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RESUMO

FIGUEIREDO, T.G. Adaptagdo do teste rapido (pH do exsudato-
fenolftaleina), para estimar a viabilidade de sementes de cafeeiro (coffea
arabica L). Lavras: UFLA, 2000. (Disserta¢do - Mestrado em Fitotecnia). *

A presente pesquisa foi conduzida no Laboratéorio de Andlise de
Sementes da UFLA, Lavras-MG, em duas etapas. A primeira etapa objetivou
avaliar a possibilidade de se utilizar o teste de PP do exsudato-fenolftaleina,
para determinar, de forma rapida, o potencial de germina¢do de sementes de
cafeeiro. Foram testades 4 tempos de embevicao (8, 10, 12 ¢ 14 boras), em duas
temperaturas (25 e 30°C), em esquema fatorial, com 4 repeticdes de 50
sementes. Os resultados foram comparados aos do teste de germinacdo e
tetrazdlio, onde se utilizou o delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticdes de 100 sementes. N&o houve eferto significativo para as températuras
estudadas e foi conduzida a analise de correlagdo simples entre os resultados
para tempos de embebi¢do. Qs resultados indicam que o teste de pH do
exsudato-fenolftaleina apresenta-se eficiente em estimar a viabilidade de
sementes de cafeeiro, no tempo de embebi¢do de 10 horas, a temperatura de
25°C. A segunda etapa foi conduzida,objetivando avaliar a influéncia do periodo
de embebicdo e da concentracd) da mustura da solugdo Indicadora, nos
resultados do teste do pH do exsudato-fenolftaleina, Foram considerados no
presente estudo 3 lotes de sementes, 3 tempos de embebigdo (10, 15 e 20 horas)
e trés concentragdes da mistura da solugdo indicadora (1:1 ,1:0.75 e 1:0.50). A
embebicdo foi efetuada na temperatura constante de 25°C. O delineamento foi
em esquema fatorial, com 4 repeticdes de 50 sementes para cada tratamento. Os
resultados foram comparados aos dos testes de germinagdo, tetrazdlio e
condutividade elétrica, através de teste de correlagdo simples. Para estimar o
potencial de germinagdo, a metodologia do teste do pH do exsudatoe
fenolftaleina vai variar, em funcdo da safra do lote de sementes de cafesiro,
sendo que para lotes da safra atual a metodologia mais adequada foi a utifiza¢Zo
da concentragdo de 1:1 (fenolftaleina/carbonato de sédio) em tempo de
embebigdo de 10 horas.

Orientador: Rubens José Guimardes. Comité orientador: Renato Mendes
Guimardes, Maria das Gragas G. C. Vieira e Jodo Almir de
Oliveira.



ABSTRACT

FIGUEIREDO, T. G. Adaptation of the rapid test ( pH of exudate
phenolphthalein ) for estimating the viability of seeds of coffee tree (
Coffea arabica L.) Lavras: UFLA, 2000 (Dissertation — Master in Crop
Science )’

The present research work was conducted inthe UFLA Seed Analysis
Laboratory, Lavras = Mg ,in two steps . The first stgp aimed to evaluate the
possibility of wtilizing the Ph test of exudate-phenophthalein ,to determine, in a
fast way ,the germination of coffee tree seeds. Four times of imbibition were
tested (8, 10, 12and 14 hours ) at two temperatures ( 25 C and 30C ) in
factorial scheme , with four replications of 50 seeds. The results were compared
with those of the germination and tetrazolium tests , where the completely
randomized design with four replications of 100 seeds was utilized .The means
were compared by Tuckey’s test at the 1% significance level — and one-way
correlation analysis among the results was conducted . The results indicated that
pH ftest of exudate phenolphthalein proves to be efficient in estimating the
coffee seed viability at the imbibition time of § hours at the temperature of 25
C. The second step was proceeded aiming to evaluate the influence of the
imbibition period an the concentration of the mixture of the indicator solution in
the results of the pH test of exudate- phenolphthalein . In the present study ,
three lots of seeds ,three imbibition times ( 10 , 15 and 20 hours ) and three
concentrations of the indicator mixture ( 1:1, 1: 0.75and 1 : 0.50 ) were taken
into consideration. Imbibition was performed at the constant temperature of 25
C. The design was in factorial scheme , with four replications of 50 seeds for
each treatment . The results were compared with those of the germination,
tetrazolium and electric conductivity test, through the one — way correlation
test. To estimate potential germination, the methodology of the pH test of
exudate-phenolftalein is to vary in terms of the crop of the lot of coffs seeds, the
use of the concentration of 1:1 (phenolftalein/ sodium carbonate) in imbibition
times of 10 hours being the most sintable for the lots of the present crop.

* Guidance Committee: Rubens José Guimaraes (Major Professor) — UFLA,
Renato Mendes Guimaraes - UFLA |, Mana da Gragas
G.C.Vieira = UFLA and Jodo Almir de Oliveira =
UFLA



1 INTRODUCAO

A cultura do cafeeirotem grande importancia a nivel mundial, perdendo
em volume de negdcio, apenas para o petroleo (Mendes et al. 1995).

Novas tecnologias e métodos de cultivo advindos de trabalhos de
pesquisas tém sido colocados & disposigdo dos cafeicultores, podendo contribuir
para a redugdo dos custos de produgdo e melhoria na qualidade do produto.
Mesmo conseguindo solucionar parte dos fatores 1 i e s da produgdo, na
etapa de formagao de mudas, ainda existem alguns dos mais antigos desafios.

A formagdo de mudas de cafeeiro é de fundamental importancia na
implantagdo da lavoura, uma vez que, qualquer erro cometidonessa fase podera
incorrer em prejuizos ao longo da vida da cultura ( Carvalho e Alvarenga, 1993;
Guimaraes, 1994 e Mendes et al., 1995).

Um dos maiores problemas enfrentados pelos produtores de mudas de
cafeeiro, diz respeito a lenta germinagao das sementes, aliada a rapida perda do
poder germinativo. Os resultados da capacidade germinativa obtidos pelo teste
padrdo de germinagdo s6 se encontram disponiveis no periodo minimo de 30
dias. Esse fato, segundo Dias e Silva (1986) chega a criar situagdes em que,
quando se obtém o resuitado do teste padrao de germinagao, esteja ndo reflete o
verdadeiro estado fisiologicodas sementes naquele dado momento.

O conhecimento da qualidade fisiologica das sementes de cafeeiro €
necessario para a tomada de decisoes por parte dos produtores de sementes ¢
Viveiristas, sobre a utilizagdo ou descarte de determinados lotes de sementes, o

que acarretara na obtengao de mudas de qualidade para os cafeicultores.



O desenvolvimento de métodos rapidos, na avaliacao da viabilidade de
sementes, tem sido uma tonica entre pequisadores de diversos paises, tendo em
vista a necessidade por parte dos produtores de sementes, em tomar decisdes
rapidas sobre 0 aproveitamento ou descarte de seu produto.

Para que os testes utilizados nesse tipo de avaliagdo cumpram seus
objetivos, C necessario que sejam rapidos, simples, seguros e de baixo custo,
possibilitando assim seu uso em larga escala, comotestes rotineiros - Ferandes,
Sader e Carvalho (1987).

O teste de pH do exsudato (fenolftaleina) desenvolvido por Amaral e
Peske (1984) tem mostrado eficiéncia em predizer a viabilidade de sementes de
soja e se destaca por ser um método que atende a maioria dos requisitos acima
mencionados. Com isso, alguns estudos t€ém sido realizados, buscando a
adapta¢do de sua metodologia para outras espécies.

Em face do exposto, este trabalho teve por objetivos verificar a
possibilidade de aplicacdo do teste de pH do exsudato, na determina¢io rapida
da viabilidade de sementes de cafeeiro e o desenvolvimento de metodologia do

teste para sementes de cafeeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Descriciio da semente de Coffea arabica L.

A formagdo do batio floral ocorre, quando as gemas das axilas dos
ramos plagiotrépicos diferenciam-se em botdes florais, 0s quais permanecem em
dorméncia verdadeira durante o periodo seco do ano. A antese da flor s6
ocorrera com as condi¢Oes hidricas favoraveis, associado ao aumento da
temperatura, iniciando assim o desenvolvimento dos frutos, culminando com a
maturagdo (Rena e Maestri, 1985).

O fruto do cafeeiro € uma Qrupa eupsolue, COmenaov uols 1ocus e aquas
sementes, mas ocasionalmente pode conter mais. O endocarpo (‘Pergaminho”)),
quando maduro, & coriaceo e envolve independentemente cada semente. A
semente € plano convexa, eliptica ou oval, sulcada longitudinalmentena face
plana, constituida por embrido, endosperma ¢ um envoltdrio, representado por
uma “pelicula prateada™ ou espermoderma, Dedecca (1957), citado por Rena e
Maestri (1986).

As reservas da semente do cafeeiro sdo principalmente hemicelulose e
substancias graxas e a medida que os cotilédones se utilizam dessas substancias,
estes v80 crescendo dentro do endosperma. Apds o “amolecimento” do
endosperma comega o desenvolvimento da radicula, seguindo seu geotropismo
positivo. A sequir, forma-se a alp hipocotiledonar, que desenvolvendo,
culminara com a elevagdo total dos cotilédones, ainda presos ao endosperma,
para a superficie. Considera-se entdo germinada a semente, sendo denominado

esse estadio de “palito de fésforo”( Carvalho e Alvarenga, 1993).
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2.2 Fatores que afetam o estabelecimentodas mudas.

A formacao de mudas de cafeeiro t€ém encontrado certas dificuldades,
devido a caracteristicas inerentes s sementes, como sua rapida perda de vigor e
viabilidade, o que dificulta sua utilizagdo a longo prazo, e a necessidade de
longos periodos para a germinagao.

Went (1957) ja afirmava que a retomada do crescimento, ou germinagao
propriamente dita, poderia durar aié 90 dias, chegando ao extremo de 120 dias,
no periodo frio do ano fato esse, de relevante importancia, pois, éjustamente no
inicio dessa estagdo que as sementes comegam a estar a disposi¢do dos
produtores e viveiristas na maior parte da regido Centro Sul do Brasil.

Miranda (1987) cita que o periodo ideal para a irmplantagdo de um
cafezal € no inicio do periodo chuvoso, meses de outubro-novembro.
Considerando que as chamadas mudas de “meio ano” levam cerca de 6 a 8
meses para atingirem o desenvolvimento ideal, 0 semeio de um viveiro deveria
ser realizado de janeiro amargo.

Outro fator que também vem sendo estudado mais a fundo ¢ a influéncia
do endocarpo sobre a germinagdo. Guimaraes (1995) concluiu que para acelerar
0 processe germinativo, as sementes devem ter o endocarpo retirado,
confirmando os resultados obtidos por Franco (1970), o qual observou também
que as sementes com ¢ndocarpo ndo germinavam em meio asséptico. Rena e
Maestri (1986) também afirmam que a presenca do endocarpo nas sementes,
especialmente sob baixas temperaturas, atrasam a germinagdo, sendo que com a
remo¢do do endocarpo e a temperatura 32 “C, sementes maduras germinat em

apenas 15 dias.



Aparentemente, a difusdo de gases € 2gua e a expansdo em volume tém
papel secundario, comparados ao efeito de algum inibidor presente, ja que
fragmentos de endocarpo misturado as sementes, também inibiram a germinagéo
(Velazco e Gutierrez, 1974, citados por Rena e Maestri, 1986). A constatagdo da
presenca de algum inibidor foi feita por Figueiredo Jr , Figueiredo e Gomes
(1997), trabalhando com extrato aquoso de espermoderma (“pelicula prateada”),
em diferentes concentragdes, utilizando-se sementes de alface como planta
indicadora. Determinaram que, a medida que a concentracdo do extrato foi
aumentada, houve acréscimo do nimero de plantulas anormais e sementes que
nao germinaram da planta mdicadora, aumentando também o numero de dias
para a germinagdo. Os resultados permitiram sugerir que o espermoderma pode
oontribuir para a lenta germinagdo das sementes de cafeeiro, possivelmente
devido a presenca de substancias mibidoras.

Valio (1976) relaciona a germinacdo de sementes de cafeeiro, cam
variagdo dos teores de substincias sarelhantes aos 4cidos abscisico, giberélico
e citocininas. Nesse sentido, de acordo com Alvarenga (1990), as citocininas
podem funcionar como agentes quebradores de dorméncia em alguns casos e até
substituir a exigéncia de luz en espécies fotoblasticas positivas podendo assim,
diminuir o efeito de certos inibidores de germinagao, camo o acido abscisico, em
sementes de cafeeiro. Por outro lado, Carvalho (1997) ndo verificou ganho
significativo, quando samentes de cafeeiro foram tratadascom citocinina BAP.

De acordo com Popinigis (1985), além das caracteristicas inerentes a
propria espécie, as condigdes de ambiente sdo os principais fatares que afetam a

qualidade da semente, pois o grau de umidade ¢ controlado diretamente pela



umidade relativa e, indiretamente, pela temperaturado ar, a qual afeta também a
velocidade dos processos biequimicos na semente.

Existem ainda algumas discordincias entre os autores sobre a qualidade
fisiologica de sementes de cafeeiro armazenados por periodos prolongados, no
entanto, evidencia-se a existéncia de relacdo entre o grau de umidade das
sementes, tipo de embalagem e condi¢oes de ambiente, sobre a qualidade
fisiologica de sementes de cafeeiro armazenadas.

Miglioranza (1982), avaliando a conservagdo de sementes de cafeeiro
(cv. Catual) nos diferentes graus de umidade, armazenadas am condigoes
ambiente em embalagem hermeticamente fechadas, concluiu que para essas
condigdes ¢ preciso que o grau de umidade das sementes esteja entre 8 e 10%, de
preferéncia o mais proximo possivel de 9%. Determinou ainda que grau de
umidade, entre 24 e 50%, induzem as sementes de cafeeiro & morte em tempo
inferior a 6 meses.

Dias e Barros (1993) compararam a eficiéncia de diferentes embalagens
na conservacdo de sementes de cafeeiro (cv. Mundo Novo), armazenadas por 11
meses oam umidade inicial de 37%. Nas embalagens de polietileno perfurado e
de papel, as sementes apresentavam-se totalmente invidveis ao final do estudo.
O saco de polietileno lacrado foi o que apresentou melhores resultados, cam
uma germinacao de 60%.

Bacchi (1955) afirmou que pata as sementes de cafeeiro, a secagem
prolongada, em pleno sol, ndo causou nenhum prejuizo provocado pelos raios
solares. Afirmou ainda que a principal causa da rapida perda do vigor sera a
sensibilidade & desseca¢do, provocada pela diminuicdo da umidade das

sementes, a teores inferiores a faixa de 8 a 9%. Esse mesmo autor ainda afirma
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que teores de agua abaixo desse valor, deve ser considerado o limite critico para
essa espécie, quando submetida a esse sistema de seca, pois sua capacidade
germinativa ¢ sensivelmente afetada a ponto de se tomar nula.

Arcila-Pulgarin (1976) obteve bons resultados quando secou sementes
de cafeeiro artificialmente. Foram usadas temperaturas de 25 a 80°C, e como
testemunha a seca natural, em ambiente e temperatura de sombra. Os resultados
mostraram um poder germinativo de 95%, para as sementes secas, no ambiente
natural e igual resultado para as sementes secas a temperatura de 25 até 45°C
Temperaturas acima de 45°C foram bastante prejudiciais as sementes de
cafeeiro.

No entanto, Aranjo (1988) cita a ocorréncia de uma diminui¢do da
qualidade das sementes, em fun¢do de uma secagem rapida, com a temperatura
do ar em torno de 40°C, a qual manifestou seu efeito latente, quando elas foram
armazenadae com umidade am tama an acima da 139%  Ainda ceounda gssy,
autor, M maioria dos trabalhos até entéo realizados, ndo se adiou o efeito da
secagem apo0s determinado periodo de ammazenamento (efeito latente), que é de

grande importincia.

2 3 Viabilidade e deterioragcio de sementes

Entende-se por qualidade fisiologica a capacidade da sarente de

desempenhar fungdes vitais, caracterizada pelo seu poder genninativo, seu vigor

e longevidade, Popinigis (1985). Varios fatores interferem na qualidade da



semente, sendo que alguns deles propiciam a deterioracdo, que contribui
diretamentepara a perda da sua qualidade, podendo até inviabiliza-la.

O processo de deterioragdo de sementes ¢ muito complexo e, para
entendé-lo, ¢ essencial o conhecimento do mecanismo fisico, segundo o qual a
célula perde seus componentes celulares. A embebi¢do de uma semente ocorre
atraves do processo de difusdo, que ¢ o movimento ao acaso, de particulas de
determinada substancia, distribuindo-seuniformementenum espaco disponivel.

A absorgdo de agua se faz de maneira diferenciada pelos diferentes
tecidos da semente. A casca absorve miito pouca agua, expandindo-se bem
menos que os tecidos internos, a fim de ser rompida, facilitando a difusfo de
oxigénio para os tecidos internos. O tecido de reserva vem apds a casca, em
volume de agua absorvido e absorve dgua até um certo ponto, funcionando dai
por diante como um reservatorio. O tecido meristematico, justamente por crescer
€ 0 que absorve as maiores quantidades de 4gua (Carvalho e Nakagawa, 1988).

O movimento de agua do solo para a semente ¢ governado por varios
fatores, destacando-se as relagdes hidricas da semente ¢ do solo. Potencial
hidrico (Os ) € uma expressao do “status”energético da agua e a difusdo ocorre,
devido a um gradiente de energia, translocando do mais afto para o mais baixo
potencial {(Bewley e Black, 1994). O potencial hidrico das c€lulas (Os), nos
tecidos das sementes, é resultante da interacio entre os trés potenciais: 0
osmotico (o), que representa a concentragdo de solutos dissolvidos nas células,
condicionados pelas ligagdes entre a agua e os solutos. Quanto maior a
concentracdo de solutos, menor sera o potencial osmético e menor o potencial
hidrico nas células; o potencial matrico (Qm), resultante das intera¢des

interfaciais, tais como forgas capilares e adsor¢do, entre a 4gua e os constituintes
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moleculares das células (como proteinas e amido) e da semente (parede celular);
e o potencial de pressdo (Op), relacionado a for¢a contraria, exercida pela parede
celular externa, por causa da turgescéncia causada pela entrada de 4gua nas
c€lulas. A soma desses trés componetes € um valor negativo, exceto nas células
completamente tirgidas, onde € aproximadamente zero, 0 que corresponde ao
valor do potencial hidrico da aguapura Qs), (Bewley e Black, 1994).

A velocidade inicial de embebi¢cdo sera determinada, primariamente,
pela permeabilidade do tegumento da semente, &ma de contato
semente/substrato e a condutividade hidraulica do substrato (Mayer e Poljakoff-
Mayber, 1989). A temperaturamM qual a semente estd se embebendo exerce um
efeito consideravel sobre o processo.

Segundo De Roberts e De Roberts (1986) a especificidade da
membrana, no transporte de moléculas, € o mecanismo pelo qual a mesma,
regula 0 movimento de agua e solutos para dentro e fora das células. Pam
esclarecer melhor a fungdo da membrana, no processo de deterioragdo, basta
salientar que o sistema de membranas celulares parece ser a ultima estruturaa
organizar-se antes da maturagio fisiologica, sendo assim, € a primeira a exibir
alteracBes degenerativas, que caracterizam a deterioracdo de sementes
(Heydecker, 1974). Esse processo degenerativo, que se inicia apos o estagio de
maturagao fisiologica, continua até a perda da viabilidade e morte da semente.

Todavia, a falta de esclarecimentos sobre as causas de deterioracao se
deve, segundo Roberts (1973), ao grande volume de alteracGes citologicas e
metabdlicas, que ocorrem no processo, o que toma dificil o estabelecimento das

primeiras causas ou mesmo a identificacdo de causa e efeito.



As teorias da mativagdo enzimatica e a degeneragdo das membranas
celulares tém sido as mais enfocadas para explicar o processo de deterioragao.

A perda de viabilidade é acompanhada por uma redugdo, na capacidade
de sintetizar proteinas e, dentre essas, as enzimas desempenham um papel
importante na evolugdo da deterioracdo das sementes. Reduzindo a sintese
protéica, acarretara numa reducio das enzimas atuantes No processo
germinativo, promovendo uma germinagdo mais lenta ou, até mesmo perda da
viabilidade. Mudangas qualitativas e quantitativas em carbohidratos, lipidios e
proteinas, nos fornecem informagdo sobre mudangas metabdlicas, associadas a
deterioragdo durante o armazenamento (Anderson, 1973). Un bom indicativo de
perda de qualidade seria a avaliagdo da atividade de enzimas especificas,
Branddo Junior (1996).

Para Murray (1984), citado por Vieira (1996), o efeito negativo da
deteriorag¢do de sementes sobre taxas respiratorias, induz a um retardamento na
degradagdo de reservas, o que prejudica o desenvolvimento do embrido. A
medida que se processa a deterioragdo, a taxa respiratéria diminui, ocasionando
a perda da capacidade de germinagdo. Nesse processo, a respiracdo é referida
como a expressdo da atividade de um grande niimero de enzimas, que atuam no
metabolismo de reservas, Copeland e McDonald (1985).

Harman (1956), propds uma hipdtese para explicar a deterioragdo nos
sistemas biologicos. Ele sugeriu que a formacio de grupos quimicos,
denominados radicais livres, agiam sobre os constituintes celulares ¢ tecidos de
ligagdo, promovendo a degeneracaodos mesmos.

Mais tarde, Harman (1969) constatou que a maior fonte de radicais

livres, nos tecidos vivos seria resultante da peroxida¢do de lipidios, ou seja, o
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processo de formagao dos radicais livres através da atividade metabolica da
célula, ¢ conseqiiéncia da reacdo de lipidios estruturais, principalmente, os
polinsaturados, com o O,, resultando radicais livres e perdxidos instaveis = dai a
denominagiode peroxida¢io de lipidios.

As membranas celulares représentam um sitio chave de danos diretos da
peroxida¢do de lipidios, por possuirem uma grande superficie e por serem
normalmente, mais insaturadas que os lipidios de armazenamento.

Segundo Koostra e Harrington (1973), o processo de deterioragio teria,
como alteragdo bioquimica inicial, a desestrutura¢do do sistema de membranas &
nivel celular, através da acdo de radicais livres. Essa desestruturagio do sistemz
de membranas, leva a um desequilibriomM sua capacidade de regular o fluxo de:
solutos, nos dois sentidos tanto a nivel de célula como de organela, Essal
mudangas ocorreriam nos acidos graxos msaturados pela agdo dos radicais
livres.

Também ocorrem, segundo (Delouche e Baskin, 1973) o declinio na
respiragdo, M biossintese, taxa de germinagdo, crescimento € desenvolvimento
armazenabilidade, M uniformidade, resisténcia da planta, no rendimento ¢
emergéncia em campo, bem como, um aumento no nimero de plantulas
anormais.

As membranas mitocondriais mais interiores sdo compostas de maior
propor¢ao de cadeias de acidos graxos insaturados do que outras membranas
Portanto, a conseqiiéncia primaria da peroxidagdo de lipidios, nos tecidos, pode
ser a redugdo da eficiéncia respiratoria, bem como da perda da integridade da
membrana (Berjak e Villiers, 1972).
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A queda na integridade da membrana citoplasmatica tem sido
demonstrada, em sementes envelhecidas, pela propor¢do de componetes
citoplasmdticos lixiviados para o meio exteno (Glosh, Adhikary e
Banerjee,1981) e pela atividade de certas enzimas. Porém, microrganismos
patogénicos tém habilidade de secretar enzimas liticas, capazes de degradar
polissacarideos da parede celular, afetando também essa capacidade de
regula¢do do fluxo de solutos (Fisher et al., 1973 citado por Vieira,1996).

Com base no aumento de permeabilidade das membranas celulares e,
conseqiientemente, do fluxo de solutos, diversos pesquisadores tém analisado a
composicao do exsudato de sementes em embebi¢do e estabelecido correlagdes
com a viabilidade de sementes. Segundo Powell (1986) hd ocorréncia de
mudangas bioquimicas nas membranas, que resultam em um aumento de
lixiviagdo de metabolitos ja no inicio do processo de deteriora¢do, quando as
sementes ainda sdo vidveis; a quantidade de lixiviados ¢ influenciada pela
condi¢ao da semente, na época de colheita, pela idade da semente e também pela
incidéncia de danifica¢des. Woodstock (1973) destacou que a lixiviagdo de
metabdlitos das sementes esta inversamente associada ao seu vigor, uma vez que
reflete a perda da integridade das membranas, perda de constituintes essenciais
da célula e pode favorecer a associagdo de microorganismos. Nesse sentido,
diferentes testes, visando predizer a viabilidade € o vigor de sementes, t€ém sido

propostos (Tyagf, 1993).



2.4 Testes rdpidos para a avaliagiio da qualidade de sementes

O teste padrio de germinagdo tem sido mundialmente utilizado na
previsdo de qualidade de sementes, devido a sua seguranca e confiabilidade dos
resultados. No entanto, esse teste necessita de mais de trinta dias, para indicar 2
viabilidade de lotes de sementes de cafeeiro e isso, segundo Delouche (1976)
inviabiliza decisdes rapidas sobre os processos de beneficiamento e
armazenamento.

Os testes rapidos sdo de fundamental importancia, em programas de
controle de qualidade de sementes, com necessidade de utilizagdo em diversas
fases do sistema de produgdo (Femandes, Sader e Carvalho, 1987). Esses testes
se baseiam, principalmente, em propriedades fisicas e fisiologicas das sementes,
envolvendo processos respiratorios, ou ainda, na permeabilidade da membrana,
ao avaliar a perda de metabolitos durante o processo de embebigdo de sementes.

O teste de tetrazolio é um dos testes mais promissores, que envolvem
atividade enzimatica - enzima desidrogenase, para uma estimativa rapida dc
potencial de germinagdo de uma semente. Sendo a avaliagdo do teste individual,
para cada semente, mostra-se como um procedimento de sucesso, pare
avaliagio da qualidade do lote (Delouche et al., 1976). No entanto, para
obtengdo de bons resultados, o teste requer analistas altamente especializados e
dispéndio de tempo para sua execugdo (Antepara, 1979).

Qutros meétodos foram desenvolvidos no sentido de determinar a
qualidade fisiologica de lotes de sementes, a exemplo do teste de condutividade
elétrica, através da perda de eletrolitos para o meio de embebigdo (Mattews e
Powell, 1981).
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Tekrony (1983) relata o uso do teste de condutividade elétrica,
desenvolvido por Matthews e Bradnock (1968), nos testes de rotina no periodo
de 1972-1982. Mas, alguns problemas com a sua aplicagdo foram citados por
Hepbum et al (1984) ao constatarem que sementes de algumas cultivares de
ervilha apresentavam valores de condutividade maiores do que as outras, ainda
que ndo houvesse variacao no tamanho € na qualidade fisiologica das sementes.

Deswal e Sheoran (1993), trabalhando com medidas de absorbanc¢ia
espectrofotométrica, como alternativa do teste de condutividade elétrica,
concluiram que medidas de condutividade elétrica apresentam boa correlagao,
quando a concentragdo de eletrélitos na semente € alta, mas em sementes
pequenas, que lixiviam eletrélitos em concentra¢des relativamente baixas, o
procedimento épouco satisfatdrio.

Testes alternativos foram desenvolvidos, levando-se em consideragio
varia¢des do pH e procedimentos colorimétricos. O primeiro deles foi o teste do
timerosal, desenvolvidopor Franoo, Petrini ¢ Amaral (1984), o qual se baseia na
reagdo desse composto, com o exsudato de sementes embebidas em agua,
resultando em coloragéo laranja brilhante, para sementes viaveis e avermelhada
para deterioradas.

Amaral ¢ Peske (1984) observaram que exsudatos de sementes de soja,
embebidas individualmente em &gua destilada, por um periodo de 20 horas,
apresentavam diferentestonalidades de cor, quando eram adicionadas duas gotas
de um indicador misko, vermelho de metila e azul de metileno. Dessa forma,
exsudatos que adquiriram cor verde, apresentavam estreita relagdo com sementes
vidveis e de cor marrom com sementes invidveis ou muito deterioradas. Tais

tonalidades diferentes eram devidas ao pH do exsudato de cada semente, o qual
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depois de mensurado individualmente, por meio de um peagimetro, permitiu aos
autores concluirem que exsudatos com pH inferior ou igual a 5,8 correspondiam
a sementes nao-viaveis e, quando superior a esse valor divisorio, correspondiam
a sementes de boa qualidade fisiologica. Posteriormente, esses mesmos autores
desenvolveram um método colorimétrico, denominado teste do pH do exsudato
ou teste de fenolftaleina.

O principio bioquimico do teste pode ser hipoteticamente descrito da
seguinte maneira : a organizagio dos sistemas de membranas a nivel celular, em
sementes, pode refletir seu estddio de deterioracdo e, consequentemente, a
qualidade fisiologica. Assim, durante o processo de embebi¢io e, previamente,
a reorganizagdoe das membranas ha liberagdo do conteudo citoplasmatico. A
liberagdo de maiores quantidades de ions H™ contribui para acidificar o meio e
pode estar desfavoravelmente relacionado a capacidade de germinacdo de
sementes (Marcos Filho, Cicero e Silva,1987).

Quando as sementes sdo submetidas a embebicdo em 3gua, lixiviam
maior ou menor quantidade de ioms H” dependendo do seu estadio de
deterioragdo, sendo que as mais deterioradas apresentam maior lixiviagdo desses
fons e, consegiientemente, exsudatos mais acidos, com menor valor de pH; em
contrapartida, as sementes menos deterioradas originardo exsudatos com valores
de pH mais elevados (Amara e Peske, 1984),

Trabalhando com soja ( Glycine max. L), Amaral e Peske (1984)
obtiveram correlagéio positiva, entre viabilidade e pH do exsudato de sementes,
embebidas em agua e determinaram o periodo de 30 minutos de embebicdo
como ¢timo, destacando o teste como sendo rapido, simples, preciso, de facil

avalia¢do e de baixo custo.
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Barros e Marcos Filho (1990), utilizando do teste do pH do exsudato,
para avaliar cinco épocas de colheita, em sete lotes de sementes de soja,
conseguiram Otima correlagdo entre a emergéncia, em campo € o teste da
fenolftaleina sob 30 minutos de embebi¢do, apesar de superestimar a viabilidade
de lotes com maior grau de deterioragdo. Tyag (1993) trabalhando com sementes
de trés variedades de soja colhidas em duas $ocas distintas, utilizou o teste do
pH do exsudato, para determinar sua viabilidade e constatou que tanto o teste
padrdo de germinacdo como o teste da fenolftaleina, foram capazes de detectar
uma quedana germinagdo de sementes colhidas tardiamente, apesar do potencial
de viabilidade, obtido pelo teste do pH, ter apresentado tendéncia de
superestimar a capacidade germinativanas duas épocas de colheita.

Em sementes de feijoeiro, Fermandes, Sader e Carvalho (1987),
utilizando a metodologia do teste do pH do exsudato, trirta minutos de
embebicio verificaram que entre os sete cultivares estudados, quatro
apresentaram resultados de viabilidade semelhantes aos detectados pelo teste
padrao de germinagdo. Das trés cultivares restantes, uma teve sua viabilidade
subestimada e as outras duas superestimadas, quando da utilizacdo do teste do
pH do exsudato.

Carvalho (1992) trabalhando com amostras de algoddo (Gossypium
hirsutum L.), com linter e deslintadas quimicamente, testou seis tempos de
embebicdo, associados a trés temperaturas na execugdo do teste de pH do
exsudato. O autor concluiu que o teste do pH do exsudato é vidvel para separar
lotes de sementes de algodao em diferentes niveis de qualidade. Com relagdo ao
efeito da temperatura de embebi¢do, foi detectado que a 25°C s6 foi possivel

classificaram-se os lotes em melhor ou pior qualidade, ao contrario da
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temperatura de 40°C, que separou as amostras em diferentes niveis de qualidade
Concluiu também, que o teste aplicado em sementes deslintadas quimicamente.
proporciona uma separacdo de lotes, em diferentes miveis de qualidade
mostrando capacidade de estimar a viabilidade das sementes. No entanto
quando aplicado em sementes com linter, ndo apresenta capacidade de estimar &
viabilidade das sementes, embora tenha sido capaz de separar lotes de diferente:
niveis de qualidade.

Andrade (1994) avaliou a viabilidade de utilizagdo do teste do pH do
exsudato na determinagdo rapida do potencial de germinagio de sementes de
capim-brachiaria (Brachiaria decumbens Staf Cv. Basilisk). Foi estudada a
influéncia do periodo e temperatura de embebigdo e o tamanho de gota do
carbonato de sodio na execugdo do teste. O autor concluin que € viavel i
utiliza¢do do teste do pH do exsudato, para estimar de forma rapida, a
viabilidade de sementes de capim-brachiaria, sendo que o tempo de 75 minutos ii
25 °C, associado ao tamanho de gota de 14 pl, foi o que propiciou maior
precisao de resultados.

Santana (1994) estudou 0 efeito da temperatura e tempo de embebi¢do e
o tipo de preparo das sementes (integras; seccionadas ao longo do eixo
embriondrio, escarificadas mecanicamente), nos resultados do teste do pH do
exsudato, quando aplicado as sementes de milho (Zea mays L.). A autora
concluiu que a utilizagdo de sementes escarificadas associadas ao tempo de
embebi¢do de 30 minutos e a temperatura de 25 °C, apresentou a maior
correlagdo com o teste padrao de germinagao.

Segundo Barros (1988) ha uma grande importancia na padronizagio de
procedimentos, visando uma maior uniformidade de resultados, principalmente,
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no que se refere ao volume de agua, periodo e temperatura de embebicio, bem
como o peso das gotas das solucdes de fenoiftaleina e carbonato de sodio, que
podem originar alteragSes nas ooloragdes dos exsudatos das sementes,
provocando interpretagdes erroneas. Marcos Filho, Cicero e Silva (1987)
observaram que podem aparecer dividas quanto a interpretacdo da viabilidade
de sementes, colocadas em células, onde se obtém coloracdo rosa fraco, pois,
essa tonalidadepodera ndo estar bem caracterizada e apresentar variagdes.

Existem poucos trabalhos utilizando métodos rapidos para avaliagio da
viabilidade de sementes de cafeeiro, sendo o teste de tetrazdlio o mais estudado.

Vasquez e Morillo (1964) trabalhando com tetrazélio, em sementes de
cafeeiro, testaram varios métodos de preparo das mesmas, utilizando sementes
inteiras com e sem pergaminho, sementes com embrido brotado e fragdo da
semente com exposi¢do do embrido. As sementes inteiras, com pergaminho nao
apresentaram reagdo positiva de coloragdo. Naquelas em que houve um contato
direto da solugdo de tetrazdlio com o embrido, ocorreu reagdo positiva de
coloragdo, variando de rosa claro até o roxo.

Mondonedo (1970) utilizando uma técnica de seccionar a semente
longitudinalmente, ao longo do embrido, obteve melhores resultados, quando
utilizou concentra¢des do sal de 0,1 e 0,5%, com tempo de imersdo, variando de
8 a 16 horas. Concentra¢des mais fortes, acima de 2%, exerceram efeito
prejudicial &s sementes. Os resultados obtidos, comparados aos do teste de
germinagdo, apresentarammimeros superiores de viabilidade. Observou também
que sementes mais velhas necessitaram de maior tempo para a reacao do que as

sementes mais novas.

18



: Dias 0 Silva, (1985) wilizaram unia maodologis sm que’ 86 PIOCUrN:
SVilar &0 miximo, 08 poesivels dancemecinicos no embrifio dunmte o processn
_da prepard do teste. Nesse méldo parte do ealusierma, contendo o cmbridin (
-subauetido 4 solugho de tetrazblioy pordia, & exposigho do embrifio ndo ¢ feitz
dirstaments com & selngdio; Somente apds determinado rempo de axqdsipie ¢
(ue o embrifo & isoladordd endosnanma; Segando o avtures, 08 resuliadoe
wdicaram  nfs haver, variagdo, pare os, ratameitos  sstusados, quande
womparsdes a0 teste padiic de garninasdio, ndicsndo amplas possibilicades &
milizeedo, do tests:de temazélio. pars estimar & germinaglo de sementes: de
cafeeino,
: Lopez (1988) tembéns afinma)seric sl de tatrazsiio; um, indicador da
vizhilidade'das sementes de calpairo, possibiltacde seu ugo pam so for umr
controle de qualidade da semenmos pard setasarhing. A téouica smprogada fol a de
saoionamento longiticingl da sementean lougo do Ambrido, semelhante dqels
proposts per Maadeoedo (1870000
Weikert (1991) estudou: trés metodologias de aplicasdo do tests . de
temzdlio, para semertes do. cafesirg, variando couceniracBes do. sal de
tetmzhlio, tenperatura ¢ taipy de lerturs, O autor coneluiy que a lempamturs
de 30 ", associada & codceutrado de 0,1% da woludo de tetrazilio com @
(posizha tosal do embrido, fomm o8 Provedimentos que proporsionaram. maic
repidez nos resukados o uma elhor comelagdc. coni 08 percatuais de
visbilidade 4o teete padro do germinaion, .
Marovaneli & al. (1937) sonparanda . metodoiogias (o teste  de
tetrunilio, pare detarminar, 8 visbilidade de sementes do caleeiry, concluiram
que, quando os embiifes g0 exposiod na setnsute & novamente submersos eic

ik



dgua a 30°C e sua extragdo completada apds um periodo de 12 horas, ocorre
maior perda dos embrides, mostrando-se inadequado o seu uso. Quando se
utilizon o seccionamento da semente, ao longo do eixe embrionario, na
concentra¢do do sal de tetrazolio de 0,1%, ficou dificultada sua avaliagdo,
levando a resultados imprecisos. JA a utilizagdo de embrides extraidos
proporcionou maior facilidade de avaliacdo, sendo que o tempo de submersado

antes da retirada do embrido variou com o estadio de deterioragdo das sementes.

25 Fatores que influenciam os resultados do teste de pH do exsudato

De acordo com Popinigis (1985), o processo de embebicdo € do tipo
difusdo, sendo esse 0 movimento, ao acaso, de particulas de determinada
substancia, distribuindo-se uniformemente num espago disponivel. A velocidade
de absorg¢do de agua da semente varia com a espécie, permeabilidade do
tegumento, disponibilidade de agua, temperatura, pressdo hidrostatica, area de
contato semente/agua, for¢as intermoleculares, composigdo quimica e condi¢do
fisiologica. Holtzman e Novikoff (1985) verificaram que o aumento da
temperatura aumenta a fluidez da membrana citoplasmatica, facilitando assim o
movimento da 4gua através desta. Mas, apesar de aumentar a fluidez da
membrana, 0 aumento excessivo da temperatura pode causar a ruptura das
membranas e, como conseqiiéncia, a lixiviagdo de ions organicos, aminoacidos,
acidos nucléicos e proteinas. Segundo Mayer e Poljakoff-Mayber (1989) o
aumento da temperatura aumenta a energia cinética da dgua, com isso diminui a
viscosidade da mesma, como consequéncia o processo de embebi¢do toma-se
mais rapido.
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Manxs Filho, Cicero e Silva (1987) referindo-se ao teste do pH do
exsudato-fenolftaleina, ressaltam a necessidade de utilizagdo de amostras com
grau de umidade uniforme, para obtengao de resultados mais precisos.

O efeito da umidade da semente no processo, segundo Becwar,
Stanwood e Ross (1982) esta na estreita relagdo entre a umidade contida na
semente e o rapido aumento da lixiviagdo de solutos. Ao trabalharem com
sementes recalcitrantes, os autores verificaram que quanto menor € o grau de
umidade da semente, maior a quantidade inicial de solutos lixiviados.

Fatores de natureza fisica, associados ao processo de embebi¢éio, sdo
citados por Bruggink, Kraak e Bekendam (1991), ao verificarem sementes de
milho submetidas a variostipos de preparo (sem dano, dano severo no embrido e
endosperma). Tais autores concluiram que apds sete horas de embebigdo a 10
"C, as sementes danificadas apresentavam aumento significativo na lixiviagio.
Ainda segundo os autores acima citados, substancias localizadas no pericarpo do
milho sdo responsaveis pelo rapido aumento de eletrdlitos lixiviados nas

primeiras horas de embebi¢do das sementes.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratorio de Analise de
Sementes (LAS) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG, no
periodo de 1997 a 1998,

3.1 Aplicabilidade do Teste de pH do exsudato-fenoiftaleina para estimar a

viabilidade de sementes de cafeciro (Coffea arabica L.).

3.1.1 Obtencio das Sementes

Foram utilizadas sementes de cafeeiro da cultivar Acaia MG 1474/19 -
colhidas no ano agricola 1996/1997, produzidas no Campo de Producio de
Sementes do Departamento de Agricultura da UFLA. O campo de sementes foi
conduzido, seguindo os tratos culturais normalmente recomendados a cultura na

regido (Mendes et al., 1995).

A colheita foi feita manualmente, tendo-se o cuidado de colher apenas os frutos no estadio
"ceregja’, conforme recomendacdo de Caixeta (1981). As sementes foram entdo, imediatamente
despolpadas (retirando o exocarpo) e, logo em seguida, colocadas em tanque de fermentacdo,
para se proceder a degomagem, ou seja, a retirada do mesocarpo ou muscilagem. Apos
processadas, as sementes foram selecionadas, eliminando-se aquelas quebradas ou mal
formadas e secas & sombra até umidade de 14%, quando, entdo, foram armazenadas em
cdmara fria até a execugdo dostestes.
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3.1.2 Metodologiapara o teste do pH do exsudato

Foram utilizadas sementes sem o endocarpo (pergaminho), o qual foi
retirado, utilizando-se 0 método manual, a fim de evitar qualquertipo de dano ao
embrido. Posteriormente, 4 repetigdes de cinqgiienta sementes foram
acondicionadas em formas plasticas, com céhulas individualizadas, de fundo
cdneavo de 2,7 cm de didmetro e 1,8 cm de profundidade. Em cada célula foram
colocados 2 ml de agua destilada (pH 7,0) e uma semente, sendo que, para caca
repeti¢do, uma célula permaneceu somente com agua, para referéncia no ato da
interpretacdo. Anteriomente, foram feitos testes preliminares, utilizando-setipos
de preparo de sementes para a realizacdo do teste, sendo que os mesmos
constavam da utilizagdo de sementes escarificadas, sementes seccionadas e
sementes integras, sendo que, o tratamento com sementes integras foi o que
obteve melhor resultado de avaliagdo para o teste. A embebigio foi efetuada sob
duas temperaturas, 25 "C e 30 °C, em cAmaras de germinagdo (BOD),
previamente reguladas. Os periodos de tempo de embebigdo foram de 8, 10, 12 ¢
14 horas, determinadas por um ensaio preliminar em que se acompanhou a
variagdo do pH da soluco de 4gua (pH 7,0), contendo sementes de cafeeiro.

Apobs cada periodo de embebicio, foi adicionado a cada célula uma gota
da solucdo de fenolftaleina e carbonato de sédio anidro (£ 60 pl), misturando-se,
em seguida, com bastdo de vidro. A avaliagdo foi realizada em fungdo da
ooloragdo desenvolvida, sendo as sementes avaliadas em normais (rosa) e morta

(incolor).
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Preparo da solucdoindicadora (solucio AP)

Essa solu¢do de fenolftaleina e carbonato de sédio, foi preparada
mediante a dissolu¢do de 1 grama de fenolftaleina, em 100 ml de alcool,
adicionando-se igual volume de agua destilada e recentemente fervida. Para o
preparo da solu¢do de carbonato de sédio, dissolvem-se 0,43 gramas de
carbonato de sédio anidro, em 200 mi de 4gua destilada e fervida. Em seguida,
misturaram-se as duas solu¢des em partes iguais. Ao final do preparo,
determinou-se 0 pH final da solu¢fio, 0 qual encontrava-se em torno de 102,
(Amaral, 1991).

3.1.3 Perfil Fisiologico do lote.

Paralelamente ao teste do pH do exsudato-fenolftaleina, foi determinado
o grau de umidade das sementes e o percentual de germinacdo pelos teste de
germinagao e de tetrazolio.

O grau de umidade das sementes foi determinado pelo método de estufa
a 105« 3 "C, durante 24 horas, conforme as prescricdes das Regras para Analise
de Sementes (Brasil, 1992). Foram utilizadas 2 sub-amostras do lote em estudo e
os resultados foram expressos em porcentagem.

Para a determinagdo do percentual de germinagdo, pelo teste de
germinacdo, foram utilizadas quatro repeticdes de 100 sementes, as quais, apos
tratadas com os fungicidas Benomil e Thiran, nas dosagens de 200 e 100g /100
Kg de sementes, respectivamente, foram semeadas em papel toalha (50 sementes

por rolo) previamente umedecidos com agua, na propor¢do de 2,5 vezes o peso
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do papel, dispostos na forma de rolos, em germinador tipo Mangelsdorf
previamente reguladoe para manter a temperatura de 30 °C.

As avaliagdes foram aos 30 dias apds o inicio do teste, segundo of
critérios estabelecidos pelas Regras de Analise de Sementes (Brasil, 1992),

A determinagdo do potencial de germinacdo, pelo teste de tetrazdlio, fc
efetuada em 4 amostras de 50 sementes do lote, que foram embebidas por 52
horas a 25°C em cémaras tipo BOD. Decorrido esse periodo, foi realizado o
corte longitudinal sobre o eixo embrionario das sementes, de modo a expor o
embrido e transferidos imediatamente para copos plasticos, contendo solugdo a
0,25% de sal de tetrazolio (cloreto 2-3-5 trifenil tetrazolio), ai mantidos por wm
periodo de tempo de 16 horas, na auséncia de luz, a temperatura de 25°C. Apés o
desenvolvimento da coloragio, as sementes foram avaliadas individualmente e
classificadas em wviaveis e ndo viaveis. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
3.14 Delineamento Estatistico

O teste do exsudato foi montado em esquema fatorial, utilizando-se o
Delineamento Inteiramente Casualizado, sendo o ensaio: 4 tempos de

embebi¢do (8,10, 12 e 14 horas) X 2 temperaturas (25 ¢ 30 "C). Para a
embebicdo, foi realizado estudo da regressido para os tempos utilizados.
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3.2 Avaliagdo de metodologias para aplicagdo do Teste do pH do

Exsudato-fenolftaleina.
3.2.1 Obtencio das Sementes

Trés lotes de sementes de cafeeiro (Coffea arabica L. cv Acaid), foram
selecionadas, sendo 1 lote da safra 96/97,1 lote da safra 97/98¢ 1lote da safra
98/99, armazenados em camara fria, do laboratorio de sementes do
Departamento de Agricultura da UFLA em condi¢des controladas. As amostras
representativas desses lotes foram retiradas e homogeneizadas, sendo que os
mesmos sofreram o mesmo tipo de preparo, para obten¢io das sementes,

conforme descrito no item 3.1.1 .

3,2,2 Metodologiapara o Teste do pH do Exsudato-Fenolftaleina

Foram utilizadas sementes sem 0 endocarpo (pergaminho), o qual foi
retirado utilizando-se 0 método manual, a fim de evitar qualquertipo de dano ao
embrido. Posteriormente, quatro repeticdes de cinqiienta sementes, foram
acondicionadas em formas plasticas, com células individualizadas, de fundo
cdneave de 2,7 cm de didmetro e 1,8 cm de profundidade. Em cada célula foram
colocados 2 ml de agua destilada (pH 7,0) e uma semente, sendo que para cada
repeti¢do uma célula, permaneceu somente com agua, para referéncia no ato da
interpretacio. A embebi¢do foi efetuada sob a temperatura de 25°C, em cAmaras

de germinagdo (BOD) previamente reguladas. Os periodos de tempo de
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embebicdo foram de 10, 15 e 20 horas, conforme resultados da primeira etapa do
trabalho.

Apbs cada periodo de embebicdo, foi adicionado em cada célula uma
gota da solucio de fenolftaleina ¢ carbonato de sédio anidro i60 ul), com trés
concentragdes de mistura diferentes (1:1, 1:0.75 e 1:0.5), misturando-as em
seguida, com bastdo de vidro. A avaliagdo foi realizada em fungdo da
coloracdo desenvolvida, sendo as sementes avaliadas em normais (rosa) ¢

mortas (incolor).

Preparo da solucgfo indicadora ( solugio AP}

Essa solugdo de tenolttaleina e Carbonato de sodio foi preparada
mediante a dissolug¢@o de 1 grama de fenolftaleina em 100 ml de alcool,
adicionando-se igual volume de agua destilada e recentemente fervida.
Para o preparo da solu¢do de carbonato de sédio dissolveu-se 0,43 gramas
de carbonato de sodio anidro, em 200 ml de agua destilada ¢ fervida,
(Amaral,1991). Em seguida, foram misturadas as duas solugdes nas
propor¢des de 1:1, 1:0.75 ¢ 1:0.5 de fenolftaleina e carbonato de sddio

anidro respectivamente.
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3.2.3 Perfil Fisiologico do lote.

Paralelamente ao teste do pH do exsudato-fenolftaleina, foi determinado
o grau de umidade das sementes e o percentual de germinagdo pelos teste de
germinagao e tetrazolio, e vigor pelo teste de condutividade elétrica.

A determinacdo do grau de umidade, o teste de germinagas e o teste de
tetrazdlio, foram realizados conforme descrito no item 3.1.3 da primeira etapa,
para os lotes estudados.

Para o teste de condutividade elétrica, quatro repeticdes de 50 sementes,
aparentemente intactas, foram selecionadas e pesadas para cada lote. Em
seguida, foram imersas em 75 ml de dgua destilada por 24 horas a temperatura
constante de 25°C. Com um condutivimetro de massa, marca DIGIMED, foi
efetuada a leitura em puS/cm e os resultados expressos com base no peso da
amostra (Vieira, 1994).

3124 Delineamento Estatistico

Para os testes de perfil fisiologico foram utilizados o delineamento
inteiramente casualizado e suas médias comparadas entre si, pelo teste de Tukey,

aonivel de 5% de probabilidade.

O delineamento estatistico, utilizado no teste de pH do exsudato-
fenolftaleina, foi montado em esquema fatorial, utilizando-se o delineamento

inteiramente casualizado, sendo o ensaio: 3 lotes de semente X 3 tempos de
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embebigdo (10, 15 e 20 horas) X 3 concentragdes da solugdo indicadora (1:1,
1:0,75 e 1:0,50), com 4 repetigoes.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, bem como foi realizada analise de correlagdo simples entre os
resultados de todos os teste realizados,
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4 - RESULTADOS E DISCUSSA0

41 Verificagdo da aplicabitidade do Teste do pH do Exsudato-fenolftaleina.

O resuno da andlise de variancia dos dados referemes ao teste do pH do
exsudato das sementes de cafeeiro, revela significancia ao nivel de 1% de
probabilidade, pelo teste F, somentepara tempos de embebicdo (Tabela 1A).

Sabe-se, no entanto, que a temperatura exerce efeito consideravel sobre
o processo de embebic¢do. As atividades metabdlicas também sdao aumentadas a
medida que aumenta atemperam, 0 que ocasiona um conseqiiente aumento na
velocidade de embebicdo (Popinigis, 1985). Carvalho (1992) obteve efeito
signicativo da temperatura de embebicdo, no teste do pH de exsudato, quando de
sua utilizagio para sementes de algodfo com e sem linter. Andrade (1994),
trabalhando com pH do exsudato, em sementes de brachiaria, verificou a
influéncia da temperatura de embebi¢do associada ao tamanho de gota de
carbonato de sddio na realizagdo do teste. Contudo, nesse estudo, ndo foi
detectado efeito das temperaturas consideradas no processo de lixiviagdo,
provavelmente, devido a pequena faixa de varia¢ao (5°C)utilizada.

O estudo do tempo de embebigdo, foi realizado por meio de regressao
linear, no qual o modelo de segundo grau foi o que melhor se ajustou aos dados,
R’ = 98% (Figura 1). Observando o grdfico, o tempo que propiciou 0 maior
potencial de viabilidade foi de 8 horas. E importante ressaltar que para sementes
de cafeeiro, tempos de embebi¢do superiores a 10 horas propiciam maior
lixiviagdo de exsudatos, levando a resultados Mo precisos da estimativa do

potencial de germinagdo de sementes de cafeeiro por esse teste, concordando
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com as observagdes de Amaral e Peske (1984) e Barros (1988) por ocasido de
suas pesquisas com sementes de soja; com as de Carvalho (1992), trabahando
com semente de algodoeiroe com as de Andrade (1994), em sementes de capim
braquiaria. Esse fato sugere que com o aumento do periodo de embebicio,
ocorre também aumento da lixiviagdo de varios ions das sementes,

principalmente H', que ir2 promover a reducio do pH da agua de submerséo

92 iten pinil -
3 88 y=-0,5x% +8,7x+49,8 ;
< R? = 0,9803
S 84 |
n |
= 80
-g |
£ 76
72 . . : : |
6 8 10 12 14 16
Tempo (horas)

FIGURA 1. Estimativa do percentual de viabilidade de sementes de Coffea
arabica L. ,avaliadas pelo teste do pH do exsudato-fenolftaleina,
em diferentes tempos de embebi¢cio. UFLA, Lavras-MG, 2000.

31



Os resultados da Figura 2 indicam que o teste do pH do exsudato-
fenolftaleina, no tempo de embebi¢éo de 8 horas apresentou valores percentuais
de germinagdo, tanto na temperatura de embebi¢do de 25°C (88%), quanto na de
30°C (87%), bastante similares ao detectado pelo teste de germinagdo (88%).
Esse fato, evidencia o potencial do referido teste, em estimar de forma rapida, o

potencial de germinacao de sementes de cafeeiro.

100 <

8h 10h 12h 14h

EFenol. 25 @Fenol. 30 OT. Germinacdo O Tetrazdlio

FIGURA 2 - Percentual médio de viabilidade de sementes de Coffea
arabica L., considerando temperaturas e tempos de
embebicio. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Pode-se observar que os resultados do potencial de germinagdo
detectado pelo teste de tetrazolio, foram ligeiramente superiores (3%), se

comparados aos detectados pelo teste de germinagdo e pelo teste de pH do
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gxsudato-fenolftaleina. Essa diferenca, no entanto, ndo invalida o resultado
apresentado por nenhum teste, pois, pode ser devida a outros fatores, como por

exemplo, composi¢io da amostra em que foi efetuado o teste.

42 Avaliagio de metodologias para aplicagdo do Teste do pH do

Exsudato-fenolftaleina,

Os resultados do grau de umidade dos trés lotes estudados, ndo foram
submetidos a analise estatistica e encontram-se apresentados na Tabela 1. E
importante ressaltar a uniformidade do grau de umidade entre as amostras de
sementes, ja que, segundo Peske ¢ Amaral (1986), Marcos Filho, Cicero e Silva
(1987), diferencas no grau de umidade das sementes podem provocar altera¢des
nos resultados do teste do pH do exsudato-fenolftaleina, comprometendo sua

precisao.

TABELA 1. Resultados médios do grau de umidade das sementes de diferentes

lotes FLA, Lavras-MG, 2000.
[ LOTES GRAUDE UMIDADE (%)
i' 1 9.7
* 2 9.9
} 3 9.5
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Os resultados do resumo das andlises de varidncia revelam efeito
significativo, pelo teste “F”, para todos os testes utilizados na avaliacdo da
qualidade fisiologica das sementes de cafeeiro (Tabela 2A).

Os dados da Tabela 2, indicam que todos os testes utilizados para
estimar a viabilidade e o utilizado para estimar o vigor dos diferentes lotes de
sementes de cafeeiro, detectaram diferengas na qualidade desses, pelo teste de
Tukey, ao nivel de §% uv prvvaviiuaus. 1vuvs vs wotws ustvviaras v e o,
como 0 de melhor qualidade, apesar do teste de condutividade elétrica ndo ter
detectado diferenga de vigor entre os lotes 2 e 3. O teste de germinagdo e o teste
de vigor, pelo método de condutividade elétrica, detectaramo lote 1 como o de
pior qualidade. Pode ser observado que o teste de tetrazolio superestimou o
potencial de ¢ mina¢do do lote 1. Isso, provavelmente, ocorreu em funcido de
sementes, que se encontravam em estagio avangado de deterioracdo e que no ato
de germinar ndo possuiam energia suficiente ndo sendo, portanto, capazes de
originar plantulas normals, mas que ainda apresentavam no teste de tetrazolio,
coloragdo especifica de sementes vidveis. Tanto assim é, que o teste de vigor,
condutividade elétrica, o diferenciou do lote 2. Andrade (1994), trabalhando
com adaptacdo do teste do pH do exsudato em sementes de capim brachiaria
(Brachiaria decumbens STAPF.), também concluiu que o teste de tetrazédlio
superestimou o potencial de germinagdo das sementes, comentando que isso
provavelmente poderia ter ocorrido, devido ao fato do teste ndo sofrer influéncia

de fatores extemnos, como dormeéncia e presenga de microorganismos.
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TABELA 2 . Resultados médios de viabihdade e vigor determinados pelos teste
padrio de germinagdo, tetrazdlio e condutividade elétrica, dos
lotes de sementes de Coffea arabica L. UFLA, Lavras-MG, 2000.

LOTES TETRAZ. (%) T.G. (%) C.E. (uS/cm/g)
1 82 b 3550 ¢ 21,82 b
2 83 b 73,50 b 17,04 a
3 93 a 93,00a 16,05 a

* Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si, pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Potencial de germinagio pelo teste do pH do exsudato-fenolftaleina.

O resumo da analise de varidncia referente ao potencial de germinagio,
obtido pelo teste do pH do exsudato-fenolftaleina, revela efeito significativo
entre os trés fatores estudados (lotes, tempos de embebigio e concentragio da
solugdo). Apesar da interagdo tripla ter sido significativa, mostrando uma relagio
de dependéncia entre os trés fatores estudados, a concentragio da solugdo
indicadora ndo interagiu com lotes, quando se avaliaram os dois fatores (Tabela
3A), mostrando assim que o efeito da concentragdo da solugdo foi semelhante
para lotes de diferentes qualidades. Dessa forma, a escolha da concentragio da
solugdo indicadora, que melhor caracterize o estadio de deterioragdo de um lote
de sementes, dependera, principalmente, do tempo de embebi¢io que as

sementes serdo expostas no teste,
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Os resultados apresentados na tabela 3, sugerem uma tendéncia de
decréscimo do potencial de germinagdo, nos diferentes lotes e diferentes
concentra¢des, aam 0 aumento do periodo de tempo de embebi¢fo das
sementes, concordando com os resultados obtidos na primeira etapa desse
trabalho. A embebi¢do € progressiva, por isso, o estabelecimento do tempo de
embebicio € fundamental na execugdo do teste. Para todos os lotes os maiores
percentuais foram obtidos, quando o teste do pH do exsudato-fenolftaleina foi
efetuado cam 10 horas de embebi¢do, independente da relagdo fenolftaleina/
carbonato de sddio. Na concentragdo de 1:0.5 no lote 1 e concentragdo 1:1 no
lote 2, osti _ ¢do
dos resulfa, .ciaurus wv purvavier uv guissueyey wvs wavivanes avevs. [NAS

demais concentra¢des ndo houve diferengas significativas.
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TABELA 3 . Resultados percentuais médios de viabilidade, determinados pelo
teste de pH do exsudato-fenolftaleina, nos tempos de embebigdo
de 10, 15 e 20 horas, para sementes de Coffea arabica L. UFLA,
Lavras-MG, 2000,

Tempo 1 2 3

1:1 1:07% 1:05 (| 1:1 1:078 1:05 1: 1 1: 0,75 1:05

l0horas 843" 80a 76a |93a 87a 77a |92a 83a 77a
15horas 76 b 70 b 58 b (8 b 72 b 66 b |[87ab 78ab 66 b

20horas 71 b 66 b 50 c|75 ¢ 71 b 61 b |8 b 76 b 64 b

' Médias seguidas pela mesma letra na vertical nio diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados apresentados na Tabela 4, indicam que a relagio
fenolftaleina/carbonata de sodio, influiu na obtengdo dos resultados relativos ao
potencial de germinagao de sementes de cafesiro para os trés lotes estudados. Na
maioria das combina¢des loteftempo de embebicfo, a relagdo 1:1 de
fenolftaleina/carbonato de sodio, propiciaram-se os maiores valores percentuais
de viabilidade de sementes de cafeeiro, determinados pelo teste do pH do
exsudato-fenolftaleina, a exceciio do lote 1, quando o teste foi efetuado nos
tempos de embebi¢do de 10 e 20 horas e do lote 2, quando no tempo de 20
horas, os quais, embora cam d o r e s maiores, nao diferiram da relagdo 1:0,75 de
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fenolftaleina/carbonato de sédio. Isso, provavelmente, se deveu a reagdo que o

carbonato de sédio provoca, elevando o pH da solugdo, 0 que propicia uma

coloragao rosa mais forte, na presenca da fenolftaleina, podendo superestimar os
percentuais de viabilidade dos lotes, fato esse observado por Barros (1988);
Peske et al. (1990) e Andrade (1994).

TABELA 4 .Resultados percentuais médios de viabilidade, determinadospelo

teste de pH do exsudato-fenofileina, nas concentragdes da

solugdo indicadora de 1:1, 1:0,75 e 1: 0,50, para sementes de
Coffea arabica L. UFLA, Lavras-MG, 2000.

CONC 10 15 20
horas boras boras
1 2 3 1 2 3 1 2 3
1:100 843 932 92a |76z ®2a 87a |(7la 75a 84a
1: 0,75 80ab 8 b 8 b |70 b 72 b 78 b |66a 7la 76 b
1:050 76 b 77 ¢ 77 ¢c|58 ¢c 66 ¢c 66 ¢c|SO b 61 b 64 ¢

! Médias seguidas pela mesma letra na vertical, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Gs resultados encontrados na tabela 5, revelam que quando se utilizou o

tempo de 10horas, com a relagdo fenolftaleina/carbonato de sodio 1:0.5, ndo se
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detectou diferenca entre os potenciais de germinagdo dos diferentes lotes,
divergindo dos resultados apresentados pelos demais testes determinantes da
qualidade fisiolégica das sementes.

Em todos os tempos e em qualquer das concentragdes, o teste do pH do
exsudato-fenolftaleina, a exemplo dos teste comparativos (teste de germinagéo,
tetrazdlio e condutividade elétrica), distinguiu o lote 3 como o de melhor
qualidade entre os avaliados.

Com excess 'mpo de 10 horas e
as concentragda de 1.v,ov, ua yuai uav uouve uusisuya suus 08 3 lotes, todos as
outras conseguiram identificar o lote 1 camo de mais baixa qualidade.

A qualidade intemmedidria ndo foi dstectada por nenhuma das
metodologias. O lote 2,em todos os casos, mostrou-se semelhante ara ao lote 1
ora ao lote 3.

Nenhuma das metodologias estudadas conseguiu, aam precisdo, separar
a qualidade dos trés lotes.

Assim € que para o lote da safra, o referidoteste deve ser efetuado com
um tempo de embebigio de 10 horas, na concentragdo fenolftaleina/carbonato
de sodio de 1:1. Para lote de safra anterior, o tempo de embebi¢do devera ser de

15 ou 20 horas, nas concentragdes de 1:1 e 1:0.75 respectivamente. Bara lotes
mais velhos ha necessidade de se estudar melhores tempos de embebigio.

Em relacgdo a diferenciagdo e classificagao dos lotes, em termos de vigor,
oteste do pH do exsudato-fenolftaleina, classificaram-se os lotes, a semelhanga
do teste de condutividade elétrica, quando foi desenvolvido no tempo de
embebi¢do de 10 horas, na concentragido 1:1; 15 horas, nas concentragoes 1:1 e

1:0.5 e 20 horas, na concentragda 1:0,5C. A concentracdo de 1:0.75, tanto no
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tempo de embebi¢do de 15 horas quanto de 20 horas e a concentragdn de 1:1 no

tempo de 20 horas, classificaram-se os lotes a semelhanca do teste de tetrazolio.

TABELA 5. Resultados percentuais médios de viabilidade, para trés lotes de
sementes de Coffea arabica L. UFLA, Lavras-MG, 1999.

LOTES 10 15 ! i
horas horas horas
1: 1 1:075 1:05 (k1 075 1:05 |11 1:075 1:05

1 84 b 8 b 76a |76 b 70 b 58 b |71 b 66 b 50 b
2 93a 87a 77a |82a 72 b 66a 75 b 7lab 6la

3 92a 83 ab 77a |87a 73a 66a B4a 76a 64 a

"Médias seguidas pela mesma letra na vertica,! ndo diferem entre si, pelo testte
de Tukey, aonivel de 5% de probabilidade.

Independente do tempo de embebi¢do e da concentragdo da solugdo
utilizados (Tabelas 4, 5 e 6), o teste do pH do exsudato-fenofileina
superestimou a viabilidade do lote de qualidade inferior, quando comparado aos
demais testes determinantes da qualidade fisiologica. Esse fato foi observado
também por Barros (1988), quando trabalhou com o teste do pH do exsudato-
fenolftaleina em sementes de soja e Carvalho (1992), com sementes de algod3o.

Provavelmente, lotes de café de pior qualidade, precisam de maiores tempos de
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embebigdo, para que seu potencial de germinagdo possa ser estimado com maior
precisao.

Pela Tabela 6, nota-se que os resultados percentuais médios do teste do
pH do exsudato-fenolftaleina, para os lotes estudados em determinadas
concentra¢des da solucdo e tempos de embebi¢do, apresentaram correlagdo com
os resultados detectados pelos demais testes, utilizados na determinagdo da
qualidade fisioldgica das sementes de cafeeiro de diferentes lotes. Nas tempos
de embebicio de 15 e 20 horas, houve correlaco altamente significativa entre o
teste do pH do exsudato e o teste de germinagdo, em todas as concentragdes
utilizadas, com exce¢do para a concentragdo de 1:0.5 em 15 horas, que foi
significativa ao nivel de 5%. Ja a correlagdo com o teste de condutividade
elétrica foi altamente significativa, em todas as concentragdes com 15 horas de
embebi¢do e em 10 horas na concentracdo 1:1,0 e 20 horas na concentracdo de
1:0,5. Ja com relagdo ao teste de tetrazolio, essendao mostrou boa correlagdo cam
o teste do pH do exsudato-fenolftaleina em nenhum tempo e concentracio. A
maior correlacdo foi entre o teste de germinagdo e o teste do pH do exsudato,
desenvolvidona concentragaode 1:0,5, com otempo de 20 horas de embebicdo.
Também a maior correlag@o entre o teste de condutividade elétrica e o pH do
exsudato-fenolftaleina, deu-se quando foi efetuadonas condigdes citadas acima.

Deve-se atentar para o fato de que a andlise da Tabela 6, apresenta
dificultades, considerando-se que apenas uma metodologia nao foi eficiente,

para ser utlilizada em lotes de diferentes qualidades.
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TABELA 6. Valores do cocficiente de correlagao de Pearson, entre o teste do
pH do exsudato-fenolftaleina, com os testes de tetrazélio, padrio
de germinacdo e condutividade elétrica, realizados com

sementes de Coffea arabica L. cv. Acaid. UFLA, Lavras-MG,

1999.
TESTE TESTE TESTE CONDUTIVIDADE

DE DE DE ELETRICA
FENOLFTALEINA TETRAZOLIO GERMINACAO

1:1,00 0,46 ™ 0,79%% -0,82%*
10hs 1:0,75 0,028 0,42 0,65+

1 0,50 0,26 0,22 0,19

1 1,00 0,61% 0,77%* 0,79%*
15hs 1:0.75 0.69* 0.71%+* 0. 71%*

1: 0,50 0,52 0,67% 0,80+

1: 1,00 0,61% 0,79%% 0,71%
20hs 1:0,75 0,53 0,78%* 0,59%

1 050 0,61* 0,91%* £0,84**

*¥ significativoao nivel de 1% de probabilidade.
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
N&o significativo.
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4.3 Consideracoes Gerais

= No presente trabalho utilizaram-se sementes de Coffea arabica cv.
Acaia, porém, sugerem-se trabalhos nessa linha, com a espécie Coffea
canephora ou mesmo com outras cultivares.

- Diante da grande correlagdo existente entre temperaturas e tempo de
embebicdo sugerem-se novos trabalhos, buscando maiores amplitudes tarto de
temperatura como de tempo de embebi¢do.

- Diante da dificuldade encontrada para a determinacdo de uma tnica
metodologia (concentragio X tempo de embebigdo X temperatura), para estimar
a wviavmwaus uc suwemes uv varcwuvu, pelo teste do pH do exsudato-

fenolftaleina, sugerem-se diferentestrabalhos para diferentes qualidades de lote.

43



5 CONCLUSOES

E viavel a utdizagdo ao teste a0 pH ao exsudato-tenolttalemna, para se
estimar de forma rapida, a viabilidade de sementes de Caffea arabica L. cv.

Acaia.

O teste do pH do exsudato-fenolftaieina, desenvolvido na concentragao
de solugdo 1:0.75 fenolftaleina/carbonato de sédio, no tempo de 15 horas,
classificou e diferenciou os lotes & semelhanga do teste de tetrazolioc ¢ na
concentragdo de solucdo 1:1, no tempo de 10 horas, a semelhanca do teste de

condutividade elétrica.

O teste do pH do exsudato-fenolftaleina, desenvolvido na concentragéo
de solugdo 1:0,75, no tempo de 20 horas, classificou os lotes a semelhanga do

teste de germinagao.

Para estimar o potencial de germinagdo, a metodologia do teste do pH
do exsudato-fenofileina vai variar, em fun¢io da safra do lote de sementes de
cafeeiro. Para lotes da safra atual, o tese do pH do exsudato-fenolftaleina,

efetuadona concentracdode 1:1 etempo de embebigdo de 10horas é eficiente.
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ANEXO

TABELA 1A. Resumo qa ananse qe varancia Qos Uauvs peiueiiiudars de
viabilidade, determinados pelo teste do pH do exsudato, sob

quatro tempos de embebigdo ¢ duas temperaturas, para
sementes de Coffea arabica L. cv. Acaid. UFLA, Lavras-

MG, 1999.
FV. GL. Q.M.
Tempo 3 331,3333%*
Temperatura 1 2,0000™
Tempo x Temperatura 3 12,0000™
Residuo 24 9,9753
Total 3l
Média Geral 82,500

C.V.(%)
4,1402

** Significativoao nivel de 1% de probabilidadepelo teste F.

Slgmﬁcatlvo aonivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nio significativo.
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TABELA 2A - Resumo da anilise de varidncia dos dados percentuais de
viabilidade, determinados pelos testes padrao de germinag¢io,

tetrazdlio e condutividade elétrica, para sementes de Coffea
arabica L. cv. Acaia. UFLA, Lavras-MG, 1999.

F.V. G.L. Q.M.
TETRAZ. T.P.G. C.E.
Lotes 2 40,5833** 3420,3333%* 38,0936%*
Residuo 9 4,2718 19,7778 0,9649
Total 11
Meédia Geral 42,8333 61,3333 18,3050
CV.(%) 4,8287 6,06048 5,3663

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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TABELA 3A -Resumo da analise de variancia para o potencial de germinacfio
determinados pelo teste do pH do exsudato, sob quatro tempos
de embebicdo, trés concentra¢des de solu¢io indicadora e trés
lotes de sementes de Coffea arabica L. cv. Acaia. UFLA,

Lavras-MG, 1999.
F.V. G.L. QM. [
Tempo 2 2027,1111**
Lote 2 675,1111**
Concentragao 2 2493,7778**
Tempo = Lote 4 64,38890%+
Tempo x Concentracao 4 40,8889*%*
Lote x Concentragio 4 15,5556
Tempo x Lote x 8 20,6667*
Concentragio
Residuo 81 9,9753
Total 107
Média Geral 74,8889
CV.(%) 4,2174

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

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

™ Nao significativo.
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