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RESUMO

A semente de café é constituida pelo embrido, endosperma, um envoltério denominado
“pelicula prateada”, ¢ 0 endocarpo (pergaminho). O endosperma é a estrutura mais importante
na constituicdo do grdo do café, tanto econdbmica como fisiologicamente. Esta estrutura é
constituida por proteinas, alcaloides, 6leos, acucares, dextrina, pentosanas, celulose, lipidios,
acidos derivados da cafeina e outros &cidos organicos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
a morfologia e a histoquimica de sementes de café, produzidas em diferentes condi¢es de
altitude e insolacdo, e acompanhar a mobilizacdo das reservas dessas sementes durante a
germinacao. Foram avaliadas sementes de Coffea arabica L. cultivar Catuai colhidas em 20
locais distribuidos em 10 cidades da regido das Matas de Minas. As avalia¢6es foram realizadas
a partir de sementes com 0, 3, 6, 12, 24, 33 e 45 dias de embebicéo, parte das amostras foram
retiradas e fixadas em formalina neutra tamponada e em sulfato ferroso em formalina, enquanto
outra parte foi congelada em nitrogénio liquido e mantidas em Ultrafreezer a -80°C, para
posterior analise enzimatica. As amostras fixadas foram seccionadas transversalmente em
criomicrétomo, para realizacdo de testes histoquimicos para amido, lipideos, 6leos essenciais e
oleorresinas, proteinas, compostos fendlicos, polissacarideos neutros, alcaloides, p-1,3 e -1,4
glucanos e lignina. As amostras congeladas foram utilizadas para a revelacdo da atividade da
enzima superoxido dismutase e malato desidrogenase por eletroforese. Em geral o
comportamento das sementes quanto a histoquimica e atividade enzimética foram semelhantes,
independente da condigé@o de cultivo. Durante a germinacdo houve intensa mobilizagdo dos
compostos de reserva, comecando a partir da regido proxima ao embrido. A mobilizacao se
intensifica apds a protrusao radicular, a partir dos 12 dias e, aos 33 dias, pouca reserva foi
observada no endosperma. Aos 45 dias as folhas cotiledonares se encontram expandidas e o
sistema radicular composto por raiz principal e raizes laterais bem estabelecidos.

Palavras chave: Coffea arabica, germinacdo, consumo de reservas.



ABSTRACT

A coffee seed consists of embryo, endosperm, a wrap called “silver film", and the endocarp
(parchment). The endosperm is the most important structure in the constitution of the coffee
bean, both economically and physiologically. This structure consists of proteins, alkaloids, oils,
sugars, dextrins, pentosans, cellulose, lipids, acids derived from caffeine and other organic
acids. The aim of this work was to characterize the morphology and histochemistry of coffee
seeds, produced under different conditions of altitude and insolation, and to accompany the
reserves mobilization of these seeds during the germination. Seeds of Coffea arabica L. cultivar
Catuai were harvested at 20 sites distributed in 10 cities in the Matas de Minas region. The
evaluations were performed from 0, 3, 6, 12, 24, 33 and 45 days of imbibition seeds and samples
of seeds were taken out and fixed in buffered neutral formalin and ferrous sulphate in formalin,
while other samples were frozen in Nitrogen liquid and kept in Ultrafreezer at -80 ° C, for
further enzymatic analysis. The fixed samples were sectioned in cryomicotome for
histochemical tests for starch, lipids, essential oils and oleoresins, proteins, phenolic
compounds, neutral polysaccharides, alkaloids, p-1,3 and -1,4 glucans and lignin. The frozen
samples were used for the revelation of the enzymes activity: superoxide dismutase and malate
dehydrogenase by electrophoresis. In general, the behavior of the seeds according the
histochemistry and enzymatic activity were similar, independent of growing conditions. During
the germination, there was intense reserve compounds mobilization, starting from the region
next to the embryo. The mobilization intensifies after the root protrusion, from 12 days, and
at33 days, small quantity of reserve was observed . At 45 days the cotyledonary leaves are
expanded and the root system composed by the main root and lateral roots were established..

Key words: Coffea arabica, germination, consumption of reserves.
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1 INTRODUCAO

O Coffea arabica L. pertencente a familia Rubiaceae e € originario da Etidpia. Sua
semente é plana convexa, eliptica ou oval, sulcada longitudinalmente na face plana e é
constituida por embrido, endosperma, um envoltorio representado por uma “pelicula prateada”,

e endocarpo (pergaminho).

As sementes de café sdo obtidas a partir de frutos maduros denominados de frutos-
cereja, possuem viabilidade irregular, além de apresentar germinacdo lenta e desuniforme
(REIS et al., 2010; RUBIM et al., 2010). A demora na germinacao dessas sementes aumenta
consideravelmente o periodo de formagao das mudas, 0 que pode ser atribuido a propriedades
das paredes celulares e dos tecidos que compdem as sementes, além de aspectos fisicos como
a dureza do endosperma. Assim, para que haja germinacgdo, deve ocorrer a degradacdo dos
tecidos que circundam o embrido (endosperma micropilar) (ZONTA et al., 2010), permitindo
que a radicula protunda (SILVA et al., 2004).

Porém, pouco se sabe sobre as causas da perda da qualidade fisioldgica das sementes de
café e seu comportamento durante o processo germinativo. Esse processo inicia-se com a
absorcdo de agua, que varia de acordo com a espécie, permeabilidade do tegumento,
disponibilidade de agua, temperatura, pressdo hidrostatica, area de contato semente/agua, forcas
intermoleculares, composicdo quimica e condicao fisioldgicas das sementes (CARVALHO et
al., 2012).

O endosperma é a estrutura mais importante na constituicdo do grdo do café, tanto
econémica como fisiologicamente (GOULART et al., 2007). Esta estrutura € constituida de
proteinas, alcaldides, 6leos, agucares, dextrina, pentosanas, celulose, lipidios, acidos derivados
da cafeina e outros acidos (DEDECCA, 1957). A presenca € a propor¢do de cada um destes
componentes estdo diretamente ligadas a producdo de um café com bebida de qualidade
superior e sementes mais vigorosas. Estes componentes sdo afetados pelas variaveis ambientais,

tais como altitude, que podem ampliar o ciclo de formacédo do grdo (DAMATTA et al., 2004).

A mobilizacao efetiva das reservas de armazenamento de sementes e sua degradacao
durante a germinacdo € um processo fisiologico crucial no ciclo de vida das plantas (OTEGUI,
et al., 2006), sendo assim, pesquisas que fornegcam informacOes a respeito da composi¢ao
histoquimica das sementes, principalmente sua dindmica durante a germinagao podem fornecer

informacdes relevantes a respeito da qualidade fisioldgica das sementes.



Desta forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar morfo e histoquimicamente as
sementes de café em diferentes condi¢cGes de altitude e insolacdo, bem como acompanhar a

mobilizacao das reservas dessas sementes durante a germinacéo.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas sementes de café coletadas na regido das Matas de Minas, em Minas
Gerais, Brasil. Para isto, foram coletadas amostras de C. arabica cultivar Catuai em 20 locais
(Fig. 1). Os frutos foram colhidos manualmente no estadio 88 na escala BBCH para café, com
maturidade fisiologica completa. Os frutos foram colhidos em duas altitudes: abaixo de 750 m
(L) e acima de 900 m (H) e duas faces de exposi¢do da montanha: Soalheira quente, com alta
intensidade luminosa (SQ) e Noruega Fria, com baixa intensidade luminosa (NF).
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Figura 1: Representagdo dos pontos de coleta das sementes de C. arabica nas diferentes
altitudes e faces de insolacédo na regido das Matas de Minas, Minas Gerais, Brasil. Nas faces
Soalheira Quente (SQ) e Noruega Fria (NF), em altitudes inferiores a 750m e superiores a
900m.
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Apos a colheita, os frutos foram transportados para a Unidade de Beneficiamento de
Sementes da Universidade Federal de Vigosa, despolpados em despolpador manual e
desmucilados por fermentacdo natural em agua, durante 24 h, em temperatura ambiente. Em
seguida, as sementes foram lavadas e secas a sombra, sobre papel e seu endocarpo (pergaminho)
foi retirado.

Ap0s a secagem a sombra foram realizadas as seguintes avaliaces:

Teor de umidade foi determinado pelo método da estufa, onde as sementes foram secas
por 24 h a 105+3°C, com quatro repeti¢des de 50 sementes, sendo o teor de dgua expresso em
percentagem (BRASIL, 2009). Para avaliar o comportamento das sementes de café durante a
germinacdo e associd-lo as alteracdes nos compostos de reserva, a curva de embebicdo foi

avaliada para estabelecimento dos tempos iniciais de coleta.

Curvas de embebicdo: para avaliar o comportamento das sementes de café durante a
germinacdo e associa-lo as alteracdes nos compostos de reserva, a curva de embebicdo foi
avaliada. Através da pesagem sistematica de quatro repeticdes de 25 sementes, em intervalo de
2 h durante as primeiras 48 h e posteriormente em intervalos de 6, 12 e 24 h durante 17 dias. A
face plana das sementes foi disposta sobre duas folhas de papel germitest umedecidas com agua
destilada (2,5 vezes o peso do papel), dentro de caixas gerbox e mantidos em camara de
germinagdo a 30°C. A pesagem das sementes foi realizada até 4 dias apds 50% destas apresentar
emissdo de radicula. Assim, para a analise histoquimica dos compostos de reserva as sementes
foram colocadas para germinar e retiradas nos tempos 0, 3, 6, 12, 24, 33 e 45 dias. Ou sgja,
antes da embebicdo, um pouco apos a embebicdo (3 dias), com cerca de metade do tempo da
protusao (6 dias), proximo a protrusdo (12 dias), com o dobro de tempo da protrusao (24 dias),
no tempo recomendado para encerramento do teste de germinacao para café (33 dias) e quando

0s cotilédones ja estavam abertos (45 dias).

Analises anatdmicas e histoquimicas: Amostras de sementes foram fixadas
imediatamente em FNT (Formalina neutra tamponada) (KRAUS e ARDUIN 1997, modificado)
e em SFF (Sulfato ferroso em formalina) (JOHANSEN, 1940), para identificagdo dos
compostos fenolicos. As demais sementes foram dispostas em papel germitest com trés folhas,
umedecidas com &gua destilada (2,5 vezes o peso do papel) e mantidas em cadmara de
germinacdo a 30 °C, por 3, 6, 12, 24, 33 e 45 dias. Amostras de sementes foram retiradas a cada
periodo de tempo e fixadas imediatamente em FNT e SFF. Posteriormente as sementes foram
seccionadas transversalmente em criomicrotomo (LEICA CM 1850), na espessura de 30 um e

coradas com os seguintes reagentes: reagente de lugol (JOHANSEN, 1940) para a deteccdo de
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amido, Sudan Red (BRUNDRETT et al., 1991) para lipideos, reagente NADI (DAVID &
CARDE, 1964) para 6leos essenciais e oleorresinas, Reagente de Schiff (O’BRIEN &
MCCULLY, 1981) para Polissacarideos neutros, Azul brilhante de Coomassie (FISHER, 1968)
para proteinas, Floroglucina acida (JOHANSEN, 1940) para compostos fenolicos estruturais
(ligninas), Reagente de Wagner (FURR e MAHLVERG, 1981) para alcaloides, calcofluor
White (HUGHES & MCCULLY, 1975) para -1,3 e B-1,4 glucanos e Azul de toluidina
(O’BRIEN et al., 1964). O material foi montado em laminas histologicas e a documentacéo
fotogréfica, foi realizada com auxilio do fotomicroscopio Olympus AX 70 equipado com
sistema U-Photo.

Analises enzimaticas por eletroforese: Sementes foram dispostas em papel germitest
com trés folhas, umedecidas com agua destilada (2,5 vezes o peso do papel) e mantidas em
camara de germinacdo a 30 °C, por 3, 6, 12, 24, 33 e 45 dias. Posteriormente extratos
enzimaticos brutos foram obtidos pela maceracdo das sementes na presenca de 20 PVP
(polivinilpirrolidona) e nitrogénio liquido em moinho de bola com camara fechada (MA350), e
posteriormente armazenado a temperatura de -86 °C. A corrida eletroforética foi realizada em
sistema descontinuo de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador).
O sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados na canaleta do gel
50 uL do sobrenadante da amostra e a corrida efetuada a 150 V por 5 h. No final da corrida, os
géis foram revelados para as enzimas malatodesidrogenase (MDH- EC 1.1.1.37.) e superoxido
dismutase (SOD- EC.1.15.1.1.).

3 RESULTADOS

3.1 Padrédo de embebicao das sementes de café

Durante a curva de embebicdo o peso fresco das sementes aumentou rapidamente
durante a embebicdo inicial, Fase I, chegando ao platd na Fase Il, onde se manteve constante
até aproximadamente dez dias. Em seguida houve outro incremento de peso, na fase lll,
comportamento tipico da maioria das sementes. A protrusdo da radicula das sementes
produzidas em altitudes superiores a 1000 m, ocorreu aos 10,7 dias, enquanto nas produzidas

em altitudes inferiores este fenbmeno ocorreu aos 11,5 dias.
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3.2 Compostos presentes nas sementes de café

O fruto de café é constituido de casca ou exocarpo; mesocarpo, contendo a polpa e
mucilagem e o gréo, recoberto pelo pergaminho; o endocarpo. Em geral, s&o encontradas duas
sementes por fruto, compostas por endosperma e embrido. Com as analises histoquimicas
realizadas nas sementes de café, foi possivel verificar a presenca de diversos compostos (Tabela
1). Observamos também que as células que compde o endosperma possuem parede celular
espessas com formatos irregulares (Fig. 2A, 2B e 2C), enquanto as células do embrido sdo mais
isodiamétricas (Fig. 2G).

Tabela 1. Testes histoquimicos aplicados em sementes de C. arabica durante a
embebicéo aos 0, 3, 6, 12, 24, 33e 45 dias.

Grupo de compostos Reagentes Resultados
Proteinas Azul de comassie +
Alcalbides Reagente de Wagner +
Compostos fendlicos Sulfato ferroso em formalina +
Lipideos Sudan red +
Oleos essenciais e oleoresina Reagente NADI +
Polissacarideos totais Reagente de Schiff +
B-1,3 e B-1,4 glucanos Calcofluor White +
Compostos fendlicos estruturais (ligninas) Floroglucina acida -
Amido Lugol -

As sementes apresentam composicdo quimica semelhante, independente da condicédo de
cultivo, sendo identificados compostos fenolicos estruturais e ndo estruturais, lipidios, 6leo
resina, proteinas, alcaloides e carboidratos estruturais de parede (Fig. 2). Foi possivel observar
grande presenca de corpos lipidicos, em geral bem distribuidos por toda célula (Fig. 2C). Parte
desse material lipidico reage positivamente ao teste para deteccdo de 6leo resina, um dos
compostos responsaveis pelas caracteristicas organolépticas do café, como o aroma (Fig. 2E).
Os polissacarideos neutros, celulose e hemicelulose, estdo bem evidentes na estrutura das

paredes celulares que reagiram fortemente com PAS. No entanto, a presenca de amido nas
14



amostras durante os tempos apds a embebicdo avaliados nédo foi verificada mediante teste com
lugol.
Adicionalmente a presenca de -1,3 e B-1,4 glucanos é observada pela reagcdo com o

Calcofluor White (Fig. 2 G). Também sdo observados estreitamentos e ou variagao na espessura

da parede celular (Fig. 2B, D e F).

Figura 2: Secdes transversais de sementes de café para deteccdo de composicdo quimica.
Branco (A), coradas com Azul de toluidina (B), Sudan red (C), PAS (D), reagende de NADI
(E), Sulfato ferroso em formalina (F), Calcofluor wthite (G), reagente de Wagner (H) e azul

brilhante de Comassie (I). Barras = 100 pm.
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3.3 Consumo dos compostos de reserva durante a germinagao de sementes de café

O consumo de reservas nas sementes de café em relacdo as condicbes em que se
desenvolveram (altitude e face da montanha) séo semelhantes entre si.

Ap06s o processo de embebicdo aos trés e seis dias, pouca diferenca quanto ao consumo
dessas reservas é observada, porém a partir dos 12 dias foi observado o consumo das reservas
presentes nas paredes celulares e citoplasma, principalmente na regido mais proxima ao
embrido (Fig. 3). Essa mobilizagéo ficou mais evidente aos 33 dias, quando maior consumo de
reservas ocorre tanto na parte do endosperma mais proxima ao embrido quanto na regido
mediana (Fig. 3). Aos 45 dias ja ndo se observam reservas no citoplasma e praticamente
estavam ausentes nas paredes celulares, associadas a menor espessura das paredes celulares do
endosperma (Fig. 3). Foi observado também que a mobilizacdo ocorre de dentro para fora no
endosperma, ou seja, percebemos maior desgaste das paredes celulares nas regides proximas ao
embrido (Fig. 3 B, D e F). Adicionalmente, verifica-se que as reservas das paredes celulares da
periferia do endosperma foram mobilizadas mais intensamente aos 45 dias (Fig. 3 F).

De acordo com a alteracéo da coloracdo da parede das células do endosperma observadas
na Figura 3, verificamos uma alteracdo da constituicdo final da parede em decorréncia da
germinagdo. Concomitante ao consumo das reservas no citoplasma das células, é observado
uma alteracdo estrutural e quimica das paredes, refletindo respectivamente, o colapso celular e

a degradacdo das hemiceluloses e pectinas (Fig. 3).
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Figura 3: Secdes transversais de sementes de café durante a germinacao coradas com azul de
toluidina, antes da embebicédo (A), aos 12 dias de embebicdo (B e C), aso 33 dias (D e E) e aos
45 dias (F). Barras = 300 pm.

Antes da embebicdo, as sementes apresentavam cerca de 35% de umidade, o local onde
se encontrava o embrido, € identificado devido a leve coloracdo esbranquicada na regido
préxima ao topo da semente (Fig. 4 A). Aos 3 dias pouca diferenca é observada, enquanto aos
6 dias apds a embebicdo, a coloracdo branca do embrido pode ser facilmente constatada (Fig. 4

B e 4 C). Aos 12 dias é possivel observar a protrusdo da radicula (Fig. 4 D), fase onde
17



observamos nitidamente a mobilizacdo das reservas do endosperma (Fig. 5 C, 5J e 5 N). Aos
24 dias € observada a presenca de raiz bem desenvolvida, podendo ser identificada a raiz
principal e demais raizes em formacéo, a integridade das sementes ainda estava intacta (Fig. 4
E). Posteriormente, aos 33 dias, é observado crescimento do sistema radicular e alongamento
do hipocdétilo, adicionalmente foi observado amolecimento da semente, devido ao consumo das
reservas do endosperma (Fig. 4 F). Finalmente, aos 45 dias de embebicdo, observamos sistema
radicular bem desenvolvido, abertura das folhas cotiledonares e o residuo da semente,

praticamente sem reservas (Fig. 4 G).

Figura 4: Germinacdo de sementes de C. arabica antes da embebicdo (A), aos 3 (B), 6(C), 12
(D), 24 (E), 33 (F) e 45 dias (G). Barras=1cm.
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O consumo dos compostos de reserva, presentes no citoplasma, seguiram a mesma
tendéncia das reservas da parede. Observamos a mobilizacdo dos lipidios, proteinas e 6leos
essenciais durante a germinacdo de sementes de café mais evidente a partir dos 12 dias. Com

maior intensidade aos 33 dias, aos 45 dias é possivel observar pouca rea¢do para proteina e
praticamente nenhuma reserva de lipidios e 6leo resina (Fig. 5).
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Figura 5: Sec0es transversais de sementes de café durante a germinacdo, lipidios (A-G),
proteinas (H-L) e dleo resina (M-Q). Aos 0, primeira linha; 12, segunda linha; 33, terceira

linha e 45 dias de embebicdo, quarta linha. Barras: imagens em maiore destaque = 300 um e
em menor = 600 pm.
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3.4 Acdo enzimética durante a germinacao

Para detectar possiveis alteraces no metabolismo celular das sementes durante a
germinacdo foram analisadas a expressdo das enzimas malato desidrogenase (MDH) e
superoxido dismutase (SOD). No perfil enzimatico de MDH, observamos diferencas
significativas na expressdo durante a germinacdo das sementes de café. Maior expressdo da
MDH no controle e nos primeiros 12 dias de embebicdo ocorre para todos os tratamentos
testados (Fig. 6A). Pouca ou nenhuma expressao dessa enzima € observada a partir dos 33 dias
de embebicdo (Fig. 6A). Comportamento contrério ao apresentado pela SOD, onde a maior
expressdo € observada nos tempos mais avancados de embebicdo, aos 33 e 45 dias, enquanto
aos 24 dias ha pouca expressdo, enquanto aos 0 e 12 a expressdo € praticamente ausente (Fig.
6B).

Figura 6: Padrdes eletroforéticos de enzimas malato desidrogenase (A) e superoxido dismutase
(B). Nas faces Soalheira Quente (SQ) e Noruega Fria (NF), em altitudes inferiores a 750 m e

superiores a 900 m, durante os tempos 0, 12, 24, 33 e 45 dias de germinacao.
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4 DISCUSSAO:

As sementes de café sdo semi-elipticas com formato oval, possuem um sulco na
superficie plana, sendo coberta completamente pela pelicula prateada (WATERS et al., 2017).
O endosperma é constituido de células vivas com formato poliédricas (Fig. 2D), dividido em
duas regides, sendo que a mais externa é mais dura, enquanto a regido proxima ao embrido é
mais macia (WATERS et al., 2017). As paredes celulares do endosperma séo constituidas de
celulose, pectina e hemicelulose, como pode ser observado pelos testes histoquimicos (Fig. 2).
Também contém proteinas e lipidios no citoplasma (DA SILVA et al., 2005; PRE et al., 2008;
DA ROSA etal., 2010), além de Gleo resina, compostos fendlicos e alcaloides (Fig. 1). Embora
os testes com lugol ndo tenham identificado a presenca de granulos de amido nas sementes de
café durante os tempos amostrados, a reacdo com PAS que ocorreu no citoplasma sugere tanto
a presenca de polissacarideos neutros, de forma transitoria, podendo ser o amido.

A presenca dos carboidratos estruturais de parede € evidenciada com o teste de PAS pela
coloracgdo rosa (Fig. 2 D). Além disso, a coloracdo com Azul de toluidina reforca o resultado
quanto a composicdo da parede celular das sementes (Fig. 2B). A coloracdo azulada evidencia
a presenca de celulose enquanto o aspecto translucido esta relacionado a presenga marcante das
hemiceluloses, que ndo se coram com toluidina, mas que tem papel estrutural e de reserva nas
sementes de café. Isto é uma caracteristica das sementes de café, as quais apresentam parte das
reservas armazenadas nas paredes celulares do endosperma. Esses polissacarideos de parede
celular representam cerca de 48-60% do peso seco das sementes e consistem principalmente
em galactomananos e proteinas de arabinogalacturonanas (CLIFFORD, 1985).

As formas regulares e bem delimitadas das gotas de lipidios encontrados sugerem que 0
café utilizado neste estudo tem potencial para uma bebida de boa qualidade, como sugerido por
Goulart et al. (2007). Adicionalmente, verificou-se que essas reservas se encontravam bem
distribuidas no endosperma e estavam presentes proximo a parede celular. Durante a torrefacéo,
estes corpos lipidicos funcionam como uma barreira seletiva retendo parte dos compostos
aromaticos formados pela pirélise durante o aquecimento, favorecendo a retencdo do aroma,
melhorando assim a qualidade do produto (GOULART et al., 2007; AGUIAR et. al., 2005). As
demais reservas, como as proteinas que sao armazenados durante o final do desenvolvimento
das sementes, sdo hidrolisadas e mobilizadas para o crescimento do embrido durante a

germinacao.
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Semelhante ao descrito por Goulart et al. (2007) e Dedecca (1957), foi observado
também que independente das condicdes de cultivo, as sementes de café apresentam grande
quantidade de reservas no citoplasma e carboidratos estruturais na parede celular, além de
compostos como 0leo resina, compostos fendlicos e alcaloides (Fig. 3). Os compostos de
reserva, como celulose, lipidios e proteinas sdo mobilizados durante a germinagdo das
sementes, essa mobilizacdo iniciou-se na regido proxima ao embrido, facilitando o
fornecimento de energia para seu crescimento (Fig. 3).

A germinacdo das sementes comeca com a absorcdo de dgua e termina com a protrusdo
da radicula atraves dos tecidos que envolvem o embrido (BEWLEY et al., 2013), sendo uma
consequéncia da interacdo concorrente entre o potencial de crescimento do embrido e a forca
mecanica limitante dos tecidos ao seu entorno (NAMBARA et al., 2010; ZHANG et al., 2014).
Durante a germinacdo de sementes de café, foram descritas duas fases de enfraquecimento do
endosperma (DA SILVA et al., 2004), que constitui a for¢ca mecénica dos tecidos ao redor do
embrido. Durante a primeira fase, a agua absorvida pelas paredes celulares do endosperma é
gradualmente transmitida para o embrido, que aumenta seu potencial de pressdo (DA SILVA
et al., 2004, 2008), caracterizando seu potencial de crescimento. Gradualmente, a estrutura do
endosperma é enfraquecida e suas paredes celulares sdo degradadas, iSso ocorre para nutrir 0
embrido em crescimento.

Durante a segunda fase, o potencial de pressdo do embrido € liberado e ocorre uma
protuberancia na regido onde ocorrera a protrusdo da radicula (WATERS et al., 2017). Esse
enfraquecimento da regido do endosperma gera espacos vazios e reduz a integridade das células
nessa regido, permitindo a emissdo da radicula ao mesmo tempo em que a mobilizagdo dos
compostos presentes tanto no citoplasma quanto nas paredes celulares fornecem energia para a
divisdo celular e alongamento das células do embrido. A hidratacdo das células que compde o
endosperma lateral das sementes de café ocorre de forma mais lenta que as células do
endosperma micropilar, apds os cinco primeiros dias de hidratacdo (DA SILVA et al., 2008).

De acordo com Da Rosa et al. (2010), a germinacdo sensu stricto de sementes de café
ocorre apés os sete dias de embebicdo, enquanto que para Camargo et al. (1998), ocorre aos
nove dias, semelhante ao observado no presente estudo. Justificando assim, a maior
mobilizacdo das reservas observadas apds a protrusdo da radicula que ocorre aqui préximo aos
dez e doze dias. Pouca mobilizacdo dos compostos de reserva € observada aos seis dias de
embebicdo, enquanto que aos 12 dias, a mobilizacdo é mais evidente na regido proxima ao

embrido (Fig. 3). A mobilizacao de reserva apos essa data provavelmente esta ligada a protruséo
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da radicula, necessitando de maior suprimento de energia para desenvolvimento da plantula.
Observamos que aos 24 e 33 dias de embebicdo ha maior mobilizacdo das reservas e aos 45
dias as reservas estdo praticamente ausentes no endosperma (Fig. 3 e 5). Semelhantemente ao
descrito por Da Rosa et al. (2010), aos 24 e aos 33 dias as plantulas, apresentam bom
desenvolvimento da raiz principal e de raizes secundarias, enquanto aos 45 dias as folhas
cotiledonares se encontram expandidas (Fig. 4).

Até aos doze dias também ha maior atividade da MDH (Fig. 6A) e provavelmente de
outras enzimas relacionadas a quebra de reservas no inicio da embebigédo, o que contribui para
a maior mobilizacdo das reservas a partir dos 12 dias, uma vez que a protrusdo da radicula é
observada entre 10 e 12 dias de embebicdo. A maior parte do consumo energético ocorre em
eventos de pos-germinacdo para suprir o desenvolvimento inicial antes das plantulas se
tornarem autotréficas (MAYER & SHAIN 1974; BICALHO et al., 2016). Esta observacdo esta
de acordo com a cinética dos compostos de reserva observados para as sementes de café, nas
quais a mobilizacdo de reservas ocorre, ap0s a germinacao sensu strictu, qguando 0s compostos,
incluindo os de parede celular, foram degradadas para fornecer carboidratos para os tecidos em
desenvolvimento (BEWLEY et al., 2013).

Reservas citoplasmaticas, como lipidios e proteinas, sdo mobilizadas mais rapidamente
gue 0s compostos presentes nas paredes celulares. Comportamento evidenciado pela
manutencdo da integridade da semente, principalmente da regido tegumentar até proximo do
fim das analises (Fig. 4 e Fig. 5D e 5K). Reservas mais acessiveis, como as proteinas, séo
necessarias para os primeiros eventos durante a germinacgdo fornecendo esqueletos de carbono
para formacao de carboidratos de alto peso molecular, aminoacidos e enzimas (BEWLEY et al.
2013).

A utilizacdo de reservas proteicas, seguidas pela utilizacdo dos lipidios, antes da
mobilizacdo das reservas de parede celular tambem foi relatada em sementes de macauba
(BICALHO et al., 2016). Assim como mobilizacdo precoce de reservas de proteinas em B.
capitata (OLIVEIRA et al., 2013), as proteinas foram consideradas biomarcadores de
germinacao em eventos posteriores a fase inicial de embebicdo (NONOGAKI et al., 2010).

Uma reducdo rapida do contetdo lipidico durante a germinacdo de sementes de
Helianthus annuus L., também foi observada (MUNSHI et al., 2007). Essa reducdo, ocorre ndo
sO para o fornecimento de energia, mas também para o fornecimento de acidos graxos usados
para formacdo de lipidios de membrana para os embrides em crescimento (ABBADE e
TAKAKI, 2012).
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A germinagdo das sementes comega com a absorcdo de dgua durante a embebicdo e
termina com a protrusdo da radicula através do endosperma e do tegumento (BEWLEY et al.,
2013). A protrusdo da radicula, por sua vez, é resultado da interacdo concorrente entre o
potencial de crescimento do embrido, proporcionada pelo alongamento e diviséo celular e da
forca mecénica limitante dos tecidos da regido da micrépila (NAMBARA et al., 2010; ZANG
et al., 2014). O inicio do processo germinativo acontece a partir da embebicao das sementes,
que permite a retomada do metabolismo celular reduzido a partir de um periodo de laténcia
apos a colheita e secagem (MARCOS FILHO, 2005).

O suprimento de &gua permite a rapida recuperacdo do metabolismo celular durante a
embebicdo, podendo gerar um estado redox inadequado para a sobrevivéncia das sementes
(WEITBRECHTET al., 2011). Aumentando a concentracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que em excesso sdo nocivas, ao metabolismo celular. Porém, descobertas recentes
sugerem que essas moléculas sdo sinalizadores envolvidos na ativagdo de processos que
promovam germinacdo (EL-MAAROUF-BOUTEAU e BAILLY, 2008; GOMES e GARCIA,
2013). O que sugere, que o aumento na concentracdo de EROs no inicio da embebicao é
utilizada para facilitar a germinacao, pois facilitam a degradacdo da parede celular e morte
celular programada, processos fundamentais que regulam a protrusdo radicular promovendo o
afrouxamento dos tecidos da regido da micropila (ROSENTAL et al., 2014; ZHANG et al.,
2014).

Por outro lado, alteracBes posteriores no equilibrio redox promovem o aumento da
atividade de enzimas do estresse oxidativo, para retornar ao equilibrio, fundamental para a
atividade das enzimas do Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos (ATC) e da cadeia de transporte de
elétrons (VAN DONGEN et al., 2011). Mantendo dessa forma, o metabolismo respiratério para
quebra de reservas e fornecimento de energia para o crescimento do embrido e da plantula. A
mudanca no estado redox também reduz as ligacdes dissulfureto das proteinas através da
atividade de tiorredoxina, essa modificacdo na proteina contribui para a degradagdo de
compostos de reserva (ALKHALFIOUI et al., 2007) facilitando sua mobilizagdo para suprir a
germinacao e o crescimento da plantula, pois essa modificacdo permite a degradacdo de amido
e proteinas por promover a susceptibilidade as protease e amilases (ALKHALFIOUI et al.,
2007).

A enzima malato desidrogenase (MDH), que pertence ao ciclo do ATC teve sua atividade
aumentada no inicio da germinacdo, principalmente até aos 12 primeiros dias (Fig. 6A). Periodo

no qual observamos o inicio da mobilizacéo de reservas (Fig. 3, 4 e 5). Essa enzima além de
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participar do ciclo ATC, participa da gliconeogénese (ALKHALFIOUI et al., 2007).
Justificando sua maior atividade nos periodos iniciais da embebicdo, onde, considerando a
umidade das sementes em torno de 35%, ainda h& condicdes para atividade metabdlica nos
tecidos seminais.

Além disso, a MDH é um importante marcador enzimatico positivamente relacionado
com a respiracdo (DAY et al., 2004). A diminuicdo gradual na sua atividade pode resultar em
diminuicdo da respiracdo, reducao do metabolismo e pode ser associada ao envelhecimento de
sementes (XIN et al., 2014). Neste caso sua maior atividade até aos 12 dias de germinagéo
indica altas taxas respiratérias ligadas a quebra de reservas, enquanto sua menor expressao a
partir de 24 dias indica menor necessidade da atividade dessa enzima, ou seja, menor relacdo
dessa enzima com a quebra de reservas. Isto sugere a participacdo de outras enzimas, como a
endo-B-mananase, o-galactosidases, poligalacturonases e pectinametilesterase que séo
hidrolases que contribuem para o enfraquecimento do endosperma micropilar (BEWLEY &
BLACK, 1994; ZANG et al., 2014). Essas enzimas também atuam no enfraquecimento da
parede celular mediante a mobilizacdo de reservas armazenadas na parede, permitindo e ou
contribuindo para a protrusao da radicula (ZHANG et al., 2014, BORGES et al., 2015).

A maior expressdo de bandas da enzima SOD observada aos 33 e 45 dias apds o inicio
da germinagdo (Fig. 6B), pode ser atribuida tanto a maior atividade mitocondrial retomada
durante a embebicdo quanto ao esgotamento das reservas. Esse esgotamento faz com que
alteragdes metabdlicas sejam necessarias para que a plantula se torne autotréfica. Uma vez que,
durante a germinacdo a maior parte das EROs se formam devido a retomada do metabolismo
respiratorio, sendo a atividade da mitocondria sua principal fonte (NOCTOR et al., 2007;
GOMES e GARCIA, 2013). Isso ocorre porque os elétrons transportados pela cadeia de
transporte de elétrons (ETC) possuem energia livre suficiente para reduzir diretamente o Oo,
principalmente nos complexos I e Il que sdo as principais fontes de substrato da SOD. Portanto
requerendo aumento em sua atividade para dismutar o O, em H20O, (RODRIGUEZ-
SERRANO et al. 2009). Esse aumento da atividade da SOD, também pode se relacionar com
0 estresse causado pelo tempo de permanéncia das sementes nas condi¢des de embebicao. Essas
condigbes de umidade e temperatura, permitem a manutencdo do metabolismo alto e

proliferacdo de microrganismos que aumentam o estresse celular das plantulas.
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5 CONCLUSOES

Semelhanca dos compostos de reserva nas sementes produzidas nas diferentes
condigdes de altitude e face de insolagéo avaliadas.

Durante a germinacdo de sementes de café, ha intensa mobilizacdo de todos os
compostos presentes, comegando a partir da regido proxima ao embrido.

A mobilizacdo das reservas citoplasmaticas ocorre primeiro, seguida das reservas
presentes nas paredes das células do endosperma.

A maior mobilizacdo ocorre apds a protrusdo radicular, a partir dos 12 dias e aos 33 dias
pouca reserva é observada. Aos 45 dias as folhas cotiledonares se encontram expandidas e 0
sistema radicular composto por raiz principal e raizes laterais bem estabelecidos.

A mobilizacdo de reservas citoplasmaticas e da parede celular refletem em alteracdes
quimicas e estruturais que contribuem para suprir a demanda energética e fornecer condi¢Bes
para o crescimento e desenvolvimento da plantula ainda associada a semente, durante a

germinacao.
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