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RESUMO: A criopreservacdo € uma alternativa para conservar a diversidade genética de espécies sensiveis a
dessecacdo e ao armazenamento, como € o caso de Coffea arabica L., considerada uma espécie com carateristica
intermediéria. Entretanto, a metodologia para criopreservacdo dessa espécie ainda ndo estd completamente elucidada,
necessitando de mais estudos relacionados ao tema. Logo, objetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade fisiol6gica
e a atividade da enzima polifenoloxidade (PPO) relacionados aos efeitos da desidratacdo, pré-resfriamento e
reaquecimento de sementes de Coffea arabica L. Frutos maduros cultivar Catuai amarelo IAC 62, foram colhidos e
apos o processamento, as sementes foram submetidas a determinacdo do teor de agua. As sementes foram submetidas a
duas velocidades de secagem: rapida em silica gel e lenta em solugdo salina saturada, até os teores de agua de 20% e
17% bu, pré-resfriadas em biocongelador. Posteriormente foi realizado o reaquecimento em temperatura ambiente 25 °C
e em banho-maria a 40 °C, durante 2 minutos. A qualidade fisiolégica foi avaliada pelo teste de germinacdo. A
expressdo da isoenzima PPO foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida. A quantificagdo da atividade da
PPO foi determinada conforme metodologia descrita por Kar e Mishra (1976). A enzima polifenoloxidase apresenta
menor expressao eletroforética em sementes de Coffea arabica L. reaquecidas em temperatura de 25 °C do que em
banho-maria a 40 °C, ap6s pré-resfriamento, em taxa de 1°C min™ até -40 °C. Atividade da polifenoloxidase é superior
em sementes secadas em solu¢do salina saturada de sulfato de amdnio, pré-resfriada e reaquecidas em banho-maria a 40
°C. Entre as sementes secadas a 17% em silica gel e pré-resfriadas, aquelas reaquecidas em banho-maria a 40 °C
apresentam maior atividade da polifenoloxidase.

PALAVRAS-CHAVE: Catuai Amarelo IAC 62, Eletroforese, Quantificagdo enzimatica.

PHYSIOLOGICAL EVALUATION AND ACTIVITY OF POLYPHENOLOXIDASE
ENZYME IN Coffea arabica L. SEEDS SUBMITTED TO DRYING, PRE-COOLING AND
REHEATING.

ABSTRACT: Cryopreservation is an alternative for conserving the genetic diversity of species sensitive to desiccation
and storage, such as Coffea arabica L., considered a species with intermediate characteristics. However, the
methodology for cryopreservation of this species is not yet fully elucidated, requiring further studies related to the
subject. Thus, the objective of this study was to evaluate the physiological quality and activity of the polyphenoloxidase
enzyme (PPO) related to the effects of dehydration, pre-cooling and reheating of Coffea arabica L. seeds. Mature fruits
cultivar Catuai amarelo IAC 62 were harvested and after processing, as seeds were subjected to determination of water
content. The seeds were subjected to two doses of water: fast and slow in saturated saline solution, until the water
contents of 20% and 17% bu, pre-cooled in a freezer. Temperature and temperature of 25°C and in a water bath at 40°C
for 2 minutes. Physiological quality was evaluated by germination test. The expression of the PPO isoenzyme was
evaluated by polyacrylamide gel electrophoresis. The quantification of PPO activity was determined according to the
methodology described by Kar and Mishra (1976). Polyphenoloxidase enzyme shows lower electrophoretic expression
in Coffea arabica L. seeds reheated at 25 °C than in a water bath at 40 °C, after pre-cooling, at a rate of 1 °C minto -
40 °C. Polyphenoloxidase activity is superior in seeds dried in saturated ammonium sulfate saline, pre-cooled and
reheated in a water bath at 40 °C. Among the seeds dried at 17% in silica gel and pre-cooled, those reheated in a water
bath at 40 °C presented higher activity of polyphenoloxidase.

KEY WORDS: Catuai Amarelo IAC 62, Electrophoresis, Enzyme Quantification


mailto:sttela.rosa@embrapa.br

X Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil — ISSN: 1984-9249
8 a 11 de outubro de 2019, Vitéria — ES

INTRODUCAO

Devido a sua grande importancia econdémica da espécie, a conservacdo da diversidade genética de espécies de café
torna-se fundamental para programas de melhoramento. Para o género Coffea a implantagdo de bancos de sementes é
improvavel, visto que as sementes apesar de tolerarem niveis significativos de desidratagdo, sdo sensiveis ao frio, sendo
classificadas como sementes intermediarias (DUSSERT et al., 1997). A criopreservacdo é uma das alternativas para a
conservacdo de diversas espécies, tendo como vantagens a seguranca e a possibilidade de armazenamento por longos
periodos. Pesquisas estdo sendo desenvolvidas com objetivo de identificar os processos hiologicos envolvidos durante o
armazenamento do material e, posteriormente, a retomada do seu crescimento (CHEN et al., 2011). A silica gel é o
dessecante mais utilizado para secagem de pequenas amostras de sementes mantidas em recipientes selados
(PROBERT; HAY, 2000). Para a secagem de sementes a menores velocidades, solucdes salinas saturadas tém sido
utilizadas e segundo Hay et al. (2008), essas solu¢des mantém a umidade relativa constante na atmosfera ao seu redor.
A desidratacdo induzida pelo resfriamento extracelular acontece em protocolos de criopreservacdo baseados no
resfriamento lento. Este processo envolve um resfriamento lento até uma temperatura previamente definida
(temperatura de pré-resfriamento, por volta de -40 °C a uma velocidade de resfriamento controlada 1 a 10 °C/hora)
usando um congelador programavel (SANTOS, 2001). O reaquecimento em temperatura ambiente ndo € o
procedimento classico de criopreservacdo, porém, tem sido realizado com sucesso (SILVA, et al., 2014). AvaliacGes
bioquimicas sdo de grande importancia para esclarecer os efeitos dos danos celulares causados por estresses, como a
manutencdo das sementes a baixas temperaturas e, é fundamental estudar os mecanismos de defesa capazes de reverter
ou minimizar os efeitos prejudiciais dos diferentes estresses aplicados durante o processo de dessecagdo e resfriamento.
As polifenoloxidases (PPO) fazem parte de um grande grupo de enzimas conhecidas como oxidorredutases, que oxidam
fendis a o-quinonas na presenca de oxigénio molecular. E apontada como uma das enzimas importantes contra danos
nos tecidos causados por danos mecanicos (LORENZETTI et al., 2018). Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a
qualidade fisiologica e a atividade de enzima polifenoloxidade (PPO) relacionados com os efeitos das etapas da
criopreservagdo, ou seja, a desidratagdo, pré-resfriamento e reaquecimento de sementes de Coffea arabica L.

MATERIAL E METODOS

Frutos em estadio de maturidade fisiolégica cereja da espécie Coffea arabica L., cultivar Catuai amarelo 1AC 62, foram
colhidos seletivamente em lavoura da Fazenda Experimental da Fundacdo Procafé, em Varginha (MG) e
mecanicamente despolpados, sendo as sementes desmuciladas por fermentacdo em &gua, durante 24 horas.
Posteriormente, as sementes foram secadas superficialmente & sombra, em camada Unica sobre telado.

Os protocolos investigados combinaram diferentes teores de agua (20 e 17% bu), diferentes métodos de secagem: rapida
em silica gel e secagem lenta em solugdo salina saturada de sulfato de amonio, etapa de pré-resfriamento em
biocongelador e reaquecimento das sementes em temperatura ambiente 25 °C ou em banho-maria 40 °C.

As sementes secadas em silica gel foram acondicionadas em embalagens de papel aluminio e aquelas secadas em
solugdo salina saturada em criotubos e pré-resfriadas em biocongelador Icecube, modelo 14S-B, software SY-LAB,
Minitub do Brasil®, a uma velocidade de -1°C min.™ até temperaturas de -40°C ou -50 °C.

Apoés pré-resfriamento as sementes foram reaquecidas em banho-maria a 40°C por 2 minutos e em bancada de
laboratério em temperatura de 25°C, conforme descrito na Tabela 1. As sementes foram submetidas as analises
fisioldgicas pelo teste de germinacdo e bioquimicas pela anélise de eletoforese de isoenzimas, além de quantificacdo da
enzima antioxidante PPO.

Tabela 1 - Métodos de secagem, pré-resfriamento e reaquecimento em sementes de Coffea arabica L.

Secagem Pré-Resfriamento Reaquecimento

Solugdo saturada (NH,),SO, 17% bu 1°C min.™ até -50°C Ambiente 25°C

Silica gel 17% bu 1°C min. * até -40°C Ambiente 25°C

Silica gel 20% bu 1°C min. * até -40°C Ambiente 25°C

Silica gel 20% bu 1°C min. * até -40°C Banho-maria 40°C/2 min
Silica gel 17% bu 1°C min. ! até -40°C Banho-maria 40°C/2 min
Solugdo saturada (NH,),SO, 17% bu 1°C min. * até -50°C Banho-maria 40°C/2 min

Avaliacao fisioldgica foi realizada com oito repeticfes de 25 sementes para a avaliagao dos efeitos do reaquecimento.
As sementes foram semeadas em rolos de papel de germinacdo umedecidos com agua destilada e acondicionadas em
germinador, regulado a 30°C, na presen¢a de luz, conforme metodologia prescrita nas RAS (BRASIL, 2009) com
modificagdes. Foram determinadas a porcentagem de protrusdo radicular aos 15 dias e a porcentagem de plantulas
normais aos 30 dias ap6s a semeadura, sendo computadas as sementes que apresentaram raiz principal e pelo menos
duas raizes laterais. No teste de germinacdo, determinou-se também a porcentagem de plantulas normais fortes, sendo
computadas as plantulas que apresentaram hipocétilos com trés centimetros ou mais, e porcentagem de plantulas com
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folhas cotiledonares expandidas aos 45 dias ap6s da semeadura. Ao final do teste de germinacdo, foi determinada a
massa seca da raiz e da massa seca parte aérea das plantulas normais, ap6s secagem em estufa de circulacéo forcada de
ar, a 60°C até massa constante. A massa seca foi determinada em balanca de precisao e expressa em mg/plantula.

Para a andlise de isoenzimas por meio da técnica de eletroforese, sementes de cada tratamento foram trituradas em
moinho refrigerado, na presenca de PVP. Para a extra¢do das enzimas foi utilizado o tampéo Tris HCL 0,2M pH 8,0 +
(0,1% de mercaptoetanol), na propor¢ao de 320 puL por 100 mg de p6 das sementes. O material foi homogeneizado em
vortex e mantido em geladeira por uma hora, seguido de centrifugagdo a 14.000 RPM por 60 minutos, a 4°C. A corrida
eletroforética ocorreu em sistema 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 40puL do sobrenadante das amostras no gel e a corrida
eletroforética efetuada a 150 V por 5 horas. Terminada a corrida, os géis foram revelados para as enzimas
polifenoloxidase. Os resultados da expressdo de isoenzimas em gel de eletroforese foram analisados e interpretados
visualmente.

Para a quantificacdo da atividade das enzimas antioxidantes as amostras de sementes foram maceradas sem pergaminho
com PVP em nitrogénio liquido. O extrato enzimatico foi obtido pela pesagem de 100 mg de material macerado com
uso do tampao de extracdo: fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), EDTA 0,1 mM, &cido ascérbico 10 mM e &gua. O
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado e utilizado nas andlises de
quantificacdo da enzima polifenoloxidase (PPO).

A atividade da PPO foi determinada conforme metodologia descrita por Kar e Mishra (1976). Adicionou-se 20 pL do
extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de solu¢do contendo fosfato de potéssio 70 mM pH 7,0 e catecol 20 mM.
Apo6s incubagdo a 30°C, por 10 minutos, a absorbancia foi medida a 410 nm. O coeficiente de extingdo molar de 1,235
mM™ cm™ foi usado para calcular a atividade da PPO.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial, para os protocolos de
pré-resfriamento (3 tipos de secagem x 2 reaquecimentos) com quatro repeti¢des. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade (FERREIRA,
2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferengas significativas foram observadas nos diferentes métodos de secagem e teores de agua sobre os efeitos do
reaquecimento. No geral, sementes com 17% (bu) secadas em solucdo salina obtiveram menores médias nas duas
temperaturas de reaquecimento testadas, exceto para as varidveis protrusdo radicular. Sementes que tiveram secagem
rapida (silica gel) obtiveram resultados médios superiores ao daquelas com secagem lenta (solucéo salina) para as duas
temperaturas de reaquecimento testadas.

Para o efeito da temperatura de reaquecimento apds resfriamento das sementes com teor de agua a 20% (bu) secas em
silica gel, ndo foram observadas diferencas significativas para as varidveis do teste de germinago e vigor.

Tabela 2 - Efeito do pré-resfriamento de sementes de Coffea arabica L com diferentes métodos de secagem e teores de
agua, sobre as porcentagem de protrusao radicular (PR), de plantulas normais (PN), de plantulas normais fortes (PNF),
de plantulas com folhas cotiledonares expandidas (FC), massa seca da raiz (MSR(mg)), massa seca da parte aérea
(MSPA(mg) avaliadas apds pre-aquecimento em banho-maria (40 °C) ou temperatura ambiente (25 °C).

PR PN PNF FC MSPA MSR
25°C  40°C 25°C 40°C 25°C 40°C 25°C 40°C 25°C 40°C  25°C 40°C

17% Silica 90Aa 93 Aa 89Aa 85Aa 19Aa 14Aa 83Aa 86Aa 42Aa 41Aa 8Aa 9Aa
17% Sal 87Aa 87Aa 44Ba 52Ba 11Ba 11 Aa 40Ba 47Ba 19Ba 23Ba 4Ba 5Ba

20% Silica 95Aa 94Aa 87Aa 86Aa 20Aa 17Aa 83Aa 82Aa 40Aa 39Aa B8Aa 7Ba
CVv 7.33 15.54 60.79 18.35 21.11 20.69
Meédias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha para cada avaliagdo ndo diferem entre si

pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% probabilidade.

O reaguecimento pode ser feito de modo lento em temperatura ambiente ou rapidamente utilizando-se o banho-maria a
40°C (BAJAJ, 1995). O método de reaquecimento utilizado depende do tipo de material que esta sendo preservado.
Sementes ortodoxas podem ser reaquecidas lentamente em temperatura ambiente e, aparentemente, sem nenhum efeito
prejudicial as mesmas (TOWILL, 2002). Sementes de algodoeiro ap6s dias de exposi¢do ao nitrogénio liquido foram
reaquecidas em temperatura ambiente e submetidas a teste padréo de germinacéo e vigor (ROCHA et al, 2009).

Uma menor atividade da PPO foi observada para as sementes que foram secadas até 17%, pré-resfriadas e reaquecidas
em temperatura ambiente (FIGURA 1A). A atividade da enzima polifenoloxidase entre as sementes que foram
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reaquecidas em temperatura ambiente foi maior naquelas que foram secadas em solucdo salina saturada de sulfato de
amonio até 17% bu e aquelas que foram secadas em silica gel a 20% bu, diferindo estatisticamente das sementes que
foram secadas em silica gel até 17% bu. Para as sementes que foram reaquecidas em banho-maria a 40 °C foram
observadas diferencas significativas para aquelas que foram secadas em solugdo salina saturada apresentando, uma
maior atividade da enzima (FIGURA 1B).

POLIFENOLOXIDASE
A 25°C 40°C B .
120 25°C 40°C an
17%(SAL)  17%(SIL)  20%(SIL) | 20%{(SIL) 17%{SIL) 17%{SAL) >

Figura 1 - A) Padréo eletroforético e atividade da enzima polifenoloxidase em sementes de Coffea arabica L. submetidas a diferentes métodos de
secagem, pré-resfriamento e reaquecimento. B) Quantificagdo da atividade de enzimas antioxidantes. Secagem em solucéo saturada de (NH,),SO, até
17% (bu), resfriada em biocongelador e reaquecida em temperatura ambiente a 25°C. Secagem em silica gel até 17% (bu) resfriada em biocongelador
e reaquecida em temperatura ambiente a 25°C; Secagem em silica gel até 20% (bu) resfriada em biocongelador e reaquecida em temperatura
ambiente a 25°C; Secagem em silica gel até 20% (bu) resfriada em biocongelador e reaquecida em banho-maria a 40°C, Secagem em silica gel até
17% bu resfriada em biocongelador e reaquecida em banho-maria a 40°C; Secagem em solugdo saturada de (NH,),SO, até 17% (bu), resfriada em
biocongelador e reaquecida em banho-maria a 40°C. Médias seguidas pela mesma letra mailscula entre e mindscula dentre as temperaturas de
reaquecimento néo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott, ao nivel de 5% probabilidade.

A secagem pode causar danos em sistemas de membrana, desencadeando mecanismos enzimaticos, com alteragdes nos
constituintes celulares. O comprometimento da estrutura celular facilita o contato da enzima polifenoloxidase com
compostos fendlicos armazenados nos vacuolos, tornando inevitavel a oxidagdo de fendis que, convertidos a quinonas,
podem reagir com proteinas, inclusive a préopria polifenoloxidase, explicando sua menor atividade (AMORIM,;
JOSEPHSON, 1975). Normalmente, nas células, as espécies reativas de oxigénio atuam como sinalizadoras das
respostas das plantas, desde o crescimento até a resposta a estresses. No entanto, a ocorréncia de estresses leva a um
aumento na geracdo de EROs, causando um desequilibrio na homeostase celular e podendo levar ao estresse oxidativo.
Desta maneira, é necessario um aumento na atividade das enzimas antioxidantes para neutralizar o efeito deletério das
EROs (VERMA et al., 2014; SILVEIRA et al., 2015).

CONCLUSOES

1. O reaquecimento em temperatura de 25 °C ou em banho maria a 40 °C de sementes de Coffea arabica L. apds pré-
resfriamento, em taxa de 1°C min-1 até -40 °C, nio altera a qualidade fisioldgica.

2. As enzimas polifenoloxidase apresentam menor expressao em gel de eletroforese em sementes de Coffea arabica L.
reaquecidas em temperatura de 25 °C, do que em banho maria a 40 °C, ap6s pré-resfriamento, em taxa de 1 °C min-1 até
-40 °C.
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