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RESUMO

Sementes de café apresentam germinagdo lenta e desuniforme, dificultando consideravelmente a formagédo das
mudas. Nestas sementes a germinagdo ¢ limitada pelo endosperma, ¢ para que ocorra a emergéncia da radicula, o
amolecimento do endosperma ¢ desempenhado por varias enzimas, principalmente, a endo-f-mananase. O presente
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade da enzima endo-f-mannase em sementes de café (Coffea
arabica L.) colhidas em diferentes estadios fenologicos e submetidas a secagem. As sementes foram avaliadas nos
estadios de desenvolvimento verde, verde cana, cereja, passa e seco, apos trés tratamentos de secagem: sem secagem,
sementes avaliadas imediatamente apos a colheita e antes que os frutos perdessem agua; secagem convencional, em que
os frutos foram colocados em camada Unica dentro de bandejas plasticas e deixados em ambiente de laboratdrio, até que
atingissem a umidade desejada; secagem em ambiente controlado, realizada em estufa de circulacdo forgada de ar,
regulada a temperatura constante de 35°C. Realizou-se a eletroforese da enzima endo-f-mananase em gel de agarose.
Concluiu-se que Ha diferencas na atividade da enzima endo-pf-mananase em sementes colhidas nos diferentes estadios
fenologicos; a secagem ndo afeta a atividade da enzima endo-B-mananase em sementes colhidas nos estadios verde,
verde cana e cereja; e ocorre maior atividade da enzima endo-Bf-mananase em sementes colhidas no estadio seco e
submetidas a secagem lenta, convencional.

Palavras chaves: Coffea arabica L., germinagdo, qualidade fisiologica.

ENDO- - MANANASE ACTIVITY IN COFFEE SEEDS HARVESTED AT DIFFERENT
MATURATION STAGES

ABSTRACT

Coffee seeds have slow and uneven germination, which difficult the seedlings establishment. The germination
of this seeds is limited by endosperm and for radicle emergence, it is necessary the weakening of the endosperm, which
is done mainly by the endo-f-mananase enzyme. In this work, the objective was to evaluate the activity of endo-p-
mannase in coffee seeds (Coffea arabica L.) harvested at different phenological stages and submitted to different
methods of drying. The seeds were evaluated in the stages of development green, green-cane, cherry, overripe and dried
fruit, after three drying methods: without drying, seeds evaluated immediately after harvest; conventional drying, in
which the fruits were placed in single layer at room temperature until they reached the desired moisture; and, in an
incubator with forced air, under constant temperature of 35 °© C. The electrophoresis of endo-f-mannase enzyme was
performed in agarose gel. It was observed that, there are differences in the activity of endo-f-mannanase in seeds
harvested at different phenological stages; the drying does not affect the endo-f-mannase activity of green, green-cane
and cherry fruits; and the highest activity of endo-f-mannase occurs in dry seeds and submitted to conventional drying.

Key words: Coffea arabica L., germination, physiological quality.
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INTRODUCAO

Sementes de café apresentam germinagdo lenta ¢ desuniforme, aumentando consideravelmente o periodo de
formagdo de mudas. Sabe-se que a propagagdo predominante do cafeeiro é por meio de mudas oriundas de sementes, as
quais também apresentam sensibilidade a dessecag@o e problemas de conservacdo por periodos prolongados. Assim, a
semeadura geralmente ¢ feita logo ap6s a colheita das sementes, o que coincide com o periodo frio do ano, tornando a
germinagdo ainda mais lenta e irregular. Essa lentiddo na germinagdo tem sido atribuida a varias causas, e, dentre estas,
o pergaminho uma vez que constitui uma barreira, dificultando a absor¢do de agua pela semente.

No entanto, de acordo com Rosa (2002), as causas do lento processo de germinagao dessas sementes ainda nao
estdo totalmente esclarecidas, havendo necessidade de se estudar os mecanismos que controlam a germinacao.

Algumas enzimas sdo consideradas essenciais no processo de germinagao de sementes. Em sementes de café a
germinagdo € limitada pelo endosperma, necessitando do amolecimento deste na regido micropilar ou endosperma cap,
para que ocorra a emergéncia da radicula (Silva et al., 2004). De acordo com estes autores o processo de amolecimento
¢ desempenhado por varias enzimas, principalmente, a endo-f-mananase, que estd presente no endosperma das
sementes desta espécie, localizada na regido proxima a radicula. Desta forma, o amolecimento é considerado uma
conseqiiéncia da atividade das enzimas, as quais hidrolisam a parede celular, processo este muito investigado em
sementes de tomate, café e alface. Este amolecimento do endosperma correlaciona-se com o aumento da atividade da
enzima endo-f-1,4-mananase (Groot et al., 1988; Nonogaki et al., 1992).

A longevidade das sementes esta relacionada a tolerancia a dessecag¢do das mesmas. As sementes de Coffea
arabica L. apresentam comportamento intermediario para a tolerdncia a dessecagdo (Branddo Junior et al.,2002). A
aquisicao da tolerancia a dessecacdo ocorre durante a maturagdo, periodo em que ocorre a sintese de proteinas e de
outras substancias, as quais contribuem para a aquisicdo de tolerancia, bem como, s3o utilizadas t€ém importancia no
processo de germinagao.

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade da enzima endo-f3-
mannase de sementes de café (Coffea arabica L.), colhidas em diferentes estadios fenologicos e submetidas a
diferentes condi¢des de secagem.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Lavras, na cidade de Lavras situada a 21 °14" de
latitude sul, 45 °00" de longitude W.Gr. e altitude de 918m. O clima se enquadra no tipo Cwb da classificagdo de
Koppen. A temperatura média anual é de 19,4°C. A pluviosidade se distribui principalmente de outubro a abril em
valores anuais de 1529,7 mm.

Sementes de café, cultivar Rubi, foram colhidas em lavoura da Universidade, nos estadios de desenvolvimento
verde, verde-cana, cereja, passa e seco. Os frutos, em cada estadio, foram colhidos em épocas distintas, quando as
plantas apresentavam a maior parte dos frutos no estadio objeto da colheita, em plantas tomadas aleatoriamente. Os
frutos foram colhidos dos ramos médios das plantas ¢ das partes medianas dos ramos. Apoés a colheita em cada estadio
de desenvolvimento os frutos foram selecionados para uniformizagdo do estddio de maturagdo, considerando escala
fenologica proposta por Pezzopane et al. (2003). Logo apds a colheita e seleg@o, os frutos de cada estadio foram
submetidos a determinagdo do teor de agua pelo método da estufa, conforme estabelece as RAS (Brasil, 1992).

As sementes foram avaliadas em cada estadio de desenvolvimento apos serem submetidas aos seguintes
tratamentos de secagem: sem secagem, imediatamente ap6s a colheita e antes que os frutos perdessem agua; secagem
convencional, em que os frutos foram colocados em camada tnica em de bandejas plasticas e deixados em ambiente de
laboratorio, até que atingisse a umidade desejada; e secagem em ambiente controlado, realizada em estufa com
circulagdo forcada de ar, regulada a temperatura constante de 35°C.

O decréscimo do contetido de agua durante a secagem foi acompanhado por meio de pesagens durante o
processo, nos dois métodos adotados, até atingirem um contetido de dgua em torno de 13%, determinado pelo método
de estufa (Brasil, 1992).

Apbs secagem, os frutos foram descascados manualmente e as sementes maceradas e armazenadas em deep
freezer. Para a extra¢do das enzimas, foram adicionados 300 uL do tampdo de extragdo (0,1 M Hepes; 0,5 M de NaCl
pH 8,0; acido ascorbico na propor¢do de 5 mg do acido para cada mL de tampao) em cada microtubo com 100 mg de
p6 de cada amostra. Em seguida, os microtubos contendo as amostras foram agitados em agitador tipo vortex por 1
minuto e centrifugados, a 14.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi aplicado em gel contendo 6 mL de
locust bean gum, ou LBG (Sigma); 0,24 g de agarose (Qbiogene); 24 mL de tampao pH 5,0 (11 mL de &cido citrico
IM, 50 mL de Na2HPO4 e 149 mL de 4gua destilada). O LBG 0,5% foi preparado aquecendo-se a solucdo por 2
horas, a 80 °C, seguido de resfriamento em temperatura ambiente.

Os suportes do gel com U-frame (Pharmacia) (vidros) foram limpos com etanol. Esse suporte foi coberto com
gelbond film (Pharmacia), ficando o lado hidrofobico em contato com o primeiro vidro, para que o lado hidrofilico
ficasse em contado com o gel. O gelbond foi coberto com o segundo suporte e esses suportes foram unidos por
prendedores. O gel foi aquecido em microondas, por 1 minuto, até a total dissolugdo da agarose. Pelo mesmo periodo,
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o suporte foi aquecido em estufa, a 80 °C, para que ndo houvesse risco de trincar o vidro por diferenga de temperatura
entre o vidro e o gel. Foi feita a aplicagdo do gel em temperatura ambiente. Apos a solidificagdo, o gel foi armazenado
em geladeira por um periodo de 24 horas. O gel foi furado com furador de 2 mm de diametro e esses furos foram
succionados para a retirada de restos de gel com bomba a vacuo. Foram aplicados 2 p L do extrato da amostra por
furo, em trés repeti¢des de cada amostra. O gel foi transferido para um germinador, a 25 °C, pelo periodo de 21 horas,
no escuro, em cadmara umida.

Para a revelagdo, o gel foi inicialmente lavado em agua destilada e, em seguida, lavado em tamp@o (tampao
do gel) por 30 minutos e novamente lavado em agua destilada. Logo apos, o gel foi coberto com o corante vermelho
congo 0,5% por 30 minutos e colocado em etanol por 10 minutos para a remog¢ao do corante. Removido o etanol com
agua destilada, foi adicionada uma solucdo 1M de NaCl até a observagdo visual da formagao de halos brancos nos
furos que continham as amostras. Nesse momento, foi feita a medi¢do do diametro das amostras em duas dire¢cdes com
um paquimetro, resultando em um valor médio. Para o célculo da atividade da enzima, foi feita uma comparagdo com
a curva padrio gerada pela endo-B-mananase comercial de Aspergillus niger (Megazyme). O célculo da atividade da
enzima endo-B-mananase foi realizado segundo Downie et al. (1994).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro estadios de
maturagdo dos frutos (verde, verde-cana, cereja, passa e seco) ¢ trés métodos de secagem (sem secagem, secagem em
ambiente controlado e secagem convencional), com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas por meio do teste de Scott Knot a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados obtidos nesta pesquisa, observou-se que os métodos de secagem ndo afetaram a atividade da
enzima endo-B-mananase, nos estadios verde, verde cana e cereja (Tabela 1). Observa-se também que a secagem
convencional proporcionou as maiores atividades desta enzima em sementes colhidas nos estadios passa e seco. Estas
sementes apresentaram, também, os piores desempenhos fisiologicos, avaliados pelos testes de germinagdo e de vigor
(dados ndo apresentados).

De maneira geral, foi verificada menor atividade da enzima endo--mananase nos estadios verde, verde cana e
cereja e maior atividade nos estadios passa e seco independente do método de secagem. Essa menor atividade pode ser
explicada pelo fato da extracao das enzimas ter sido realizada sem embebicdo das sementes em agua. Takaki & Dietrich
(1980) observaram que a atividade da mananase em sementes de café aumenta somente 10 dias apds a embebigao,
estando esta associada ao amolecimento do endosperma cap e a disponibilizacdo de carboidratos para o crescimento do
embrido, durante o processo de germinacdo (Silva et al., 2004).

Assim, pode-se inferir que as maiores atividades da enzima endo-p-mananase detectadas nas sementes de pior
qualidade, podem estar relacionadas com o seu estado de deterioracdo, ou seja, com a degradacdo das paredes celulares
resultante do processo de deterioracdo das sementes. Para que a atividade desta enzima seja associada a germinacdo de
sementes com melhor desempenho fisiologico, a extragdo das enzimas e deteccdo de sua atividade deve ser realizada
apos o inicio da protrusdo das radiculas, em sementes germinando.

Estadios Tratamentos de secagem
Sem secagem | Secagem convencional | Secagem controlada
Verde 0.95Aa 1.99Ca 0.20Ba
Verde cana 0.93Aa 0.60Ca 0.79Ba
Cereja 1.01Aa 6.72Ca 2.84Ba
Passa 2.80Ab 39.80Ba 2.70Bb
Seco 0.97Ac 352.33Aa 37.46Ab

Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna e mintscula na linha nao diferem
significativamente entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Skott Knot

Tabela 1. Atividade da enzima endo-f-mananase em sementes de café colhidas em diferentes estadios de
desenvolvimento e submetidas a secagem convencional, secagem controlada e sem secagem. UFLA, Lavras - MG,
2011.
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Figura 1. Atividade, em gel de agarose, da enzima endo-f-mananase em sementes de café colhidas nos estadios de
desenvolvimento verde (V), verde cana (VC), cereja (C), passa (P) e seco (S), submetidas a secagem convencional (Cv),
secagem controlada (Ct) e sem secagem (Ss). UFLA, Lavras - MG, 2011.

Na Figura 1, pode-se, também, ser verificada a maior atividade da enzima nas sementes colhidas nos estadios
passa e seco, submetidas a secagem, principalmente a secagem convencional, lentamente em ambiente sombreado.
Provavelmente este método de secagem tenha proporcionado maior degradacdo de paredes celulares, uma vez que estas
sementes foram secadas ainda na planta, expostas, portanto, a condigdes adversas.

CONCLUSOES

Ha diferencas na atividade da enzima endo-B-mananase em sementes colhidas nos diferentes estadios
fenologicos.

A secagem nao afeta a atividade da enzima endo-f-mananase em sementes colhidas nos estadios verde, verde
cana e cereja.

Ocorre maior atividade da enzima endo-f-mananase em sementes colhidas no estadio seco e submetidas a
secagem lenta, convencional.
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