ambiente que proporciona melhor
desempenho das mudas, em comparacdo as produzidas em viveiro. A semeadura de sementes
criopreservadas nos meses de janeiro a marco requer maior tempo para a formacdo de mudas,
as quais também apresentam desempenho fisiolégico aquém do desempenho das mudas
iniciadas nos meses de maio a julho. Mudas produzidas com sementes criopreservadas durante
todos os meses do ano apresentam desempenho igual ou superior ao das mudas produzidas com
sementes recém-colhidas e ndo imersas em nitrogénio liquido. No terceiro estudo, os aspectos
fisioldgicos de mudas de C. arabica L., produzidas durante dez meses do ano, em viveiro e em
casa de vegetacdo, a partir da semeadura de sementes armazenadas em nitrogénio liquido foram
avaliados. Os teores de clorofila a, b, total e condutancia estomatica sofreram pequenas
modificacbes relacionadas a época de semeadura das sementes criopreservadas,
independentemente do local de producéo das mudas. A semeadura de sementes criopreservadas
nos meses de fevereiro e margco proporcionam pior desempenho fisiolégico das mudas do que
aquelas semeadas nos demais meses estudados. No Ultimo estudo, foi investigado a
sobrevivéncia de sementes de C. arabica L. apds retirada do nitrogénio liquido e
reaquecimento. Apds a criopreservacgdo, as sementes mantidas em condi¢des ambiente sofrem
reducdo continua da qualidade fisiol6gica, sendo que a germinacdo ¢ mantida dentro dos
padrdes para a comercializacdo por periodo maximo de até dois dias em condi¢cdo ambiente. As
enzimas catalase, esterase e peroxidase sdo indicadores de qualidade de sementes de café
arabica apds crioarmazenamento.

Palavras-chave: Café ardbica. Nitrogénio liquido. Crioarmazenamento. Manutencdo da
qualidade.



ABSTRACT

For the C. arabica L. species, crops are entirely started from seedling production from
seed sowing. Thus, the quality of coffee seeds is of paramount importance, and various factors
contribute to the physiological performance of seeds during storage, which is still one of the
top technological demands of coffee production. Cryopreservation is a technique that has been
widely researched for intermediate and recalcitrant species, and for C. arabica L. seeds, a safe
storage protocol has been established with high survival rates after 24 hours of immersion in
liquid nitrogen. In this context, four studies were conducted, the first investigating the effects
of one year of cryostorage on the physiological quality and isoenzymatic systems of seeds from
different cultivars of C. arabica L., aiming to support seedling production at any time of the
year. Cryostorage of C. arabica L. seeds for up to one year maintains the physiological quality
of the seeds. The activity of catalase, peroxidase, and esterase enzymes in C. arabica L.
undergoes changes during cryostorage, but with little association with the physiological
performance of seeds. In the second study, seedling production of C. arabica L. was evaluated
from seed sowing in all months of the year, in two different environments, nursery and
greenhouse, and with three cultivars. The use of cryopreserved seeds allows to produce C.
arabica L. seedlings at any time of the year, with the greenhouse providing better seedling
performance compared to those produced in the nursery. Sowing of cryopreserved seeds from
January to march requires more time for seedling formation, which also shows physiological
performance below that of those started from May to July. Seedlings produced with
cryopreserved seeds during all months of the year show equal or better performance than those
produced with freshly harvested seeds not immersed in liquid nitrogen. In the third study, the
physiological aspects of C. arabica L. seedlings produced for nine months of the year in the
nursery and greenhouse from seeds stored in liquid nitrogen were evaluated. The levels of
chlorophyll a, b, total and stomatal conductance undergo minor modifications related to the
sowing time of cryopreserved seeds, regardless of the seedling production location. Sowing of
cryopreserved seeds in February and March shows lower physiological performance of
seedlings than those sowed in other months studied. In the last study, the survival of C. arabica
L. seeds after removal from liquid nitrogen and rewarming was investigated. After
cryopreservation, seeds kept under ambient conditions undergo continuous reduction in
physiological quality, and germination is maintained within the standards for
commercialization for a maximum period of up to two days under ambient conditions. Catalase,
esterase, and peroxidase enzymes are indicators of quality for C. arabica L. seeds after
cryostorage.

Keywords: Arabica coffee. Liquid nitrogen. Cryostorage. Maintenance of quality.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

No cenério cafeeiro, a espécie Coffea arabica L. possui grande importancia econémica
e social, especialmente para o Brasil, maior produtor e exportador mundial desta commodity
(ICO, 2022). A producdo acompanha uma tendéncia global de crescimento, demonstrado por
uma maior procura e consumo de café pelos brasileiros. As lavouras de café sdo iniciadas por
mudas, a partir da semeadura de sementes. Desta forma, a utilizacdo de sementes com alta
qualidade fisiol6gica € um dos principais fatores para obtencdo de mudas vigorosas.

As sementes de C. arabica L. sdo classificadas como intermediarias (ELLIS et
al.,1990), além disso, apresentam baixa longevidade, além de germinacao lenta e desuniforme
(ABREU et al., 2014; COELHO et al., 2015). Essas limitagdes dificultam a manutencdo da
viabilidade e vigor na conservacao das sementes de café por longos periodos. As sementes do
género Coffea sdo preservadas in situ, com o cultivo de plantas vivas mantidas nas colecdes de
germoplasmas no campo. Neste sentido, é de fundamental importancia o armazenamento
seguro das sementes, seja por tempo indeterminado para a preservacao da diversidade genética,
ou por curto prazo, para flexibilizar a producéo de mudas.

Na cafeicultura diversas pesquisas estdo sendo realizadas a fim de determinar o
armazenamento seguro dessas sementes. Uma alternativa viavel para a conservacédo ex situ dos
recursos vegetais para as espécies que produzem sementes recalcitrantes e intermediarias, assim
como de café, é a criopreservacdo (PAMMENTER; BERJAK, 2014; KAYA et al., 2017
COELHO et al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017; RICALDONI, 2019). Logo, um protocolo
de criopreservacdo de sementes de C. arabica L. foi recentemente desenvolvido para
armazenagem, com alta sobrevivéncia apds 24 horas de imersdo em nitrogénio liquido
(COELHO etal., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017).

A producdo de mudas utilizando sementes criopreservadas possibilita um avanco no
segmento cafeeiro visto que, os produtores de forma usual, utilizam sementes colhidas no
mesmo ano do semeio. Assim, o aperfeicoamento desta técnica pode levar a uma inovagdo
tecnoldgica na cafeicultura por ser dinamica e permitir a produgdo de mudas em qualquer época
do ano.

Predominantemente, a produgdo de mudas de café ocorre em viveiros com o cultivo

tradicional (MATIELLO et al., 2020), no entanto, existe necessidade de novas técnicas visando
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obtencdo de mudas vigorosas que apresentem melhores caracteristicas agronémicas e,
atualmente, o cultivo protegido vem sendo utilizado como uma alternativa para protecdo das
plantas.

O cultivo protegido tem se mostrado promissor para a producdo de mudas, permitindo
o0 desenvolvimento das plantas em situacdes adversas do meio ambiente (REBOUCAS et al.,
2015). Efeitos benéficos na producdo de mudas a partir da utilizagdo de sementes
criopreservadas de C. arabica L. em casa de vegetacdo foi confirmado por Ricaldoni (2019),
que obtiveram mudas com maior vigor em relacdo as mudas produzidas no sistema
convencional, em viveiro.

Diante do exposto, 0 objetivo dos estudos foi avaliar a qualidade de sementes de Coffea
arabica L. crioarmazenadas por periodo de doze meses, além da producédo das mudas iniciando
em todos os meses do ano, em diferentes ambientes, visando flexibilizar a oferta de mudas aos

cafeicultores.
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CAPITULO 2 AVALIACAO DA QUALIDADE DAS SEMENTES DE Coffea arabica L.
CRIOARMAZENADAS POR UM ANO DESTINADAS A FORMACAO
DAS MUDAS

RESUMO

Vaérios fatores contribuem para o sucesso do armazenamento das sementes de café, etapa
esta que ainda se constitui em um desafio e uma das demandas tecnoldgicas prioritarias da
cafeicultura. O armazenamento seguro das sementes € importante, seja por tempo
indeterminado para a preservacao da diversidade genética, ou por um curto prazo, para outras
finalidades, como a flexibilizacdo do periodo de producdo de mudas ou para pesquisas. A
criopreservacdo € uma técnica que tem sido amplamente pesquisada para espécies
intermediérias e recalcitrantes e, para sementes de Coffea arabica L., ja foi obtido protocolo
seguro de armazenagem, com alta sobrevivéncia apds 24 horas de imersdo em nitrogénio
liquido. Esse estudo foi realizado com o objetivo de investigar os efeitos de um ano de
crioarmazenamento na qualidade fisiolégica e sistemas isoenzimaticos de sementes de
diferentes cultivares de Coffea arabica L., visando subsidiar a producdo de mudas em qualquer
época do ano. Sementes das cultivares Arara, Catuai Amarelo ‘IAC 62’ e Catucai Amarelo
‘2SL’foram submetidas a secagem em silica em gel até o teor de dgua de 17% (base Umida).
Em sequéncia, as sementes foram diretamente imersas em nitrogénio liquido, onde
permaneceram por periodo de 12 meses. A cada més durante o crioarmazenamento, amostras
foram retiradas, reaquecidas em banho-maria e submetidas as avaliacdes fisioldgicas, por meio
dos testes de condutividade elétrica, de germinacéo e de tetrazolio, associando estes resultados
aos das analises de expressao em gel de eletroforese, de isoenzimas do processo antioxidativo.
O crioarmazenamento das sementes de Coffea arabica L. por até um ano mantém a qualidade
fisioldgica das sementes. A atividade das enzimas catalase, peroxidase e esterase em Coffea
arabica L. apresenta alteracGes durante o crioarmazenamento, porém com pouca associacao
com o desempenho fisioldgico das sementes.

Palavras-chave: Café arabica. Criogenia. Qualidade fisioldgica. Eletroforese de isoenzimas.
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ABSTRACT

Several factors contribute to the success of coffee seed storage, which remains a
challenge and one of the top technological demands in coffee farming. Safe seed storage is
important, whether for an indefinite period to preserve genetic diversity or for a short period
for other purposes, such as extending the seedling production period or for research purposes.
Cryopreservation is a technique that has been extensively researched for intermediate and
recalcitrant species, and for C. arabica L. seeds, a safe storage protocol has been established
with high survival rates after 24 hours of immersion in liquid nitrogen. This study aimed to
investigate the effects of one year of cryostorage on the physiological quality and isoenzymatic
systems of seeds from different cultivars of C. arabica L., aiming to support seedling
production at any time of the year. Seeds from the Arara, Catuai Amarelo 'lAC 62', and Catucai
Amarelo '2SL' cultivars were dried with silica gel until reaching a moisture content of 17% (wet
basis). Subsequently, the seeds were directly immersed in liquid nitrogen and remained there
for a period of 12 months. Every month during cryostorage, samples were taken, rewarmed in
a water bath, and subjected to physiological evaluations using electrical conductivity,
germination, and tetrazolium tests, associating these results with gel electrophoresis analysis of
antioxidant enzyme isozymes. Cryostorage of C. arabica L. seeds for up to one year maintains
the physiological quality of the seeds. The activity of catalase, peroxidase, and esterase enzymes
in C. arabica L. undergoes changes during cryostorage but with little association with the
physiological performance of the seeds.

Keywords: Arabica coffee. Cryogenics. Physiological quality. Isozyme electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

Vaérios fatores contribuem para sucesso do armazenamento das sementes de café, etapa
esta que ainda se constitui em uma das demandas tecnologicas prioritarias da cafeicultura. O
armazenamento seguro das sementes & importante, seja por tempo indeterminado para a
preservacao da diversidade genética, seja por um curto prazo, para flexibilizar o periodo de
producdo de mudas. As sementes de café sdo preservadas in situ, com o cultivo de plantas vivas
mantidas em cole¢des de germoplasma no campo. Entretanto, essa preservacdo requer altos
custos de manutencdo, grandes extensdes de terra e podem ser acometidas pelos desastres
climaticos (DUSSERT et al., 2012). Além disso, por serem classificadas como intermediérias,
tem seu armazenamento inviabilizado em bancos de sementes convencionais, sob -18/-20 °C
(ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990).

Para a espécie Coffea arabica L., existem relatos de caracteristicas naturais de baixa
longevidade, germinacédo lenta e desuniforme (ABREU et al., 2014; COELHO et al., 2015).
Essas limitacGes dificultam a manutencdo da germinacéo e de vigor, durante a conservacao das
sementes de café por longos periodos. Diversos trabalhos foram realizados a fim de estudar o
comportamento fisioldgico das sementes de café durante o armazenamento visando o seu
aperfeicoamento (PAMMENTER; BERJAK, 2014; COELHO et al., 2015; COELHO et al.,
2017a; FIGUEIREDO et al., 2017; PENIDO et al., 2021; FAVARIS et al., 2022).

Diante desse contexto, estdo sendo realizadas pesquisas a fim de definir uma
metodologia para 0 armazenamento das sementes de café. A tecnologia de armazenamento a
partir da criopreservacdo das sementes esta sendo amplamente pesquisada, para as espécies
intermediarias e recalcitrantes (PAMMENTER; BERJAK, 2014; KAYA et al., 2017; COELHO
et al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017; RICALDONI, 2019). Essa técnica baseia-se na
conservacao do material vegetal em nitrogénio liquido em -196 ° C ou em sua fase de vapor (-
150 °C), garantindo a viabilidade do material armazenado sem que ocorram modificagdes ou
alteracdes genéticas por um periodo indeterminado (KARTHA, 1985; SANTOS; MENEZES;
VILLELA, 2005).

Em pesquisas recentes sobre criopreservacdo de sementes de café (C. arabica), foram
obtidos resultados satisfatorios de sobrevivéncia apos imerséo em nitrogénio liquido (COELHO
et al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017; RICALDONI, 2019; SOUZA, 2019; FIGUEIREDO
et al., 2021), sendo obtido protocolo seguro de armazenagem, com alta sobrevivéncia apés 24
horas de imersdo em nitrogénio liquido (COELHO et al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017).
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No entanto, para que a criopreservacdo das sementes de café seja uma técnica
comumente utilizada é necessario estudar o efeito da imers&o direta e manutencgéo por diferentes
periodos em nitrogénio liquido, visando avaliar a sobrevivéncia das sementes mediante o teste
de germinacdo (BRASIL, 2009), assim como, testes complementares de vigor e andlises
bioquimicas (DUSSERT; ENGELMANN, 2006; SHARMA et al., 2012; COELHO et al., 2015;
COELHO et al., 2017a; COELHO et al., 2017b; ABREU et al., 2018; COELHO et al., 2019,
FIGUEIREDO et al., 2021).

As andlises bioquimicas podem ser realizadas para auxiliar na avaliacdo da qualidade
das sementes, permitindo identificar os sistemas enziméticos, os quais podem atuar como
marcadores de qualidade ou de deterioracdo. Pesquisas tém sido desenvolvidas objetivando
estudar a qualidade de sementes de café por meio dos perfis enzimaticos da peroxidase
(COELHO et al., 2017hb), da catalase (COELHO et al., 2017a) e esterase (FIGUEIREDO et al.,
2021), dentre outras.

Diante do exposto, esse estudo foi realizado com o objetivo de investigar os efeitos de
um ano de crioarmazenamento na qualidade fisioldgica e sistemas isoenzimaticos de sementes
de diferentes cultivares de Coffea arabica L., visando subsidiar a producdo de mudas em

qualquer época do ano.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencéo e processamento do material vegetal

Foram utilizados frutos de café, da espécie Coffea arabica L., cultivares Arara, Catuai
Amarelo ‘1AC 62’ e Catucai Amarelo ‘2SL’, safra 2019/2020, colhidos em lavouras da Fazenda
Experimental da Fundacdo Procafé em Varginha, no més de junho/2019 e cuidadosamente
transportados para Universidade Federal de Lavras. Os frutos foram colhidos no estadio de
maturagdo “cereja”, por meio de colheita seletiva, e na sequéncia foram submetidos ao
processamento via Umida, sendo lavados/imersos em &gua para separagdo por densidade e
eliminacdo do dos frutos cerejas dos frutos chochos, malformados, brocados e de impurezas.
Apbs a separacdo, os frutos cerejas foram descascados e as sementes foram despolpadas por
meio da fermentacdo em &gua durante 24 horas na temperatura de 30 °C e posteriormente pré-
secadas a sombra para a retirada da umidade superficial. Para uniformizacéo do tamanho, foram
utilizadas as sementes retidas nas peneiras de crivo circular n® 19, 20 e 21, sendo descartadas

aquelas de tamanho acima e abaixo destes.

2.2  Local e condugéo do experimento

Apdbs o descascamento dos frutos e despolpamento das sementes, o experimento foi
conduzido no Laboratério Central de Pesquisa em Sementes, do Departamento de Agricultura,
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras-MG.

Para a caracterizagdo dos lotes, as sementes foram inicialmente submetidas a
determinacdo do teor de agua e avaliacdo da qualidade, pelo teste de condutividade elétrica,
teste de germinacdo, peso seco de plantulas e teste de tetrazélio. Em seguida, foram submetidas
a secagem até atingirem o teor de agua de 17% (base Umida), conforme trabalhos realizados
por Figueiredo et al. (2017) e Coelho et al. (2017a). Posteriormente, as sementes foram
armazenadas em tanque contendo nitrogénio liquido, em temperatura de -196 °C, até a

realizacdo das analises e experimentos.

2.3  Secagem das sementes
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Para a secagem das sementes foram utilizadas 60g de silica gel ativada como agente
dessecante, em caixas tipo “gerbox”, as quais foram mantidas em camaras tipo B.O.D,
reguladas em temperatura de 25 °C, na auséncia de luz. A perda de 4gua durante a secagem foi
monitorada por pesagens continuas em balanca de precisdo de 0,001 g, até teor de 4gua de 17%
bu.

2.4 Crioarmazenamento das sementes

As sementes das trés cultivares foram armazenadas no nitrogénio liquido (-196 °C), no
no més de agosto de 2019, onde foram mantidas por periodo de 12 meses, sendo que a cada
més foram retiradas amostras para as avaliac@es da qualidade. Foram utilizados 12 sacos de tule
para cada cultivar, sendo um saco para cada més de avaliacdo da qualidade, contendo cada um,
640 sementes com teor de agua de 17% bu (COELHO et al., 2017a; FIGUIREIDO et al., 2017).
As sementes foram imersas diretamente no nitrogénio liquido (-196 °C) e a cada més, amostras

foram retiradas e reaquecidas para realizacdo dos testes de avaliacéo.

2.5  Aguecimento das sementes

Apobs cada periodo de armazenamento, as sementes de cada cultivar armazenadas no
nitrogénio liquido foram retiradas do criotanque e rapidamente imersas em banho-maria por 2
minutos a 40 °C, de acordo com metodologia de Dussert et al. (1998). Em seguida, as sementes
foram avaliadas por meio das analises fisioldgicas e bioquimicas, além da determinagéo do teor
de agua. Para as analises fisioldgicas e bioguimicas os pergaminhos das sementes foram
retirados manualmente.

A determinacdo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a 105 °C, durante
24 horas de acordo com as prescri¢des da RAS (BRASIL, 2009) com modificacdes, em duas
repeticdes de 10 sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem com base no peso

umido (bu) das sementes.

2.6 Avaliacdo fisiologica das sementes de cafée
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As sementes das trés cultivares, secadas até umidade de 17% bu e crioarmazenadas,
assim como as sementes correspondentes aos perfis, ndo submetidas a secagem e a

criopreservacao, foram submetidas as avaliacdes, por meio dos testes descritos a seguir.

2.6.1 Teste de condutividade elétrica

Foi conduzida com quatro repeticdes de 25 sementes, a quais foram pesadas, com
precisdo de trés casas decimais, e colocadas para embeber em recipientes de 200 mL, contendo
37,5 mL de &gua deionizada (KRZYZANOWSKY; FRANCA NETO; HENNING, 1991). Em
seguida, foram mantidas em BOD, em temperatura constante de 25 °C, onde permaneceram por
24 horas. ApoOs o periodo de condicionamento, as solu¢bes foram levemente agitadas para
uniformizacdo dos lixiviados e foi medida a condutividade elétrica da solucdo por meio da
leitura em um aparelho condutivimetro da marca MS Tecnopon Instrumentacdo, modelo mCA-

150, sendo os resultados expressos em uS cm™ g2,

2.6.2 Teste de germinacao

Foram utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes, semeadas em folhas de papel de
germinacao, umedecidas em agua destilada em quantidade equivalente a duas vezes e meia a
massa do papel seco, conforme prescricdo das RAS (BRASIL, 2009), com modificacdo.
Posteriormente, os rolos foram mantidos em germinador, em temperatura constante de 30 °C
com presenca de luz, por 45 dias.

Foram realizadas contagens de plantulas normais aos 15 e aos 30 dias apds a semeadura,
sendo os resultados obtidos em porcentagem. No teste de germinacdo, foram também,
determinadas: a porcentagem de plantulas normais fortes e fracas em relacdo ao eixo
hipocotiledonar, sendo consideradas como plantulas normais fortes aquelas que apresentavamm
alca hipocotiledonar com trés centimetros ou mais e fracas as que se encontravam abaixo deste
padrdo. Ao final do teste, aos 45 dias, foi determinada a porcentagem de plantulas com folhas

cotiledonares expandidas.

2.6.3 Peso seco de plantulas
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O peso seco de plantulas foi determinado aos 45 dias apds a semeadura. A parte aérea
foi separada das raizes, com auxilio de bisturi e o material vegetal foi colocado em sacos de
papel, os quais foram submetidos a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar em 60 °C
por quatro a cinco dias ou até massa constante. O peso seco foi determinado em balancga de

precisdo (0,0001 g), com os resultados expressos em mg.plantula™.

2.6.4 Teste de tetrazolio

Foram utilizadas quatro repeticdes de 10 sementes de café embebidas em agua destilada
por 36 horas, em temperatura de 30 °C (CLEMENTE et al., 2011) com modificagdo, para
extracdo dos embrides. Os embrides extraidos foram mantidos em solucdo antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP) e, ap0s esta etapa, foram lavados em agua destilada e embebidos em
solucdo de tetrazélio 0,5%, em frascos escuros, mantidos em temperatura de 30 °C, por trés
horas. Os embries foram avaliados quanto a viabilidade, com auxilio de lupa estereoscopica
com aumento de 10 vezes para visualizacdo interna e externa de suas estruturas, obtidas pelo
corte longitudinal ao meio dos embrides. Assim, foram classificados em viaveis e ndo viaveis,

por meio da anélise da localizac&o e extensdo de danos observados (BRASIL, 2009).

2.7  Expresséo eletroforética de isoenzimas

Para a andlise bioguimica, em cada més em que as sementes foram retiradas do
criotanque, até completar os 12 meses de armazenamento, foram utilizadas 50 sementes para
cada cultivar. As amostras foram acondicionadas, identificadas e armazenadas em deep-freezer
a -86 °C até a realizacdo das analises eletroforéticas de isoenzimas. A metodologia proposta
por Alfenas (2006) foi utilizada para extracdo, corrida eletroforética e revelacao das isoenzimas
do processo antioxidante, catalase (CAT), peroxidase (PO), glutamato oxaloacetato

transaminase (GOT) e esterase (EST).
2.8 Delineamento experimental e anélise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado para todas as analises. Os

resultados das avaliagdes fisioldgicas foram analisados em esquema fatorial 12 X 3, sendo doze

épocas de crioarmazenamento e trés cultivares (Arara, Catuai Amarelo ‘IAC 62’ e Catucai
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Amarelo ‘2SL’), com quatro repeti¢des. Os resultados foram submetidos & anélise de variancia,
sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade por
meio do software R (R CORE TEAM, 2022). As médias de cada cultivar e época de
armazenamento foram comparadas as medias do tratamento controle, por meio do teste t de
Student, em nivel de 5% de probabilidade. Para as anélises bioquimicas, a interpretacdo dos
resultados obtidos para as isoenzimas foi realizada levando-se em consideragdo a

presenca/auséncia e a intensidade das bandas nos géis.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise fisiologica das sementes de café

Os resultados das avaliagdes das sementes dos tratamentos controle, ou seja, sementes
de cada cultivar, recém-colhidas e avaliadas antes de serem imersas no nitrogénio liquido,
encontram-se na tabela 1. Estes resultados, referentes a qualidade inicial das sementes, ndo
foram submetidos a analise de variancia. Sementes das cultivares Arara, Catuai Amarelo ‘IAC
62’ e Catucai Amarelo ‘2SL’apresentaram, apos colheita e processamento, teor de agua inicial
de 41%, 40% e 46% bu, respectivamente.

Tabela 1. Porcentagem de protusdo radicular (PR), porcentagem de plantulas normais (PN),
plantulas com folhas cotiledonares (FC), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco
de raiz (PSR), embribes viaveis (EV) e condutividade elétrica (CE) de sementes de
trés cultivares de Coffea arabica L. recém-colhidas.

Cultivares PR PN FC PSPA PSR EV CE
(%) (%) (%) (mg.plantula?) (mg.plantula®) (%) (S cmig?)
Arara 97 64 61 28,20 5,20 96 17,36
Catuai Amarelo
IAC 62 89 80 80 38,10 7,70 96 19,61
Catucaz'SALmare'o 7776 73 34,40 6,40 78 38.10

Fonte: Da autora (2023).

Para as sementes crioarmazenas, houve efeito da interacdo entre os fatores cultivares e
periodo de crioarmazenamento para as variaveis porcentagem de plantulas com folhas
cotiledonares expandidas, peso seco da parte aérea, peso seco da raiz e condutividade elétrica.
Para a porcentagem de protrusao radicular e de plantulas normais, foi observado apenas efeito
isolado dos fatores cultivares e periodo de crioarmazenamento. Para a variavel embrides viaveis
houve efeito apenas do fator periodo de crioarmazenamento (APENDICE A).

Verificou-se desempenhos fisioldgicos semelhantes entre as cultivares Arara e Catuai
Amarelo ‘TAC 62’ para a variavel porcentagem de protrusdo radicular, apresentando médias
superiores que as sementes da cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’(FIGURA 1A). Ja para a variavel
plantulas normais, a maior média no teste de germinacédo foi apresentado pela cultivar Arara,
com melhor porcentagem de plantulas normais do que as sementes das outras duas cultivares

(FIGURA 1B), independentemente do tempo de crioarmazenamento das sementes.
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Figura 1. Porcentagem de protrusdo radicular (A) e de plantulas normais (B) de sementes das
cultivares de Coffea arabica L., crioarmazenadas por um ano. Médias seguidas pela
mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das medias.
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Fonte: Da autora (2023).

Em sementes de C. arabica L. o sucesso da técnica de criopreservacado esta relacionado
ao teor de adgua das sementes, sendo este o fator mais importante do que a taxa de desidratacéo,
resfriamento ou pré-resfriamento e reaquecimento (BERJAK; VARGHESE; PAMMENTER,
2011; COELHO et al.,, 2017a; COELHO et al.,, 2017b; FIGUEIREDO et al., 2017,
FIGUEIREDO et al., 2021).

Coelho et al. (2017a), estudando a tolerancia de sementes de C. arabica L. a
temperaturas sub zero, observaram que a criopreservacao agiu de forma benéfica em sementes
de café que apresentavam menor qualidade fisiol6gica antes da imersdao em nitrogénio liquido,
corroborando com os resultados encontrados neste estudo. Ainda, de acordo com esses autores,
o efeito benéfico pode estar associado ao endosperma das sementes de café, uma vez isolados
os embrides, apresentaram alta viabilidade pelo teste de tetrazolio, no entanto, maiores estudos
sdo necessarios. Figueiredo et al. (2021), verificaram as estruturas celulares das sementes
criopreservadas de Coffea arabica L., e pelo padrdo observado, em todas as sementes, indicou
que o dano da criopreservagdo é menos drastico nas células dos embriGes do que nos

endospermas.
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De acordo com os resultados da avaliacdo de plantulas normais, de protruséo radicular
e de viabilidade de embribes pelo teste de tetrazdlio (FIGURA 2), em que o fator época de
crioarmazenamento foi significativo isoladamente, observou-se alta sobrevivéncia das
sementes imersas em nitrogénio liquido, em todos os meses de crioarmazenamento. Na variavel
protrusdo radicular, foi possivel observar que as sementes criopreservadas, apresentaram, ao
longo dos meses, altas porcentagens, todavia, as maiores médias foram obtidas nos meses de
junho e julho de 2020 (FIGURA 2A).
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Figura 2. Porcentagem de protrusdo radicular (A), de plantulas normais (B) e de viabilidade de
embrides pelo teste de tetrazdlio (C) de sementes criopreservadas de Coffea arabica
L., por até um ano. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro
padrdo das médias.
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Pelos resultados de plantulas normais observa-se que os lotes de sementes
crioarmazenados por diferentes periodos ao longo de doze meses apresentaram porcentagens
de germinacdo significativamente diferentes entre si (FIGURA 2B). No entanto, as maiores
médias foram obtidas com um, quatro, cinco, sete, nove e doze meses de armazenamento das
sementes , ou seja, nos meses de agosto/19, novembro/19, dezembro/19, fevereiro/20, abril/20
e julho/20.

Assim como para os resultados de plantulas normais, a porcentagem de embrides viaveis
no teste de tetrazélio também foram significativamente diferentes entre os meses de
crioarmazenamento das sementes (FIGURA 2C). Entretanto, as diferencas em porcentagem de
viabilidade dos embrides foram menos discrepantes que as observadas nos resultados de
plantulas normais, no teste de germinacdo. Os percentuais de viabilidade no teste de tetrazdlio
foram superiores a 70% em todos os meses estudados, indicando alcance do padrdo minimo
exigido pelo MAPA para a comercializacdo das sementes do género Coffea (BRASIL, 2009).

Resultados semelhantes foram encontrados por Devi; Kumaria; Das (2019), ao
desenvolverem possiveis técnicas de armazenamento de longo prazo para o germoplasma de
Aquilaria malaccensis Lam, onde concluiram que para esta espécie arborea sensivel a
dessecacdo (recalcitrante) o armazenamento a longo prazo em nitrogénio liquido € uma
tecnologia promissora e mantém a viabilidade. Este fato, corroborado por outros autores
(FERRARI et al., 2020), permite a inferéncia de que a criopreservagdo é uma tecnologia para o
armazenamento a longo prazo, como verificado para as espécieis Cattleya labiata Lindl quanto
para Miltonia regnellii Rchb.f.

Apesar de ndo haver interacdo significativa dos fatores estudados, na andlise de
variancia, para os resultados da variavel plantulas normais, observa-se diferencas significativas
entre 0s meses de crioarmazenamento, conforme pode ser observado na tabela 2, onde também
sdo comparados 0s percentuais de germinacdo das sementes de cada cultivar e a cada época,
com o percentual de germinacao das sementes da testemunha, ou seja, daquelas recém-colhidas

e avaliadas antes de serem imersas no nitrogénio liquido.
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Tabela 2. Porcentagem de plantulas normais (PN) de sementes criopreservadas de trés
cultivares de Coffea arabica L., por até um ano.

Epoca de Cultivares
crioarmazenamento Arara Catuai Amarelo ‘IAC 62’ Catucai Amarelo 2SL

(meses) PN (%) PN (%) PN (%)
Agosto/19 78 aA 74 aA 65 aA
Setembro/19 82 aA 62 bB 54 bB
Outubro/19 57 bB 56 bB 30cB
Novembro/19 81 aA 72 aA 73 aA
Dezembro/19 85 aA 79 aA 59 bB
Janeiro/20 75 aA 76 aA 56 bB
Fevereiro/20 82 aA 81 aA 54 bB
Marco/20 65 bB 68 bB 60 bB
Abril/20 87 aA 68 bB 72 aA
Maio/20 75 aA 69 bB 58 bB
Junho/20 74 aA 75 aA 59 bB
Julho/20 83 aA 72 aA 62 bB

Controle* 64B 80A 76A

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott,
em nivel de 5% de probabilidade.
As médias seguidas de letras maitsculas iguais a do controle, ndo diferem entre si, pelo teste t de Student,
em nivel de 5% de probabilidade.
*Sementes recém-colhidas, avaliadas antes da imersdo no nitrogénio liquido.

Fonte: Da autora (2023).

Para todas as cultivares utilizadas, de maneira geral, observa-se uma boa porcentagem
de sobrevivéncia das sementes crioarmazenadas em todos as épocas, obtidas no teste de
germinacdo (TABELA 2). Para a cultivar Arara foi possivel observar altas porcentagens de
plantulas normais em todas as épocas de crioarmazenamento das sementes, exceto nos meses
de outubro/19 e mar¢o/20. Comparando-se as sementes do tratamento controle, ou seja,
sementes recém-colhidas, com as criopreservadas, observa-se aumento da porcentagem de
plantulas normais em quase todos os meses estudados.

As sementes da cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62, retiradas do criotanque nos meses de
setembro/19, outubro/19, marco/20, abril/20 e maio/20, com dois, trés, oito, nove e dez meses
de armazenamento, apresentaram as menores porcentagens de plantulas normais, se diferindo
significativamente dos demais meses trabalhados, assim como, se comparado ao controle, as
menores medias também foram observadas nos meses descritos (TABELA 2).

No entanto, para a cultivar Catucai Amarelo ‘2SL.’as maiores porcentagens de

germinacdo foram verificadas nos meses de agosto/19, novembro/19 e abril/20 (TABELA 2),
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assim como quando comparado as sementes do tratamento controle 0 mesmo comportamento
foi observado. Nota-se que, de maneira geral, as sementes crioarmazenadas da cultivar Catucai
Amarelo ‘2SL’apresentaram menor porcentagem de plantulas normais (a excessdo daquelas
crioarmazenadas por um, quatro e nove meses), sendo menos tolerantes a criopreservacdo que
as cultivares Arara e Catuai Amarelo ‘IAC 62°.

Com referéncia as cultivares Arara e Catuai Amarelo ‘TAC 62°, o desempenho
fisioldgico apos criopreservacgdo por até doze meses, verifica-se que as sementes apresentaram
as maiores médias de porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas e sem
diferengas significativas entre os meses estudados, exceto nos meses de outubro/19 e julho/20,
em que as sementes apresentaram 40 e 68%, respectivamente (FIGURA 3, A.l).
Independentemente da cultivar, nos meses de novembro/19 e abril/20 as sementes apresentaram
maior porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas aos 45 dias (FIGURA 3,
A2).

Coelho; Rosa; Fernandes (2017b) ao estudarem sementes de diferentes cultivares de C.
arabica ap0s criopreservacao por imersdo direta em nitrogénio liquido apds secagem rapida e
lenta, observaram que as diferentes cultivares de sementes de café arabica podem ser
criopreservadas, no entanto, existem diferentes niveis de tolerancia a imersdo em nitrogénio

liquido.
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Figura 3. Porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas de sementes das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada tempo
(meses) de crioarmazenamento. Médias seguidas pela mesma letra maidscula, dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e
minuscula dentro de cada cultivar (A.2) ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais
representam o erro padrao das médias (Continua).
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Figura 3. Porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares expandidas de sementes das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada tempo
(meses) de crioarmazenamento. Médias seguidas pela mesma letra maidscula, dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e
minuscula dentro de cada cultivar (A.2) ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais
representam o erro padrao das médias (Conclusao).

(A.2)
g 100 -
2 g0 a
= g @ E Ago./19
5 o B Set/19
2 1 EEEE Out./19
§ 60 - 1 (111 E= Nov./19
3 | KX Dez./19
Z j B Jan./20
o /| BN Fev./20
£ 40 { 1 B Mar./20
S 1 EEEE Abr./20
g fl 2 Maio/20
S f Jun./20
< 20 1 ; EEEE Jul./20
: !
Q_‘ /|

0 i

Catuai Amarelo Catucai Amarelo
IAC 62 2SL

Cultivares de Coffea arahica L.

Fonte: Da autora (2023).



33

Nos meses de agosto/19, setembro/19, novembro/19, janeiro/20 e abril/20 ndo houve
diferengas significativas nos pesos secos de parte aérea, entre as cultivares (FIGURA 4, A.1).
Observa-se que para a cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62°, foram constadados 0s maiores
percentuais médios dos pesos secos de parte aérea, comparado as sementes das cultivares Arara
e Catucai Amarelo 2SL, cujas medias foram significativamente iguais na maioria dos meses de
crioarmazenamento das sementes (FIGURA 4, A.2). Corroborando com esses resultados,
Coelho; Rosa; Fernandes (2017b) verificaram que as sementes da cultivar Catuai Amarelo ‘IAC
62’ sdo mais tolerantes ap6s a imersdo em nitrogénio liquido, apresentando melhor qualidade

fisioldgica.
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Figura 4. Peso seco de parte aérea de plantulas das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada tempo (meses) de crioarmazenamento. Medias
seguidas pela mesma letra maidscula dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e minuscula dentro de cada cultivar (A.2) ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das medias

(Continua).
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Figura 4. Peso seco de parte aérea de plantulas das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada tempo (meses) de crioarmazenamento. Medias
seguidas pela mesma letra maitscula dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e mindscula dentro de cada cultivar (A.2) nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das medias

(Concluséo).
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Foi observado que, de modo geral, os meses de setembro/19, novembro/19, fevereiro/20
e junho/20 a cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’se diferiu significativamente das demais cultivares,
apresentando as menores médias de peso seco de raiz (FIGURA 5, A.1). Assim como, houve
reducdo do vigor das sementes crioarmazenadas, como observado no peso seco de raiz da
Cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’, cujo as médias foram inferiores das cultivares Arara e Catuai
Amarelo ‘IAC 62°, apesar que ndo houve diferencgas significativas entre os meses estudados
(FIGURA 5, A.2).
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Figura 5. Peso seco de raiz de plantulas das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada tempo (meses) de crioarmazenamento. Médias seguidas
pela mesma letra maiuscula dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e mindscula dentro de cada cultivar (A.2), ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padréo das médias (Continua).
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Figura 5. Peso seco de raiz de plantulas das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada tempo (meses) de crioarmazenamento. Médias seguidas
pela mesma letra maiuscula dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e minudscula dentro de cada cultivar (A.2), ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias (Concluséo).
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De maneira geral, as sementes da cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’foram as mais
sensiveis ao efeito do crioarmazenamento em todos as épocas estudadas, com base nos
resultados da condutividade elétrica (FIGURA 6, A.1). As sementes criopreservadas da cultivar
Catuai Amarelo ‘IAC 62’ no més de junho/20 apresentaram maior lixiviacdo de exsudados,
resultando em maior condutividade elétrica, todavia, para a cultivar Arara ndo houve diferencas
significativas entre os meses de crioarmazenamento das sementes (FIGURA 6, A.2). Figueiredo
et al. (2021) relataram baixos resultados de condutividade elétrica, nos estudos sobre aspectos
fisioldgicos, bioquimicos e ultraestruturais de sementes criopreservadas de C. arabica L.,
submetidas a diferentes protocolos de desidratacdo, pré-resfriamento, resfriamento,
reaquecimento e uso de agua catodica.

Neste sentido, o teste de condutividade elétrica avalia indiretamente a qualidade das
sementes por meio da medicdo da quantidade de solutos lixiviados na solucdo, ligado
diretamente com a integridade da membrana das sementes, ou seja, membranas danificadas ou
mal estruturadas tende a ceder mais lixiviados a solugdo obtendo leituras altas no
condutivimetro (KRZYZANOWSKI et al., 2021).
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Figura 6. Condutividade elétrica de sementes das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada época (meses) de crioarmazenamento. Medias
seguidas pela mesma letra maiuscula dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e minuscula dentro de cada cultivar (A.2) ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das meédias
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Figura 6. Condutividade elétrica de sementes das trés cultivares de Coffea arabica L. em cada época (meses) de crioarmazenamento. Medias
seguidas pela mesma letra maiuscula dentro de cada época de crioarmazenamento (A.1) e minuscula dentro de cada cultivar (A.2) ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das medias

(Concluséo).
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3.2 Expressdo eletroforética de isoenzimas

Independentemente da cultivar, em todos os tempos de crioarmazenamento das
sementes, ocorre alta expressdo da enzima catalase (FIGURA 7). Ressalta-se que para esta
enzima, nos meses iniciais de crioarmazenamento agosto, setembro e outubro de 2019, as
sementes apresentaram menor expressao da catalase para as cultivares Arara e Catuai Amarelo
‘IAC 62, 0 que ndo ocorre na Cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’. De maneira geral, observou-se

maior expressao da catalase em sementes com melhor desempenho fisioldgico.

Figura 7. Expresséo eletroforética da enzima catalase de sementes das cultivares de Coffea
arabica L., crioarmazenadas por até um ano.
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Fonte: Da Autora (2023).

Catucai Amarelo 2SL

A enzima catalase atua na remocao de peréxido de hidrogénio (H20>) das células, e sua
maior atividade pode estar relacionada a diminuicdo de mecanismos de prevencdo de danos
oxidativos (BAILLY et al., 1996). Diferentemente do que foi observado no estudo, tem sido
reportado aumento na expressao da catalase, em sementes de café submetidas aos estresses do
processo de secagem e durante a imersdo em nitrogénio liquido. Brand&o Janior et al. (2002)
observaram uma diminuicdo na atividade da catalase em sementes de café que apresentaram
menor desempenho fisiologico, resultante de dessecagdo. Analisando-se o0s perfis
eletroforéticos de isoenzimas, Figueiredo et al. (2021) observaram que houve um aumento da
expressdo da CAT em sementes secadas em solugdo saturada de (NH4)2SO4 até 17% (bu),
submetidas ao resfriamento lento e imersas em nitrogénio liquido, indicando que esta enzima é
ativada sob condigdes de estresse. Estresses causados as sementes podem causar aumento na
producédo de espécies reativas de oxigénio, estimulando a geracao de peroxido de hidrogénio.

Com relac@o a enzima peroxidase, observa-se expressdo mais intensa nas sementes da
cultivar Arara, que apresentaram o melhor desempenho fisiol6gico ap6s criopreservacao, e da
cultivar Catuai Amarelo 2SL, com os piores desempenhos (FIGURA 8). Isto indica pouca

associacao entre a atividade da peroxidase e a qualidade das sementes criopreservadas. Nas
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sementes da cultivar Arara ocorre alta expresséo em todos 0s tempos de crioarmazenamento
principalmente nos meses de novembro e dezembro de 2019, quando as sementes apresentaram
altas porcentagens de germinacéo, de 81 e 85% (TABELA 2). Ja nas sementes criopreservadas
de Catuai Amarelo 2SL, com o pior desempenho fisioldgico apos criopreservacdo, a maior
atividade da peroxidase ndo esta associada aos maiores percentuais de germinacao, ou seja, nos
meses de novembro/2019 e abril/2020. Em sementes da cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’ foi
observada baixa expressdo em todos 0s meses estudados para o crioarmazenamento.

No presente estudo, as sementes das trés cultivares apresentavam desempenhos
fisiologicos diferentes ao longo dos meses de crioarmazenamento, sendo que a expressao da
enzima peroxidase ndo foi coerente com a qualidade fisioldgica. A expressdo dessa enzima esta
associada aos mecanismos de defesa das sementes, por utilizar perdxidos como aceptor de
hidrogénio, podendo contribuir para 0 aumento dos mecanismos de defesa e prevencao de perda
de qualidade (DUSSERT; ENGELMANN, 2006).

Figura 8. Expressdo eletroforética da enzima peroxidase de sementes das cultivares de Coffea
arabica L., crioarmazenadas por até um ano.
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Fonte: Da Autora (2023).

A associacdo da expressdo da peroxidase com o desempenho fisioldgico de sementes de
café apos estresses de secagem ou armazenamento em nitrogénio liquido ja foi investigado e de
acordo com os resultados esta enzima € ativada sob condicbes de estresse (COELHO et al.,
2017a; COELHO et al., 2017b; FIGUEIREDO et al., 2021).

Diferentemente da peroxidase, a enzima glutamato oxaloacetato transaminase
apresentou padréo de expressdo semelhante nas sementes de todas as cultivares analisadas, mas
também com pouca associacdo aos diferentes desempenhos fisiologicos apresentados. N&o
ocorreram alteracBes na intensidade da expressdo eletroforética da enzima glutamato
oxaloacetato transaminase, ao longo dos meses de crioarmazenamento das sementes para todas
as cultivares em estudo (FIGURA 9).
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Figura 9. Expressdo eletroforética da enzima glutamato oxaloacetato transaminase de sementes
das cultivares de Coffea arabica L., crioarmazenadas por até um ano.
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Fonte: Da Autora (2023).

Na expressdo da enzima esterase, também foi observado padrdo semelhante, em todas
as cultivares crioarmazenadas, sendo que na cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62°, ocorreu maior
intensidade. Assim como foi observado na expressdo da enzima catalase, nota-se que nos meses
de novembro e dezembro de 2019 e janeiro, junho e julho de 2020, as sementes apresentaram
maior intensidade dessa enzima. Nestes periodos, estdo também os tratamentos (tempos de
crioarmazenamento) em que as sementes apresentaram os melhores desempenhos fisioldgicos,
independentemente do nivel de qualidade da cultivar. As sementes da cultivar Catuai Amarelo
‘IAC 62’ apresentaram alta expressao da esterase, principalmente nos meses de novembro/19,
dezembro/19, janeiro/20 e fevereiro/20, ou seja, aqueles que apresentaram maiores médias de

plantulas normais no teste de germinacéo (FIGURA 10).

Figura 10. Expressdo eletroforética da enzima esterase de sementes das cultivares de Coffea
arabica L., crioarmazenadas por até um ano.
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Fonte: Da Autora (2023).

Ressalta-se que é esperado que a conservacdo em nitrogénio liquido ndo altere a
qualidade fisioldgica das sementes ao longo do tempo de armazenamento. Assim, muito embora
as sementes das diferentes cultivares investigadas no presente estudo tenham apresentado
alteracbes no desempenho fisioldgico, em funcdo do tempo de crioarmazenamento, este
comportamento ndo foi evidenciado por alteracdes consistentes nos perfis de expressdo das

enzimas estudadas. Neste estudo, a avaliacdo fisiologica e bioquimica a cada més, das sementes
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das trés diferentes cultivares crioarmazenadas, foram observadas alteragdes durante o periodo
de um ano. No entanto, considerando o desempenho das sementes na Ultima época de avaliagéo,
em julho/2020, em que todas as cultivares apresentaram a melhor qualidade quando retiradas
do criotanque, pode-se afirmar que a criopreservacdo foi uma forma segura para conservar
sementes de café neste estudo. Com base nos resultados do presente estudo com diferentes
cultivares crioarmazenadas por até um ano, as sementes de café ardbica podem ser conservadas
com manutencdo da qualidade fisioldgica, apesar das diferencas nas porcentagens de
germinacdo entre as amostras de sementes retiradas do criotanque durante o periodo de
armazenamento. No processo de criopreservacao, todas as etapas requerem muito cuidado,
sendo crucial a etapa de reaquecimento das sementes, a qual deve ser realizada o mais
rapidamente quanto possivel, para que ndo haja tempo de ocorréncia da formacéo de cristais de

gelo.
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4 CONCLUSOES

O crioarmazenamento das sementes de Coffea arabica L. por até um ano mantém a
qualidade fisioldgica das sementes.

A atividade das enzimas catalase, peroxidase e esterase em Coffea arabica L. apresenta
alteracbes durante o crioarmazenamento, porém com pouca associagdo com o desempenho

fisioldgico das sementes.
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Tabela 1 Resumo da anélise de variancia dos resultados da protrusdo radicular (PR), plantulas normais (PN), plantulas com folhas cotiledonares
(FC), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), embribes vidveis (EV) e condutividade elétrica (CE) de sementes de
trés cultivares de Coffea arabica L., criopreservadas por diferentes periodos, até um ano.

Quadrados Médios

FV GL
PR PN FC PSPA PSR EV CE
Cultivar (C) 2 4921,3* 4276,0* 2945,44* 660,74* 37,341* 333,03™ 14209,6*
Meses (M) 11 150,1* 692,5* 1899,26* 382,51* 26,058* 495,07* 63,5*
CxM 22 67,8"™ 141,2" 275,87* 75,69* 5,433* 108,56 23,3*
Erro 108 42,9 86,7 100,4 22,39 2,006 127,54 10,2
CV (%) - 1,77 13,52 18,18 19,09 27,09 13,47 8,68

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. ™ ndo significativo.

Fonte: Da Autora (2023).
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CAPITULO 3 MUDAS DE SEMENTES CRIOPRESERVADAS DE Coffea arabica L.

RESUMO

Na espécie Coffea arabica L. as lavouras cafeeiras sdo implantadas, em quase sua
totalidade, por mudas a partir da semeadura de sementes recém-colhidas, sendo que a qualidade
e 0 momento de obtencdo das mudas, adequados ao plantio, sdo de suma importancia. Neste
sentido a utilizacdo de sementes criopreservadas € uma opc¢do inovadora, visto que 0s
cafeicultores podem obter as mudas a qualquer época e ndo apenas da forma usual, em que
utilizam sementes colhidas no mesmo ano de semeio. Esse estudo foi realizado com o objetivo
de avaliar a producdo de mudas de C. arabica L., a partir da semeadura em todos os meses do
ano, em dois diferentes ambientes, viveiro e casa de vegetacdo, e trés cultivares. Sementes das
cultivares Arara, Catuai Amarelo ‘TAC 62’ e Catucai Amarelo ‘2SL’foram submetidas a
secagem em silica em gel até o teor de dgua de 17% (base umida) e, em sequéncia, foram
diretamente imersas em nitrogénio liquido, onde permaneceram por periodo de 12 meses. A
cada més durante esse periodo, amostras foram retiradas, reaquecidas em banho-maria e
semeadas para a producgédo das mudas em dois ambientes (em casa de vegetagdo e em viveiro).
A avaliacdo das mudas foi realizada quando pelo menos uma das mudas em uma parcela
experimental apresentassem seis pares de folhas verdadeiras totalmente expandidas. Avaliou-
se 0 diametro médio do caule, altura média da muda, area foliar, nimero de pares de folhas
verdadeiras e peso seco de parte aérea e de raizes. A utilizacdo de sementes criopreservadas
possibilita a producdo de mudas Coffea arabica L. em qualquer época do ano, sendo a casa de
vegetacdo, 0 ambiente que proporciona melhor desempenho das mudas, em comparagao as
produzidas em viveiro. A semeadura de sementes criopreservadas nos meses de janeiro a margo
requer maior tempo para a formacdo de mudas, as quais também apresentam desempenho
fisiolégico aquém do desempenho das iniciadas nos meses de maio a julho. Mudas produzidas
com sementes criopreservadas durante todos os meses do ano apresentam desempenho igual ou
superior ao das produzidas com sementes recém-colhidas e ndo imersas em nitrogénio liquido.

Palavras-chave: Café arabica. Nitrogénio liquido. Producdo de mudas. Propagacéo.
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ABSTRACT

In the species C. arabica L., coffee plantations are mostly established from seedlings
obtained from freshly harvested seeds. The quality and timing of obtaining seedlings suitable
for planting are of utmost importance. In this regard, the use of cryopreserved seeds is an
innovative option, as coffee growers can obtain seedlings at any time, not just using seeds
harvested in the same year of sowing. This study aimed to evaluate the production of C. arabica
L. seedlings by sowing seeds in all months of the year in two different environments, nursery
and greenhouse, using three cultivars. Seeds from the Arara, Catuai Amarelo 'lAC 62', and
Catucai Amarelo '2SL' cultivars were dried with silica gel until reaching a moisture content of
17% (wet basis), and then directly immersed in liquid nitrogen for a period of 12 months.
Samples were taken every month during this period, rewarmed in a water bath, and sown to
produce seedlings in two environments (greenhouse and nursery). The evaluation of the
seedlings was conducted when at least one seedling in an experimental plot had six fully
expanded pairs of true leaves. The average stem diameter, average height of the seedling, leaf
area, number of pairs of true leaves, and dry weight of the shoot and roots were measured. The
use of cryopreserved seeds allows the production of C. arabica L. seedlings at any time of the
year, with the greenhouse environment providing better performance compared to nursery-
produced seedlings. Sowing cryopreserved seeds from January to March requires more time for
seedling formation, and these seedlings also exhibit lower physiological performance compared
to those initiated from May to July. Seedlings produced from cryopreserved seeds throughout
the year show equal or superior performance to those produced from freshly harvested seeds
not immersed in liquid nitrogen.

Keywords: Arabica coffee. Liquid nitrogen. Seedling production. Propagation.
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1 INTRODUCAO

Na espécie Coffea arabica L. as lavouras cafeeiras sdo implantadas, em quase sua
totalidade, por mudas a partir da semeadura de sementes. Para tal finalidade, a qualidade das
mudas é de suma importancia, as quais devem apresentar sistema radicular bem formado e
desenvolvimento vigoroso (MARTINS et al., 2015). Do mesmo modo, é importante a utilizagcdo
de sementes com alta qualidade e vigor, associadas ao uso de cultivares com alto potencial
produtivo.

A produgdo de mudas seminiferas de café ardbica apresenta limitagcGes devido as
caracteristicas dessas sementes, as quais sdo classificadas como de comportamento
intermediario, ou seja, tem seu armazenamento limitado em bancos de sementes convencionais,
por ndo tolerarem dessecacdo até baixo teor de umidade e baixas temperaturas, comparadas as
sementes ortodoxas que tem mais alta longevidade (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990). Todos
esses fatores dificultam a manutengéo da viabilidade e vigor na conservacdo das sementes de
café por longos periodos.

Com as limitagbes para 0 armazenamento das sementes, muitos trabalhos cientificos
estdo sendo realizados para o desenvolvimento, aprimoramento e utilizacdo da técnica de
criopreservacao para sementes do género Coffea (COELHO et al., 2017a; FIGUEIREDO et al.,
2017; RICALDONI, 2019; SOUZA, 2019; FIGUEIREDO et al., 2021). Para sementes de
Coffea arabica L. ja foi obtido um protocolo seguro de armazenagem, com alta sobrevivéncia
apos a imersao em nitrogénio liquido (COELHO et al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017).

Neste sentido, a producdo de mudas utilizando sementes criopreservadas pode
possibilitar um avango no segmento cafeeiro visto que, de forma usual, os produtores sdo
obrigados a utilizar sementes colhidas no mesmo ano do semeio. Assim, o aperfeicoamento
nesta técnica pode levar a uma inovacdo tecnoldgica na cafeicultura, flexibilizando a
implementacdo da lavoura, por permitir a producdo das mudas em qualquer época do ano.
Também no caso de bancos de germoplasma, a utilizagdo de sementes ainda ndo é possivel,
uma vez que as sementes ndo mantem a qualidade por longos periodos, sendo preservadas in
situ, o que demanda altos custos de manutencdo, grandes extensdes de terra e podem ser
acometidas pelos desastres climaticos.

Tradicionalmente as mudas sdo produzidas em viveiros seguindo o padréo de construcao
estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA (MATIELLO

et al., 2020). Contudo, as mudas produzidas em viveiros estdo sujeitas as condi¢oes climaticas
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adversas, podendo haver atrasos na germinacao, o que pode se estender até 120 dias mediante
as baixas temperaturas que ocorrem nos meses de junho a setembro (WENT, 1957; ROSA et
al., 2007). Essa exposicdo das mudas a essas condi¢des ambientais adversas, podendo levar a
um risco para a sanidade das mudas, devido a lenta germinacdo das sementes.

Atualmente, o cultivo protegido vem sendo utilizado como uma alternativa para a
protecdo de plantas. Nesse ambiente, é possivel reduzir os custos de producdo com o controle
de pragas e doencas, maior crescimento das plantas, reducéo de estresses fisiologicos e melhoria
na qualidade de producdo (CHAVARRIA et al., 2007). O cultivo protegido tem se mostrado
promissor para a obtencdo de mudas de café arabica e, segundo Ricaldoni et al. (2019)
crescimento de mudas de Coffea arabica L. em casa de vegetacdo foi superior ao sistema
convencional em viveiro na maioria das avaliagfes. Por outro lado, € um importante insumo
agricola por permitir aumentos de producédo das culturas com adoc¢éo de tecnologias modernas
ao cultivo (ARAUJO; CASTELLANE, 1996; VIDA et al., 2004; MENDONCA et al., 2008;
REBOUCAS et al., 2015; RICALDONI, 2019; LIMA, 2021).

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar a producdo de mudas de C. arabica
L., a partir da semeadura em todos os meses do ano, em dois diferentes ambientes, viveiro e

casa de vegetacao, e trés cultivares.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencéo e processamento do material vegetal

Foram utilizados frutos de café, da espécie Coffea arabica L., cultivares Arara ‘Catuai
Amarelo ‘IAC 62’ e ‘Catucai Amarelo 2SL’, colhidos em lavouras da Fazenda Experimental
da Fundacdo Procafé em Varginha, na safra 2019/2020 e cuidadosamente transportados para
Universidade Federal de Lavras. Os frutos foram colhidos no estddio de maturacéo “cereja”,
por meio de colheita seletiva, e na sequéncia foram submetidos ao processamento via Umida,
sendo lavados/imersos em &gua para separacao por densidade e eliminacado dos frutos cerejas
dos frutos chochos, malformados, brocados e de impurezas. Apos a separacao, os frutos cerejas
foram descascados e as sementes foram despolpadas por meio da fermentacdo em agua durante
24 horas na temperatura de 30 °C e posteriormente pré-secadas a sombra para a retirada da
umidade superficial. Para a uniformizagao do tamanho, foram utilizadas as sementes retidas nas
peneiras de crivo circular n® 19, 20 e 21, sendo descartadas aquelas de tamanho acima e abaixo

destes.

2.2  Local e condugéo do experimento

Apds o descascamento dos frutos e despolpamento das sementes, o experimento foi
conduzido no Setor de Sementes e no Setor de Cafeicultura, ambos do Departamento de
Agricultura, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras-MG. Foram utilizados
nesta pesquisa sementes provenientes da safra 2019/2020.

Para a caracterizacdo dos lotes, as sementes foram inicialmente submetidas a
determinacéo do teor de agua e a avaliacdo da qualidade, pelo teste de condutividade elétrica,
teste de germinacdo, peso seco de plantulas e teste de tetrazolio. Em seguida, foram submetidas
a secagem até atingirem o teor de dgua de 17% (base Umida), conforme trabalhos realizados
por Figueiredo et al. (2017) e Coelho et al. (2017a). Posteriormente, as sementes foram
armazenadas em tanque contendo nitrogénio liquido, em temperatura de -196 °C, até a

realizacdo das analises e experimentos.

2.3  Secagem das sementes
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Para a secagem das sementes foram utilizadas 60g de silica gel ativada como agente
dessecante, em caixas tipo “gerbox”, as quais foram mantidas em camaras tipo B.O.D,
reguladas em temperatura de 25 °C, na auséncia de luz. A perda de 4gua durante a secagem foi
monitorada por pesagens continuas em balanca de preciséo de 0,001 g, até teor de agua de 17%
bu.

2.4 Crioarmazenamento das sementes

As sementes das trés cultivares, com teor de dgua de 17% bu, foram condicionadas em
sacos de tule e diretamente imersas no nitrogénio liquido (-196 °C), sem pré-resfriamento
(COELHO etal., 2017a; FIGUIREIDO et al., 2017). Foram mantidas no criotanque por periodo
de 12 meses, sendo que a cada més foram retiradas amostras para as avaliacdes da qualidade e
para realizacdo do experimento de formagéo das mudas. Foram utilizados 12 sacos de tule para
cada cultivar, sendo um para cada més de semeadura, contendo cada um, 640 sementes. As
amostras de cada més foram retiradas, reaquecidas, submetidas a avaliacdo fisioldgica e

utilizadas para a formacédo das mudas.

2.5  Aguecimento das sementes

A cada més, ap6s cada periodo de armazenamento no nitrogénio liquido, as sementes
de cada cultivar foram retiradas do criotanque e rapidamente imersas em banho-maria por 2
minutos a 40 °C, de acordo com metodologia de Figueiredo et al. (2021). Em seguida, sementes
das trés cultivares foram submetidas sem os pergaminhos, a avaliacdo da qualidade fisioldgica
apos criopreservacdo e semeadas com 0s pergaminhos, para a producdo e a avaliacdo das

mudas.

2.6 Producéo e avaliacdo das mudas de café

2.6.1 Locais

As mudas foram produzidas em viveiro situado no Setor de Cafeicultura e em casa de

vegetacdo, no Setor de Sementes, ambos no Departamento de Agricultura, da UFLA. O viveiro

é dotado de cobertura de sombrite de cor preta, permitindo a passagem de 50% da luz, colocada
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a dois metros de altura em relacdo ao solo. A casa de vegetacdo é dotada de cobertura com filme
plastico transparente a trés metros de altura em relagdo ao solo e, possui dimensdes de 6,40 m
x 12,80 m, totalizando 81,92 m?,

Para os dois locais de producdo das mudas, os canteiros foram confeccionados com
dimensdes de 1,20 metros x 4 metros, delimitados com bambus fixos no solo para organizar a
disposicdo das mudas. As regas diarias foram feitas utilizando sistema de irrigacdo por
microaspers3o, objetivando o fornecimento de 4,5 mm de agua por dia (GUIMARAES et al.,
1998).

Os valores das temperaturas minima, média, maxima e umidade relativa em casa de
vegetacdo foram monitorados ao longo de todo periodo experimental utilizando medidor
datalogger AKSO 174 portatil, programado para realizar leituras a intervalo de trés horas. E em
viveiro foram utilizados os dados climatolégicos monitorados ao longo de todo periodo

experimental pelo Inmet (2022).

2.6.2. Recipiente, substrato e avaliagdes

A semeadura foi realizada com duas sementes em cada saco pléstico (11 x 22 cm)
contendo substrato comercial Maxfértil® e durante todo o periodo de producdo das mudas, foi
realizado 0 manejo recomendado para a formac&o de mudas (GUIMARAES et al., 2002). Apés
a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste no estadio “orelha de onga”, restando uma
planta em cada saco plastico. O experimento foi realizado em blocos casualizados em trés
blocos, sendo cada parcela experimental composta por vinte mudas, para cada época de
semeadura e cada cultivar e local. As seis mudas centrais de cada parcela foram consideradas
Uteis para as avaliacbes e as demais plantulas constituiram as bordaduras das parcelas
experimentais.

Semanalmente foi realizada a avaliagdo das mudas consideradas Uteis, para o
acompanhamento do desenvolvimento vegetativo em todos os tratamentos e repeticoes
(diferentes épocas de crioarmazenamento/épocas de semeadura para cada cultivar e safra), até
a época de avaliagdo final das mudas.

A avaliacdo final das mudas foi realizada quando pelo menos uma das mudas em uma
parcela experimental alcancasse o padrdo maximo para a comercializagdo, ou seja, quando
apresentassem seis pares de folhas verdadeiras totalmente expandidas. Neste estadio, as mudas

foram submetidas as seguintes avaliagOes.
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Didmetro médio do caule: foi obtido com auxilio de um paquimetro eletrénico,
medindo-se os diametros no ponto imediatamente abaixo da insercdo das folhas cotiledonares,
e calculando-se os diametros médios, com os resultados expressos em mm/muda.

Altura média da muda: foi obtida pela medicédo da regido compreendida entre o colo
e 0 ponto de insercdo dos brotos terminais das mudas, do ramo ortotrdpico, calculando-se a
média entre as mudas consideradas Uteis, com os resultados expressos em cm/muda.

Area foliar: foi obtida pelo resultado do produto da largura x comprimento x 0,667
(coeficiente de area foliar) x 2 (par de folhas) (BARROS et al., 1973), com os resultados
expressos em cm?.

Numero de pares de folhas verdadeiras: foram computados os nimeros de pares de
folhas totais das mudas de cada parcela e calculado o niumero médio de pares de folhas por
muda.

Peso seco de parte aérea e raiz: a parte aérea foi separada das raizes e ambas foram
colocadas em sacos de papel e submetidos a secagem em estufa de circulagdo forcada de ar em
60 °C por 4 a 5 dias ou até massa constante. O peso seco foi determinado em balanc¢a de precisao

(0,0001 g), com os resultados médios expressos em gramas/muda.

2.7  Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés repeticdes para todos
os dados da avaliagdo das mudas, em esquema fatorial 12 X 2, sendo doze épocas de
crioarmazenamento e dois ambientes (casa de vegetacdo e viveiro), perfazendo 24 parcelas
experimentais. O estudo foi realizado separadamente, para cada uma das trés cultivares, Arara,
Catuai Amarelo ‘TAC 62’ e Catucai Amarelo 2SL. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade por meio do software R (R CORE TEAM, 2022). As médias de cada cultivar e
época de armazenamento foram comparadas as medias do tratamento controle, por meio do

teste t de Student, em nivel de 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

Nas figuras 1 e 2, estdo apresentados os dados climaticos durante o periodo de
desenvolvimento das mudas em casa de vegetacdo e em viveiro, 0s quais correspondem as
estacOes do ano definidas pelos meses de junho a setembro, estacdo do inverno, meses de
setembro a dezembro estacdo da primavera, meses de novembro a marco estacéo do verdo e por
fim, a estagdo outono compreendida entre 0os meses de marco a junho.

Conforme esperado, em casa de vegetacdo, foram observadas temperaturas mais
elevadas do que em viveiro, durante todo o periodo do experimento. Observa-se em casa de
vegetacdo (FIGURA 1), temperaturas médias mensais maximas acima de 30 °C na maioria dos
meses, com valores ainda mais altos nas esta¢fes da primavera e do verdo. Ja as temperaturas
médias tiveram valores acima de 20 °C na maior parte do periodo, com decréscimos nos meses
do outono e inverno. Quanto a temperatura minima média, no decorrer dos meses 0s valores

préximos de 12 °C nos meses junho, julho e agosto, coincidente com a estacdo do inverno.
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Figura 1. Médias mensais das temperaturas maximas, médias e minimas (°C), e de umidade relativa (%) nos meses correspondentes aos periodos
de desenvolvimento das mudas de Coffea arabica L. em casa de vegetacdo, safra 2019/2020. UFLA, Lavras, MG, 2022.
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61

J& em viveiro (FIGURA 2), as temperaturas méximas meédias ultrapassaram 30 °C
apenas nos meses de setembro/2020 e janeiro/2021, sendo que na maior parte do periodo
estiveram entre 25 °C e 28 °C, assim como, variacdes nas temperaturas médias e minimas
médias mediante as estacGes do ano, com as menores temperaturas verificadas na estagdo do
inverno, com valores proximos de 12 °C.

Em relacdo a precipitacdo, o ano de 2020 apresentou maior precipitacdo em relacdo ao
ano de 2021, entre os meses de janeiro e fevereiro, com média mensal de 20 milimetros.
Observa-se que, de modo geral, durante o periodo de desenvolvimento das mudas no viveiro
houve menor precipitacdo na estacdo outono-inverno, perido de seca, ao passo que, 0 inicio do

periodo chuvoso coincide com o final da estacdo do inverno, més de agosto.
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Figura 2. Médias mensais das temperaturas maximas, médias e minimas (°C), e de precipitacdo (%) nos meses correspondentes ao periodo de
desenvolvimento das mudas de Coffea arabica L. em viveiro, safra 2019/2020. UFLA, Lavras, MG, 2022. Fonte: INMET, 2022.
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3.1 Cultivar Arara

Ap0s o processamento das sementes e antes do inicio do experimento, as sementes da
cultivar Arara apresentaram 64% de plantulas normais no teste de germinacédo (perfil). Apds
criopreservacdo por diferentes periodos, até doze meses, procedeu-se com a instalagdo dos
experimentos, com os diferentes tratamentos, conforme detalhamento na tabela 1. Observa 0s
periodos de crioarmazenamento das sementes de Coffea arabica L., bem como os periodos de
obtencdo e tempos de avaliacdo das mudas, nos dois locais de producdo. O tempo de formacéo
das mudas da cultivar Arara variou de seis a nove meses, em funcdo das condi¢des climaticas
em cada local de producdo, da quantidade de &gua de irrigacdo ou precipitacdo e do tempo de
crioarmazenamento das sementes (TABELA 1).

Observa-se maior tempo para obtencao das mudas, tanto em viveiro quanto em casa de
vegetacdo, quando a semeadura ocorreu nos meses de janeiro a junho de 2020. No entanto,
apesar desse maior tempo, deve ser considerado em que estacdo as mudas atingem padrdo para

plantio.

Tabela 1. Detalhamento dos tratamentos: periodos de crioarmazenamento das sementes de
Coffea arabica L., cultivar Arara; e periodos para a obtencédo e avaliacdo das mudas,
em viveiro e em casa de vegetacéao.

Crioarmazenamento das Sementes Obtencéo das Mudas/Avaliagéo
Inicio Término Tempo © Casa de Vegetacao Viveiro

2 2
(més)  (més dasemeadura) (meses) Més Tempo 12 Més Tempo 9
(meses) (meses)

Agosto/19 0 Fevereiro/20 6 Marc¢o/20 7

Agosto/19 1 Fevereiro/20 6 Margo/20 7

Setembro/19 2 Marc¢o/20 6 Marc¢o/20 6

Outubro/19 3 Junho/20 8 Junho20 8

Novembro/19 4 Junho/20 7 Junho/20 7

Dezembro/19 5 Junho/20 6 Julho/20 7

Agosto/19 Janeiro/20 6 Setembro/20 8 Setembro/20 8

Fevereiro/20 7 Novembro/20 9 Novembro/20 9

Marcgo/20 8 Novembro/20 8 Novembro/20 8

Abril/20 9 Dezembro/20 8 Dezembro/20 8

Maio/20 10 Janeiro/21 8 Janeiro/21 8

Junho/20 11 Fevereiro/21 8 Fevereiro/21 8

Julho/20 12 Fevereiro/21 7 Fevereiro/21 7

@) Tempo que as sementes permaneceram no criotanque em cada tratamento experimental e mudas
oriundas de sementes recém-colhidas, sem imers&o no nitrogénio liquido.

@ Tempo de duragdo da formagdo das mudas em cada tratamento experimental e em cada local.
Fonte: Da Autora (2023).
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Na andlise de variancia dos dados das avaliagbes das mudas, houve interacdo
significativa dos fatores estudados, época de semeadura e local de producdo das mudas para as
variaveis diametro médio do caule, peso seco de raiz e area foliar. Para altura média das mudas
e peso seco da parte aérea, foi constatado efeito significativo isolado dos fatores local de
produgio das mudas e crioarmazenamento das sementes (APENDICE A). Assim, sio
comparadas as médias de didmetro médio do caule, peso seco de raiz e area foliar, em que
houve diferencas significativas, conforme verificado na tabela 2. Nesta tabela sdo também
comparadas as médias de cada tratamento com o tratamento controle, ou seja, aquelas mudas

oriundas de sementes recém-colhidas, antes de serem imersas no nitrogénio liquido.

Tabela 2. Diametro médio do caule (DC — mm/muda), peso seco de raiz (PSR — gramas/muda)
e area foliar (AF — cm?) de mudas produzidas em casa de vegetagdo e viveiro,
oriundas de sementes de Coffea arabica L., cultivar Arara criopreservadas por até

um ano.
Epoca de semeadura Viveiro Casa de Vegetacao
das sementes (meses) DC PSR AF DC PSR AF
Agosto/19 3,32bA 0,79aA 257,40aA 3,28bA 0,42bB 231,86 cB
Setembro/19 3,12bA 0,62aA 212,01aA 3,31bA 0,82bA 243,83cB
Outubro/19 286 bA 0,67aA 17164aA 420aA 1,38aA 414,99 aA
Novembro/19 354aA 0,55aA 21392aA 3,31bA 0,86 bA 253,11cB
Dezembro/19 354aA 0,70aA 261,21aA 3,15bA 0,71bB 301,42 bA
Janeiro/20 297bA 041aA 186,72aA 3,15bA 0,41bB 212,04cB
Fevereiro/20 294bA 055aA 117,68aA 3,22bA 0,56bB 127,35cB
Marco/20 2,77bA 0,38aA 10507aA 3,09bA 0,556bB 131,50cB
Abril/20 331bA 053aA 174,67aA 3,19bA 0,54bB 196,14 cB
Maio/20 384aA 0,73aA 274,89aA 3,70bA 1,30aA 302,03 bA
Junho/20 399aA 097aA 228,68aA 4,43aA 0,82bA 365,01bA
Julho/20 3,70aA 0,71aA 237,84aA 423aA 1,12aA 459,27 aA
Controle* 2,65A 0,66A  264,77A  349A 0,70B  262,19B

Meédias seguidas por letras mindsculas iguais nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott,
em nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas de letras maiusculas iguais ao controle, ndo diferem
entre si, pelo teste t de Student, em nivel de 5% de probabilidade.
“Mudas oriundas de sementes recém-colhidas e sem imerséo no nitrogénio liquido.

Fonte: Da Autora (2023).

Em viveiro, para as trés varidveis estudadas, apenas foram observadas diferencas
significativas entre as épocas de semeadura para diametro de caule (TABELA 2), sendo que as
maiores médias das mudas produzidas em viveiro foram obtidas nos meses de novembro/19,

dezembro/19, junho/2020 e julho/2020, obtidas de sementes criopreservadas por quatro, cinco,
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onze e doze meses. Também foi observado que ndo houve diferencas significativas entre as
mudas do tratamento controle e as de sementes criopreservadas. As mudas de sementes recém-
colhidas apresentaram médias significativamente iguais as mudas oriundas de sementes
crioarmazenadas, independentemente da época de plantio das mudas para diametro do caule.

Para peso seco de raiz e area foliar ndo houve efeito das épocas de plantio das mudas
produzidas em viveiro, no entanto, comparando-se essas mudas com as do tratamento controle,
ou seja, mudas de sementes recém-colhidas, 0 mesmo comportamento foi verificado (TABELA
2).

J& em casa de vegetacdo, houve efeito significativo de época para todas as variaveis
(TABELA 2). Avaliando-se estes resultados, observa-se que as maiores médias foram obtidas
nos meses de outubro/2019 e julho/2020 para todas as variaveis analisadas (TABELA 2). Foi
observado que mudas oriundas do tratamento controle nao diferiram das mudas oriundas de
sementes crioarmazenadas produzidas em casa de vegetacdo, independentemente do tempo de
crioarmazenamento das sementes para variavel diametro médio do caule.

Para peso de raiz as maiores médias das mudas produzidas em casa de vegetacdo foram
verificadas nos meses de setembro/2019, outubro/2019, novembro/2019, maio/2020,
junho/2020 e julho/2020, diferindo significativamente do tratamento controle. Por outro lado,
as maiores médias para varidvel area foliar foram obtidas nos meses de outubro/2019,
dezembro/2019, maio/2020, junho/2020 e julho/2020, também se diferindo do tratamento
controle (TABELA 2).

Nas figuras 3 a 5 estdo representadas as comparacdes das médias de diametro de caule,
peso seco de raiz e de area foliar das mudas produzidas em viveiro e em casa de vegetacdo, em
todas as épocas de semeadura das sementes. Os valores de diametro médio do caule das mudas
produzidas em casa de vegetacdo ndo diferiram estatisticamente das produzidas em viveiro,
exceto quando as sementes foram semeadas em outubro/19 e julho/20, quando a casa de
vegetacdo proporcionou maior didmetro e caule (FIGURA 3). Nesta figura também sdo
ressaltados os piores resultados de didametro de caule, em jan, fev e mar/20, e os melhores em
jun e jul/20, com onze e doze meses de crioarmazenamento das sementes, podendo este

comportamento estar associado as estagdes da primavera e verdo (FIGURA 1 e 2).
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Figura 3. Diametro médio do caule de mudas produzidas em casa de vegetagdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica
L., cultivar Arara criopreservadas por até um ano. Letras maiusculas comparam locais de producdo das mudas e medias com letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das
médias.
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Na avaliagdo de peso seco de raizes (FIGURA 4) e de area foliar (FIGURA 5), das
mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, observa-se resultados semelhantes aos
do didmetro de caule (FIGURA 3). Em todas as épocas de semeadura das sementes
crioarmazenadas, observa-se maiores médias de peso seco de raiz em mudas produzidas em
casa de vegetacdo (FIGURA 4). Este resultado pode estar associado as médias maximas de
temperatura e de umidade relativa mais altas ocorridas nesse local de producéo, durante todo o

periodo de desenvolvimento das mudas (FIGURA 1), em compara¢do com o Viveiro.
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Figura 4. Peso seco de raiz de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L.,
cultivar Arara criopreservadas por até um ano. Letras maiusculas comparam locais de producdo das mudas e médias com letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padréo das médias.
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Referente aos resultados de &rea foliar das mudas produzidas em viveiro e em casa da
vegetacdo (FIGURA 5), na maioria das épocas de semeadura (tempos de criopreservacdo das
sementes), os valores foram estatisticamente iguais em viveiro e em casa de vegetacao, exceto
nos meses de out/2019, jun e jul/2020, com maiores valores em casa de vegetacao, assim como
nos resultados anteriores, de diametro de caule e peso seco de raiz (FIGURAS 3 e 4). Também
é possivel observar que as sementes retiradas do criotanque nos meses de fevereiro/20 e
mar¢o/20, com sete e oito meses de armazenamento, apresentaram as menores médias
independentemente do local de producdo das mudas, todavia, ndo houve diferencas
significativas (FIGURA 5), conforme ja descrito na tabela 2. Este fato se deve, ao periodo de
desenvolvimento das mudas coincidente com a estagdo do ano, inverno, nas quais as mudam
foram submetidas as temperaturas minimas préximas de 10 °C, com valores neste periodo, de
80% para umidade relativa na casa de vegetacdo (FIGURA 1) e sem precipitacdo no viveiro
(FIGURA 2).
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Figura 5. Area foliar de mudas produzidas em casa de vegetacio e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Avrara criopreservadas por até um ano. Letras maiusculas comparam locais de producédo das mudas e médias com letras iguais nédo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias.
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Na analise das varidveis altura média das mudas (FIGURA 6A) e peso seco de parte
aérea (FIGURA 6B) ndo houve interacdo entre os fatores épocas de semeadura e local de
producdo das mudas, mas efeitos isolados destes fatores. Observa-se na figura 6, o melhor
desempenho das mudas produzidas em casa de vegetacao, quanto a altura e peso seco de parte

aérea das mudas.

Figura 6. Altura média das mudas (A) e peso seco de parte aérea (B) de mudas produzidas em
casa de vegetacéo e viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica
L., cultivar Arara crioarmazenadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das medias.
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Fonte: Da Autora (2023).

Quanto ao efeito das épocas de semeadura, observa-se na figura 7A os resultados de
altura média e na figura 7B, os de peso seco de parte aérea, com diferencas significativas entre
as médias. As maiores medias de altura das mudas foram obtidas nos meses de agosto/19,
dezembro/19, maio/20, junho/20 e julho/20 com um, cinco, dez, onze e doze meses de
crioarmazenamento das sementes. Ja para a variavel peso seco de parte aérea, os melhores
resultados foram verificadas nos meses de setembro/19, outubro/19, novembro/19,
dezembro/19, maio/20, junho/20 e julho/20 (FIGURA 7B).
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Figura 7. Altura média das mudas (A) e peso seco de parte aérea (B) de mudas produzidas em
viveiro ou casa de vegetacdo, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica
L., cultivar Arara criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias.
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Para a cultivar Arara foram constatados diferentes desempenhos das mudas produzidas
a partir da semeadura de sementes criopreservadas em diferentes meses do ano. Conforme os
resultados apresentados foi constatado melhor desempenho das mudas produzidas em casa de
vegetacdo, principalmente nos meses de semeadura a partir de maio até dezembro, verificado
por meio de todas as variaveis estudadas. Ressaltam-se as melhores condic¢Ges climaticas na

casa de vegetacdo, o que certamente proporcionou melhores resultados.

3.2 Cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’

As sementes da cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’ apresentaram 80% de pléantulas
normais no teste de germinacdo (perfil), apds o processamento das sementes e antes do inicio
do experimento. Em sequéncia, apds a criopreservacao das sementes por até 12 meses, inicou-
se a instalacdo do experimento, com diferentes tratamentos, conforme apresentado na tabela 3.
Para as mudas oriundas da cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62°, de modo geral, o periodo de
formacédo foi de cinco a nove meses, até a avaliacdo final, variando em funcédo do tempo de
crioarmazenamento das sementes e das condi¢bes climaticas de cada local de producéo
(TABELA 3). Verifica-se menor tempo de obtengdo das mudas, tanto em casa de vegetacéo e
viveiro quando a semeadura ocorreu em setembro de 2019, todavia, as mudas oriundas do local

de producéo casa de vegetacdo desenvolverem com menor tempo.
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Tabela 3. Detalhamento dos tratamentos: periodos de crioarmazenamento das sementes de
Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’; e periodos para a obtencéo e
avaliacdo das mudas, em viveiro e em casa de vegetagéo.

Crioarmazenamento das Sementes

Obtencédo das Mudas/Avaliagado

Inicio Término Tempo © Casa de Vegetacao Viveiro

2 2
(més)  (més da semeadura) (meses) Més Tempo 2 Més Tempo 2
(meses) (meses)

Agosto/19 0 Margo/20 7 Marc¢o/20 7

Agosto/19 1 Fevereiro/20 6 Marc¢o/20 7

Setembro/19 2 Fevereiro/20 5 Margo/20 6

Outubro/19 3 Junho/20 8 Junho20 8

Novembro/19 4 Junho/20 7 Junho/20 7

Dezembro/19 5 Junho/20 6 Julho/20 7

Agosto/19 Janeiro/20 6 Setembro/20 8 Agosto/20 7

Fevereiro/20 7 Novembro/20 9 Novembro/20 9

Margo/20 8 Novembro/20 8 Novembro/20 8

Abril/20 9 Dezembro/20 8 Dezembro/20 8

Maio/20 10 Janeiro/21 8 Janeiro/21 8

Junho/20 11 Fevereiro/21 8 Fevereiro/21 8

Julho/20 12 Fevereiro/21 7 Fevereiro/21 7

@) Tempo que as sementes permaneceram no criotanque em cada tratamento experimental e mudas
oriundas de sementes recém-colhidas, sem imers&o no nitrogénio liquido.
@ Tempo de duragéo da formagdo das mudas em cada tratamento experimental e em cada local.

Fonte: Da Autora (2023).

Na tabela 4, estdo apresentados os resultados das variaveis, para as quais houve

interacdo significativa dos fatores estudados para cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62, de acordo

com a anélise de variancia (Apéndice A). Observa-se diferengas significativas entre as épocas

de plantio das mudas oriundas de sementes crioarmazenadas produzidas em viveiro e casa de

vegetacdo para todas as variaveis, onde também, sdo comparadas com o tratamento controle,

ou seja, mudas oriundas de sementes recém-colhidas, antes de serem imersas no nitrogénio

liquido.
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Tabela 4. Altura média das mudas (A - cm/muda), didmetro médio do caule (DC — mm/muda), peso de parte aérea (PSPA — gramas/muda), peso
seco de raiz (PSR — gramas/muda) e area foliar (AF — cm?) de mudas produzidas em casa de vegetac&o e viveiro, oriundas de sementes
de Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo ‘TAC 62’ criopreservadas por até um ano.

Epoca de plantio Viveiro Casa de Vegetacao
das mudas (meses) A DC PSPA PSR AF A DC PSPA PSR AF

Agosto/19 10cB 2,36 aB 0,97 cB 0,43 bB 193,10bB 14aB 3,36aA 148aA 042aB 207,34 aA
Setembro/19 13aA 2,76 aB 1,42 bB 0,72bB  210,15bA 7aB 2,01aB 0,82aB 0,24aB 112,33 aB
Outubro/19 9cB 2,91 aB 1,19 cB 0,41 bB 15352¢cB 14aB 3,80aA 257aA 1,17aA 305,51 aA
Novembro/19 12aA 345aA 173bA 0,73bA  210,23bA 12aB 334aA 161aA 045aB 219,44 aA
Dezembro/19 12aA 3,13aB 1,62 bB 0,65 bB 186,01bB 14aB 3,18aA 1,84aA 0,67 aB 246,03 aA
Janeiro/20 10cB 3,00 aB 1,71 bA 0,55 bB 188,36 bB 8aB 221aB 124aA 0,34aB 150,46 aA
Fevereiro/20 10cB  2,94aB 0,81cB 0,50 bB 115,17¢cB 11aB 2,85aA 094aB 0,44aB 117,11 aB
Marc¢o/20 7cB 2,35 aB 0,47 cB 0,30 bB 71,45 cB 9aB 2,38aB 0,77aB 0,43aB 93,18 aB
Abril/20 10cB  3,00aB 0,95cB 0,46 bB 130,39 cB 6aB 2,17aB 0,71aB 0,17 aB 91,86 aB
Maio/20 17aA 4,20aA 2,57 aA 128aA  321,01aA 4aB 086aB 0,39aB 0,26aB 51,21 aB
Junho/20 7cB 2,61aB 0,36 cB 0,28 bB 63,37 cB 13aB 3,26aA 191aA 0,88aA 276,08 aA
Julho/20 13aA  332aA  135hB 0,78bA  19190bB 11aB 269aA 175aA 045aB 237,19 aA
Controle* 10B 2,26 B 1,04B 0,33B 165,91B 16A 321A  2,09A 0,64B 268,59A

Médias seguidas pela mesma letra minascula nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade.
As médias seguidas de letras maiusculas iguais a do controle, ndo diferem entre si, pelo teste t de Student, em nivel de 5% de probabilidade.
“Mudas oriundas de sementes recém-colhidas, ou seja, mudas de sementes antes de serem imersas no nitrogénio liquido.

Fonte: Da Autora (2023).
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Para variavel altura média das mudas produzidas em viveiro (TABELA 4), as maiores
meédias foram observadas nos meses de setembro/2019, novembro/2019, novembro/2019,
maio/2020 e julho/2020. Ja para altura média das mudas, comparada as mudas do tratamento
controle, somente nestes meses mencionados as mudas se diferiram significativamente das
demais épocas de plantio, apresentando as maiores médias.

De acordo com os resultados do didmetro médio do caule, ndo houve diferencas
significativas entre as épocas de plantio das mudas produzidas em viveiro, ou seja,
independentemente do tempo de crioarmazenamento das sementes as médias obtidas foram
iguais (TABELA 4). Todavia, as mudas de sementes criopreservadas produzidas em viveiro
apresentaram as maiores médias para diametro médio do caule nos meses de novembro/2019,
maio/2020 e julho/2020 com quatro, dez e doze meses de crioarmazenamento das sementes, em
relacdo ao tratamento controle, ou seja, mudas de sementes recém-colhidas.

Verifica-se que para as variaveis peso seco de parte aérea, peso seco de raiz e area foliar
das mudas produzidas em viveiro (TABELA 4), as maiores médias foram obtidas no més de
maio/2020, se diferindo significativamente das demais épocas de plantio. Foi observado que as
mudas oriundas de sementes do tratamento controle ndo diferiram significativamente das
oriundas de sementes crioarmazenadas e produzidas em viveiro, para todas as épocas de plantio,
a avaliacdo do peso seco de parte aérea, exceto nos meses de novembro/2019, janeiro/2020 e
maio/2020, quando apresentaram as maiores medias.

Avaliando-se os resultados das varidveis peso de raiz e area foliar das mudas produzidas
em viveiros e comparando-se as mudas do tratamento controle, verifica-se que para a maioria
dos meses estudados as mudas apresentaram comportamento semelhante aquelas oriundas de
sementes recéem-colhidas, exceto nos meses de novembro/2019, maio/2020, julho/2020 e
setembro/2019, novembro/2019 e maio/2020, respectivamente (TABELA 4).

Em todas as varidveis estudadas, independentemente da época de plantio das mudas,
verifica-se que as mudas produzidas em casa de vegetacdo ndo diferiram significativamente
entre os meses estudados (TABELA 4). No entanto, comportamento diferenciado foi verificado
para varidvel altura média das mudas produzidas em casa de vegetacdo, em que as mudas
oriundas de sementes criopreservadas apresentaram menores médias em relacdo as mudas do
tratamento controle, ou seja, mudas oriundas de sementes recém-colhidas.

Com relacdo as variaveis diametro médio do caule, peso seco de parte aérea e area foliar
das mudas produzidas em casa de vegetacdo (TABELA 4), observa-se que na maioria dos

meses, as mudas oriundas de sementes crioarmazenadas nao diferiram significativamente das
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mudas oriundas do tratamento controle. Entretanto, para variavel peso seco de raiz as mudas
oriundas sementes crioarmazenadas produzidas em casa de vegetacdo apresentaram médias
semelhantes em relacdo ao tratamento controle, exceto para as épocas de plantio de
outubro/2019 e junho/2020.

Pela andlise de variancia da avaliacdo das mudas para a cultivar Catuai Amarelo ‘IAC
62°, houve interacdo significativa entre todos os fatores estudados para todas as variaveis
analisadas, exceto para varidvel nimero de pares de folhas verdadeiras, onde foi constatado
efeito significativo apenas do fator local de producéo das mudas (APENDICE A).

As mudas produzidas em casa de vegetacdo apresentaram comportamento semelhante
aquelas produzidas em viveiro para a variavel altura média das mudas, exceto no més de
maio/20, que se diferiu significativamente das demais épocas de plantio (FIGURA 8). Desse
modo, as sementes com 10 meses de crioarmazenamento, ou seja, plantadas no més maio/20,
durante o periodo de desenvolvimento das mudas foram influenciadas por todas as estacGes
climéaticas do ano e em sua grande maioria com temperatura maxima média de 30 °C e
coincidente com o periodo chuvoso (FIGURA 2), o que explica as maiores médias nas mudas

produzidas em viveiro neste més.
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Figura 8. Altura média de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Catuai Amarelo ‘IAC 62’ criopreservadas por até um ano. Letras maiusculas comparam locais de producdo das mudas e médias com
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo

das médias.
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A analise dos dados de diametro médio do caule das mudas (FIGURA 9) nos diferentes
locais de producéo, foi semelhante a variavel altura média das mudas, em que nao houve efeito
significativo de tempo de crioarmazenamento das sementes. Para esta variavel, as mudas
produzidas em viveiro apresentaram comportamento semelhante ao longo dos tempos de
crioarmazenamento das sementes, provavelmente devido as condi¢des climaticas, que este local
de producéo proporcionou ao longo do periodo de desenvolvimento das mudas (FIGURA 2).
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Figura 9. Diametro médio do caule de mudas produzidas em casa de vegetagdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica
L., cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62 criopreservadas por até um ano. Letras maiusculas comparam locais de producdo das mudas e
meédias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam
0 erro padrdo das medias.
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As menores méedias em ambos os locais de producdo das mudas foram observadas nos
meses de fevereiro/20, margo/20 e abril/20 com sete, oito e nove meses de crioarmazenamento
das sementes ndo diferindo significativamente para a varidvel peso seco de parte aérea
(FIGURA 10). Esse resultado mostra que a condicdo climatica é um fator determinante na
producdo de mudas cafeeiras, ou seja, o desenvolvimento das mudas foi prejudicado pela
estacdo do inverno tanto em casa de vegetacdo (FIGURA 1), como, em viveiro (FIGURA 2).
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Figura 10. Peso seco de parte aérea de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica
L., cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62 criopreservadas por até um ano. Letras maiusculas comparam locais de producdo das mudas e
meédias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam
0 erro padrdo das medias.
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Em relacdo a variavel peso seco de raiz (FIGURA 11), a maior média para as mudas
produzidas em casa de vegetacdo, foi observada no més de outubro/19, enquanto que, a maior
média para as mudas produzidas em viveiro foi observada no més de maio/20.

Esse resultado se deve a condicdo climatica a que as mudas foram submetidas durante
o0 periodo de desenvolvimento. Quando as sementes foram semeadas em outubro/19, as mudas
de café se desenvolveram sob condi¢des mais favordveis a producdo em casa de vegetacdo
(FIGURA 1), enquanto que, as mudas semeadas em maio/20 foram prejudicadas pela estacéo

do inverno em viveiro (FIGURA 2).
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Figura 11. Peso seco de raiz de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L.,
cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’ criopreservadas por até um ano. Letras maiusculas comparam locais de producdo das mudas e médias
com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro
padrdo das médias.
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De maneira geral, ndo houve diferencas significativas entre os locais de producdo das
mudas, exceto para 0s meses de outubro/19, maio/20 e junho/20 para variavel aérea foliar
(FIGURA 12).
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Figura 12. Area foliar de mudas produzidas em casa de vegetagio e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Catuai Amarelo ‘TAC 62’ criopreservadas por até um ano. Letras maidusculas comparam locais de producdo das mudas e médias com
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padréo

das médias.
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Para variavel nimero de pares de folhas verdadeiras (FIGURA 13) houve efeito apenas
de local de producéo, sendo que as maiores médias foram encontradas em mudas produzidas
em viveiro em relacdo as mudas produzidas em casa de vegetacdo, independentemente do

tempo de crioarmazenamento das sementes.

Figura 13. Namero de pares de folhas verdadeiras de mudas produzidas em casa de vegetacdo
e viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar Catuai
Amarelo ‘TAC 62’ crioarmazenadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias

e

Numero de pares de folhas verdadeiras
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Fonte: Da Autora (2023).

3.3 Cultivar Catucai Amarelo ‘2SL°

Os resultados das avaliagdes das sementes da cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’recém-
colhidas, ap0s o processamento e antes de serem imersas em nitrogénio liquido, apresentaram
76% de plantulas normais no teste de germinacdo. Na tabela 5 estdo apresentados os resultados
do periodo de desenvolvimento das mudas ap6s crioarmazenamento das sementes, assim como,
o0 tempo de avaliacdo das mudas nos dois locais de producéo. Foi observado que, de modo geral,
as mudas produzidas em casa de vegetacdo e viveiro da cultivar Catucai Amarelo

‘2SL’apresentaram comportamento semelhante na avaliacdo final das mudas, variando de cinco
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a nove meses o periodo de desenvolvimento, em funcao das condi¢des climéticas em cada local
de producdo e do tempo de crioarmazenamento das sementes (TABELA 5). As mudas oriundas
de sementes criopreservadas em ambos os locais de producéo apresentaram maior tempo para
atingir o padrdo maximo de comercializa¢dao das mudas, quando a semeadura ocorreu nos meses

de janeiro a junho de 2020.

Tabela 5. Detalhamento dos tratamentos: periodos de crioarmazenamento das sementes de
Coffea arabica L., Cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’; e periodos para a obtengdo e
avaliacdo das mudas, em viveiro e em casa de vegetacéo.

Crioarmazenamento das Sementes Obtencéo das Mudas/Avaliagéo
Inicio Término Tempo © Casa de Vegetacao Viveiro

2 2
(més)  (més da semeadura) (meses) Més Tempo 2 Més Tempo 9
(meses) (meses)

Agosto/19 0 Fevereiro/20 6 Margo/20 7

Agosto/19 1 Fevereiro/20 6 Marc¢o/20 7

Setembro/19 2 Fevereiro/20 5 Margo/20 6

Outubro/19 3 Junho/20 8 Junho20 8

Novembro/19 4 Junho/20 7 Junho/20 7

Dezembro/19 5 Junho/20 6 Julho/20 7

Agosto/19 Janeiro/20 6 Setembro/20 8 Agosto/20 7

Fevereiro/20 7 Novembro/20 9 Novembro/20 9

Margo/20 8 Novembro/20 8 Novembro/20 8

Abril/20 9 Janeiro/21 9 Janeiro/21 9

Maio/20 10 Janeiro/21 8 Janeiro/21 8

Junho/20 11 Fevereiro/21 8 Fevereiro/21 8

Julho/20 12 Fevereiro/21 7 Fevereiro/21 7

@ Tempo que as sementes permaneceram no criotanque em cada tratamento experimental e mudas
oriundas de sementes recém-colhidas, sem imersdo no nitrogénio liquido.
@ Tempo de duragéo da formagdo das mudas em cada tratamento experimental e em cada local.

Fonte: Da Autora (2023).

Na anélise de variancia dos dados, constatou-se efeito isolado do fator local de producéo
das mudas para as variaveis peso seco de parte aérea e area foliar. Ja para a variavel peso seco
de raiz foi apenas constatado efeito significativo de tempo para os meses de crioarmazenamento
das sementes (APENDICE A). Com estes resultados observa-se que de uma forma geral, as
maiores médias foram verificadas nas mudas produzidas em casa de vegetacdo em relagéo as
mudas produzidas no viveiro, para as variaveis peso seco de parte aérea (FIGURA 14A) e area
foliar (FIGURA 14B). Este resultado pode estar associado as condigdes climaticas obtidas na
casa de vegetacdo, com temperatura maxima média de 25 °C e umidade relativa acima de 60%
ao longo do periodo de desenvolvimento das mudas (FIGURA 1), favorecendo as mudas
produzidas neste local.
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Figura 14. Peso seco de parte aérea (A) e area foliar (B) de mudas produzidas em casa de
vegetacao e viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L.,
cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’crioarmazenadas por até um ano. Médias seguidas
pelas mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de
5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrao das médias.
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Para a variavel peso seco de raiz (FIGURA 15), as maiores médias foram verificadas
nos meses de outubro/19, abril/20, maio/20 e junho/20, no entanto, ndo houve diferencas
significativas entre as épocas de semeadura das sementes, independentemente do local de

producao.
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Figura 15. Peso seco de raiz de mudas produzidas em casa de vegetacao e viveiro, oriundas da

Peso seco de raiz (gramas/muda)
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semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar Catucai Amarelo
‘2SL’criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras
verticais representam o erro padrdo das médias.
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4 DISCUSSAO

E importante ressaltar que os diferentes desempenhos das mudas ao longo das diferentes
épocas de semeadura, resultantes da interacdo entre tempo de crioarmazenamento e local de
producdo, podem também, ter sido afetado pelas diferencas na qualidade fisioldgica das
sementes utilizadas. A criopreservacdo € tida como uma técnica de armazenamento, em que
ndo ocorrem alteracfes na qualidade ao longo do tempo e, de fato, este comportamento pode
ser confirmado pelo melhor desempenho das sementes crioarmazenadas pelo maior tempo
nesse estudo, de doze meses. Este fato pode levar a constatacdo de que durante o periodo de
armazenamento, podem ter ocorridos problemas metodolégicos, ndo relacionados a técnica de
criopreservacdo em si, mas relativas a outros fatores durante a retirada do nitrogénio, o
reaquecimento das sementes e sua utilizacdo para a producéo das mudas.

Os resultados deste estudo mostram que as sementes da espécie Coffea arabica L.
criopreservadas por até um ano e utilizadas para producéo de mudas por diferentes épocas de
semeadura, independentemente da cultivar, apresentaram qualidade superior quando
produzidas em casa de vegetacdo em relacdo ao viveiro. Em estudos preliminares referentes a
utilizacdo de sementes criopreservadas de café arabica por periodo de seis meses para producao
de mudas, Ricaldoni (2019) verificou melhores resultados para a maioria das variaveis das
mudas produzidas em casa de vegetacdo em todos os tratamentos avaliados, em relacdo as
mudas produzidas em viveiro. Teixeira et al. (2001) estudando os parametros de crescimento e
a producdo de cafeeiros cultivados em casa de vegetacdo e viveiro, observaram resultados
superiores para o cultivo em casa de vegetacdo em todas as avaliacGes realizadas.

Os resultados satisfatdrios das mudas produzidas em casa de vegetacdo estdo também
associados a maior temperatura média maxima observada ao longo dos meses de
desenvolvimento das mudas, que foi de 30°C, enquanto no viveiro, esta esteve entre 25 e 28°C.
O fator temperatura afeta todas as reacfes bioquimicas da fotossintese, assim como, a
integridade de membranas em cloroplastos, ndo surpreendendo que as respostas a temperatura
sejam complexas e, as taxas de respiracdo aumentam em fungdo da temperatura (TAIZ;
ZEIGER, 2017). Em temperaturas mais baixas, a fotossintese C3 pode tambem ser limitada por
fatores como a disponibilidade de fosfatos no cloroplasto. As sinteses de amido e sacarose
diminuem rapidamente com o decréscimo da temperatura, reduzindo a demanda por trioses
fosfato e causando a limitagdo de fosfatos (TAIZ; ZEIGER, 2017).
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De maneira geral, as mudas produzidas em casa de vegetacao e viveiro apresentaram
variacfes ao longo das épocas de semeadura das sementes criopreservadas para as trés
cultivares estudadas para variavel altura.

Segundo Thomaziello et al. (2000), para uma muda de café que se desenvolveu
normalmente, quando apresentar quantidade de folhas ideal para o plantio, que séo de 5 ou 6
pares, estard com altura aproximada de 15 cm. Entretanto, as médias das mudas obtidas no
estudo na maioria dos meses foram observados menores médias.

De acordo com os resultados da variavel didmetro médio do caule, ndo houve diferencas
significativas das mudas oriundas de sementes criopreservadas e/ou mudas convencionais, ou
seja, mudas oriundas de sementes recém-colhidas, nos dois locais de produgdo para cultivar
Arara. Todavia, para cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’ comportamento diferenciado foi
verificado. O diametro médio do caule é um importante indicador de vigor da muda e se
correlaciona diretamente com a capacidade fotossintética da planta (FAVARIN et al., 2002;
SILVA, 2003).

Diferentemente das outras variaveis em estudo, o nimero de pares de folhas verdadeiras
apresentou as maiores médias nas mudas oriundas do local de producéo viveiro. O nimero de
folhas € um importante indicativo para determinar a prontiddo das mudas para serem
comercializadas e plantadas, bem como, o padrdo minimo de comercializacdo das mudas de
café arabica estabelecido pelo MAPA é de no minimo trés pares de folhas definitivas (BRASIL,
2012). As plantas oriundas de ambientes de maior radiacdo, a taxa de crescimento do caule
diminui, as folhas expandem e os claroplastos se desenvolvem a partir de etioplastos, e as folhas
se tornam verdes com o acimulo da clorofila (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Segundo Taiz et al. (2017) a auxina produzida nos meristemas apicais regula o
geotropismo e fototropismo envolvido no crescimento e desenvolvimento do sistema radicular
e da parte aérea. Durante a fase de producdo de mudas é importante avaliar o local de acimulo
de peso de matéria seca nas suas diversas partes, e ndo s6 0 peso da matéria seca total, sendo
essa caracteristica importante na avaliacdo do desenvolvimento de plantas (COVRE et al., 2013;
PAIVA et al., 2009). As varidveis peso seco de parte aérea e raiz das mudas produzidas em casa
de vegetacdo e viveiro apresentaram comportamento diferenciado em todas cultivares
estudadas, ora apresentando interacdo entre todos os fatores trabalhados e ora com auséncia de
interacdo.

A érea foliar, variavel também estudada, é um indicador Gtil na compreensdo do

desenvolvimento vegetal e possui grande importancia principalmente nos aspectos relacionados
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a producdo (AMARAL et al., 2009; SILVA et al., 2011). Os maiores valores de area foliar
representam maior superficie de interceptacdo de luz, relacionada as maiores taxas
fotossintéticas proporcionando elevado crescimento vegetativo (PARTELLI et al., 2006; PEDO
et al., 2018). Neste estudo, as maiores medias de area foliar foram observadas em mudas
produzidas em casa de vegetacdo para as cultivares Arara, Catuai Amarelo ‘TAC 62’ e Catucai
Amarelo 2SL, na maioria das épocas de semeadura das sementes criopreservadas.

No entanto, apesar das trés cultivares terem apresentado diferente qualidade fisiologica
inicial, 0 desempenho das mudas cuja semeadura ocorreu nos meses de janeiro a marco/abril
foi inferior as demais épocas. Por outro lado, os melhores resultados ocorreram quando as
sementes foram semeadas nos meses de maio a agosto, considerando a maioria das variaveis.
Nesse periodo sdo também tradicionalmente produzidas as mudas de arabica, nas principais
regides produtoras de café do pais. Com a semeadura nesse periodo foi constatado no presente
estudo, que o tempo para a formacdo das mudas é menor do que as iniciadas nos meses de
janeiro a marco (TABELAS 1, 3 e 5, cultivares Arara, Catuai Amarelo IAC 62 e Catucai
Amarelo 2SL, respectivamente), com maior periodo de formacdo, além de piores desempenhos.

Assim, foi constatado pelos resultados do estudo, que a época tradicional de semeadura
proporcionou a formagdo de mudas de sementes criopreservadas mais vigorosas, apesar das
mesmas estarem aptas ao plantio em época de clima menos propicio ao plantio, com menor
precipitacdo pluviométrica. J& quando a semeadura € realizada a partir de setembro/outubro,
em que o tempo de formacao foi maior, as mudas apresentaram pior desempenho, mas atingem
padrdo em época de clima mais favoravel ao plantio. Importante observar também que as mudas
de sementes criopreservadas apresentaram desempenho igual ou melhor do que as mudas de
sementes recém-colhidas e ndo imersas no nitrogénio liquido (tratamento controle),
considerando a grande maioria das variaveis.

Finalmente, ressalta-se que os experimentos foram realizados durante os anos de 2019
e 2020, em plena pandemia da Covid 19, o que acarretou dificuldades enormes para a condugéo
dos trabalhos, tendo inclusive, inviabilizado a realizacdo do estudo com sementes de uma
segunda safra, o que é ideal e recomendado para estudos dessa natureza. Apesar dessas
dificuldades, os rigores requeridos para a conducdo dos trabalhos e a realizacdo das anélises
estatisticas foram observados, sem prejuizos aos resultados e conclusdes. Sendo assim,
recomenda-se que estudos posteriores sejam realizados para investigar o pegamento das mudas
no campo e o desenvolvimento dos cafeeiros, tendo em vista a diferente qualidade das mudas

produzidas nas diferentes épocas do ano, bem como as condic¢des climaticas nessas épocas.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de sementes criopreservadas possibilita a producdo de mudas Coffea
arabica L. em qualquer época do ano, sendo a casa de vegetacdo, 0 ambiente que proporciona
melhor desempenho das mudas, em comparagdo as produzidas em viveiro.

A semeadura de sementes criopreservadas nos meses de janeiro a margo requer maior
tempo para a formacao de mudas, as quais também apresentam desempenho fisioldgico aquém
do desempenho das iniciadas nos meses de maio a julho.

Mudas produzidas com sementes criopreservadas durante todos os meses do ano
apresentam desempenho igual ou superior ao das produzidas com sementes recém-colhidas e

ndo imersas em nitrogénio liquido.
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Tabela 1 Resumo da analise de variancia dos resultados de niumero de pares de folhas verdadeiras (NPA), altura média das mudas (A), didmetro
médio do caule (DC), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR) e area foliar (AF) de mudas oriundas de sementes de
Coffea arabica L., cultivar Arara criopreservadas por diferentes periodos, até um ano produzidas em casa de vegetacao e viveiro.

Fv GL Quadrados Médios
NPA A DC PSPA PSR AF
Bloco 2 4" 2" 3m 2 3m 3m
Local (L) 1 6" 3* 5* 6* 6* 6*
Meses (M) 11 5ns 4* 6* 5* 5* 4*
LxM 11 2" 6" 4* 4 4* 2*
Erro 46 3 5 2 3 2 5
CV (%) - 11,25 19,26 13,07 37,11 32,39 27,32

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. " ndo significativo.
Fonte: Da Autora (2023).
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APENDICE A - Tabela da andlise de variancia do capitulo 3

Tabela 2 Resumo da andlise de variancia dos resultados de numero de pares de folhas verdadeiras (NPA), altura média das mudas (A), diametro
médio do caule (DC), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR) e area foliar (AF) de mudas oriundas de sementes de
Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’ criopreservadas por diferentes periodos, até um ano produzidas em casa de
vegetacao e viveiro.

Quadrados Médios

FV GL

NPA A DC PSPA PSR AF
Bloco 2 2 4ns 2ns 4 s 3ns 4ns
Local (L) 1 3" 6" 5ns 2ns 5 ns 5 ns
Meses (M) 11 5m 3m 3m 5% 4 2*
LxM 11 6" S5* 6* 6* 6* 3*

Erro 46 4 2 4 3 2 6

CV (%) - 31,15 37,86 33,86 51,45 53,26 47,76

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. " ndo significativo.
Fonte: Da Autora (2023).
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APENDICE A - Tabela da andlise de variancia do capitulo 3

Tabela 3 Resumo da andlise de variancia dos resultados de numero de pares de folhas verdadeiras (NPA), altura média das mudas (A), diametro
médio do caule (DC), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR) e area foliar (AF) de mudas oriundas de sementes de
Coffea arabica L., cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’criopreservadas por diferentes periodos, até um ano produzidas em casa de vegetacédo

e viveiro.
uadrados Médios
FV GL NPA A [()?C PSPA PSR AF
BIOCO 2 2 ns 5 ns 2 ns 2 ns 2 ns 3 ns
Local (L) 1 3m 6" 3m 6* 3m 5*
Meses (M) 11 6" 2" 4ns 5ns 6* 4ns
LXM 11 5ns 4ns 6nS 4ns 5ns 2ns
Erro 46 4 3 5 3 4 6
CV (%) - 27,28 40,07 32,69 59,92 56,17 52,36

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. ™ ndo significativo.
Fonte: Da Autora (2023).
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CAPITULO 4 AVALIACAO FISIOLOGICA DE MUDAS PRODUZIDAS EM CASA
DE VEGETACAO E EM VIVEIRO

RESUMO

A tradicional préatica para a obtencdo de mudas de café baseia-se na utilizacdo de
sementes, cuja qualidade é essencial. Sendo a técnica de criopreservacdo uma opcao inovadora
para 0 armazenamento seguro das sementes, permitindo a semeadura em qualquer época do
ano, a investigacdo da producdo das mudas com sementes criopreservadas e em diferentes
ambientes, associando as caracteristicas agronémicas aos aspectos fisiologicos, se constitui em
avanco tecnologico para o segmento cafeeiro. Assim, o estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar aspectos fisioldgicos de mudas de Coffea arabica L., produzidas durante dez meses do
ano, em viveiro e em casa de vegetacdo, a partir da semeadura de sementes armazenadas em
nitrogénio liquido. Sementes das cultivares Arara, Catuai Amarelo ‘TAC 62’ e Catucai Amarelo
‘2SL’foram submetidas a secagem em silica em gel até o teor de agua de 17% (base Umida) e
diretamente imersas em nitrogénio liquido, onde permaneceram por periodo de 10 meses. A
cada tempo de crioarmazenamento estudado, as amostras foram retiradas do nitrogénio liquido,
reaquecidas em banho-maria e semeadas para producdo das mudas nos dois ambientes. A
avaliacdo fisioldgica das mudas foi realizada quando estas apresentavam o terceiro ou quarto
par de folhas verdadeiras totalmente expandidas. Foram avaliadas a condutancia estomaética, 0s
teores relativos das clorofilas a, b e clorofila total. Os teores de clorofila a, b, total e condutancia
estomatica sofreram pequenas modificacdes relacionadas a época de semeadura das sementes
criopreservadas, independentemente do local de producdo das mudas. A semeadura de sementes
criopreservadas nos meses de fevereiro e marco apresentaram pior desempenho fisiol6gico das
mudas que as semeadas nos demais meses estudados.

Palavras-chave: Café arabica. Criopreservacao. Producdo de mudas. Fotossintese.
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ABSTRACT

The traditional practice for obtaining coffee seedlings is based on the use of seeds,
whose quality is essential. As cryopreservation is an innovative technique for the safe storage
of seeds, allowing for year-round sowing, investigating the production of seedlings with
cryopreserved seeds in different environments, and associating agronomic characteristics with
physiological aspects represents a technological advancement for the coffee industry.
Therefore, this study aimed to evaluate the physiological aspects of C. arabica L. seedlings
produced during ten months of the year in a nursery and a greenhouse, using seeds stored in
liquid nitrogen. Seeds from the Arara, Catuai Amarelo 'lIAC 62', and Catucai Amarelo 2SL'
cultivars were dried with silica gel until reaching a moisture content of 17% (wet basis) and
then directly immersed in liquid nitrogen for a period of 10 months. At each studied cryostorage
time, samples were taken out of liquid nitrogen, warmed in a water bath, and sown to produce
seedlings in both environments. The physiological evaluation of the seedlings was conducted
when they had the third or fourth pair of fully expanded true leaves. Stomatal conductance and
the relative contents of chlorophylls a, b, and total chlorophyll were evaluated. The relative
contents of chlorophylls a, b, total chlorophyll, and stomatal conductance underwent minor
modifications related to the sowing time of the cryopreserved seeds, regardless of the seedling
production location. Sowing cryopreserved seeds in February and March resulted in poorer
physiological performance of the seedlings compared to those sown in the other studied months.

Keywords: Arabica coffee. Cryopreservation. Seedling production. Photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira tem destaque no cenario agricola em razdo da importancia
econdmica e social, gerando exportacGes e empregando, direta ou indiretamente, méo-de-obra
nas diferentes etapas do processo evolutivo do agronegocio café. A producéo nacional de café,
no ano de 2022 foi de 50,92 milhGes de sacas beneficiadas, correspondendo a um terco de todo
o café produzido no mundo (CONAB, 2023).

A tradicional préatica para obtencdo de mudas na cafeicultura baseia-se na utilizacao de
sementes e, desta forma, a boa qualidade inicial das sementes é essencial para formacao das
mudas, refletindo diretamente na longevidade das plantas, aspecto desejavel, por ser uma
cultura perene. As sementes de Coffea arabica L. sdo classificadas como intermediarias (ELLIS
et al.,1990), além disso, apresentam baixa longevidade, germinacdo lenta e desuniforme
(ABREU et al., 2014; COELHO et al., 2015). Essas limitagdes dificultam a manutencdo da
viabilidade e vigor na conservacao das sementes de café por longos periodos.

Neste contexto, uma alternativa viavel para o0 armazenamento das sementes do género
Coffea é a criopreservacdo -196°C (COELHO et al.,, 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017,
RICALDONI, 2019; SOUZA, 2019; FIGUEIREDO et al., 2021), sendo mantidas em nitrogénio
liquido, por tempo indeterminado. De acordo com o protocolo ajustado para sementes de Coffea
arabica L., a formaindicada para criopreservacdo € a secagem em silica gel até 20% (base seca)
ou 17% (base umida) e posteriormente, a imersdo direta em nitrogénio liquido (COELHO et
al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017). Assim a producdo de mudas utilizando sementes
criopreservadas possibilita um avango no segmento cafeeiro.

A producéo de mudas de café ardbica acontece predominantemente em viveiros com o
cultivo tradicional, mas segundo Matiello et al. (2020), existe necessidade de novas técnicas
visando obtencdo de mudas vigorosas que apresentem melhores caracteristicas agronémicas,
sendo o cultivo protegido uma alternativa para protecdo das plantas. De acordo com Taiz e
Zeiger (2017), o desenvolvimento de plantas em casa de vegetacdo apresenta diminuicdo da
taxa de crescimento do caule, as folhas expandem e os cloroplastos se desenvolvem a partir de
etioplastos, e as folhas se tornam verdes com o acimulo da clorofila.

Neste sentido, estudar diferentes ambientes associados as caracteristicas agrondémicas
para a producdo de mudas é desejavel, uma vez que a demanda por mudas € crescente no
segmento cafeeiro. Varios fatores ambientais, como luz, podem causar alteracGes estruturais e

funcionais nas folhas, e consequente alteragcdo no padrao de crescimento e producdo das plantas.
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Em pesquisas cafeeiras na fase de producéo da cultura, a producdo total de clorofila e proporcéo
de clorofilas a/b pode néo alterar conforme as diferentes intensidades luminosas (ARAUJO et
al., 2008; CHAVES et al., 2008).

Tendo em vista que ¢ desejavel o desenvolvimento de novas tecnologias para producao
de mudas e que a utilizacdo de sementes criopreservadas na cafeicultura é uma possibilidade
viavel, objetivou-se, avaliar aspectos fisioldgicos de mudas de Coffea arabica L., produzidas
durante dez meses do ano, em viveiro e em casa de vegetacdo, a partir da semeadura de sementes

armazenadas em nitrogénio liquido.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencéo e processamento do material vegetal

Frutos de café da espécie Coffea arabica L., cultivares Arara ‘Catuai Amarelo’ IAC 62
e ‘Catucai Amarelo 2SL’ foram colhidos em lavouras da Fazenda Experimental da Fundagéo
Procafé em Varginha, na safra 2019/2020 e cuidadosamente transportados para Universidade
Federal de Lavras. Os frutos foram colhidos no estddio de maturacdo “cereja”, por meio de
colheita seletiva, e na sequéncia foram submetidos ao processamento via Umida, sendo
lavados/imersos em agua para separacdo por densidade e eliminacdo dos frutos cerejas dos
frutos chochos, malformados, brocados e de impurezas. Apos a separacdo, os frutos cerejas
foram descascados e as sementes foram despolpadas por meio da fermentacdo em agua durante
24 horas na temperatura de 30 °C e posteriormente pré-secadas a sombra para a retirada da
umidade superficial. Para a uniformizagao do tamanho, foram utilizadas as sementes retidas nas
peneiras de crivo circular n® 19, 20 e 21, sendo descartadas aquelas de tamanho acima e abaixo
destes.

Apo6s o descascamento dos frutos e despolpamento das sementes, no Setor de
Cafeicultura, o experimento foi conduzido no Setor de Sementes, ambos no Departamento de
Agricultura, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras-MG.

Para a caracterizacdo dos lotes, as sementes foram inicialmente submetidas a
determinacéo do teor de agua e a avaliacdo da qualidade, pelo teste de condutividade elétrica,
teste de germinacdo, peso seco de plantulas e teste de tetrazolio. Em seguida, foram submetidas
a secagem até atingirem o teor de adgua de 17% (base umida), conforme trabalhos realizados
por Figueiredo et al. (2017) e Coelho et al. (2017a). Posteriormente, as sementes foram
armazenadas em tanque contendo nitrogénio liquido, em temperatura de -196 °C, até a

realizacdo das analises e experimentos.
2.2  Secagem das sementes
Para a secagem das sementes foram utilizadas 60g de silica gel ativada como agente

dessecante, em caixas tipo “gerbox”, as quais foram mantidas em camaras tipo B.O.D,

reguladas em temperatura de 25 °C, na auséncia de luz. A perda de dgua durante a secagem foi
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monitorada por pesagens continuas em balanca de precisao de 0,001 g, até teor de agua de 17%
bu.

2.3 Crioarmazenamento das sementes

As sementes das trés cultivares, condicionadas em sacos de tule, foram armazenadas no
nitrogénio liquido (-196 °C), onde foram mantidas por periodo de 12 meses, sendo que a cada
més foram retiradas amostras para as avalia¢@es da qualidade. Foram utilizados 12 sacos de tule
para cada cultivar, sendo um saco para més de semeadura, contendo cada um, 640 sementes
com teor de agua de 17% bu (COELHO et al., 2017a; FIGUIREIDO et al., 2017). As sementes
foram imersas diretamente no nitrogénio liquido (-196 °C), sem pré-resfriamento e, a cada més,

amostras foram retiradas, reaquecidas e utilizadas para a formacéo das mudas.

2.4 Aguecimento das sementes

A cada més, ap0s cada periodo de armazenamento no nitrogénio liquido, as sementes
de cada cultivar foram retiradas do criotanque e rapidamente imersas em banho-maria por 2
minutos a 40 °C, de acordo com metodologia de Figueiredo et al. (2021). Em seguida, sementes
das trés cultivares foram submetidas sem os pergaminhos, a avaliacdo da qualidade fisiol6gica
apos criopreservacdo. As sementes criopreservadas foram, entdo, semeadas com o0s

pergaminhos, para a producao e avaliacdo das mudas.
2.5  Producdo e avaliacéo fisiologica das mudas de café

A producdo de mudas foi realizada em cada época e locais, completando as 12 épocas
de armazenamento para cada cultivar. No entanto, as avalia¢Ges fisioldgicas das mudas foram
realizadas em dez épocas de armazenamento para cada cultivar e local.
2.5.1 Local de producéo das mudas

As mudas foram produzidas em viveiro situado no Setor de Cafeicultura e em casa de

vegetacdo, no Setor de Sementes, ambos no Departamento de Agricultura, da UFLA. O viveiro

é dotado de cobertura de sombrite de cor preta, permitindo a passagem de 50% da luz, colocada
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a dois metros de altura em relacéo ao solo. A casa de vegetacao é dotada de cobertura com filme
plastico transparente a trés metros de altura em relagdo ao solo e, possui dimensdes de 6,40 m
x 12,80 m, totalizando 81,92 m?,

Para os dois locais foram confeccionados os canteiros com dimensdes de 1,20 metros X
4 metros, delimitado com bambus fixos no solo para organizar a disposi¢éo das mudas. As regas
foram feitas diariamente, utilizando sistema de irrigacdo por microaspersdo, objetivando o
fornecimento de 4,5 mm de agua por dia (GUIMARAES et al., 1998).

Os valores das temperaturas minima, média, maxima e umidade relativa em casa de
vegetacdo foram monitorados ao longo de todo periodo experimental utilizando medidor
datalogger AKSO 174 portatil, programado para realizar leitura a intervalo de trés horas. E em
viveiro, os valores das temperaturas minima, média, maxima e precipitacdo foram monitorados

ao longo de todo periodo experimental pelo Inmet (2022).

2.5.2 Recipiente, substrato e avaliagdes

A semeadura foi realizada com duas sementes em cada saco plastico (11 x 22 cm)
contendo substrato comercial Maxfértil® e durante todo o periodo de produgdo das mudas, foi
realizado 0 manejo recomendado para a formac&o de mudas (GUIMARAES et al., 2002). Ap6s
a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste no estadio “orelha de onga” (folhas
cotiledonares), restando uma planta em cada saco plastico. O experimento foi realizado em
blocos casualizados em trés blocos, sendo cada parcela experimental composta por vinte mudas,
para cada época de semeadura, cada cultivar e local. As seis mudas centrais de cada parcela
foram consideradas Uteis para as avaliacdes e as demais plantulas constituiram as bordaduras
das parcelas experimentais.

Para as analises fisioldgicas das mudas, foram selecionadas folhas totalmente
expandidas, do terceiro ou quarto par de folhas verdadeiras totalmente expandidas, das seis
plantas consideradas Uteis de cada época, para cada cultivar e locais. Assim, foram realizadas
as seguintes avaliagoes.

Avaliacdo da troca gasosa: foi obtida por um sistema portatil “Leaf Porometer”
(Decagon Devices, versdo 1.0) em que foi avaliada a condutancia estomatica (umol) na face
abaxial das folhas. A avaliagéo foi realizada entre 9 e 11 horas da manha.

Avaliacao dos teores relativos das clorofilas a, b e total: a determinag&o indireta dos

teores relativos foram obtidos por meio do medidor portatil de clorofila ClorofiLOG (Falker
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Automacdo Agricola, Brasil), que fornece valores denominados indices de clorofila Falker
(ICF) proporcionais a absorbancia das clorofilas.

2.6 Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés repeti¢des para todas
as analises. Os resultados das avaliacdes fisioldgicas das mudas foram analisados em esquema
fatorial 10 X 2, sendo dez épocas de crioarmazenamento e dois ambientes (casa de vegetacao e
viveiro), para cada uma das trés cultivares (Arara, Catuai Amarelo ‘TAC 62’ e Catucai Amarelo
2SL), perfazendo 18 parcelas experimentais. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade por meio do software R (R CORE TEAM, 2022).
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3 RESULTADOS

Nas figuras 1 e 2, estdo apresentados os dados climaticos durante o periodo de
desenvolvimento das mudas em casa de vegetacdo e em viveiro, 0s quais correspondem as
estacOes do ano definidas pelos meses de junho a setembro, estacdo do inverno, meses de
setembro a dezembro estacdo da primavera, meses de dezembro a marco estacdo do verao e por
fim, a estagdo outono compreendida entre 0os meses de marco a junho.

Conforme esperado, em casa de vegetacdo, foram observadas temperaturas mais
elevadas do que em viveiro, durante todo o periodo do experimento. Observa-se em casa de
vegetacdo (FIGURA 1), temperaturas médias mensais maximas acima de 30 °C na maioria dos
meses, com valores ainda mais altos nas estacfes da primavera e do verdo. Ja as temperaturas
médias tiveram valores acima de 20 °C na maior parte do periodo, com decréscimos nos meses
do outono e inverno. Quanto a temperatura minima média, no decorrer dos meses 0s valores
préximos de 12 °C nos meses junho, julho e agosto, coincidente com a esta¢do do inverno, mas

foram superiores a 14°C, nos outros meses.
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Figura 1. Médias mensais das temperaturas maximas, medias e minimas (°C), e de umidade relativa (%) nos meses correspondentes aos periodos
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J& em viveiro (FIGURA 2), as temperaturas maximas meédias ultrapassaram 30 °C
apenas nos meses de setembro/2020 e janeiro/2021, sendo que na maior parte do periodo
estiveram entre 25 °C e 28 °C, assim como, variacdes nas temperaturas médias e minimas
médias mediante as estacGes do ano, com as menores temperaturas verificadas na estagdo do
inverno, com valores proximos de 10 °C.

Em relacdo a precipitacdo, o ano de 2020 apresentou maior precipitacdo em relacdo ao
ano de 2021, entre os meses de janeiro e fevereiro, com media mensal de 20 milimetros.
Observa-se que, de modo geral, durante o periodo de desenvolvimento das mudas no viveiro
houve menor precipitacdo na estagdo outono-inverno, periodo de seca, ao passo que, 0 inicio

do periodo chuvoso coincide com o final da estacdo do inverno, més de agosto.
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Figura 2. Médias mensais das temperaturas maximas, médias e minimas (°C), e de precipitacdo (%) nos meses correspondentes ao periodo de
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3.1 Cultivar Arara

Pela analise de variancia da avaliagdo fisiologica das mudas para a cultivar Arara, houve
interacdo significativa entre os fatores estudados para as varidveis condutancia estomatica,
teores relativos das clorofilas a e total. Para teor relativo da clorofila b, foi constatado efeito
significativo apenas do fator local de producéo das mudas e o crioarmazenamento das sementes
(APENDICE A).

De maneira geral, observa-se que as maiores médias para variavel condutancia
estomatica foram verificadas nas mudas produzidas em viveiro, principalmente 0 més de
marc¢o/20 e abril/20 (FIGURA 3, A.1). Este resultado relaciona as condi¢6es climaticas durante
o periodo de desenvolvimento das mudas, com altas precipitacdes coincidentes com o periodo
chuvoso, 0 que explica as maiores médias nas mudas produzidas em viveiro neste més.
Independentemente do tempo de crioarmazenamento das sementes, as maiores médias foram
verificadas nas mudas produzidas em viveiro, no entanto, ndo houve diferencas significativas

entre os meses estudados em ambos os locais de producdo (FIGURA 3, A.2).
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Figura 3. Conduténcia estomatica de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica
L., cultivar Arara criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producdo das mudas
(A.1) e minGsculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrao das medias (Continua).
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Figura 3. Conduténcia estomatica de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica
L., cultivar Arara criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producdo das mudas
(A.1) e minGsculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5%

de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias (Conclusao).
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Para a variavel teor relativo da clorofila a (FIGURA 4, A.1), ndo foram observadas
diferencas significativas entre as mudas produzidas em casa de vegetacao e viveiro, exceto para
0s meses de junho/20 e julho/20. As maiores médias foram verificadas nos meses de
outubro/19, novembro/19, dezembro/19, janeiro/20 e maio/20 com trés, quatro, cinco, seis e
dez meses de armazenamento das sementes para as mudas produzidas em viveiro, e em casa de
vegetacdo as maiores médias foram observadas nos meses de novembro/19, janeiro/20,
junho/20 e julho/20 com quatro, seis, onze e doze meses de armazenamento das sementes
(FIGURA 4, A.2).
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Figura 4. Clorofila a de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Arara criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producdo das mudas (A.1l) e
minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrao das medias (Continua).
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Figura 4. Clorofila a de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Arara criopreservadas por até um ano. Medias seguidas pelas mesmas letras maidsculas, no local de producdo das mudas (A.1) e
minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrao das medias (Concluséo).
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Assim como os resultados do teor relativo da clorofila a, o teor relativo da clorofila total
também ndo foram observadas diferencas significativas entre as mudas produzidas em casa de
vegetacao e viveiro, exceto para os meses de junho/20 e julho/20 (FIGURA 5, A.1). Os meses
de outubro/19, novembro/19, dezembro/19, janeiro/20 e maio/20 com trés, quatro, cinco, seis e
dez meses de armazenamento das sementes, apresentaram as maiores médias de clorofila total,

independentemente do local de producdo das mudas (FIGURA 5, A.2).
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Figura 5. Clorofila total de mudas produzidas em casa de vegetagdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L.,
cultivar Arara criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producdo das mudas (A.1)
e minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de

probabilidade. Barras verticais representam o erro padrao das medias (Continua).
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Figura 5. Clorofila total de mudas produzidas em casa de vegetagdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L.,
cultivar Arara criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producdo das mudas (A.1)
e minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrao das médias (Concluséo).

(A2)

80 ~

60 - a

fb)
o
==

40 -

Clorofila total

20

0 YL
Viveiro

I Out/19
A Nov./19
BN Dez./19
[ Jan./20
B Fev./20
E== Mar./20
B Abr./20
Maio./20
EE Jun./20
1 Jul./20

Casa de Vegetagdo

Produgao das mudas (locais)
Fonte: Da Autora (2023).



122

De acordo com a figura 6, verifica-se que as maiores médias para teores de clorofila b
foram obtidas nas mudas produzidas em casa de vegetacéo, independentemente do tempo de

crioarmazenamento das sementes.

Figura 6. Clorofila b de mudas produzidas em casa de vegetacdo e viveiro, oriundas da
semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar Arara crioarmazenadas por até
um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro
padrdo das médias.
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Para variavel teor relativo da clorofila b (FIGURA 7), em que o fator tempo de
crioarmazenamento das sementes foi significativo isoladamente, observou-se as maiores
médias para 0s meses novembro/19, dezembro/19 e janeiro/20, se diferindo significativamente

das demais épocas de plantio.
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Figura 7. Clorofila b de mudas produzidas em viveiro ou casa de vegetacdo, oriundas da
semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar Arara criopreservadas por até
um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro
padrdo das médias.
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Pelos resultados das avaliacdes fisiologicas das mudas da cultivar Arara, as maiores
médias foram observadas nos meses de novembro/19, dezembro/19, janeiro/20, maio/20,
junho/20 e julho/20 para as variaveis teores relativos das clorofilas a e total, independentemente
do local de produgéo das mudas. Assim como, para teor relativo da clorofila b, as maiores
médias também foram verificadas nos meses de novembro/19, dezembro/19 e janeiro/20. Este
fato se deve, provavelmente, as condi¢cdes ambientes nos quais as mudas foram submetidas
durante o periodo de desenvolvimento, coincidente com as estagdes Vverdo-outono,

caracterizado pelas altas temperaturas maximas medias e altas precipitagdes.

3.2 Cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’
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Para cultivar Catuai Amarelo ‘TAC 62°, pela analise de variancia houve interacdo
significativa entre os fatores estudados para as variaveis teores relativos da clorofila a, b e total.
Para condutancia estomatica, foi constatado efeito significativo apenas do fator local de
producdo das mudas (APENDICE A). Analisando as variaveis teores relativos da clorofila a
(FIGURA 8, A.1), clorofilab (FIGURA 9, A.1) e clorofila total (FIGURA 10, A.1), foi possivel
observar que, de maneira geral, ndo houve diferencas significativas entre as mudas produzidas
em casa de vegetacao e viveiro, exceto para 0s meses de maio/20 e junho/20.

Independentemente do tempo de crioarmazenamento das sementes, as maiores médias
foram verificadas nos meses de outubro/19, novembro/19, dezembro/19 e janeiro/20 com trés,
quatro, cinco e seis meses de armazenamento em ambos os locais de producdo das mudas, para
as variaveis teores relativos da clorofila a (FIGURA 8, A.2), clorofila b (FIGURA 9, A.2) e
clorofila total (FIGURA 10, A.2).
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Figura 8. Clorofila a de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Catuai Amarelo ‘TAC 62’ criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producédo das
mudas (A.1) e minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de
5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias (Continua).
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Figura 8. Clorofila a de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Catuai Amarelo ‘TAC 62’ criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producédo das
mudas (A.1) e minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de
5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padréo das médias (Conclusdo).
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Figura 9. Clorofila b de mudas produzidas em casa de vegetagédo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar
Catuai Amarelo ‘TAC 62’ criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producédo das
mudas (A.1) e minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de
5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias (Continua).
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Figura 9. Clorofila b de mudas produzidas em casa de vegetag&o e viveiro, oriundas de sementes de Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo
‘IAC 62’ criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de producdo das mudas (A.1) e
minusculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrao das médias (Concluséo).
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Figura 10. Clorofila total de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L.,
cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’ criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de
producdo das mudas (A.1) e mindsculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias (Continua).
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Figura 10. Clorofila total de mudas produzidas em casa de vegetacdo e em viveiro, oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L.,
cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62’ criopreservadas por até um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, no local de
producdo das mudas (A.1) e minasculas, tempo de crioarmazenamento das sementes (A.2), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias (Conclusao).
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Em relacdo a variavel condutancia estomatica, na qual houve efeito isolado do fator
local de producdo das mudas, as maiores médias foram obtidas em mudas produzidas no

viveiro, independentemente do tempo de crioarmazenamento das sementes (FIGURA 11).

Figura 11. Conduténcia estomatica de mudas produzidas em casa de vegetacdo e viveiro,
oriundas da semeadura de sementes de Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo
‘TAC 62’ crioarmazenadas por um ano. Médias seguidas pelas mesmas letras, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Barras
verticais representam o erro padrdo das médias.
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Fonte: Da Autora (2023).

Para cultivar Catuai Amarelo ‘IAC 62°, de modo geral, as maiores médias para 0s teores
relativos da clorofila a, b e total foram observados nos meses de outubro/19, novembro/20,
dezembro/20 e janeiro/20. Estes resultados estdo associados as condi¢Bes climéaticas em cada
local de producéo, coincidente com as estacGes do ano primavera-verao, periodo caracterizado

por altas temperaturas maximas medias e altas precipitagoes.

3.3 Cultivar Catucai Amarelo ‘2SL°

Na analise de variancia dos dados, constatou-se efeito isolado do fator meses de

crioarmazenamento das sementes para as varidveis teores relativos da clorofila b e total
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(APENDICE A). Na figura 10, observa-se de modo geral, que as maiores médias para as
variaveis teores relativos da clorofila b (FIGURA 12A) e clorofila total (FIGURA 12B) foram
verificadas nos meses de outubro/19, novembro/19, dezembro/19, janeiro/20, abril/20 e
maio/20 com trés, quatro, cinco, seis, nove e dez meses de crioarmazenamento das sementes,
independentemente do local de producéo das mudas.

Esses resultados podem ser explicados pelas condigdes climéticas durante o periodo de
desenvolvimento das mudas, sendo 0s meses descritos sdo caracterizados pelas esta¢fes do ano

primavera, verdo e outono, com temperaturas medias acima de 20 °C e alta precipitacao.
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Figura 12. Clorofila b (A) e clorofila total (B) de mudas produzidas em viveiro ou casa de
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mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o erro padrdo das médias.
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a utilizagdo de sementes criopreversadas, com o proposito de
producdo de mudas em dois locais para espécie Coffea arabica L. mostraram que esta técnica
pode ser utilizada para conservacgédo das sementes e subsequente semeadura, sem causar danos
as caracteristicas fisiologicas. As variaveis fisiologicas apresentaram comportamento distinto
em relacdo as cultivares Arara, Catuai Amarelo ‘IAC 62’ e Catucai Amarelo 2 SL nos locais de
producdo de mudas. Em relacdo a variavel condutancia estomatica resultados contrastantes
foram verificados entre as cultivares, onde as maiores médias foram observadas em viveiro para
cultivar Arara e em casa de vegetacdo para Catuai Amarelo ‘IAC 62°, na maioria das épocas de
semeadura das sementes criopreservadas.

Segundo Craparo et al. (2017), o monitoramento da condutancia estomatica fornece
informacdes sobre a interacdo das plantas com o microambiente. A transpiracdo e a condutancia
estomatica estdo relacionadas com a perda de agua. A regulacdo estomatica € um processo
fundamental para o desenvolvimento de plantas de café, e esta intrinsecamente relacionado a
fotossintese e as relacdes hidricas, além de auxiliar no entendimento sobre a adaptacéo,
sobrevivéncia e o crescimento da planta (CRAPARO et al., 2017).

Gomes et al. (2008) verificaram que entre as estagdes do ano foi verificado excendente
hidrico, disponibilizando considerdvel quantidade agua no solo na estacdo chuvosa,
proporcionando aumento da condutancia estomatica e transpiracdo das plantas. Resultados
divergentes foram encontrados neste estudo ja que as maiores médias para cultivar Arara foram
obtidas no viveiro nas épocas de semeadura das sementes criopreservadas de marco e abril de
2020, ndo coincidente com estacdo chuvosa.

No entanto, em condi¢cdes com escassez de dgua, 0s genotipos de café tendem a reduzir
a condutancia estomatica para evitar excesso de transpiracdo (DAMATTA et al., 2003; DIAS
et al., 2007; PINHEIRO et al., 2004), fato este ndo encontrando em estudo. A condutancia
estomatica pode ser afetada por estresse hidrico, de temperatura e sombreamento (FREITAS et
al., 2003; TATAGIBA; PEZZOPANE; REIS, 2007; BATISTA-SANTOS et al., 2011;
CASTANHEIRA et al., 2019). Em producéo de mudas de café Freitas et al. (2003), observaram
aumento dos valores de condutancia estoméatica com o aumento do nivel de sombreamento.
Segundo Costa e Marenco (2007) valores mais baixos de condutancia estomatica foram
associados a menor taxa de fotossintese, todavia, esta associacdo diverge dos resultados

encontrados no presente estudo.
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De maneira geral, as varidveis clorofila a e total apresentaram comportamento
semelhante para as cultivares em estudo, onde ndo foi observado diferencas nas mudas
produzidas em viveiro e casa de vegetacdo, na maioria das épocas de semeadura das sementes
criopreservadas, exceto a cultivar Catucai 2 SL apresentou efeito isolado do fator meses de
crioarmazenamento das sementes para as variaveis teores relativos da clorofila b e total. Os
teores de clorofila a e b sdo indicadores Uteis envolvidos no metabolismo das plantas que estao
positivamente relacionados a ativacdo do maquinario fotossintético e, consequentemente, ao
seu desenvolvimento e adaptacdo a diversos ambientes (RAMIREZ-OLVERA et al., 2019).
Segundo Lichtenthaler et al. (1981) esses parametros estdo relacionados a uma adaptacéo do
aparato fotossintético para uma melhor eficiéncia na captacéo da radiacéo.

Neste sentindo, comportamento diferenciado das mudas foi verificado para variavel
clorofila total para as cultivares Arara e Catuai Amarelo ‘IAC 62, em ambos os locais de
producdo, apenas nas épocas de semeaduras de junho a julho/2020 e maio a junho/2020,
respectivamente. Este comportamento foi semelhante aos resultados obtidos para variavel area
foliar, importante indicador na compreensdo do desenvolvimento vegetal e possui grande
relevancia principalmente nos aspectos relacionados a producdo (AMARAL et al., 2009;
SILVA et al., 2011). As maiores taxas fotossintéticas associadas aos maiores valores de area
foliar representam maior superficie de interceptacdo de luz e, consequentemente elevado
crescimento vegetativo (PARTELLI et al., 2006; PEDO et al., 2018).

A clorofila é constantemente sintetizada e destruida na presenca de luz, e a velocidade
de decomposicdo pode ser maior em condi¢bes de alta radiacdo solar (KOZLOWSKI;
KRAMER, 1979). Altas taxas fotossintéticas podem ser observadas em plantas com alto teor
de clorofila (NOGUEIRA et al., 2013). A clorofila b tem como func¢do a ampliacdo da faixa de
luz utilizada pela fotossintese, sendo considerado um pigmento acessorio. Ao absorver a luz, a
clorofila b transfere a energia para uma molécula de clorofila a que vai utiliza-la para a
realizacdo da fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2017). Além de, a clorofila b apresenta a
capacidade de modificar o tamanho e a localizacdo do complexo antena, envolvido na absor¢édo
de energia luminosa e seus maiores niveis podem otimizar o processo fotossintético, portanto,
aumentar a producdo de biomassa (TANAKA; TANAKA, 2011; VOITSEKHOVSKAJA,
TYUTEREVA, 2015).
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5 CONCLUSOES

Os teores de clorofila a, b, total e condutdncia estomatica sofreram pequenas
modificagdes relacionadas a eépoca de semeadura das sementes criopreservadas,
independentemente do local de producdo das mudas.

A semeadura de sementes criopreservadas nos meses de fevereiro e margo apresentam

pior desempenho fisioldgico das mudas do que aquelas semeadas nos demais meses estudados.
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APENDICE A - Tabela da andlise de variancia do capitulo 4

Tabela 1 Resumo da analise de variancia dos dados referentes condutancia estomatica (CE), clorofila a (CLA), clorofila b (CLB) e clorofila total
(CTL) de mudas oriundas de sementes de Coffea arabica L., cultivar Arara criopreservadas por diferentes periodos, até um ano produzidas

em casa de vegetacdao e viveiro.

Quadrados Médios

FV GL
CE CLA CLB CLT

Bloco 2 3482,2" 62,226* 28,614" 165,71"

Local (L) 1 28166,2* 258,089* 298,017* 1081,2*

Meses (M) 9 3249,7" 305,829* 166,399* 919,73*

LxM 9 4014,9* 53,494* 32,26" 162,79*
Erro 38 1799,8 18,096 18,239 64,24
CV (%) - 27,24 12,46 29,34 16,41

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. ™ ndo significativo.
Fonte: Da Autora (2023).
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APENDICE A - Tabela da andlise de variancia do capitulo 4

Tabela 2 Resumo da analise de variancia dos dados referentes condutancia estomatica (CE), clorofila a (CLA), clorofila b (CLB) e clorofila total
(CTL) de mudas oriundas de sementes de Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo ‘TAC 62’ criopreservadas por diferentes periodos,
até um ano produzidas em casa de vegetacao e viveiro.

Quadrados Médios

FV GL
CE CLA CLB CLT
Bloco 2 7022 15,21™ 4" 29,52
Local (L) 1 49174* 11,17 103,622* 187,69™
Meses (M) 9 3042 319,02* 149,13* 901,39*
LxM 9 5430" 273,4* 83,693* 648,95*
Erro 38 4179 96,14 24,173 208,04
CV (%) - 45,26 32,51 39,33 33,87

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. " ndo significativo.
Fonte: Da Autora (2023).
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APENDICE A - Tabela da andlise de variancia do capitulo 4

Tabela 3 Resumo da analise de variancia dos dados referentes condutancia estomatica (CE), clorofila a (CLA), clorofila b (CLB) e clorofila total
(CTL) de mudas oriundas de sementes de Coffea arabica L., cultivar Catucai Amarelo ‘2SL’criopreservadas por diferentes periodos, até
um ano produzidas em casa de vegetacdo e viveiro.

Quadrados Médios

FV GL
CE CLA CLB CLT
Bloco 2 6085,6™ 454,78 1,087 27,27™
Local (L) 1 8356,8" 1446,68" 84,871" 532,29
Meses (M) 9 1896,0™ 718,06™ 138,828* 893,90*
LxM 9 5960,3™ 620,03 28,648™ 206,71
Erro 38 3419,6 438,13 42,783 159,06
CV (%) - 40,62 63,36 50,89 29,32

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. ™ ndo significativo.
Fonte: Da Autora (2023).
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CAPITULO 5 TEMPO DE SOBREVIVENCIA DE SEMENTES DE Coffea arabica L.
APOS CRIOARMAZENAMENTO

RESUMO

Devido as dificuldades para o armazenamento de sementes de café, uma alternativa
viavel para conservacgdo ex situ de espécies recalcitrantes ou intermedidrias € a criopreservacao.
A técnica de criopreservacao vem sendo pesquisada para sementes de café, sendo que foi obtido
protocolo seguro de armazenagem para Coffea arabica L., com alta sobrevivéncia apés
retiradas do nitrogénio liquido. Protocolos ajustados possibilitam a preservacdo da diversidade
genética, além do armazenamento seguro das sementes para USO em pesquisas ou para a
regeneracdo de cafeeiros. No entanto, torna-se importante investigar o tempo de sobrevivéncia
das sementes apds a retirada do criotanque. Assim, esse estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar a sobrevivéncia de sementes de Coffea arabica L. apds retirada do nitrogénio liquido e
reaquecimento. Sementes da cultivar Arara foram submetidas a secagem em silica em gel até o
teor de agua de 17% (base umida) e em sequéncia diretamente imersas em nitrogénio liquido,
onde permaneceram por periodo de 25 dias. As sementes foram retiradas, reaquecidas em
banho-maria e mantidas em bancada de laboratério, em temperatura média de 25 °C, sem
controle da umidade relativa do ar. A cada dia, por periodo de quinze dias, as sementes foram
submetidas a avaliacdo fisioldgica, por meio dos testes de germinacdo e de tetrazolio. Avaliou-
se também, a expressdo em gel de eletroforese, de isoenzimas do processo antioxidativo. Apds
a criopreservacdo, as sementes mantidas em condi¢des ambiente sofrem reducéo continua da
qualidade fisioldgica, sendo que a germinacdo é mantida dentro dos padrfes para a
comercializacdo por periodo maximo de até dois dias em condi¢cdo ambiente. As enzimas
catalase, esterase e peroxidase sdo indicadores de qualidade de sementes de café arabica apds
crioarmazenamento.

Palavras-chave: Café arabica. Nitrogénio liquido. Qualidade fisioldgica. Isoenzima.



144

ABSTRACT

Due to the difficulties in storing coffee seeds, cryopreservation is a viable alternative
for ex situ conservation of recalcitrant or intermediate species. The cryopreservation technique
has been researched for coffee seeds, and a safe storage protocol has been developed for C.
arabica L., with high survival rates after removal from liquid nitrogen. Adjusted protocols
enable the preservation of genetic diversity and the safe storage of seeds for research or coffee
plant regeneration. However, it is important to investigate the seed survival time after removal
from the cryotank. Therefore, this study aimed to evaluate the survival of C. arabica L. seeds
after removal from liquid nitrogen and re-warming. Seeds of the Arara cultivar were dried with
silica gel to a moisture content of 17% (wet basis) and then directly immersed in liquid nitrogen,
where they remained for a period of 25 days. The seeds were removed, re-warmed in a water
bath, and kept on a laboratory bench at an average temperature of 25°C, without controlling the
relative air humidity. For a period of fifteen days, the seeds were subjected to physiological
evaluation using germination and tetrazolium tests. The gel electrophoresis expression of
antioxidant process isoenzymes was also evaluated. After cryopreservation, seeds kept under
ambient conditions experienced a continuous reduction in physiological quality, with
germination being maintained within the standards for commercialization for a maximum
period of two days under ambient conditions. Catalase, esterase, and peroxidase enzymes are
indicators of the quality of arabica coffee seeds after cryostorage.

Keywords: Arabica coffee. Liquid nitrogen. Physiological quality. Isoenzyme.
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1 INTRODUCAO

No cenario cafeeiro, a espécie Coffea arabica L. possui grande importancia econémica
e social, especialmente para o Brasil, maior produtor e exportador mundial desta commodity
(ICO, 2022). A propagacao comercial de café arabica é em sua totalidade por meio de mudas,
a partir da semeadura de sementes. Todavia, as sementes de Coffea arabica L. sdo classificadas
como intermediarias (ELLIS et al.,1990), além de apresentarem baixa longevidade, germinacgéo
lenta e desuniforme (ABREU et al., 2014; COELHO et al., 2015). Essas limitagdes dificultam
a manutencdo da germinac&o, vigor e a conservacao das sementes de café por longos periodos.

Neste sentido, as sementes de café sdo preservadas in situ, com o cultivo de plantas
vivas mantidas em cole¢des de germoplasma no campo. Entretanto, essa preservacao requer
altos custos de manutencdo, grandes extensdes de terra e podem ser acometidas pelos desastres
climaticos (DUSSERT et al., 2012). Devido a problematica para o armazenamento das
sementes de café, uma alternativa viavel para conservacao ex situ para espécies recalcitrantes e
intermediarias € a criopreservacdo (PAMMENTER; BERJAK, 2014; KAYA et al., 2017;
COELHO et al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2017; RICALDONI, 2019).

A criopreservacao baseia-se na conservacao do material vegetal em nitrogénio liquido
em -196 ° C ou em sua fase de vapor (-150 °C), garantindo a viabilidade do material armazenado
sem que ocorram modificacdes ou alteracbes genéticas por um periodo indeterminado
(KARTHA, 1985; SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005). Devido as vantagens da utilizacdo
desta técnica, ela vem sendo pesquisada em sementes de café, sendo que foram obtidos
resultados satisfatorios de sobrevivéncia apos imersdo em nitrogénio liquido (COELHO et al.,
2017a; FIGUEIREDO et al., 2017; RICALDONI, 2019; SOUZA, 2019; FIGUEIREDO et al.,
2021). Assim, para criopreservacdo de sementes de café arabica foi obtido protocolo seguro de
armazenagem, com alta sobrevivéncia a imersdao em nitrogénio liquido (COELHO et al., 2017a;
FIGUEIREDO et al., 2017).

Porém, a utilizacdo de sementes criopreservadas na cafeicultura é ainda inexistente,
muito embora em muitas pesquisas ja tenham sido verificado o potencial de utilizagdo da
técnica, com protocolo seguro ja estabelecido. Entretanto, para que a criopreservagao seja uma
técnica comumente utilizada séo ainda necessarios estudos para verificar a qualidade fisiologica
e a sobrevivéncia das sementes, ao longo do tempo, apds a retirada do nitrogénio liquido.

A qualidade das sementes de café é obtida por meio do teste oficial, teste de germinacéo

(BRASIL, 2009), assim como, testes complementares de vigor e analises bioguimicas
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(DUSSERT; ENGELMANN, 2006; SHARMA et al., 2012; COELHO et al., 2015; COELHO
et al., 2017a; COELHO et al.,, 2017b; ABREU et al., 2018; COELHO et al., 2019,
FIGUEIREDO et al., 2021). A expressdo de sistemas enzimaticos removedores de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio constitui-se como possiveis marcadores de qualidade ou
da deterioracdo, para melhor entendimento da qualidade fisiologica das sementes. Diante do
exposto, esse estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia de sementes de

Coffea arabica L. apds retirada do nitrogénio liquido e reaquecimento.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencéo e processamento do material vegetal

Foram utilizados frutos de café, da espécie Coffea arabica L., cultivar Arara, colhidos
em lavoura da Fazenda Experimental da Fundacao Procafé em Varginha, na safra 2021/2022,
os quais foram cuidadosamente transportados para Universidade Federal de Lavras. Os frutos
foram colhidos no estadio de maturacéo “cereja”, por meio de colheita seletiva, e na sequéncia
foram submetidos ao processamento via Umida, sendo lavados/imersos em agua para separacao
por densidade e eliminacao dos frutos cerejas dos frutos chochos, malformados, brocados e de
impurezas. Apds a separacdo, os frutos cerejas foram descascados e as sementes foram
despolpadas por meio da fermentacdo em agua durante 24 horas na temperatura de 30 °C e
posteriormente pré-secadas a sombra para a retirada da umidade superficial. Para uniformizacdo
do tamanho, foram utilizadas as sementes retidas nas peneiras de crivo circular n® 21 e 22, sendo

descartadas aquelas de tamanho acima e abaixo destes.

2.2  Local e condugéo do experimento

Ap6s o descascamento dos frutos e despolpamento das sementes no Setor de
Cafeicultura, o experimento foi conduzido no Laboratorio Central de Pesquisa em Sementes,
do Setor de Sementes. Ambos os setores sdo do Departamento de Agricultura, da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras-MG.

Para a caracterizacdo do lote, as sementes foram inicialmente submetidas a
determinacdo do teor de agua e a avaliacdo fisiologica, por meio do teste de germinagao, peso
seco de plantulas e teste de tetrazélio. Em seguida, foram submetidas a secagem até atingirem
0 teor de &gua de 17% (base umida), conforme trabalhos realizados por Figueiredo et al. (2017)
e Coelho et al. (2017a). Posteriormente, as sementes foram armazenadas em criotanque
contendo nitrogénio liquido, em temperatura de -196 °C, até a realizacdo das andlises e

experimentos.

2.3  Secagem das sementes
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Para a secagem das sementes foram utilizadas 60g de silica gel ativada como agente
dessecante, em caixas tipo “gerbox”, as quais foram mantidas em camaras tipo B.O.D,
reguladas em temperatura de 25 °C, na auséncia de luz. A perda de 4gua durante a secagem foi
monitorada por pesagens continuas em balanca de preciséo de 0,001 g, até teor de agua de 17%
bu.

2.4 Crioarmazenamento das sementes

As sementes com teor de &dgua de 17 % bu (COELHO et al., 2017a; FIGUIREIDO et
al., 2017) foram acondicionadas em sacos de tule, os quais foram imersos diretamente no
nitrogénio liquido (-196 °C), onde foram mantidos por periodo de 25 dias, até a realizacdo das

analises fisioldgicas e bioquimicas.

2.5  Aguecimento das sementes

Apbs retiradas do nitrogénio liquido, as sementes foram rapidamente aquecidas em
banho-maria por 2 minutos a 40 °C, de acordo com metodologia de Figueiredo et al. (2021).
Em seguida, a avaliacdo das sementes foi realizada por meio das analises fisioldgicas e
bioguimica, além da determinacdo do teor de 4gua. Para as analises fisiologicas e bioquimicas
o0s pergaminhos das sementes foram retirados manual e cuidadosamente.

A determinacdo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a 105 °C, durante
24 horas de acordo com as prescri¢des da RAS (BRASIL, 2009) com modificacBes, em duas
repeticdes de cinco sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem com base no peso
umido (bu) das sementes.

2.6 Avaliacao fisiologica das sementes de café

Para verificar a sobrevivéncia das sementes ap0s a crioarmazenamento, as mesmas
foram retiradas do nitrogénio e mantidas em temperatura ambiente 25 + 2 °C sem controle da
umidade relativa do ar para a realizacdo das anélises fisiologicas diariamente, até o 15° dia,

mediante os seguintes testes descritos.
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2.6.1 Teste de germinagéo

Foram utilizadas quatro repeticdes de 20 sementes, semeadas em folhas de papel de
germinacdo, umedecidas em agua destilada em quantidade equivalente a duas vezes e meia a
massa do papel seco, conforme prescricdo das RAS (BRASIL, 2009), com modificacéo.
Posteriormente, os rolos contendo as sementes foram mantidos em germinador, em temperatura
constante de 30 °C com presenca de luz, por 45 dias.

Foram realizadas contagens de plantulas normais aos 15 e aos 30 dias ap6s a semeadura,
sendo os resultados expressos em porcentagem. No teste de germinagdo, foram também,
determinadas: a porcentagem de plantulas normais fortes e fracas em relacdo ao eixo
hipocotiledonar, sendo consideradas como plantulas normais fortes aquelas que apresentam
alcas hipocotiledonares com pelo menos trés centimetros e fracas as que se encontravam abaixo
deste padré@o. Ao final do teste, aos 45 dias, foi determinada a porcentagem de plantulas com
folhas cotiledonares expandidas.

2.6.2 Peso seco de plantulas

O peso seco de plantulas foi determinado aos 45 dias apds a semeadura. A parte aérea
foi separada das raizes, com auxilio de bisturi e o material vegetal foi colocado em sacos de
papel, os quais foram submetidos a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar em 60 °C
por quatro a cinco dias ou até massa constante. O peso seco foi determinado em balanca de

precisdo (0,0001 g), com os resultados expressos em mg plantula™.

2.6.3 Teste de tetrazélio

Foram utilizadas quatro repeticdes de cinco sementes de café embebidas em agua
destilada por 36 horas, em temperatura de 30 °C (CLEMENTE et al., 2011) com modificacgéo,
para extracdo dos embrides. Os embrides extraidos foram mantidos em solucdo antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP) e, ap0s esta etapa, foram lavados em agua destilada e embebidos em
solucéo de tetrazolio 0,5%, em frascos escuros, mantidos em temperatura de 30 °C, por trés
horas. Os embrides foram avaliados quanto a viabilidade, com auxilio de lupa estereoscopica

com aumento de 10 vezes para visualizacdo interna e externa de suas estruturas, obtidas pelo
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corte longitudinal ao meio dos embribes. Assim, foram classificados em viéveis e ndo viaveis,

por meio da analise da localizacdo e extensdo de danos observados (BRASIL, 2009).

2.7  Expressao eletroforética de isoenzimas

Para a expressao eletroforética de isoenzimas, as sementes foram retiradas do criotanque
e a cada dia foram utilizadas 50 sementes, até completar o 15° dia em condi¢des ambiente. As
amostras foram acondicionadas, identificadas e armazenadas em deep-freezer a -86 °C até a
realizacdo das analises. A metodologia proposta por Alfenas (2006) foi utilizada para extracéo,
corrida eletroforética e revelacdo das isoenzimas do processo antioxidante, catalase (CAT),

peroxidase (PO), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) e esterase (EST).

2.8 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 16 tratamentos,
constituidos pelos dias apds crioarmazenamento, com quatro repeticGes por tratamento. Os
resultados foram submetidos a anélise de variancia, sendo as médias qualitativas comparadas
pelo teste de Scott-Knott e as médias quantitativas submetidas a anélise de regressao, em nivel
de 5% de probabilidade por meio do software R (R CORE TEAM, 2022). As médias de cada
cultivar e época de armazenamento foram comparadas as medias do tratamento controle, por
meio do teste t de Student, em nivel de 5% de probabilidade. Para as andlises bioquimicas, a
interpretagdo dos resultados obtidos para as isoenzimas foi realizada levando-se em
consideracdo a presenca/auséncia e a intensidade das bandas no gel.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Avaliacao fisioldgica das sementes de café

Na figura 1, encontra-se apresentado o teor de agua das sementes de Coffea arabica L.
até o 15° dia de sobrevivéncia apos crioarmazenamento. Observa-se uma reducdo do teor de
agua com o aumento dos dias de sobrevivéncia das sementes ap0s a retirada do nitrogénio
liquido, ao passo que, para o dia zero verifica-se 31% de teor de dgua das sementes e no 15° dia

com 8%, respectivamente, em condigdes ambientais (FIGURA 1).

Figura 1. Teor de dgua de sementes de Coffea arabica L. até o 15° dia de sobrevivéncia ap6s
crioarmazenamento.
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Fonte: Da Autora (2023).

Pelos resultados da anélise de variancia houve interacao significativa para as variaveis
plantulas normais, plantulas com folhas cotiledonares expandidas, peso seco de parte aérea e
peso seco de raiz (APENDICE A). Sementes da cultivar Arara apresentou, apos colheita e
processamento, 83% de plantulas normais e 80% de embrides viaveis.

ApoOs o crioarmazenamento por periodo de 25 dias, procedeu-se a instalagdo do
experimento, analisando-se o desempenho fisioldgico das sementes até 0 15° dia de manutencgéo

em condi¢cdes ambiente, apds retirada do nitrogénio liquido. Observam-se variacdes nos
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resultados obtidos nos diferentes tempos apds a criopreservacdo em todas as varidveis
analisadas (TABELA 1). De acordo com resultados do teste de germinacéo, houve diferengas
significativas entre os diferentes tempos de manutencdo das sementes apds a criopreservagao.
Avaliando-se os resultados dos testes de vigor, observa-se que as maiores médias foram
verificadas até o 11° dia de manutencdo das sementes ap0s a retirada do nitrogénio liquido, para
as variaveis porcentagem de plantulas com folhas cotiledonares totalmente expandidas e peso
seco de parte aérea (TABELA 1).

Tabela 1. Porcentagem de pléntulas normais (PN), porcentagem de pléntulas com folhas
cotiledonares totalmente expandidas (FC), peso seco de parte aérea (PSPA) e peso
seco de raiz (PSR) de sementes de Coffea arabica L. até o 15° dia de sobrevivéncia
apos crioarmazenamento.

Sobrevivéncia das sementes PN FC PSPA PSR

(Dias) (%) (%)  (mg plantula™) (mg plantula )
0 80 a 65 a 29,20 a 7,95a
1 76 a 59 a 25,51 a 6,44 a
2 70a 54 a 24,09 a 5,40b
3 69 a 50 a 27,18 a 5,03b
4 68 a 58 a 22,25 a 6,75 a
5 68 a 55a 25,58 a 574 a
6 66 a 56 a 26,64 a 6,54 a
7 65 a 54 a 23,43 a 5,69 a
8 65 a 50 a 22,20 a 521b
9 64 a 59 a 26,64 a 6,19 a
10 63 a 45D 19,64 b 4,48 Db
11 63 a 55a 25,04 a 5,26 b
12 54 b 40b 17,09 b 3,76 b
13 48 b 41b 18,51 b 4,24 b
14 46 b 33b 13,15 b 3,20b
15 46 b 40b 18,24 b 4,38b

CV (%) 20,99 24,80 23,53 25,40

Meédias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Da Autora (2023).

De maneira geral, foi observado para todas as variaveis analisadas no presente estudo
uma reducdo linear na qualidade fisiologica das sementes de Coffea arabica L. com o avanco
dos dias de manutencdo das sementes apos a crioarmazenamento (FIGURA 2). Imediatamente
apos a retirada das sementes do criotanque (FIGURA 2A), a porcentagem de plantulas normais

foi méxima (80%), sem diferenca significativa quando comparada as porcentagens de
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germinacdo das sementes observadas no primeiro e segundo dias, ou seja, de 76 e 70%,
respectivamente. No entanto, fica evidenciado que ap6s o crioarmazenamento as sementes de
café arabica mantém a qualidade fisiologica por periodo maximo de até dois dias em condicdes
ambientais, corroborando com o padrdo minimo de comercializacdo das sementes do género
Coffea estabelecido pelo MAPA de 70% (BRASIL, 2009).

Figura 2. Porcentagem de plantulas normais (A), porcentagem de plantulas com folhas
cotiledonares totalmente expandidas (B), peso seco de parte aérea (C) e peso seco
de raiz (D) de sementes de Coffea arabica L. até o 15° dia de sobrevivéncia apds
crioarmazenamento.
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Coelho et al. (2017b) estudando a criopreservacgao de sementes de C. arabica L. secadas
em silica gel observaram uma alta germinacdo das diferentes cultivares trabalhadas ap6s
retirada do crioarmazenamento, corroborando com os resultados deste estudo. Resultados
semelhantes foram verificados por Figueirado et al. (2021) onde encontraram alta sobrevivéncia
das sementes de café logo apds imersdo em nitrogénio liquido. Nota-se uma alta sobrevivéncia
das sementes ap0Os a criopreserversagdo, ou seja, altas porcentagens de germinacdo sdo
verificadas para as sementes, imediatamente apds retiradas do nitrogénio liquido.

Avaliando-se os resultados dos testes de vigor (FIGURA 2, B-D), observa-se a mesma
tendéncia do resultado do teste de germinacao, ou seja, a maior média foi observada logo apds
o crioarmazenamento. Este fato se deve a reducdo da qualidade fisiol6gica observada com o
avanco do tempo de manutencdo das sementes de café ap0s a retirada do nitrogénio liquido, até
0 15° dia. Pesquisas recentes de criopreservacdo de sementes do género Coffea tém
demonstrado variagdes nos resultados em relagéo aos testes de vigor (COELHO et al., 2017a;
FIGUEIREDO et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2021). Todavia, € importante ressaltar que os
diferentes resultados da sobrevivéncia das sementes ap0s imersdo em nitrogénio liquido
acondicionadas em temperatura ambiente 25 + 2 °C sem controle da umidade relativa do ar,

encontrados nesse estudo, podem também, ter sido afetados pela reducédo do teor de agua.

3.2 Expresséo eletroforética de isoenzimas

Observou-se nas sementes de café, variagfes na intensidade e/ou no aparecimento de
novas isoformas, nos perfis enzimaticos em funcao dos dias de sobrevivéncia das mesmas ap6s
o crioarmazenamento (FIGURA 3). A expressdo da enzima catalase apresentou intensidade
semelhante em todos os tempos de sobrevivéncia das sementes ap0s a crioarmazenamento, no
entanto, houve o aparecimento de uma nova isoforma no primeiro e segundo dias, ou seja,
aqueles que apresentaram maiores médias de plantulas normais no teste de germinacao
(FIGURA 3A). Observa-se que no primeiro e segundo dias, as sementes apresentaram maior
sobrevivéncia, indicando assim que a expressdo da catalase aumenta nos tratamentos de melhor

qualidade fisioldgica.
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Figura 3. Expressdo eletroforética das enzimas catalase (A), peroxidase (B), esterase (C) e
glutamato oxaloacetato transaminase (D) até o 15° dia de sobrevivéncia das sementes
de Coffea arabica L. ap6s crioarmazenamento.

Fonte: Da Autora (2023).

Em estudos recentes em sementes de café, a expressdo da enzima catalase tem sido
relacionada como possivel indicadora de qualidade fisiologica, entretanto, os resultados sdo
divergentes, apresentando ora correlagdo positiva ora negativa (ABREU et al., 2014; SANTOS
et al., 2014; COELHO et al., 2015; COELHO et al., 2017a; FIGUEIREDO et al., 2021). Essa
enzima é oxirredutora e atua na remoc¢do de radicais livres, durante estresses oxidativos
(DUBEY, 2011), assim a maior atividade pode estar relacionada & reducdo ou aumento do
mecanismo de prevencao contra o dano oxidativo.

Diferentemente da catalase, a expressao da enzima peroxidase apresentou alteragdes na
intensidade em funcdo dos dias de sobrevivéncia das sementes ap6s a crioarmazenamento,
principalmente, uma alta expressdo no primeiro, quinto, oitavo e décimo segundo dia (FIGURA
3B). Em estudos sobre a criopreservacdo das sementes de café arabica sobre a qualidade
fisiolOgica e a atividade bioquimica, foram observadas variagdes com aumento na expressao da
enzima peroxidase durante o processo de secagem (COELHO et al., 2017b). A enzima PO se
localiza na parede celular e no vacuolo, apresentando funcao de reducéo e exposicao dos efeitos
do O2 nos mecanismos de defesa das sementes (DUSSERT; ENGELMANN, 2006).

Com relacéo a enzima esterase (FIGURA 3C), observou-se varia¢@es na intensidade das
isoformas em relacdo ao avanco do tempo de sobrevivéncia das sementes, sendo que os 13°,
14° e 15° dias apresentaram as menores expressoes, correspondendo esses tempos, aos piores
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desempenhos fisioldgicos. A enzima esterase € um bom indicador da deterioracdo das sementes,
com importante fungdo catalitica na desintoxicag&o celular, atuando na hidrélise de ésteres e no
metabolismo de lipideos (RUSSEL et al., 2011). Neste estudo, a medida que avanca o tempo
de sobrevivéncia ocorre, também, diminuicdo da expressao da enzima EST.

A expresséo da enzima glutamato oxaloacetato transaminase, apresentou intensidades
semelhantes entre os tempos de sobrevivéncia das sementes. Todavia, as menores intensidade
foram observadas no 4°, 5° e 9° dias ap0s a retira do nitrogénio liquido (FIGURA 3D). Segundo
Vieira et al. (2009) e Tunes et al. (2010), a enzima GOT apresenta papel importante na
germinacdo das sementes, uma vez que atua na oxidacdo de aminoécidos fornecendo energia
para o ciclo de Krebs ou para a redugdo do alfa-cetoglutarato para novos aminoacidos
destinados ao crescimento do embrido e a sintese proteica.

Assim, ficou evidente a perda de qualidade das sementes de café, apds sua retirada do
nitrogénio liquido, sendo recomendado que estas sejam utilizadas o mais rapidamente possivel,
ou que sejam armazenadas adequadamente para posterior uso, de acordo com os resultados do
estudo. Nesse estudo nédo foi avaliado o desempenho fisioldgico dessas sementes caso fossem
armazenadas em temperaturas mais baixas ou se tivessem sido submetidas a secagem. Desta
forma, um estudo mais aprofundado deve ser realizado para uma recomendagdo mais segura
sobre a melhor forma para a manutencao da qualidade das sementes de Coffea ardbica L. apds
a sua retirada do tanque de nitrogénio liquido.
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4 CONCLUSOES

Apds a criopreservacao, as sementes mantidas em condi¢cdo ambiente sofrem reducéo
continua da qualidade fisioldgica, sendo que a germinacdo é mantida dentro dos padrdes para a
comercializacdo por periodo maximo de dois dias em condi¢do ambiente.

As enzimas catalase, esterase e peroxidase sdo indicadores de qualidade de sementes de

café arabica ap0s crioarmazenamento.
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APENDICE A - Tabela da andlise de variancia do capitulo 5

Tabela 2 Resumo da analise de variancia dos dados referentes a protrusdo radicular (PR), plantulas normais (PN), plantulas com folhas
cotiledonares (FC), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR) e embrides vidveis (EV) da sobrevivéncia de sementes de
Coffea arabica L. apds criopreservacao.

Quadrados Médios

FV GL
PR PN FC PSPA PSR EV
Dias 15 48,333"™ 398,31* 306,56* 76,606* 5,9958* 302,92"
Erro 48 55,208 175,13 158,59 28,714 1,8735 336,46
CV (%) - 8,55 20,99 24,80 23,53 25,40 37,87

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. " ndo significativo.
Fonte: Da Autora (2023).



