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RESUMO

A tecnologia de armazenamento a partir da criopreservacdo das sementes estd sendo
amplamente pesquisada para as especies intermediarias e recalcitrantes. Um protocolo de
criopreservacao de Coffea arabica L. foi recentemente desenvolvido e otimizado, apresentando
uma alternativa viavel para a conservacao, disponibilizando sementes com a qualidade inicial
preservada por tempo indeterminado. O entendimento do processo da criopreservacao aliado a
compreensdo dos mecanismos biologicos envolvidos na tolerancia a dessecacdo e ao
congelamento das sementes permite o sucesso da técnica. Logo, a criopreservacdo é uma
alternativa viavel para a conservacdo de varias espécies possibilitando o armazenamento por
periodos prolongados. Nesse contexto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da
criopreservacao em sementes de Coffea arabica L. sobre a qualidade fisioldgica, por diferentes
periodos, até um ano. Para isso, foram utilizadas sementes de Coffea arabica L., cultivar ‘Catuai
Amarelo’ IAC 62, da safra 2019/2020, secadas em silica gel até o teor de &gua de 17% bu. Apds
a secagem, as sementes foram armazenadas por um ano em nitrogénio liquido e retiradas do
criotanque a cada més, completando 12 épocas de armazenamento. Foram realizadas anélises
fisiologicas para avaliar a qualidade das sementes apOs a criopreservacdo. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado, sendo 12 tratamentos, em quatro repeticdes. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do software R. As sementes de
Coffea arabica L. podem ser armazenadas em nitrogénio liquido por um ano, e apesar de
manterem o padrdo minimo para a comercializacdo durante esse periodo, ocorrem diferencas

estatisticas entre as épocas de armazenamento.

Palavras-chave: Coffea arabica L.; Criopreservagdo; Qualidade fisioldgica.



ABSTRACT

Storage technology based on seed cryopreservation is being extensively researched for
intermediate and recalcitrant species. A protocol for cryopreservation of Coffea arabica L. was
recently developed and optimized, presenting a viable alternative for conservation, providing
seeds with the initial quality preserved indefinitely. The understanding of the cryopreservation
process combined with the understanding of the biological mechanisms involved in the
tolerance to desiccation and freezing of seeds allows the success of the technique. Therefore,
cryopreservation is a viable alternative for the conservation of several species, allowing storage
for prolonged periods. In this context, the objective of the study was to evaluate the effects of
cryopreservation in Coffea arabica L. seeds on physiological quality, for different periods, up
to one year. For this, seeds of Coffea arabica L., cultivar 'Catuai Amarelo' IAC 62, from the
2019/2020 crop, were used, dried in silica gel until the water content of 17% bu. After drying,
the seeds were stored for one year in liquid nitrogen and removed from the cryotank every
month, completing 12 storage periods. Physiological analyzes were performed to evaluate the
quality of seeds after cryopreservation. A completely randomized design was used, with 12
treatments, in four replications. The results were submitted to analysis of variance, and the
means were compared by the Scott-Knott test, at a 5% probability level, with the aid of the R
software. Coffea arabica L. seeds can be stored in liquid nitrogen for one year, and despite
maintaining the minimum standard for commercialization during this period, there are

statistical differences between storage times.

Keywords: Coffea arabica L; Cryopreservation; Physiological quality.
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1. INTRODUCAO

A relevancia socioecondmica da cafeicultura brasileira é perceptivel desde a
implantacdo de suas primeiras lavouras, consolidando o pais, hd anos, como o maior produtor
e exportador do fruto (ICO, 20202; ABIC, 2022). Estima-se para 0 ano de 2022 uma producéo
nacional de 55,7 milhdes de sacas beneficiadas, correspondendo o Brasil a um terco de todo o
café produzido no mundo (CONAB, 2022). A notavel producéo e exportacdo brasileira frente
aos demais paises baseia-se, sobretudo, na elevada qualidade dos frutos e da bebida nacional.

Visando propagar a espécie e potencializar a exploracdo comercial da cultura cafeeira,
faz-se necessaria a utilizacdo de sementes para obtencao de mudas. De acordo com Ellis et al.
(1990), as sementes de Coffea arabica L. sdo classificadas como intermediarias por
apresentarem pouca tolerancia a baixas temperaturas, porém certa tolerancia a dessecacéo,
manifestando comportamento intermediario entre as ortodoxas e recalcitrantes.

Sabe-se que tal classificacdo dificulta o armazenamento das sementes por longos
periodos, resultando em baixa viabilidade, diminuicdo do potencial germinativo (ABREU et
al., 2014) e do vigor das mesmas (COELHO et al., 2015). A baixa longevidade das sementes
de café é uma caracteristica intrinseca a espécie, sendo que alternativas para aumentar a
viabilidade podem ser realizadas, a exemplo de manipulagdes nas condigdes do ambiente de
armazenamento (POPINIGIS, 1977).

Como alternativa a conservacdo de sementes recalcitrantes e intermediarias, a
criopreservacdo tém-se apresentado como uma tecnologia vidvel (CHEN, 2011),
caracterizando-se por uma metodologia que envolve a tolerdncia a dessecacdo e ao
congelamento das sementes (PAMMENTER; BERJAK, 2014). De acordo com Coelho et al.
(2017), Figueiredo et al. (2018) e Ricaldoni et al. (2019), para a espécie Coffea arabica L., a
criopreservacao conserva a qualidade fisioldgica das sementes por tempo indeterminado. Nesse
contexto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da criopreservacdo em sementes de Coffea
arabica L. sobre a qualidade fisiologica, por diferentes periodos, até um ano



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sementes de Café Arabica

A semente de café localiza-se dentro do fruto do cafeeiro, composto por dois locus e
duas sementes, sendo uma dupra elipsoide. O exocarpo, mesocarpo e endocarpo também séo
constituintes do fruto, estando o endosperma em maior volume devido & necessidade de nutrigdo
da unidade reprodutiva.

De acordo com Rena e Maestri (1986), as sementes sdo plano-convexas, elipticas ou
ovais, sulcadas longitudinalmente na face plana e constituidas de embrido, endosperma e
espermoderma (pelicula prateada).

Quanto a tolerdncia a dessecacdo e ao armazenamento sob baixas temperaturas, a
semente de café caracteriza-se como intermediaria (ELLIS et al., 1991) entre ortodoxas e
recalcitrantes. Dessa forma, sdo capazes de tolerar niveis de dessecacdo relativamente mais
baixos em comparacdo as sementes recalcitrantes (até teores de agua entre 7% e 10%), mas nao
suportando temperaturas baixas por periodos prolongados.

Tal limitacdo dificulta, por longos periodos de tempo, a conservacao da semente de cafe.
Associada a ela, tem-se uma caracteristica intrinseca & espécie: a lenta germinacdo (VALIO,
1976). Diante do exposto, apds seis meses de armazenamento da mesma, existe uma reducéo
do poder germinativo e de vigor (ARAUJO et al., 2008; COELHO et al., 2015). Nasiro et al.
(2017) também obteve resultados semelhantes quanto a relacdo entre tempo de armazenamento,
germinacao e vigor. Nesse sentido, alternativas que conservem fatores fisioldgicos de sementes

Coffea arabica L. ao longo do armazenamento, sdo importantes linhas de estudo.

2.2 Armazenamento de Sementes

O armazenamento de sementes tem por finalidade evitar a deterioragdo deste produto
bioldgico. Segundo Villela & Peres (2004) é indicado que tal armazenamento tenha inicio na
maturidade fisiologica das sementes, visando manter a qualidade das mesmas ao longo do
periodo de armazenamento.

Apesar da longevidade de sementes ser variavel de acordo com o genétipo, as condi¢des
ambientais do armazenamento e o teor de agua sao fatores imprescindiveis para que a qualidade

fisioldgica desse material seja mantida, principalmente se tratando de temperatura e grau de



umidade do ar (MARCOS FILHO, 2005). De acordo com Popinigis (1977) a temperatura afeta
a velocidade de processos bioquimicos, enquanto a umidade relativa do ar controla o teor de
agua da semente.

Segundo Black et al. (2002), a tolerancia das sementes a dessecacdo pode ser definida
como a capacidade de recuperacgdo das funcGes bioldgicas apos desidratacdo. Assim, conforme
0 comportamento em relagdo ao armazenamento, as sementes sdo classificadas em ortodoxas,
intermediarias e recalcitrantes.

Nesse contexto, sementes ortodoxas sdo tolerantes a dessecacao por serem resistentes a
perda severa de agua, assim, podem ser desidratadas a valores muito baixos de agua (entre 5%
e 7%) e armazenadas a baixas temperaturas, mantendo a viabilidade. As recalcitrantes, por sua
vez, sdo muito sensiveis a dessecacdo, ficando invidveis quando atingem um grau de umidade
abaixo do seu nivel critico (15 a 50%) e quando armazenadas sob temperaturas negativas
(ROBERTS, 1973). Por fim, tem-se uma terceira classe, as intermediérias, que toleram
moderadamente a dessecacdo, entretanto ndo resistem a baixas temperaturas por periodos
prolongados (ELLIS et al., 1991), como acontece em exemplo a semente de cafe.

Quanto ao género Coffea arabica L. admitiu-se 0 comportamento intermediario visto
que estas podem ficar estocadas, apds dessecacdo, por até doze meses sob temperatura de 15 °C
a aproximadamente 10% (-90 Mpa). Entretanto, havendo progressivas reduc¢des no teor de agua,
resultando em perdas no potencial germinativo (ELLIS et al.,, 1991). Dessa forma a
criopreservacdo € uma tecnologia promissora para a espécie Coffea sp. (PAMMENTER,;

BERJAK, 2014) possibilitando o armazenamento por longos periodos.

2.3 Criopreservacao

Métodos que conservem o material biolégico por longos periodos sdo importantes meios
para a propagacdo de espécies. Diante disso, a criopreservacao, pautada pela desidratacdo e
posterior congelamento de materiais (PANIS; LAMBARDI, 2005; KAVIANI, 2011), refere-se
a uma ciéncia nova, viavel e que vem ganhando destaque na atualidade.

De acordo com o Engelmann (1977), a criopreservacdo mantém a estabilidade genética
e caracteristicas fenotipicas de materiais bioldgicos por tempo indefinido, requerendo pouco
espaco e manutencdo, sendo um metodo ideal para conservagdo de germoplasma, a qual é
realizada por meio de temperaturas ultra-baixas (de -150 a -196°C) em nitrogénio liquido. Nessa
temperatura o metabolismo celular reduz-se de modo que a deterioracdo bioldgica é

praticamente paralisada, resultando na conservagéo por longos periodos (BAJAJ, 1995).



Para diversas partes de plantas, a criopreservagao tem se mostrado um meio eficiente de
preservacao, a exemplo de raizes, bulbos, tubérculos, embrifes somaticos, polen e sementes.
No entanto, devido as sementes possuirem tamanho reduzido, ocuparem pequeno espacgo, serem
de facil manuseio e demandarem menor custo para armazenamento, considera-se esse material
como 0 mais indicado para a pratica (PRITCHARD, 2007; RAMALHO et al., 2012).

Em sementes, para que a criopreservacdo tenha éxito, deve-se levar em conta 0S
atributos fisicos e fisioldgicos da espécie, compreendendo os mecanismos bioldgicos envoltos
na tolerancia a dessecacéo e congelamento da mesma (WALTERS et al., 2008). A exemplo,
sementes consideradas intermediarias e ricas em 6leo, devido a aptiddo para ndo formacao de
gelo intracelular, tendem a possuir sucesso na técnica, com altas taxas de germinagdo apds o
descongelamento (HOR et al., 2005; KAYA et al. 2017; DUSSERT et al., 2001; GRAVIER et
al., 2011).

De acordo com Coelho et al. (2017) e Figueiredo et al. (2017), para o género Coffea
arabica L., a criopreservacdo representa uma técnica vidvel para o armazenamento das
sementes por tempo indeterminado, com a manutencdo do poder germinativo apds

descongelamento.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo e processamento do material vegetal

Foram utilizados frutos de café, da espécie Coffea arabica L., cultivar ‘Catuai Amarelo’
IAC 62, da safra 2019/2020. Os frutos foram colhidos no estadio de maturagdo cereja, por meio
de colheita seletiva e lavados para a separacdo de frutos chochos, mal formados, brocados e de
impurezas. Em sequéncia, os frutos foram descascados e as sementes foram desmuciladas por

meio da fermentagdo em agua.

3.2 Local e condugéo do experimento

Apbs o despolpamento dos frutos e desmucilagem 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. Foram utilizados nesta pesquisa

sementes provenientes da safra 2019/2020.



Para a caracterizacdo dos lotes, as sementes foram inicialmente submetidas a
determinacdo do teor de agua, teste de condutividade elétrica, teste de germinagdo, peso seco
de plantulas e teste de tetrazdlio. Em seguida, foram submetidas a secagem até atingirem o teor
de agua de 17 % (base imida), conforme trabalhos realizados por Figueiredo et al. (2017) e
Coelho et al. (2017). Posteriormente, as sementes foram armazenadas em tanque contendo
nitrogénio liquido, em temperatura de -196 °C, até a realizagdo das andlises.

3.3 Secagem das sementes

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

3.4 Crioarmazenamento das sementes

Foram utilizados sacos de tule, contendo 7680 sementes, com teor de agua de 17 % bu
(COELHO et al., 2017; FIGUIREIDO et al., 2017). Em seguida, 0s sacos contendo as sementes
foram imersos diretamente no nitrogénio liquido (-196 °C) e mantidos nos criotanques por

periodo de 12 meses.

3.5 Re-aquecimento das sementes

As sementes armazenadas em nitrogénio liquido foram retiradas do criotanque a cada
més, completando as 12 épocas de armazenamento e foram rapidamente imersas em banho-
maria por 2 minutos a 40 °C, de acordo com metodologia de Dussert et al. (1998). Em seguida,
a avaliacdo das sementes foi realizada por meio das anélises fisioldgicas. Para as analises

fisiolégicas os pergaminhos foram retirados manualmente das sementes.

3.6 Analises fisioldgicas das sementes de café

Todas as analises fisiologicas foram realizadas em cada época, completando as 12

épocas de armazenamento mediante 0s seguintes testes descritos.



3.6.1 Determinacdo do teor de agua

A determinacdo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a 105 °C, durante
24 horas (BRASIL, 2009), com duas repeticdes de 10 sementes. Os resultados foram expressos

em porcentagem com base no peso seco (bs) das sementes.

3.6.2 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. 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 (BRASIL, 2009), sendo os resultados obtidos
em porcentagem. Foi determinada a porcentagem de plantulas normais fortes e fracas em
relacdo ao eixo hipocotiledonar. Foram consideradas como plantulas normais fortes aquelas que
apresentarem alca hipocotiledonar com trés centimetros ou mais e fracas as que se encontrarem
abaixo deste padrdo. Ao final do teste, aos 45 dias, foi determinada a porcentagem de plantulas
com folhas cotiledonares expandidas.

3.6.3 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 0 material vegetal foi colocado em sacos de
papel, os quais foram submetidos a secagem em estufa de circulacéo 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™.

3.6.4 Teste de tetrazélio

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), para extracdo dos embrides.
Os embrides extraidos foram mantidos em solucdo antioxidante polivinilpirrolidona (PVP) e,

apos esta etapa, foram lavados em agua destilada e embebidos em solucéo de tetrazélio 0,5%,

6



em frascos escuros, mantidos em temperatura de 30 °C, por trés horas. Os embrifes foram
avaliados quanto a viabilidade, com auxilio de lupa estereoscdpica 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 vidveis e ndo viaveis, por meio da anélise da

localizagéo e extensdo de danos observados (BRASIL, 2009).

3.6.5 Determinacdo da 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. Ap6s o periodo de condicionamento, as solugdes 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 Instrumentacao, modelo mCA-

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

3.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 12 tratamentos,
constituidos pelos meses de armazenamento das sementes em nitrogénio liquido, com quatro
repeticdes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias qualitativas
comparadas pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2021).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultado da andlise de variancia dos dados fisioldgicos, foi constatada interacéo
significativa para as variaveis plantulas normais, plantulas com folhas cotiledonares
expandidas, embrides viaveis, condutividade elétrica, peso seco de parte aérea e peso seco de
raiz em sementes de Coffea arabica L. criopreservadas por diferentes periodos, até um ano
(TABELA 1, do anexo). As sementes apresentavam teor de agua inicial 40% (base umida) e
com boa qualidade inicial, com 80% de formacdo de plantulas normais e 96% de embriGes

viaveis.



Por meio do presente trabalho, de acordo com os resultados observados na Figura 1,
nota-se que em relacdo a porcentagem de plantulas normais, de plantulas com folhas
cotiledonares expandidas e quanto a viabilidade de embrides, obteve-se uma boa taxa de
sobrevivéncia das sementes ap0s imersdo em nitrogénio liquido ao longo dos meses de
armazenamento.

Em relacdo a porcentagem de plantulas normais € possivel avaliar que 0os meses de
agosto, novembro e dezembro (2019), assim como, janeiro, fevereiro, marco, junho e julho
(2020) apresentaram as maiores porcentagem de germinacdo, mantendo o padrdo minimo de
comercializa¢do para sementes de café.

Quanto as plantulas com folhas cotiledonares expandidas, as quais foram avaliadas aos
45 dias ap6s a semeadura, constatou-se que na maioria dos meses de armazenamento das
sementes ndo houve diferencas significativas, mantendo uma alta porcentagem desta variavel
a valores proximos de 70% ao longo dos meses estudados.

Na figura 1C, observa-se por meio da vialibidade de embrides pelo teste de tetrazdlio
realizado ao longo dos meses obteve boa taxa de sobrevivencia das sementes apos
criopreservacao, visto que, a média de embriBes viaveis se manteve acima de 70% mantendo o

padrdo minimo para comercializagdo das sementes de Coffea arabica L.
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Figura 1. Porcentagem de plantulas normais (A), de pléntulas com folhas cotiledonares
expandidas (B) e viabilidade de embrides pelo teste de tetrazélio (C) de sementes de
Coffea arabica L., criopreservadas por diferentes periodos, 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.



Em relacdo as varidveis analisadas na Figura 2, condutividade elétrica, peso seco da
parte aérea e peso seco de raiz foi observado resultados satisfatorios quanto ao armazenamento
de sementes Coffea arabica L. em nitrogénio liquido, em diferentes meses, até o periodo de um
ano.

Dessa forma, constatou-se pela figura 2A que as sementes armazenadas por 11 meses
(junho, 2020) apresentou a maior média de condutividade elétrica em relacéo as demais meses
estudados.

Para a variavel peso seco de parte aerea (Figura 2B), nota-se que ndo houve diferencas
significativas entre os meses de armazenamento das sementes em nitrogenio liquido, no entanto,
a maior média foi observada no més de fevereiro de 2020.

Ao longo do armazenamento das sementes, observa-se para a variavel peso seco de raiz
(Figura 2C) que os meses de novembro/2019, dezembro/2019, janeiro/2020, fevereiro/2020 e
junho/2020 apresentaram as maiores médias se diferindo dos demais meses de criopreservacao

das sementes de café.
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Figura 2. Condutividade elétrica (A), peso seco de parte aérea (B) e peso seco de raiz (C) de
sementes de Coffea arabica L., criopreservadas por diferentes periodos, 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 padrao das médias.
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5. CONCLUSAO

As sementes de Coffea arabica L. podem ser armazenadas em nitrogénio liquido por
um ano e, apesar de manterem o padrdo minimo para a comercializagdo durante esse periodo,

ocorrem diferencas estatisticas entre as épocas de armazenamento.
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ANEXO

Tabela 1 Resumo da analise de variancia dos dados referentes a de protusdo radicular (PR), plantulas normais (PN), de plantulas normais fortes

(NF), plantulas com folhas cotiledonares expandidas (FC), de embriGes vidveis (EV), de condutividade elétrica (CE), de peso seco de parte aérea

(PSPA) e de peso seco de raiz (PSR) de sementes de Coffea arabica L. criopreservadas por diferentes periodos, até um ano.

Quadrados médios

FV GL PR PN NF FC EV CE PSPA PSR
Meses 11 2" 2% 3" 3* 3* 3* 3* 3*
Erro 36 3 3 2 2 2 2 2 2

CV (%) - 7,14 12,13 70,01 16,33 12,10 6,26 17,39 22,07

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