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RESUMO

Um dos grandes empecilhos na formagéo e producdo de mudas de café (Coffea
arabica L), reside no fato de as sementes apresentarem uma germinacdo lenta e
ndo uniforme, 0 que impacta diretamente na qualidade dessas mudas e no tempo
habil de seu plantio no campo. Pesquisas sobre tratamentos pré-germinativos das
sementes de café (Coffea arabica L.), ttm sido realizadas no sentido de
minimizar o tempo de germinagdo ou melhorar a uniformidade das mudas e,
consequentemente, repercutindo na eficiéncia das lavouras. Dessa forma, o
objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos sobre a germinagdo das sementes de
café, pela aplicagio de um campo magnético constante como um
condicionamento pré-germinativo. As analises pds-tratamento magnético foram
por meio do Biospeckle Laser (BSL) consorciadamente aos testes tradicionais de
viabilidade de sementes. Foram utilizadas 3000 sementes submetidas a campos
magnéticos de intensidade constante e valores de 10 mT e 28 mT por um mesmo
intervalo de tempo de 6 dias, durante seu processo de germinacdo em
germinadores. lluminou-se com luz laser a regido do embrido e as imagens
obtidas pelo Biospeckle Laser (BSL) foram processadas e os resultados dos
niveis de atividade dessa regido foram, posteriormente, comparados com 0s
dados obtidos pela andlise fisioldgica tradicional de sementes. Além dos
resultados de atividade do BSL, foram obtidos outros resultados das analises de
sementes, durante o processo de germinagdo, tais como: IVE, isoenzimatico
(SOD, CAT, EST, MDH e endobetamananase), integridade de membranas,
germinacdo, IVG e protrusdo. Concluiu-se que o pré-tratamento magnético com
ambas as intensidades de campo, durante os primeiros 6 (seis) dias de
germinagdo, propiciou uma melhora na permeabilidade das membranas
celulares, uma ativacdo precose do sistema antirradicular, além de promover
uma germinagdo mais rapida e uniforme das sementes.

Palavras-chave: Magnetismo. Germinagdo. Café. BSL.



ABSTRACT

One of the main obstacles in producing coffee (Coffea arabica L.) seedlings is
the fact that coffee seeds present low germination rates as well as irregular
germination, which directly affect seedling quality and planting time in the field.
Research on coffee (Coffea arabica L.) seed pre-germination treatments has
been conducted to decrease germination time and improve seedling uniformity
in order to increase efficiency in the field. The objective of the present study was
to evaluate the effect of stationary magnetic field pre-germinative conditioning
on coffee seed germination. Three thousand seeds were placed in germinators,
where they were subjected to magnetic fields at constant intensities of 10 mT
and 28 mT for a time interval of 6 days during germination. The embryonic
region of the seeds was illuminated by a laser and images were captured by a
Biospeckle Laser (BSL). After processing the images, activity levels in the
embryonic region were compared with the data obtained through traditional seed
physiological analysis, including Emergence Speed Index, isozymes (SOD,
CAT, EST, MDH, and endo-B-mannanase), membrane integrity, germination,
Speed Germination Index (SGI), and protrusion. The magnetic field pre-
treatments of both intensities over the six-day period improved both cell
membrane permeability and were associated with early activation of the anti-
radicle system, in addition to promoting faster and more uniform seed
germination.

Keywords: Magnetism. Germination. Coffee. BSL.
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1 INTRODUCAO

Os antigos cafezais eram cultivados por um periodo de tempo muito
longo, sem a preocupacao com a sua renovacgdo. Atualmente as lavouras de café
sdo exploradas por periodos mais curtos, e quando envelhecem, tornando-se
pouco produtivas, sdo substituidas por novas plantacGes. A troca da lavoura
cafeeira por uma mais eficiente € um processo designado de renovacdo de
cafezais (MATIELLO; GARCIA; ALMEIDA, 2009).

Atualmente, as lavouras de café sdo exploradas por periodos mais curtos
e, quando envelhecem, tornando-se pouco produtivas, sao substituidas por novas
plantacGes. A troca da lavoura cafeeira por uma mais eficiente € um processo
designado de renovagdo de cafezais (MATIELLO; GARCIA; ALMEIDA,
2009).

A renovagcdo das lavouras de café no Brasil € uma tendéncia atual, pois
com o aumento do nivel tecnoldgico na cultura cafeeira — com cultivares
melhoradas, mecanizagdo agricola, novos arranjos espaciais e densidades de
plantio, entre outros — o agricultor tem que estar atento as novas mudancas,
tornando-se mais competitivo.

A nova lavoura deve ter uma boa producdo e 0 sucesso da producédo
cafeeira depende, primordialmente, da qualidade das mudas que devem ser
sadias, vigorosas e possuir uma alta taxa de uniformidade, para que o cafeicultor
obtenha os resultados desejados.

A medida que a pesquisa agropecudria avanca com o desenvolvimento
de novas cultivares, para manter a competitividade, novas tecnologias de
producdo de mudas também sdo aperfeicoadas e requerem a renovagdo de
lavouras de café.

Nesse contexto, as novas mudas de café desenvolvidas devem ser

provenientes de sementes com alto potencial produtivo, vigorosas e com uma
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germinacdo uniforme, caracteristicas que podem incrementar a renda do
cafeicultor e reduzir custos de producédo, principalmente com o emprego de
defensivos agricolas e controle fitossanitario, além disso, lavouras mais
produtivas suprem a demanda externa e atendem a paises cada vez mais
exigentes com o produto brasileiro, como é o caso da Alemanha e Estados
Unidos.

O Brasil ¢ um dos maiores produtores e exportadores de café e, para que
ele se mantenha na vanguarda da producdo, ha necessidade da renovacdo das
lavouras ja existentes por outras altamente produtivas.

Da produtividade das lavouras depende a qualidade das mudas que
formardo os novos cafezais e, consequentemente, da qualidade cada vez maior
de suas sementes, repercutindo diretamente na reducdo de custos na formacao de
novos cafezais, 0 que garantira atendimento da demanda externa. Portanto, o
setor sementeiro destaca-se, pois da semente depende a qualidade das mudas e o
estabelecimento de lavouras saudaveis e com elevado potencial produtivo.

A formacdo de mudas de café apresenta alguns entraves, um deles é a
germinagdo lenta das sementes, aumentando consideravelmente o periodo de
formacdo das mudas e a diminuicdo acentuada do vigor, durante o
armazenamento dessas sementes.

A producdo de muda de café passa por outros grandes problemas; um
deles é conseguir uma germinagdo uniforme. De acordo com Matiello (1991), a
utilizagdo de sementes de café em condigdes ambientes tem viabilidade de cerca
de seis meses, a partir desse periodo, o poder germinativo declina
acentuadamente. Outro é a antecipacdo do resultado de vigor das sementes em
um periodo de tempo inferior a 30 dias para a formac&o de mudas.

Advoga-se que os cafezais que ocupam grandes areas de cultivo no
Brasil possam ter seu rendimento aumentado quando formados por mudas

oriundas de sementes expostas a um campo magnético uniforme.
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Hipotetiza-se que as sementes de café pré-tratadas magneticamente
apresentem uma eficiente taxa germinativa reduzindo o intervalo de tempo de
germinacdo e o numero de sementes inviaveis, aumentando, consequentemente,
a uniformidade das sementes germinadas.

Pretende-se, com este trabalho de pesquisa, avaliar os efeitos do pré-
tratamento por campo magnético sobre o desempenho germinativo de sementes
de café (Coffea arabica L.). Para se conseguir tal intento, foi utilizado o
Biospeckle Laser (BSL), com o laser focado pontualmente sobre embrido da
semente magnetizada, a fim de se mensurar a atividade embrionaria. Foram
usados, também, métodos de andlises fisiol6gicos para se avaliar os efeitos da
estimulacdo magnética sobre a semente, tais como: agdo enzimatica das
sementes — testes isoenzimaticos; estruturais: como a agdo do campo magnético
sobre a permeabilidade da membrana plasmatica — condutividade elétrica; de
vigor: como a analise do indice de velocidade de germinacédo (I\VVG) e protrusao,
a propria germinacdo e o indice de velocidade de emergéncia (IVE).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A renovagédo das lavouras cafeeiras repercute diretamente nas divisas
geradas com a exportacdo e a mdo de obra empregada nas diferentes etapas de
producdo, fazem do café uma cultura de indiscutivel importancia

socioecondmica para o Brasil.

2.1 Cenario econémico do café no Brasil

Em fevereiro de 2018, o Brasil exportou 2.520.390 sacas de café, com
receita chegando a US$ 377.240.000,00 e prego médio de US$ 160,14, apesar de
um recuo de 9,1% em relacdo ao ano de 2017, segundo relatorio divulgado pelo
Conselho dos Exportadores de Café (CECAFE, 2018).

Entre as variedades embarcadas, o café arabica representou 89,1% do
volume total de exportacBes, seguido pelo solivel com 10% e robusta com
0,9%, de acordo com dados do CECAFE (2018).

Nas exportacOes de café no acumulado de janeiro e fevereiro de 2018, o
Brasil registrou um total de 5.040.781 sacas, 0 que representa uma queda de
3,8% na comparagdo com 0 mesmo periodo do ano de 2017. A receita cambial
também teve um declinio, alcancando US$ 807.983.000,00 (CECAFE, 2018).

Principais destinos do café brasileiro sdo a Alemanha e os EUA que
permanecem ocupando, respectivamente, o primeiro e segundo lugar no ranking
dos principais paises consumidores do nosso café, com 18,5% e 17,2%.

A ltélia foi o terceiro pais que mais importou o café brasileiro, com
11,2% do valor total exportado. No quarto lugar esta o Japéo, com 8,3% do café
exportado para esse pais e, no quinto, a Bélgica, com 6%.

Também figuram no ranking: Franca (139.745 sacas), Turquia (139.363
sacas), Canada (134.184 sacas), Federacdo Russa (117.649 sacas) e Reino Unido
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(107.333 sacas). Vale destacar que a Italia e o Canadé registraram um relevante
crescimento nas exportacdes de café brasileiro nos dois primeiros meses de
2018, comparado com o mesmo periodo do ano anterior. As exportacfes para a
Italia cresceram 13,78% no periodo em relagdo a 2017, enquanto para o Canada
o0 aumento foi de 26,8% sacas.

Diante desse cenario de grandes consumidores do café brasileiro, ha
necessidade de se ter estudos mais aprofundados que maximizem a efetividade
das sementes de café e, consequentemente, impactem na qualidade da formag&o

de mudas que véo para a renovagédo dos cafezais.

2.2 Desafios a serem superados na formacao de mudas

A formagdo de mudas de café apresenta alguns gargalos, como o
intervalo de trinta dias que decorre entre o inicio e o término de germinacao das
sementes, aumentando, consideravelmente, o periodo de formacdo das mudas
além da répida perda do potencial germinativo das sementes.

A lenta germinacdo das sementes de café, aliada a rapida perda do poder
germinativo, chega a criar situacdes em que, quando se obtém o resultado do
teste de germinacgdo, por exemplo, este pode ndo mais refletir o verdadeiro
estado fisiologico da semente que sera plantada (DIAS; SILVA, 1986); além da
predisposicdo dessas aos ataques de patdgenos, prejudicando seriamente a
germinagdo. Além disso, a semeadura fica limitada a um curto intervalo de
tempo apos a colheita, concentrando a obtencdo de mudas em épocas que nem
sempre sdo as mais apropriadas para o plantio (ANDREOLI; GROTH;
RAZERA, 1993; DIAS; BARROS, 1993; MIRANDA et al., 1993; PERTEL,
2001).

A principal causa da répida perda da viabilidade das sementes é a sua
grande sensibilidade a desidratagdo (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990). Amorin
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et al. (1977), citam que a perda do poder germinativo em sementes de café é
decorrente das alteracdes impostas a estrutura das membranas celulares, com
consequente perda na permeabilidade seletiva, ocasionadas por exposi¢do a
temperaturas elevadas ou muito baixas, por variacdo na umidade do ar e por
injarias ocasionadas nas sementes. Nesse sentido, tratamentos pré-germinativos
tém sido usados como alternativa, visando a aumentar a uniformidade e a
velocidade da germinacdo (GUIMARAES, 2000).

A otimizagdo no processo de formagdo de mudas de café perpassa, ndo
somente por técnicas de analises de sementes que antecipem o seu diagnostico
de viabilidade, mas também, por sementes preparadas gue possam ter uma
germinacdo mais réapida e uniforme. Alinhando-se tais condicdes, chega-se a
uma situacdo desejada.

Inimeros pesquisadores concluiram que a exposicdo de sementes a
campos magnéticos trouxe beneficios relativos ao desenvolvimento das plantulas
como confirmado pelos cientistas: Bathnagar e Dev (1977), Gubbels (1982),
Kavi (1983), Pittman (1963, 1965, 1977) e Pittman e Ormrod (1970).

Dayal e Singh (1986) expuseram sementes de tomate a diferentes
campos magnéticos, variando de 15 a 155 mT (miliTesla) para diferentes tempos
de exposicdo, e eles observaram um aumento na altura e no ndmero de ramos
primarios em plantas tratadas em comparagéo com os controles.

Pietruszewski (1993) relatou um aumento no crescimento de plantulas,
vigor de sementes e rendimento de colheita quando as sementes foram expostas
a um campo magnético. Sementes de vdrias espécies demonstraram uma
eficiente taxa germinativa quando expostas a esse tipo de campo, tais como,
sementes de Oryza sativa (arroz) (CARBONEL; MARTINEZ; AMAVA, 2000);
Sinapis Alba (mostarda branca) (EDMISTON, 1972); Solanum lycopersicum L.
(tomate) (TORRES; DIAZ; CABAL, 2008): Zea mays (milho),
(ALADJADIJIYAN, 2002), dentre outras.
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2.3 Campo magnético aplicado aos organismos vivos

Numerosas pesquisas sdo realizadas com o intuito de explicar, em nivel
celular, os efeitos bioldgicos da exposicdo de organismos eucariotas' e
procariotas’ (EL MAY et al., 2009), ao campo magnético. Alguns pesquisadores
dizem que o campo magnético pode modificar funcdes bioldgicas dos
organismos, por meio de alteracBes no crescimento, proliferacdo e viabilidade
celular (POTENZA; CUCCHIARINI; PIATTA, 2004; RAYLMAN; CLAVO;
WAMHL, 1996), na morfologia celular, na inducdo de mutagGes pontuais do DNA
(acido desoxirribonucleico) (POTENZA; CUCCHIARINI; PIATTA, 2004), e
provocando alteragcBes na quantidade de célcio (AMARA; ABDELMELEK;
SAKLY, 2004).

Inimeras pesquisas foram realizadas utilizando-se campos magnéticos
uniformes, tanto para organismos vegetais quanto animais como é o caso de
Khodarahmi, Hamid e Masoumeh (2010), submeteram astrocitos humanos a
uma inducdo magnética forte de 2,1 T (Tesla), concluindo que, para essa
intensidade, ndo houve alteracBes na viabilidade celular. Outros pesquisadores,
como Jajte et al. (2002), com um valor de campo magnético cerca de mil vezes
menor, 7 mT, aplicou aos linfdcitos de rato, observando a formacéo de radicais
livres e um aumento da morte celular.

O campo magnético tem efeitos ndo s6 em células animais, mas também
em organismos vegetais, por Alscher, Erturk e Heath (2002) e Breusegem et al.
(2001), onde suas pesquisas com magnetismo conduziram a um aumento das
espécies reativas de oxigénio (ROS’s), como perdxido de hidrogénio (H,O,),

superdxido (O,) e radicais hidroxilas (OH"). Essas espécies sdo produzidas pelas

Células mais complexas e maiores com um nucleo bem definido pela carioteca
(membrana nuclear), presentes nos animais, vegetais, protozodrios e fungos.

Células mais simples ndo ha nucleo definido pela membrana nuclear, presentes em
individuos unicelulares como bactérias e algas.
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reagBes metabodlicas no interior das células que, em grande quantidade podem
provocar inumeros danos celulares, inclusive sua morte.

O campo magnético a depender de sua intensidade, intervalo de tempo
de aplicacdo e de sua natureza (variavel no tempo ou continuo), pode constituir
um fator de estresse para as plantas. Por outro lado, ajustando-se a magnitude da
inducdo magnética, o intervalo de tempo de exposi¢do da amostra e escolhendo
0 tipo de campo magnético, pode-se obter resultados positivos sob diversos
aspectos, tanto na semente quanto na planta adulta.

Campos magnéticos continuos ou uniformes, como aqueles gerados por
imés permanentes ou por bobinas percorridas por corrente elétrica continua,
foram aplicados aos organismos vegetais. Como é o caso de Novitsky et al.
(2001), especificamente em Allium cepa (sementes de cebolas), onde foi
aplicado um campo magnético de intensidade de 505 mT, obtendo ap6s a
formacéo das pléantulas, variedades com folhas mais desenvolvidas, aumento de
concentragdo de clorofila e de proteinas.

Edmiston (1972) obteve melhoria da germinacdo, colocando as sementes
de Sinapsis alba (mostarda branca) proximas a um imd permanente, enquanto
que Aladjadjiyan (2002), estimulou a germinagdo e o crescimento das raizes de
Zea mays (milho) quando submeteu as plantulas a uma indu¢do magnética de
150 mT. Essa exposicdo magnética conduziu a um aumento ndo s da
germinagdo, mas do aumento do peso fresco de 72% em relacdo ao controle,
bem como um aumento do comprimento da parte aérea da plantula de 25%.
Outro pesquisador, Shang, Wu e Yuan (2004), trabalhando com Taxus chinensis
var. marei submetidas a um campo magnético uniforme de 3,5 mT obteve um
aumento no crescimento celular.

Sob uma condicdo de campo magnético variante no tempo, com
frequéncia de 16 Hz, Torres, Diaz e Cabal (2008), por sua vez, chegaram a um

aumento no indice de germinacdo das espécies Oryza sativa L. (arroz) e
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Solanum lycopersicum L (tomate), quando inferiu-se que tanto campos
magnéticos constantes quanto campos variantes temporalmente induzem, para
essa espécie, um aumento na eficiéncia de germinacao de suas sementes.

Existem pesquisadores que estudaram os efeitos de campos magnéticos
consorciados, com a aplicacdo simultdnea de campos variantes no tempo e
constantes, como é o caso Pittman e Ormrod (1970), onde submeteram as
plantulas de Triticum aestivum (trigo) a exposicdo simultdnea de um campo
magnético de intensidade alternada e outro de valor constante, 180 mT, o que
promoveu um aumento do crescimento e elevado contetudo em agucares.

A aplicacdo de campos magnéticos, tanto variaveis como continuos, em
sementes ou em plantulas nem sempre promovem efeitos positivos sobre o0s
organismos Vvivos, foi o que revelou Pefiuelas et al. (2004), quando trés espécies
de plantulas, Lens culinaris (lentilha), Glycine soja (soja) e Triticum aestivum
(trigo), foram submetidas as mesmas intensidades de campo magnético, 17,6
mT, ocasionando inibi¢do no crescimento das raizes.

Estudos da aplicacdo de campos magnéticos em sementes e plantulas de
café ainda séo incipientes, na revisao bibliografica realizada para esta pesquisa,
foram encontrados dois trabalhos pertinentes ao assunto. O primeiro, trata-se de
um estudo realizado pelos pesquisadores Aleman et al. (2014a, 2014b), onde
plantulas de café cultivadas in vitro foram avaliadas em trés fases distintas de
desenvolvimento: estabelecimento, multiplicagdo e aclimatizagdo. Uma semana
ap6s a fase de estabelecimento e multiplicacdo iniciou-se o tratamento
eletromagnético. Consoante os autores, houve um aumento da absor¢édo do meio
nutritivo por parte da plantula, o que justifica o incremento dos comprimentos
das regiGes aéreas e, mais pronunciadamente, na regido radicular, em relagdo ao
controle.

Outro trabalho relacionado a aplicagdo de campo magnético as plantulas

de café, os mesmos autores Aleman et al. (2014a, 2014b), submeteram as plantas
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de café a um campo magnético variante temporalmente com uma frequéncia de
60 Hz. Os resultados obtidos permitiram concluir que esse tipo de campo
magnético promoveu uma melhora na qualidade das plantulas pela modificacdo
de alguns processos fotossintéticos, fisiolégicos e moleculares; aumentando o
vigor e garantindo um melhor desenvolvimento das plantas em estadios futuros.
Os efeitos magnéticos sobre 0s organismos vivos é fato, porém a explicacdo da
interacdo desses campos ainda é uma incégnita.

Diversas teorias sdo sugeridas a fim de explicar, efetivamente, como
ocorre a interacdo dos campos magnéticos com 0s organismos Vvivos, uma vez
que, os efeitos do magnetismo sdo notorios e evidentes, contudo, ainda ndo ha

consonancia entre os pesquisadores quanto a real explicacdo dessa interagéo.

2.3.1 Alteracdes em nivel celular atribuidas a exposi¢ao de campos
magnéticos — fons de calcio (Ca*)

A forca magnética atua em cargas elétricas em movimento no interior do
campo magnético, como os ions sdo portadores de uma determinada quantidade
de carga elétrica (q) expressa de Coulomb (C) e se eles estdo em movimento,
entdo sobre eles atuara uma forca de natureza magnética que € diretamente
proporcional a sua quantidade de carga elétrica e a sua velocidade de
deslocamento.

A movimentacdo ibnica em meios fluidos faz com que forcas
magnéticas passem a atuar sobre os ions, Figura 1, sendo, por isso, considerada
por varios pesquisadores um dos principais alvos de atuacdo desses tipos de
forcas em diversos modelos experimentais (CHIONNA et al., 2003; FANELLI
et al., 1999; ROSEN; ROSEN, 1990; TEODORI et al., 2002b).
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Figura 1 - Forga magnética atuando em um ion de céalcio e um proton.

4

B
A +p 94
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Fy

Legenda: V- vetor velocidade da particula em m/s; B- vetor campo magnético em T; Ej
forga magnética em Newton (N).
Fonte: Do autor (2018).

A atuacdo dos campos magnéticos nos sistemas bioldgicos pode estar
ligada a propriedades da estrutura molecular da membrana plasmética como a
anisotropia magnética® (DINI; ABBRO, 2005) ou propriedades diamagnéticas
(ex: rotacdo das moléculas de fosfolipidios da membrana) (ROSEN, 2003).

Pesquisadores apontam que um dos efeitos proporcionados pelos
campos magnéticos na estrutura molecular das membranas, pode estar
relacionado com uma modificagdo da funcéo dos canais iénicos (ROSEN, 2003).

Um dos canais idnicos é do fon de célcio, Ca*’ que participa da
estrutura da célula e de varios processos fisiolégicos nos diferentes estadios de
desenvolvimento das plantas. Sua atividade depende de sua concentragdo e
localizag&o na célula (TREWAVAS et al., 1999). Entretanto, uma das principais
atividades do fon de Ca*? nas células vegetais é referente & via de transducéo de
sinais, atuando como mensageiro secundario nas respostas das plantas para um

namero variado de sinais ambientais e hormonais (BETHKE et al., 1995).

®  Anisotropia de uma grandeza fisica esta relacionada com a sua variagdo quando a

mesma é medida em uma determinada dire¢do.
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Enfatizando ainda mais o papel da interacdo dos ions de célcio com o
campo magnético, coloca-se a seguinte citacdo: “Our knowledge about Ca** is
still increasing; the more we learn about Ca®*, the more impressed we are by a
wide variety of the mode of action of Ca*. It is almost like life it self*
(EBASHI, 1983, p. 20).

Os fons de calcio Ca* agem diretamente nos fitohorménios, no caso das
citocininas, o ion potencializa sua a¢do na expansdo de cotilédones e, por inibir a
producdo de etileno, retarda a senescéncia (processo de envelhecimento dos
seres vivos) e abscisdo foliar (queda das folhas por adaptagdo a uma determinada
estacdo do ano) (HEPLER, 2005).

Dini e Abbro (2005), ap6s uma década de pesquisa sobre os efeitos dos
campos magnéticos nos sistemas bioldgicos, conseguiram reunir dados que
mostram o envolvimento das vias de sinalizacdo dos ions de Ca*? esta é uma das
principais vias de sinalizagéo intracelular, o que torna essa descoberta de elevada
relevancia fisioldgica.

Os efeitos fisiologicos das alteracdes dos fons de Ca*? em razdo da
aplicacdo de campos magnéticos variam de pesquisa para pesquisa. Ja foram
comprovadas alteracbes na funcdo ciliar (ROSEN; ROSEN, 1990), nas
alteracBes da taxa de proliferacdo celular (DINI; ABBRO, 2005), nas alteracGes
da frequéncia de apoptose (BIAN et al., 1997; BUEMI et al., 2001; CHIONNA
et al., 2003; FANELLI et al., 1999; TENUZZO et al., 2006; TEODORI et al.,
2002a, 2002b), nas alteragbes morfoldgicas (SANTORO et al., 1997) e no
aumento na sobrevivéncia das células por inibicdo da apoptose, por meio da
modulagdo da entrada Ca*? na célula (CHIONNA et al., 2003; FANELLI et al.,
1999; TEODORI et al., 2002a, 2002b).

*  Tradugdo nossa: “Nosso conhecimento sobre Ca”" ainda estd aumentando; quanto

mais aprendemos sobre Ca?*, mais impressionados ficamos por uma grande
variedade do modo de ac&o de Ca®". E quase que ele fosse a propria vida.
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Quando as sementes de ervilha foram cultivadas sob um campo
magnético de baixa intensidade, 0,5 - 2 nT (nanoTesla) durante 3 dias,
Belyavskaya (2001), observou algumas perturbagbes em nivel celular na
extremidade da raiz das plantulas. Além das alteragdes ultraestruturais, como o
acimulo de corpos lipidicos, o desenvolvimento do compartimento litico e a
reducdo da fitoferritina em plastidios; foram observadas mitocondrias maiores
com matriz de elétrons transparentes e cristas reduzidas. Além disso, o balanco
de Ca*? da célula foi interrompido e a sua localizacdo mudou.

Esse pesquisador concluiu, entdo, que os fons de Ca** foi o componente
potencialmente sensivel do efeito do campo magnético fraco, assumindo que 0s
fons célcio conectados aos sitios de ligacdo de Ca*? das proteinas eram
responséveis pelos processos desencadeados, confirmando a teoria desenvolvida
por Binhi (2001), da "ressonancia paramétrica de ions", nos efeitos
magnetobiolégicos.

Belyavskaya et al. (1992), Fomicheva, Govoroun e Danilov (1992) e
Paul, Ferl e Meisel (2006), compactuam da mesma explicacdo para a interacéo
do campo magnético com os sistemas biol6gicos. Segundo esses pesquisadores,
0 campo magnético modifica 0 metabolismo celular das células meristematicas,
tendo um efeito significante sobre a mitose e mudancas da fase G; do ciclo
celular da planta. Além disso, mudangas nas reacdes metabdlicas, sistemas de
sinalizagdo celular, ciclo celular, transcrigdo e sintese de proteinas, causam

diferentes respostas bioldgicas sobre a planta.
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2.3.2 Algumas alteracdes fenotipicas das plantas quando expostas a campos

magnéticos

Os efeitos provinientes da exposicdo de plantas a campos magnéticos,
ndo ficam restritos somente em nivel celular. As consequéncias positivas desse
pré-tratamento se refletem, também, sobre a planta adulta.

Reina, Pascual e Fundora (2001) mostraram que campos magnéticos
promovem um aumento na absor¢do de &gua pela planta, o que pode representar
um maior rendimento da planta depois de adulta.

Pesquisadores demonstraram que 0 campo magnético tem efeitos
positivos sobre o nimero de flores do tomateiro e, consequentemente, sobre
rendimento da planta e, também, sobre os nutrientes da mesma (DUARTE-
DIAZ et al., 1997; ESITKEN; TURAN, 2004).

Outras alteracBes fenotipicas foram observadas nas plantas como
sugerem as pesquisas de Shine, Guruprasad e Anan (2011) e Vashisth e
Nagaraja (2010), relataram que campos magnéticos moderados séo Uteis para

aumentar a germinacao de sementes e crescimento de plantas na fase adulta.

2.3.3 Conjecturas sobre as explica¢fes da interacdo do campo magnético

em organismos vivos

O grande desafio dos pesquisadores é elaborar uma teoria que seja
simples e ao mesmo tempo abrangente que explique 0 mecanismo de interacdo
do campo magnético com os organismos vivos. Acredita-se que 0s cientistas
estdo muito perto desse feito, pois existem muitas hipéteses acerca do assunto. A
elaboracdo de uma teoria convincente para a explicagdo do fendmeno perpassa
pela utilizagéo de ferramentas e metodologias capazes de detectar modificacGes

oriundas pela aplicacdo de campos magnéticos nos organismos Vvivos. Por esse
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motivo, inimeras pesquisas sdo também conduzidas no sentido de se conseguir

tais intentos.

Pesquisadores tém proposto modelos primarios hipotéticos ou tipos de

processos fisicos de interacdo do campo magnético com sistemas bioldgicos
(BINHI, 2001). A saber:

a)
b)

c)
d)

e)

9)
h)

)

K)

Modelos de oscilatores classicos e quanticos;

Modelo de ressonancia ciclotrénica;

Interferéncia de estados quanticos de ions ligados e elétrons;
ExcitacOes quanticas coerentes;

Efeitos biologicos dos campos de tor¢do que acompanham o campo
magnético fraco;

Estados metaestaveis biologicamente ativos da agua liquida;
Reagoes de radicais livres e outros mecanismos de “spin”;

Modelo de ressonancia paramétrica;

Ressonancia estocdstica como mecanismo amplificador em
magnetobiologia e outros processos aleatorios;

TransiscOes de fase em sistemas biofisicos com ordenacdo de
cristais liquidos;

Comportamento de bifurcacdo de solugdes de equacOes de cinética
guimica ndo linear;

Modelos “radios-técnicos”, nos quais as estruturas e os tecidos

biolégicos sdo retratados como circuitos elétricos;

m) Vortices macroscépios carregados no citoplasma.

Existe evidéncia consideravel para cada um desses mecanismos, embora

existam casos claros em que alguns modelos parecem improvaveis, também

pode haver situagbes em que tal mecanismo pode se tornar significativo.
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Finalmente, ndo se pode excluir mecanismos que combinem esses conceitos e
modelos (BELYAVSKAYA, 2004).

Nossa teoria de interacdo magnética em sementes estad fundamentada no
modelo “efeitos bioldgicos dos campos de tor¢do que acompanham o campo
magnético fraco”, onde o elo dessa interagdo, é forga magnética atuante nos
ions, sendo seletiva a depender da quantidade de carga elétrica de cada ion, da
velocidade do efluxo i6nico e da orientacdo do vetor velocidade em relagdo ao
vetor campo magnético, podendo variar de um valor nulo para a for¢a magnética
(vetor campo magnético paralelo ao vetor velocidade) até um valor maximo
(vetor campo magnético perpendicular ao vetor velocidade).

A seletividade da for¢ca magnética na atuacdo sobre os ions controla o
efluxo i6nico, por meio dos canais i0nicos, permitindo maior ou menor
entrada/saida de um determinado ion para as células. Na Figura 2, representam-
se 0s canais idnicos de K*, Na*e de Ca”", presentes da membrana plasmética das

células.

Figura 2 - Canais i0nicos.
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2.3.4 Canais ibnicos

Os canais ibnicos sdo proteinas transmembranares, atravessando a
biomembrana na forma de hélice, Figura 2. Esses canais sdo capazes de facilitar
a difusdo de um ion especifico em uma direcdo entre dois compartimentos
celulares separados por biomembrana (ZIMMERMANN; SENTENAC, 1999).

Em razéo da elevada capacidade de conducdo i6nica (10* -10% ions s™)
geralmente ndo é necessaria a presenga de muitos canais de um mesmo ion para
atender as necessidades da célula vegetal. Varios canais idnicos sdo construidos
conforme a demanda. O tamanho do poro, a densidade e as cargas no interior do
canal determinam a alta especificidade i6nica e a direcdo do transporte, e se
canal € de entrada ou de saida (ZIMMERMANN; SENTENAC, 1999).

Os canais idnicos quando abertos apresentam um poro que atravessa
totalmente a biomembrana. Canais de K*, Ca*, CI" e de dicarboxilatos como o
malato foram identificados em plantas. O controle da abertura do canal iénico
depende da magnitude da diferenca de potencial elétrico entre 0s
compartimentos conectados pelo canal como no canal de K. Nas células-guarda
a hiperpolarizacdo da plasmalema (maior que -100 mV) abre os canais de
entrada de K" e a despolarizagdo abre os canais de saida de potassio
(ZIMMERMANN; SENTENAC, 1999).

A abertura dos canais também pode ser determinada por ligantes como o
Ca®* ou pela fosforilagio do canal. Dependendo do canal ibnico a abertura é
mantida por apenas alguns milésimos de segundo ou por varios segundos
(ZIMMERMANN; SENTENAC, 1999).
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2.4 Anatomia do fruto do café

O fruto do café € uma drupa, normalmente com dois l6culos e duas
sementes. Além do epicarpo e do mesocarpo, apresenta o endocarpo, mais
conhecido como pergaminho, que envolve a semente. A semente € plana
convexa, eliptica ou oval, sulcada longitudinalmente na face plana e é
constituida por embrido, endosperma e um envoltério, representado por uma
“pelicula prateada” ou espermoderma constituido por células esclerenquimatosas
(DEDECCA, 1957).

De acordo com Shimizu e Mazafera (1999), o endosperma € o tecido de
reserva da semente de café e representa 95% da massa seca da semente,
contendo cerca de 10 a 14% de proteinas e 0,5 a 2% de aminoécidos (FIGURA
3).

Figura 3 - Corte transversal e longitudinal de uma semente de café.
d

Legenda: a) Disco, b) Epicarpo (pele), ¢) Mesocarpo (polpa), d) Endocarpo
(pergaminho), e) Espermoderma (pel. prateada), f) Endosperma, g) Embrido.
Fonte: Clifford e Willson (1985).
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2.5 Speckle Laser Dinamico (Biospeckle Laser-BSL)

O fendmeno do speckle dindmico resulta das multiplas interferéncias
sofridas pelos feixes luminosos refletidos por uma superficie opticamente
aspera® que apresenta uma atividade distinta da bioldgica como, por exemplo,
secagem de uma superficie recém-pintada, evaporacdo de agua etc, ou pela
reflexdo da luz que incide em um material biol6gico; neste caso o fenémeno é
designado de Biospeckle Laser — (BSL), em ambas as situagdes é exibida uma
atividade, ou seja, qualquer superficie ativa deverad apresentar algum padréo
speckle dindmico (FIGURA 4).

Figura 4 - Intensidade de um pixel de padrdo speckle espalhado a partir de um
objeto inanimado e de um tecido biolégico.

Placa metalica

alal

Folha vegetal

Intensidades
(unidades arbitrérias)

S : E Segu;r‘cos 2
Legenda: Azul- objeto sem atividade fisica ou bioldgica.
Vermelho- material biolégico.
Fonte: Silva (2007).

A origem do BSL tem seu cerne fundado em um principio fisico
fundamental: principio de Huygens que, em linhas gerais, enuncia que nas
frentes de onda, onde cada ponto dessa frente se comporta como uma nova fonte
de ondas elementares, que se propagam para além da regido ja atingida pela

onda original e com a mesma frequéncia que ela.

®  Entende-se por “opticamente aspera” aquela superficie cujas irregularidades sejam da

ordem de grandeza do comprimento de onda (10 m) da luz incidente.
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A luz refletida por uma superficie, cada ponto desta funciona como um
emissor de pequenas ondas segundarias. No caso em que tal superficie seja
opticamente rugosa, com centros espalhadores distribuidos a esmo, essas
pequenas ondas sdo espalhadas com fases iniciais, variando ao acaso e
temporalmente.

Os caminhos 6pticos percorridos por essas frentes de onda sdo diferentes
para cada ponto do plano de observacdo e a superposic¢do coerente dessas ondas
da origem a um padrdo de interferéncia cujas intensidades também variam
aleatoriamente.

Assim, o BSL é um fendmeno fisico de interferéncia luminosa. Quando
um feixe de luz coerente (mesma frequéncia), colimado (raios luminosos
paralelos) e de mesma fase (mesma evolucdo temporal) incide sobre uma
superficie opticamente rugosa e que esboce algum tipo de atividade bioldgica,
tem-se, neste caso, uma reflexdo irregular da luz que ao se refletir dessa maneira
ocorrem interferéncias construtivas e destrutivas em diferentes pontos do espaco
circunvizinho.

Por essas caracteristicas, o granulado Optico obtido tem carater
estatistico, de maneira que sua analise segue uma abordagem analoga aquela
dada para o passeio aleatorio no plano complexo.

O aspecto da imagem de interferéncia, que remete a um granulado, é
semelhante ao de um televisor (antigo) sem sintonia, ou seja, “uma televisdo fora
do ar”, Figura 5, onde 0s pontos escuros correspondem as interferéncias
destrutivas (ID) enquanto que os pontos claros referem-se as interferéncias

construtivas (IC).
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Figura 5 - Imagem do speckle de uma magca.

Legenda: ID: Interferéncia destrutiva. IC: Interferéncia construtiva.
Fonte: Zdunek et al. (2014).

2.5.1 Métodos de Analise do Biospeckle - Utilizagdo do Biospeckle na
Avaliagéo de Sementes

As pesquisas para a utilizagdo do BSL em sementes estdo relacionadas
com a avaliagdo do teor umidade, diferenciagdo dos niveis de atividade
metabdlica do tecido vegetal e identificacdo de atividade flngica, dentre outras.

Enes (2006) afirma que tais pesquisas, analisadas em conjunto,
conduzem as informagdes importantes acerca do fendmeno de interacdo da luz
com o material, contribuindo para o aprimoramento da técnica do biospeckle
como meio de analise da viabilidade de sementes.

A atividade metabdlica de uma semente estd intimamente relacionada
com seu teor de umidade que, por sua vez, tem influéncia direta na variagdo
temporal dos dispersores de luz responsaveis pelo fenbmeno do biospeckle,
conforme observado por Rodrigues (2007), em estudos realizados com
sementes. Dessa forma, pode-se relacionar a umidade do material bioldgico com
as medidas de Momento de Inércia MI (uma das ferramentas utilizadas para a
analise dos dados fornecidos pelo BSL), a exemplo do trabalho realizado por
Enes (2006).

Trabalhos de pesquisa foram conduzidos com sementes de feijédo

(Phaseolus Vulgaris L.). Braga Janior (2000) obteve resultados promissores no
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tocante a utilizacdo do laser em materiais que apresentam alguma atividade
metabolica. Suas pesquisas foram feitas em diferentes niveis de umidade,
comprovando a influéncia da umidade e da evaporacdo nos resultados do BSL.
O autor utilizou a técnica de Diferencas Generalizadas (DG).

Posteriormente, 0 mesmo autor utilizou o laser para diferenciar tecidos
vivos de tecidos mortos em sementes utilizando as técnicas conhecidas como
Asakura e MI, respectivamente.

A aplicacdo do laser na analise de sementes permitiu que outras
variaveis pudessem ser analisadas, ampliando, dessa maneira, a aplicabilidade e
o0 aperfeigoamento da técnica do BSL.

Picolotto, Vidal e Silva (2010), realizaram estudos da técnica do BSL
em sementes de soja com o intuito de se definir um nivel 6timo de umidade para
que se pudesse obter bons resultados com a técnica. A pesquisa apresentou a
comparacdo entre diferentes periodos de tempo e temperatura para definir a
umidade ideal das amostras para analise pelo fenémeno biospeckle. Com os
resultados obtidos conclui-se que a umidade ideal para atingir a atividade
biol6gica necessaria para as capturas de imagem com BSL deve estar em torno
de 40% a 50%, esse valor pode ser atingido com a temperatura de 40 °C por um
tempo que pode variar de 16 h a 24 h com substrato para germinagao.

Dessa maneira, os fendmenos fisicos oriundos do BSL, que outrora eram
tidos como ruidos em holografias, estdo sendo amplamente aproveitados nas
mais diferentes areas da agricultura como um método ndo invasivo e que nao
requer um contato fisico com a amostra em estudo (RABELO, 2000).

O BSL pode ser utilizado como uma forma de se obter informacdes
acerca da amostra iluminada como, por exemplo, informagdes sobre os niveis de
atividades de diferentes regides de uma amostra iluminada pelo laser. O que se

usa sdo procedimentos de processamento de imagens que geram um mapa
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indicando em tons de cinza (FIGURA 6). As informacdes serdo analisadas
graficamente utilizando o AVD, diferenca de valores absolutos.

Figura 6 - GraduacGes dos niveis de cinza.

0 64 128 192
Fonte: Freitas (2010).
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Por outro lado, saindo da subjetividade da analise grafica, quando a
informagdo requerida é uma analise numérica da mudanga do padrdo do BSL, ou
seja, do nivel de atividade de uma amostra, é utilizado o método de Momento de
Inércia (MI).

2.5.2 Time History Speckle Pattern (THSP) e Momento de inércia (M)

Para se obter uma andlise quantitativa da atividade de um determinado
material biol6gico é necessario estudar a evolucdo temporal de cada pixel da
imagem obtida da amostra em questao.

Uma metodologia empregada é o Spatial Temporal Speckle (STS) ou
Time History Speckle Pattern (THSP). O comportamento temporal da evolugéo
dos pixels constitui uma manipulagdo das inUmeras imagens obtidas da
superficie do objeto iluminado pela luz laser.

A técnica consiste em registrar a histéria temporal de um padréo de
speckle no tempo em uma imagem bidimensional denominada THSP, a qual
corresponde a coleta de uma mesma linha de pixels na imagem em instantes
sucessivos e organiza-los horizontal ou verticalmente, lado a lado, em uma

imagem intermediaria (THSP).
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O eixo das abscissas apresenta informacdes sobre a evolugdo temporal
dos pixels selecionados e, no eixo das ordenadas, ha o registro da distribuigdo
espacial dos padrdes de interferéncia (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999).

Para Faccia et al. (2009), essa técnica permite a ordenacdo dos dados
obtidos para analise quantitativa. Na Figura 7, esta ilustrada a construcdo de uma

imagem THSP.

Figura 7 - Construcdo de uma imagem THSP. A linha central é registrada em
momentos SUCessiVos.
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Fonte: Adaptado de Costa (2011).

2.5.3 Matriz de coocorréncia (MOC)

Arizaga, Trivi e Rabal (1999), definem a matriz de coocorréncia como
sendo o nimero de ocorréncias de um valor em 8 bits (0-255) de intensidade i,
seguidos por um valor de intensidade j presente no THSP, expressa pela

Equacéo 1.

MOC= [N;] 1)
Onde:
N;i; corresponde ao nimero de ocorréncias de um valor de intensidade i,

seguido por um valor de intensidade j, ao se deslocar pelas linhas do THSP.
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2.5.4 Momento de Inércia (MI)

O Momento de Inércia consiste na quantificacdo da variacdo de um
THSP e, para isso, uma matriz de coocorréncia (MOC) deve ser construida. A
MOC foi proposta por Haralick, Shanmugan e Dinstein (1973), para analise de
textura de imagens.

Para a analise do speckle dindmico Arizaga, Trivi e Rabal (1999),
propuseram que a matriz de concorréncia fosse calculada sobre o THSP, para a
posterior determinagdo do momento de inércia.

O MI é também designado como Momento de Intensidades ou
simplesmente de Nivel de Atividade e é calculado como sendo a distancia de
cada ponto da MOC até a diagonal principal multiplicada pelo peso de cada
ponto, que representa 0 numero de ocorréncias. Na Equacédo 2, traduz-se essa
ideia:

MI = ¥ Mj; (i — )2 (2)

Com o célculo do MI, afasta-se da subjetividade visual da andlise das
imagens e se ganha uma quantificacdo para a atividade de uma determinada

amostra.
2.5.5 Método de Diferengas de Valores Absolutos (AVD)

Diferenga dos valores absolutos a partir da matriz de coocorréncia
modificada, Braga et al. (2001), propuseram um método para quantificar a
atividade biol6gica, denominado Diferenca dos Valores Absolutos (AVD), que
indica com que frequéncia ocorreram mudancas bruscas de intensidade na matriz
THSP.
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Na Equagédo 3, descreve-se matematicamente a diferenca dos valores
absolutos.

AVD = ¥ M;j |i — j] (3)

Essa técnica exibe altos valores quando a amostra apresentar alta
atividade e, baixos valores, em situagdo contraria. Esse calculo é uma ferramenta
importante para estimar a atividade global em diversas aplicagdes bioldgicas e
ndo bioldgicas.

2.5.6 Quality Test

Para se obter as imagens do Biospeckle Laser, é conveniente fazer uma
analise prévia da uniformidade da iluminagdo sobre a amostra para se garantir
que todas as regides que estiverem sobre a iluminacao laser estejam recebendo a

mesma quantidade de luz.

2.5.6.1 Contraste

Essa metodologia de anélise do padrdo de speckle foi proposta por
Briers e Webster (1996), em que se baseia no tempo de integracdo que cada
imagem leva para ser capturada pela camara CCD, (Dispositivo de Carga
Acoplada). Dessa maneira, durante esse intervalo de execucéo, a informagéo no
tempo que possibilita a analise da atividade esta presente no periodo e que cada
imagem for construida. Assim sendo, é importante a compatibilidade entre as
velocidades de atividade apresentada pela amostra analisada e a velocidade de
captura da camara CCD, e é essa avaliacdo que se utiliza no teste de qualidade

utilizando o contraste.
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E crucial ter os grdos (granulado) de speckle muito bem definidos para
se realizar uma boa analise do padrdo de speckle no tempo, e isso é conseguido
compatibilizando a velocidade de aquisi¢do das imagens pela cdmara CCD e a
velocidade do fendmeno analisado. O contraste é definido matematicamente pela

Equacéo 4.

= Ixy
C= m (4)

Onde: ox v, é 0 desvio padrdo dos niveis de atividade;
(I, é o nivel médio de intensidade.

Na Figura 8, € mostrada a aplicagdo do método de contraste no conjunto
de imagens de uma semente de café, utilizando uma janela de tamanho 20 x 20
pixels.

Figura8 - Resultado da aplicacdo do método de contraste no conjunto de
imagens de uma semente de café.

Contrast

Fonte: Do autor (2018).
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2.5.6.2 Homogeneidade

A homogeneidade é um método de anélise de qualidade do speckle laser
e é realizado sobre uma colecdo de imagens divididas em pequenas janelas M x
N pixels. Consiste medir a variabilidade espacial da atividade, observando o
valor do momento de inércia (MI) ou alguma outra andlise quantitativa em cada
uma das janelas em estudo, por similaridade entre cada momento de inércia e
sua vizinhanga (CARDOSO; MOREIRA; BRAGA, 2014).

A homogeneidade é dada pela Equagdo 5.

o(IMy, IM4,IMs,IMg,IMg)
u(IMy,IM,,IMs,IMg,IMg)

Homogeneidade = 100 (5)

Na Figura 9, é apresentado o resultado do método de homogeneidade no
conjunto de imagens de uma semente de café, utilizando uma janela de tamanho
20 x 20 pixels.

Figura 9 - Resultado da aplicagdo do método da homogeneidade no conjunto de
imagens de uma semente de café.
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Fonte: Do autor (2018).
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Para a analise de homogeneidade, foi definido como quantificador
numérico o MI analisado em cada janela. Quanto mais préximo do azul escuro
mais homogénea ¢ a iluminagdo laser na area de analise.

Foi feito ainda, para as sementes de café antes de serem capturadas as
imagens, outro teste, o de saturagdo, que fornece a regido cuja intensidade de
iluminacédo tenha uma incidéncia de luz normal. Na Figura 10, refere-se a regido
circunvizinha ao embrido (destaque em vermelho) onde foram capturadas as
imagens.

Figura 10 - Semente de café com a regido embrionaria em destaque (regido de
interesse). Regido com iluminagdo normal.
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Fonte: Do autor (2018).

2.5.7 Testes de iluminag&o com o café

No sétimo dia de germinacdo dos grupos de semente da etapa 1, foi
realizada a iluminagdo com a luz laser de cada tratamento, 50 sementes do
controle, 50 sementes de 10 mT e 50 sementes de 28 mT, correspondendo a cada

analise fisioldgica feita dessa etapa, incluindo as cinco repeticoes, totalizando
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750 iluminacOes realizadas. As sementes foram iluminadas, no CEDIA,

laboratério 5, com o arranjo experimental mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Disposi¢cdo dos equipamentos experimentais durante a captura de
imagens e iluminacéo pelo laser.

Fonte: Enes (2011).

Nos experimentos, foram utilizados uma cémera CCD, um
microcomputador para captura dos dados e outro para o processamento das
imagens com processador, um laser He-Ne vermelho (632 nm) de 10 mW de
poténcia e uma mesa optica com sistema antivibrag&o.

Ao término da iluminacéo, para o processamento do biospeckle, foram
utilizadas as técnicas graficas AVD (BRAGA et al., 2000) e, para uma analise
guantitativa, foi utilizado o MI (ARIZAGA; TRIVI; RABAL, 1999).

2.5.7.1 Regido de interesse da semente de café

No processamento das imagens, foi analisada a regido do embrido da
semente, utilizando-se o MatLab e rotinas retiradas do site
www.nongnu.org/bsltl/ para implementar dois indices do BSL; um grafico AVD
(BRAGA et al., 2000) e o outro numérico Ml (ARIZAGA; TRIVI; RABAL,

1999). Na Figura 12, de uma semente de café com sua imagem pré-processada,


http://www.nongnu.org/bsltl/
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estd representado o embrido da semente esbogcando uma maior atividade, em

virtude da cor avermelhada, em relagdo as demais regides da semente.

Figura 12 - Imagem de uma semente de café pré-processada (AVD) com a
regido embrionaria de interesse em destaque.
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Fonte: Do autor (2018).

2.6 Testes fisiolégicos — Germinagdo

O processo germinativo, do ponto de vista fisiolégico, pode ser dividido
em trés fases: embebicdo, alongamento celular e divisdo celular em tecidos. No
entanto, por meio de uma classificagdo mais detalhada, agora em nivel
fisiobioquimico, o processo de germinacdo é dividido nas fases de reidratacéo,
aumento da respiragdo, formacdo de enzimas, digestdo enzimatica de reservas,
mobilizacdo e transporte de reservas, assimilagdo metabdlica e crescimento e
diferenciagdo dos tecidos (POPINIGIS, 1985).

Bewley e Black (1994) propGem um padrédo trifasico de absor¢do de
agua para as diferentes espécies. Na primeira fase, a absorcdo de &gua pelas
sementes é répida, em decorréncia da diferenca de potencial matricial

encontrada nos tecidos da semente. Nessa fase, até as sementes mortas absorvem
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agua. Ha também, nessa fase, a retomada do crescimento do embrido, motivada
pelo inicio da degradac&o de reservas.

Ja na fase Il, ha indicacdes de que esteja ocorrendo um transporte ativo
de substancias desdobradas na fase anterior, do tecido de reserva para o tecido
meristematico. Nessa fase, 0s potenciais hidricos do substrato e das sementes
sdo semelhantes, fazendo com que a absorcdo de agua seja quase nula. Nesse
momento, o teor de dgua das sementes endoespermaticas chega a valores entre
25% e 30% e para as cotiledonares entre 35% a 40% (BEWLEY; BLACK,
1994).

No final da fase 1, ha acréscimo repentino do teor de dgua das sementes,
chegando as sementes endoespermaticas a possuirem valores de 35% a 40% e as
cotiledonares entre 50% a 60%.

A fase Il é caracterizada pela germinagdo visivel e pelo inicio do
crescimento do eixo embrionario. Porém, para chegar a protrusdo, mudancas no
nivel bioquimico acontecem, ou seja, as substancias desdobradas na fase | e
transportadas na fase Il sdo reorganizadas em substancias mais complexas que
formam o citoplasma, o protoplasma e as paredes celulares (BEWLEY;
BLACK, 1994).

Além da germinagédo, foram realizados os testes de protrusdo, indice de

velocidade de germinacdo (IVG) e indice de velocidade de emergéncia (IVE).

2.6.1 Analises bioguimicas - Testes isoenzimaticos

O oxigénio ¢ um composto vital para a producdo de energia tanto nos
animais como para 0s vegetais, sendo essencial para a vida. Entretanto, pode
originar danos reversiveis e, até mesmo, irreversiveis aos seres vivos, em razédo

da oxidacdo nos componentes celulares.
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A oxidacdo gera radicais livres que estdo envolvidos em uma série de
processos degenerativos. A formagdo desses compostos € baseada pela perda ou
ganho de um elétron, por um atomo ou molécula, ficando este com um elétron
desemparelhado, o que o torna potencialmente reativo.

A formacgdo dessas espécies reativas de oxigénio (ROS’s) ocorre de
maneira natural nos organismos como, por exemplo, a formacdo do radical
superdxido (O,), durante a respiracdo celular. No entanto, em um primeiro
momento, logo apds atingida a maturidade fisiologica das sementes, a produgédo
de ROS’s ¢ ainda controlada. Entretanto, em uma situacdo de estresse como:
desidratagdo, altas temperaturas, envelhecimento ou armazenamento, ocorrem
disturbios no balanco metabdlico das sementes culminando com a geragdo
descontrolada de ROS’s (OKUDA et al., 1991). Esse distdrbio metabdlico vem
acompanhado ainda, da reducdo da eficiéncia dos sistemas antioxidantes,
resultando na peroxidacdo de lipidios das membranas, seguido de sua
desestruturagdo e morte celular (LEPRINCE; BUITINK; HOEKSTRA, 1999).

A grande variedade de proteinas e enzimas estruturais é responsavel
pela integridade de membrana e pelo metabolismo celular e, dessa forma, a
atividade de certas enzimas, associadas com a quebra de reservas ou biossintese
de tecidos novos, pode determinar o estadio de deterioracdo de sementes
(CARVALHO; VIEIRA; PINHO, 2000).

A superoxido dismutase (SOD) é um grupo de enzimas que catalisam a

reacdo de dismutacdo de radicais livres (O2°) produzidos em diferentes locais na
célula, para oxigénio molecular (O,) e peroxido de hidrogénio (H.0,), esta
isoenzima esta localizada no citoplasma celular e matriz mitocondrial
(SCANDALIOS, 1993).

Halliwell e Gutteridge (1989), descreveram que a SOD exerce um
importante papel ao proteger a célula contra os efeitos deletérios de radicais

superoxidos livres, sendo considerada chave na regulacdo de concentracdes
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intracelulares de radicais superdxidos e per6xidos. Nos glioxissomos e
peroxissomos (WILLEKENS et al., 1995) estd localizada a catalase (CAT),
enzima responsavel pela eliminacdo do peréxido de hidrogénio e producdo de
H,O e O,. Se a acéo de radicais livres ndo for controlada, eles podem alterar a
funcionalidade das membranas e promover a peroxidacdo de lipidios, a
inativacdo de enzimas e a degradacdo de acidos nucléicos (GREGGAINS et al.,
2000).

A esterase (EST) esta envolvida em reacGes de hidrolise de ésteres,
participando diretamente do metabolismo de lipidios (SANTOS; MENEZES;
VILELA, 2005; VEIGA et al., 2010). Segundo Henning et al. (2009), a reducéo
da atividade da esterase esta ligada a perda da protecdo dos fosfolipidios das
membranas.

A enzima malato desidrogenase (MDH) esta diretamente ligada a
respiragdo celular, essa enzima catalisa a conversdo de malato a oxaloacetato
no ciclo de Krebs. A enzima alcool desidrogenase (ADH) catalisa a reagdo de
formacgdo do etanol, durante a respiracdo anaerdbica (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Veiga et al. (2010), citam que enzimas ligadas ao processo de respiragdo, tal
como a malato desidrogenase (MDH) e a 4dlcool desidrogenase (ADH),
podem caracterizar a qualidade fisioldgica de sementes.

O inicio do desenvolvimento da plantula é marcado pela emergéncia da
radicula que caracteriza o término da germinagdo (BEWLEY, 1997), porém,
algumas sementes apresentam germinacdo mais lenta em virtude, dentre outros
fatores, a composicdo quimica da parede celular dos tecidos das sementes. Na
espécie C. arabica, bem como em outras, 0 endosperma apresenta paredes
celulares grossas e rigidas, contendo hidratos de carbono insoltveis na forma de
galactomananas, que atuam como um fator limitador do crescimento e
desenvolvimento do embrido e, consequentemente, dificultando a protrusdo da

radicula.
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Para que a protrusdo radicular possa ocorrer, é necessario hidrolisacao
das galactomananas na regido micropilar, principalmente pela atividade da
enzima endo-B-1,4-mananase. A atividade da endo-p-1,4-mananase é necessaria
no estadio inicial da germinacdo induzindo a degradacdo do endosperma e,
consequentemente, conduzindo a protrusdo da radicula (BEWLEY et al., 2012;
SILVA et al., 2005). A atuacdo dessa enzima é regulada pela presenca de
fitormonios, como o acido abscisico (ABA).

A endo-B-1,4-mananase é a principal enzima desse processo, atuando
especificamente na hidrolise da ligacdo B(1—4) do galactomanano presente na
parede celular. A sintese dessa enzima ocorre durante a germinagdo ou
senescéncia da semente e estid relacionada com a degradacdo das paredes
celulares do endosperma, associada ao enfraquecimento do tecido e mobilizacéo
de reservas. Entretanto, existe pouca informacao sobre a atividade dessa enzima
em relagdo ao mecanismo de germinacgdo e sua regulacdo (BEWLEY et al.,
2012).

Os marcadores isoenzimaticos tém sido empregados em estudos de
viabilidade de sementes, pois sdo eficientes para o conhecimento de eventos
importantes do tempo de vida, das mudancas deteriorativas e da morte das
sementes (BASU, 1995). Segundo Rosa et al. (2011), a analise de isoenzimas
tem possibilitado o desenvolvimento de métodos répidos, sensiveis e
especificos na determinagdo da qualidade fisiologica de sementes.

Chauhan, Gopinathan e Babu (1985), descreveram que a variacdo nos
perfis de proteinas e enzimas especificas, mais precisamente as relacionadas a
respiracdo, peroxidacdo de lipidios e remogdo de radicais livres, sdo métodos
eficientes no monitoramento de altera¢Ges bioquimicas resultantes dos processos

de deterioracéo.
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2.6.2 Teste de Condutividade Elétrica

O teste de condutividade elétrica avalia indiretamente o grau de
estruturacdo da membrana plasmatica das sementes, em razdo da quantidade de
lixiviados durante o processo de embebicdo, quanto menor for o resultado da
condutividade, melhor serd o vigor presente nesse lote de sementes,
comprovando a integridade nas membranas celulares, por outro lado, quando o
resultado for alto comparado com outros lotes de sementes, significa que essas
sementes estdo bastante deterioradas, com baixo vigor (VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999).

Nesse teste, a duracdo do periodo de embebigcdo das sementes tem
também grande efeito sobre a capacidade do teste de distinguir diferencas de
qualidade entre os lotes (DIAS; MARCOS FILHO, 1995). O periodo que se
recomenda é de 24 horas de embebicdo (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999).

Quanto a temperatura de embebicdo, Hampton e Tekrony (1995)
informam que sua influéncia é verificada na velocidade de embebicdo e de
lixiviacdo de eletrolitos do interior das células para o meio externo. Nesse
sentido, Loeffler (1981) constatou que a diminuicdo na temperatura causa
aumento na viscosidade da solucdo, seguida por um decréscimo na mobilidade
de ions e consequente reducdo da condutividade, por outro lado, as altas
temperaturas aumentam a dissociagdo de ions e reduzem a viscosidade da

solucéo, o que resulta em alta condutividade.



58



59

3 OBJETIVOS

O pré-condicionamento das sementes € uma pratica recorrente para a
grande maioria dos produtores de mudas, objetivando a formacdo de lavouras
mais saudaveis e produtivas para uma eventual renovacdo das lavouras cafeeiras.
A utilizacdo do pré-condicionamento magnético de sementes é uma nova

vertente para o tratamento das sementes, chamada de magnetopriming.

3.1 Obijetivo geral

Desenvolver método de estimulagdo da germinacdo de sementes de café
(Coffea arabica L.) por aplicacdo de campo magnético controlado, com
monitoramento dos efeitos usando métodos tradicionais e complementares de

andalise de sementes.

3.2 Objetivos especificos

a) Propor um sistema de magnetizagdo das sementes de café;

b) Sugerir uma metodologia para tratamento magnético pré-
germinativo de sementes;

c) Verificar o efeito na germinacdo das sementes submetidas a campos
magnéticos distintos;

d) Usar testes tradicionais e complementares (BSL) para avaliar o
efeito do campo magnético nas sementes de café;

e) Antecipar o periodo de formacao de mudas.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho de pesquisa foi realizado, em parte, no Centro de
Desenvolvimento a Instrumentacdo aplicado a Agropecuaria (CEDIA) no
Departamento de Engenharia Agricola, onde foram feitas as iluminagdes das
sementes e processamento das imagens.

Foi utilizada, também, a infraestrutura do Laboratério Central de
Andlise de Sementes (LAS) no Departamento de Agricultura, com 0 uso de
germinadores, além do suporte técnico dos laboratoristas que fizeram a
preparacdo das sementes, bem como as analises pertinentes a fisiologia das
sementes. Tanto o CEDIA como o LAS situam-se no campus da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais.

4.1 Processo de magnetizacdo das sementes de café
Para magnetizar as sementes utilizaram-se imas circulares vazados
centralmente que foram retirados de fornos micro-ondas, mais precisamente do

magnetron desses equipamentos. As dimensdes desses imas estdo na Figura 13.

Figura 13 - Dimens6es do ima.

e 22mm

RAmm —————>
Fonte: Do autor (2018).
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Para obter-se as intensidades de indugdo magnéticas desejadas, 10 mT e
28 mT, foram associados mais de um ima para cada grupo de sementes, essa
associagdo é realizada colocando-se os polos sul e norte juntos. Os polos dos

imds estdo situados nas fases opostas, como visto na Figura 14.

Figura 14 - Identificacdo dos polos do ima (a). Associacao de dois imas (b).

@) (b)

Fonte: Do autor (2018).

4.2 Procedimento de acondicionamento das sementes no campo magnético

Foram cortadas trés fitas de 70 x 3 cm de papel “germitest” e
posicionadas uma sobre a outra, sendo que na fita central foram feitas
ondulagBes de dimensBes proximas as da semente de café. Essa fita foi colada
com cola quente na fita da base, ficando aproximadamente, com o aspecto da
Figura 15.
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Figura 15 - Aspecto geral da fita de papel “germitest” e posicionamento das
sementes na mesma antes de serem levadas ao ima.

PRSP
INIANINAL

Embrido
Fonte: Do autor (2018).

Em seguida, as sementes foram colocadas dentro de cada ondulagdo
observando os embrifes sempre voltados para 0 mesmo lado, totalizando 50
sementes. Essa fita foi enrolada e colocada dentro de um tubo de cano PVC de
75 mm de didmetro por 30 mm de altura. Nesse momento, o rolo com as
sementes foram umedecidos com agua destilada em uma quantidade 2,5 vezes o
peso da fita seca (FIGURA 16).

Figura 16 - Posicionamento das sementes para serem submetidas ao campo
magnético.

Tubo de PVC

®= 75 mm, alt.= 30 mm

Fonte: Do autor (2018).
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O tubo foi posicionado entre os imas com os embrides voltados para o
polo sul. De acordo com a Figura 17 explodida.

Figura 17 - Posicionamento das sementes entre 0s imas.

Tubo de PVC
®= 75 mm, alt.= 30 mm

Fonte: Do autor (2018).

4.3 Medicdo do campo magnético

O campo magnético foi mensurado no espaco entre os imds, onde as
sementes ficaram posicionadas. Essa medida foi realizada por um gaussmeter,
(Medidor de Campo Magnético) — MGM 20, que pode ser utilizado para
deteccdo de magnetismo residual em pecas ou equipamentos e medidas de
campo magnético em materiais magnéticos ou bobinas. Podendo medir a
intensidade de campos magnéticos variaveis no tempo (AC) ou constantes no
tempo (DC).

Descricdo: Display Cristal Liquido 3.% digitos, medidas em Gauss e
Alcm (indica também valores positivos e negativos), faixa de trabalho até
20.000 Gauss, resolucdo: 0,1 Gauss até 1.000 Gauss, 1 Gauss entre 1.001 e
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2.000 Gauss, 10 Gauss entre 2001 e 20.000 Gauss, precisdo: 3% temperatura de
operacdo: 0 a 50°C alimentacdo — 1 bateria alcalina de 9V.
Na Figura 18, representa-se o esquema gue foi utilizado para a medicéao

do campo magnético entre os imas.

Figura 18 - Esquema de medicdo do campo magnético entre os imas utilizando o
Gaussmeter.

Gaussmeter

Fonte: Do autor (2018).

O campo magnético no interior dos imas apresentou uma variagdo de
aproximadamente 2%, utilizando-se a Equagéo 6.
Bo— By

B% = ——=x100% (6)
Bo

Onde:
B, € a intensidade do campo magnético no centro dos imads em mT;

B, é a intensidade do campo magnético na periferia dos imas em mT;
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By € a variacdo percentual da intensidade do campo magnético no centro
dos imas.
Com essa pequena variagdo da intensidade do campo magnético pode-se

considerar que, no volume de ar entre 0s imés, 0 campo magnético € uniforme.

4.4 Sementes de café

As sementes de café (Coffea arabica L.), foram cedidas pela Fazenda
Experimental de Varginha, Fundagdo Pro-Café, na cidade de Varginha, Minas
Gerais, estes foram colhidos em lavoura, nesta cidade localizada a,
aproximadamente, 110 Km de Lavras.

Varginha apresenta como caracteristicas geograficas uma altitude de 980
m, sendo o clima classificado como tropical de altitude Cwhb. Apoés a colheita, os
frutos foram novamente selecionados para uniformizagdo do estadio de
maturacdo, descascados mecanicamente e as sementes desmuciladas por
fermentacdo em agua e pré-secadas a sombra para a retirada da agua superficial.
A variedade da cultivar Catuai Vermelho, 144, colheita 2017, peneira 19.

As sementes foram mantidas durante seis (6) dias (VIVAS, 2015) em
germinadores com temperatura de 30 °C (BRASIL, 1992) e umidade de 100%
controladas, com dois grupos de sementes, um submetido ao campo magnético
por meio de imds e o outro grupo de controle.

Os experimentos foram conduzidos em duas etapas, a etapa 1, com um
lote de 750 sementes dividido em 2 grupos: grupo 1 (controle G;) com 250
sementes equivalendo a 5 repeti¢es e 0 grupo 2 (sementes pré-tratadas pelo
campo magnético G,), com 500 sementes.

O grupo 2 foi subdividido em dois subgrupos, A e B, sendo que o
subgrupo A, com 250 sementes submetidas ao campo magnético de intensidade

magnética de 10 mT. As sementes do subgrupo B, com 250 sementes foram
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tratadas com campo magnético de intensidade de 28 mT. Todos o0s subgrupos
foram divididos em 5 repeticdes com 50 sementes.

As sementes do grupo G; e G, foram submetidas ao processo de
germinacdo em germinadores, durante 30 dias, lastreado pelas prescricdes das
Regras para Analises de Sementes - RAS (BRASIL, 2009).

No sétimo dia de germinacdo, procedeu-se analise do potencial
germinativo das sementes por meio do biospeckle e retorno das mesmas ao
germinador para as analises futuras do IVG, teste de germinagdo e protruséo,
gue findou no trigésimo dia.

Houve a necessidade da divisdo da pesquisa em duas etapas em razao
das analises realizadas na segunda etapa serem destrutivas, ndo havendo
aproveitamento das sementes para analises subsequentes. 1sso ndo aconteceu
com as analises da primeira etapa, onde, para mensurar a germinacdo das
sementes, pode-se utiliza-las para o levantamento da protrusdo e IVG.

O fluxograma da Figura 19 sistematiza o processo da etapa 1.
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Figura 19 - Sintese da etapa 1 do processo de magnetiza¢do das sementes.

Amostra de 750 sementes

4,/’ _;

Grupo de controle G; com 250 sementes testes de

germinacéo, IVG e protrusdo. 5 repeti¢des de 50
sementes.

Grupo G, com tratamento
Magnético de 500 sementes.

v

Selegéo de 250 sementes para o teste de
germinacéo, IVG e protrusdo em germinador
durante 30 dias; e para o teste do biospeckle.

v

Retirada das sementes do germinador no 6° dia
para a analise de atividade com o biospeckle, e
retorno das mesmas para o germinador para
continuar com o processo germinagdo, IVG e
protrusdo. Com cinco repeticdes de 50 sementes.

v

\4

Testes fisiolégicos: germinagéo , IVG e protrusdo.

Dois subgrupos A
e B de 250 sementes

Pl —

v

Subgrupo A de 250 sementes.
Exposi¢cdo ao campo magnético de
intensidade 10 mT durante 6 dias.
Com 5 repetigdes de 50 sementes.

v

y

Subgrupo B de 250 sementes.
Exposi¢do ao campo magnético de
intensidade 28 mT durante seis dias.
Com 5 repetigdes de 50 sementes.

v

Retirada das sementes do germinador no 7° dia para a analise de atividade com o biospeckle, e retorno
das mesmas para 0 germinador para continuar com o processo de germinagdo , IVG e protruséo, por
trinta dias.

v

y

No decorrer dos 30 dias, no germinador,
foram sendo feitas as andlises de germinagéo,
IVG e protrusdo das 250 sementes.

No decorrer dos 30 dias, no germinador, foram
sendo feitas as analises de germinagéo, IVG e
protrusdo das 250 sementes.

Fonte: Do autor (2018).
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Na etapa 2, foram realizadas analises de IVE, enzimas e integridade de

membranas usando outro lote de 2250 sementes. Figura 20.

Figura 20 - Sintese da etapa 2 do processo de magnetizacdo das sementes.

Amostra de 2250 sementes

-—

Grupo de controle Gz com 150 sementes. 50

Grupo

G, com 1500 sementes.

sementes para cada uma das andlises: IVE,
enzimas e integridade de membranas. 5
repeticoes para cada andlise. Total: 750

Sementes tratadas magneticamente.

sementes.
v

IVE: realizado a semeadura das sementes em
bandejas mantidas em camara de crescimento
vegetal com andlises diarias e uma rega diria
durante 76 dias, 250 sementes;

Integridade de membranas: realizado logo apés 7°
o dia no germinador, 250 sementes;

Enzimas: mantidas congeladas a -86 °C, para
posterior analise 250 sementes.

A 4

Dois subgrupos C e D de 750 sementes

——

v

Subgrupo C de 750 sementes.
Exposicdo ao campo
magnético de intensidade

10 mT durante 6 dias. IVE
(50 sementesx5 rep.),
Enzimas (50 sementesx5 rep.)
e Int. de membranas

(50 sementesx5 rep.).

v

v

Subgrupo D de 750 sementes.
Exposi¢do ao campo
magnético de intensidade

28 mT durante 6 dias

IVE (50 sementesx5 rep.),
Enzimas (50 sementesx5 rep.) e
Int. de membranas
(50 sementesx5 rep.).

v

Suspensdo da magnetizagdo das sementes no sétimo dia para proceder as analises: IVE, enzimas,

Integridade de membranas.

v

v

IVE (250 sementes 10 mT e
250 sementes 28 mT).
Semeadura dessas sementes
em bandejas e mantidas em
camara de crescimento
vegetal. Analises e rega
diarias durante 76 dias. Total

Enzimas (250 sementes 10
mT e 250 sementes 28 mT).
Anélises segundo
metodologias. Total de
sementes: 500.

Integridade de membrana
(250 sementes 10 mT e 250
sementes 28 mT). Analises
segundo metodologias e ao

término do sétimo dia de

magnetizagéo. Total de
sementes: 500.

de sementes: 500.

Fonte: Do autor (2018).
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Na Figura 21, esta representada a linha do tempo que localiza,
temporalmente, as duas etapas da pesquisa.



Figura 21 - Linha do tempo com as etapas dos experimentos.

Inicio dos experimentos.
Etapa 1

> 20/9/2017

Retirada das sementes do germinador
para a andlise do BSL. Retorno das
mesmas ao germinador para o
prosseguimento das analises
fisioldgicas da etapa 1.

> 26/9/2017
Inicio da Etapa 2,
>30/09/17
»Semeadura
das sementes: Etapa 2-
o IVE = Enzimas
05/10/17 12/10/17
2017 | set. M WM gy b M M,
10 02! P2 e
A
Hoje

M. 1: Magnetizacdo das sementes de café da etapa 1
M. 2: Magnetizacdo das sementes de café da etapa 2

ETAPA 1: Magnetizacdo das sementes que serdo analisadas quanto a

germinacdo, I\VVG, protrusdo e Biospeckle Laser.

ETAPA 2: Magnetizagdo das sementes que serdo
analisadas quanto as mudangas enzimaticas, int. de
membranas e IVE.

Etapa 2 - Int. de
membrana
20/10/17
Etapa 2-Fim
int. de
membrana.
24/10/17

Fim da
>etapa 1
26/10/17

INov.

e

Etapa 2- Fim enzima.
- Sementes congeladas a -86 °c
07/11/17

IDez.

Etapa 2 —
Fim IVE.
21/12/17

>

20/9/2017 - 26/10/2017

_ 05/10/2017 — 21/12/2017

Fonte: Do autor (2018).

1.
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O processo de magnetizagdo ocorreu durante os seis primeiros dias do
periodo de germinacdo das sementes. Foram escolhidos dois germinadores; em
um, ficaram as sementes do controle e noutro ficaram as sementes que foram
magnetizadas pelas duas intensidades de campo magnético. Adotou-se tal
expediente para que o campo magnético dos iméds ndo influenciasse as sementes
do controle, caso em que ocorreria se todos os tratamentos ficassem em um
Unico germinador. No Quadro 1, resume-se a metodologia de aplicacdo do

campo magnético as sementes.

Quadro 1 - Metodologia de aplicacdo do campo magnético nas sementes.

Subgrupos Intensidade do |Intensidade do| Intervalo de tempo de
Campo Magnético Campo aplicagcdo do Campo
(mT) Magnético Magnético (dias)
(Gauss)
AeC (etapal) 10 100 6
B e D (etapa 2) 28 280 6

Fonte: Do autor (2018).

4.4.1 Caracterizacao das sementes de café

As sementes de café foram submetidas a determinacdo do grau de
umidade, antes da realizagdo do experimento, realizada pelo método da estufa a
105 °C, durante 24 horas, e 0s resultados expressos em porcentagem com base
no peso Umido das sementes, de acordo com as recomendacOes das RAS
(BRASIL, 2009) (QUADRO 2).
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Quadro 2 - Condicdes do germinador.

Grupo de sementes Periodo (dias) Condicbes do germinador

Temperatura (°C) e
Umidade (%)

750 sementes (etapa 1) 30 30 ¢ 100

2250 sementes (etapa 2) 6 30 ¢ 100

Fonte: Do autor (2018).

4.5 Andlises das enzimas Superdxido Dismutase, Malatodesidrogenase,

Esterase e Catalase

Coletadas as sementes, foram retiradas duas amostras de 50 sementes de
cada tratamento e armazenadas a temperatura de -86°C, para a analise de
enzimas por meio da técnica de eletroforese.

Para a andlise eletroforética de enzimas, as sementes sem pergaminho,
foram trituradas em moinho a 22.500 rpm, refrigerado a 4 °C, na presenca de
PVP (polivinilpirrolidona) e armazenadas a temperatura de -86 °C.

Para a extragdo das enzimas, foi utilizado o tampdo Tris HCL 0,2M pH
8,0 + (0,1% de mercaptoetanol), na propor¢do de 280 uL. por 100 mg de po6 das
sementes. O material foi homogeneizado em vortex e mantido em overnight, em
geladeira, seguido de centrifugacéo 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 50 uLL do sobrenadante das amostras
no gel e a corrida eletroforética efetuada a 120 V por 5 horas.

Terminada a corrida, os géis foram revelados para as enzimas
superdxido dismutase, catalase, esterase, malato desidrogenase, conforme

metodologia descrita por Alfenas (2006).
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4.6 Andlises da enzima Endo-R-mananase

Para as analises da enzima endobetamananase, foram utilizadas 50
sementes de cada tratamento. Usaram-se 300 puL do tampao de extra¢ao (0,1 M
Hepes; 0,5 M de NaCl, pH 8,0; &cido ascérbico na proporcdo de 5 mg do 4cido
para cada 1 mL de tampdo) em cada microtubo com 100 mg do macerado de
cada amostra. Em seguida, os microtubos contendo as amostras foram agitados
em agitador tipo vortex por 1 minuto e centrifugados, a 14.000 rpm por 30 min.
a 4 °C. O sobrenadante foi aplicado em gel contendo 6 mL de locust bean gum,
ou LBG (Sigma), 0,24 g de agarose (Qbiogene) e 24 mL de tampéo pH 5,0 (11
mL de &cido citrico 1M, 50 mL de Na,HPO, e 149 mL de &gua destilada). As
aliquotas foram aplicadas em furos de 2 mm feitos no gel com auxilio de um
furador. O gel foi incubado por 21 h e revelado segundo metodologia proposta
de Silva et al. (2005). A atividade da enzima endobetamananase foi calculada de
acordo com Downie, Hilhorst e Bewley (1994).

Para a revelacdo, o gel foi inicialmente lavado em agua destilada, lavado
em tampédo (tampédo do gel), por 30 minutos e novamente lavado em &gua
destilada. Logo ap6s, o gel foi coberto com o corante vermelho congo a 0,5%
por 30 minutos e colocado em etanol por 10 minutos para a remog¢édo do corante.
Removido o etanol com agua destilada, foi adicionada uma solucdo de 1M de
NaCl até a observacdo visual da formacdo de halos brancos nos furos que
continham as amostras. Nesse momento, foi feita a medi¢cdo do didmetro das
amostras em duas direcdes com um paquimetro resultando em uma média. Para
o célculo da atividade da enzima, foi feita uma comparagéo com a curva padrdo

gerada pela endo-p-mananase comercial de Aspergillus niger (Megazyme).
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4.7 Condutividade elétrica

Tomados esses cuidados, o teste foi conduzido em cinco repeticdes de
50 sementes, que foram pesadas, colocadas em copo com 75 ml de &agua
deionizada e mantidas a uma temperatura de 25 °C, protegidos da luz, em
cdmara tipo BOD.

Ap0Os 24 horas de embebicdo, foi realizada a leitura da condutividade
elétrica em um condutivimetro Digimed CD-21, de acordo com metodologia

descrita por Vieira (1994). Os resultados foram expressos em pS.cm™.g™.

4.8 Andlises fisiologicas realizadas

Foram realizadas seis analises, a saber: IVG, teste de germinacéo, e
protrusdo, na primeira etapa; IVE, testes enzimaticos, condutividade elétrica, na

segunda etapa.

4.8.1 Teste de germinacéo

O teste de germinacéo foi conduzido com as 250 sementes (5 repeti¢oes)
do grupo de controle mais as 500 sementes (5 repeticdes), sementes sem
pergaminhos, extraidos manualmente, para cada tratamento, semeadas em rolos
de papel toalha tipo "germitest" umedecidos com agua destilada na quantidade
de 2,5 vezes o peso do papel seco e colocado em germinadores, por um periodo
de 30 dias sob temperatura de 30 °C + 1 °C. O grupo de 500 sementes recebeu o
pré-tratamento com o campo magnético de intensidade 10 mT e 28 mT.

As avaliacBes de pléantulas normais e as andlises fisioldgicas do IVG
foram realizadas de acordo com o recomendado pelas Regras de Anélise de
Sementes (BRASIL, 2009).
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Foram utilizadas placas de acrilico para realizar a semeadura sobre o
papel “germitest”. As sementes foram acondicionadas em germinador, regulado
a 30 °C, na presenca de luz. Foi realizada a determinacdo da porcentagem de
protruséo radicular aos 15 dias ap6s semeadura, em que foram computadas as
sementes que apresentaram raiz principal e pelo menos 2 raizes laterais; a
determinacdo de plantulas normais em cada repeticdo, aos 30 dias ap0s
semeadura, foi realizada conforme os critérios estabelecidos pelas Regras para
Anadlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Germinacéo (G): calculada pela Equacéo 7:
G=(N/total de sementes) x 100 7

Em que:
N = nimero de sementes germinadas ao final do teste. Unidade: %.

indice de velocidade de germinacéo (IVG): calculado pela Equaco 8:
IVG=} (ni/ti) (8)

Em que:
ni = nimero de sementes que germinaram no tempo ‘i’;
ti = tempo apos instalacéo do teste;

i=1 — 30 dias. Unidade: plantas/dia.

No sétimo dia, as sementes (controle e magnetizadas) foram levadas ao
laboratério 5 do Cedia para serem iluminadas com luz laser e realizar a

aquisicdo das imagens. Apés a captura das imagens, as sementes retornaram ao
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LAS para se completarem os 30 dias e realizarem as demais analises pertinentes
a fisiologia de sementes.

As sementes foram preparadas pelo Laboratorio de Andlise de Sementes
seguindo uma logistica de modo que, cada subgrupo de sementes foi preparado
com uma defasagem de tempo de 1 dia. Tal procedimento se fez necessario para
que fosse possivel iluminar as sementes do controle e as sementes pré-tratadas
magneticamente (grupos de 150 sementes por dia) em um unico dia.

Completando-se os trinta dias no germinador, foram realizados os testes
fisioldgicos propostos tanto do grupo controle, G; e Gs; quanto do grupo das
sementes pré-tratadas magneticamente, G, e Gg.

No Quadro 3, esta representada a logistica empregada na entrada das

sementes no germinador juntamente com a magnetizagao.

Quadro 3 - Localizacdo temporal das entradas das sementes no germinador
juntamente com os imas.

Dial Dia 2

Tratamentos e Dia 3 Dia 4 Dia 5

suas repeticdes
levadas aos
germinadores

Sementes no
germinador e
magnetizagdo

Sementes no
germinador e
magnetizagdo

Sementes no
germinador e
magnetizacio

Sementes no
germinador e
magnetizacdo

Sementes no
germinador e
magnetizacio

Controle + 10
mT + 28 mT

150 sementes

Controle + 10
mT + 28 mT

150 sementes

Controle + 10
mT + 28 mT

150 sementes

Controle + 10
mT + 28 mT

150 sementes

Controle + 10
mT + 28 mT

150 sementes

Fonte: Do autor (2018).

Decorridos seis dias de magnetizagdo e germinacdo, procedeu-se a

iluminacdo das sementes e retorno das mesmas ao germinador para se
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completarem os 30 dias da etapa 1. No Quadro 4, encontra-se a sintese dessa

fase.
Quadro 4 - Distribuicao temporal da iluminagdo das sementes.
Tratamentos Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11
Hluminagdo | lHuminacdo | lluminacédo lluminacgdo lluminagdo
das sementes|das sementes| das sementes | das sementes | das sementes
dodial dodia?2 do dia 3 do dia 4 do dia5
Controle 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes
10mT 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes
28 mT 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes | 50 sementes

Fonte: Do autor (2018).

4.8.2 Emergéncia sob condigdes controladas (Bandeja-1VE)

Foi realizado o teste do indice de velocidade de emergéncia da semente
de café, diariamente durante 76 dias em bandejas e em cadmara de crescimento
vegetal (ou vegetacdo). Considerar-se-ia como inicio da germinagdo quando as
plantulas apresentassem os dois primdrdios foliares e uma radicula desenvolvida
conforme a descricdo das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992).

O IVE foi avaliado segundo a metodologia sugerida por Krzyzanowski
et al. (1999) e pela Equagéo (9) proposta por Maguirre (1962):

Ey

E E E.
IVE=2+4+ 24+ 2+ . +2
Ny N3 N3 Ny

9)

Onde:
IVE = indice de velocidade de emergéncia;

E; E,,....En, = nimero de plantulas emergidas, computadas na primeira,
segunda, ..., Ultima contagem;
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Ni, N,...N, = nimero de dias da semeadura & primeira, segunda,...,

Gltima contagem.

A semeadura foi realizada em bandejas plasticas contendo como
substrato solo + areia na proporcao 2:1. Foram realizadas cinco repeti¢bes de 50
sementes. Ap6s a semeadura, as bandejas foram mantidas em camara de
crescimento vegetal a temperatura de 30°C, na penumbra.

A partir da emergéncia da primeira plantula foram realizadas avaliagdes
diérias, computando-se o0 nimero de plantulas emergidas até a estabiliza¢éo. Foi
considerada a porcentagem de plantulas normais aos 14 dias (%E) e o indice de

velocidade de emergéncia, determinado segundo a equagdo de Maguirre (1962).
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5 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado neste trabalho foi o inteiramente
casualizado (DIC). Foram comparados trés tratamentos de exposicdo a campo
magnético (controle, intensidades de 10 mT e 28 mT), com cinco repeticoes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com o
auxilio do software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2014) a 5% de
probabilidade, pelo teste F, e a comparacdo das médias foi realizada pelo teste

de Scott-Knott com significancia de 5%.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram analisados e discutidos todos os resultados obtidos nos
experimentos. Para cada analise realizada, fez-se uma concluséo individual e, no
final das discussBes, foi feita uma conclusdo geral, incluindo-se todos os

resultados de cada analise.

6.1 Biospeckle Laser- BSL

Pelos resultados do Biospeckle Laser observa-se que na regido
embrionéria existe uma atividade diferenciada quando se comparam as sementes
magnetizadas com as do controle. A quantificacdo dessa atividade embrionéria
guando se utiliza o Momento de Inércia, foi mais significativa com uma
diferenca de atividade entre os tratamentos.

Na Tabela 1, estdo relacionadas as médias de cada tratamento em
relacdo ao controle, com valores de Momento de Inércia e 0 AVD.

Tabela 1 - Resultados médios de atividade embrionaria de sementes de cafeeiro
submetidas ao campo magnético uniforme em valores de AVD e Ml,
adimensionais. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos AVD Tratamentos MlI
Controle 16,726 a Controle 460,712 a
10mT 22,729 b 10mT 673,473 b
28 mT 22,795 b 28 mT 857.816 c

Fonte: Do autor (2018).
Médias seguidas de letras iguais na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5%. C.V(%) AVD 16,780; C.V (%) MI 11,220.

De acordo com Vivas (2015), a atividade evidenciada pelo Biospeckle
Laser é um parametro para deteccdo nao invasiva da qualidade de sementes de

café e, também, para a diferenciacdo da atividade do embrido. Com a
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quantificagdo da atividade infere-se a respeito da qualidade fisiol6gica das
sementes. Em sua pesquisa, onde se comparou a eficiéncia do Biospeckle Laser
em relacdo as analises fisiologicas tradicionais de viabilidade de sementes, o
embrido foi iluminado com luz laser e a sua atividade mensurada.

Nas sementes pré-tratadas pelo campo magnético, houve uma atividade
embrionaria maior quando se compara com as sementes do grupo do controle.
Naquelas sementes magnetizadas com uma inducdo de 28 mT, observou-se
maior atividade, quando comparadas com a magnetizacdo de 10 mT. Ha,
portanto, indicagdo de uma influéncia do campo magnético, em termos de
atividade, sobre o embrido das sementes.

Pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia, na variavel
AVD, o tratamento controle difere dos outros tratamentos por possuir a menor
média de atividade, enquanto que na variavel MI no tratamento de 28 mT se
destaca dos outros tratamentos por possuir um nivel médio de atividade maior.

Esses resultados corroboram com nossa hip6tese de que o campo
magnético exerce alguma influéncia nas sementes em suas fases iniciais de
germinacdo e, além disso, o Biospeckle Laser foi capaz de detectar, antecipada e
indestrutivelmente, o nivel dessa atividade em relacdo aos testes fisioldgicos,
gue demandam um intervalo de tempo maior. Cabe, agora, aos testes de
fisiologia de sementes, revelar em quais aspectos intrinsecos as sementes
ocorreram tais mudangas.

Com os resultados obtidos pela a técnica do Biospeckle Laser, pode-se
concluir sua eficiéncia na verificagdo de atividade embrionéria diferenciada
proporcionada pela magnetizacdo das sementes, sendo o0 Momento de Inércia a

ferramenta mais eficiente na quantizacéo do nivel de atividade embrionéria.
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6.2 Indice de Velocidade de Emergéncia- IVE

As andlises dos dados do indice de velocidade de emergéncia das
sementes de café revelaram que houve significativa diferenca para aquelas
magnetizadas por uma inducdo de 28 mT, com P < 0,05, entre a magnetizacao
de 10 mT e o controle, com um coeficiente de variacdo de 15,08 % (TABELA
2).

Tabela 2 - indice de velocidade de emergéncia (plantas/dia) de sementes de
cafeeiro submetidas a uma indugdo magnética constante por 6 dias
em germinadores. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos indice de Velocidade de Emergéncia
Controle 0,485 a
10 mT 0,557 a
28 mT 0,777 b

Fonte: Do autor (2018).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. C.V (%) 15,080.

6.2.1 Numero de Emergéncia

Observando as analises do numero de emergéncia das sementes, nota-se
que para a inducdo magnética de 28 mT, obteve-se uma maior quantidade de
sementes emergidas em um mesmo intervalo de tempo com um coeficiente de
variagdo de 8,76%, quando se compara com o controle e o tratamento magnético
de 10 mT (TABELA 3).
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Tabela3- Namero de emergéncia (n° plantulas) de sementes de cafeeiro
submetidas & uma inducdo magnética constante por 6 dias em
germinadores. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos Numero de emergéncia
Controle 52,000 a
10mT 60,500 a
28 mT 80,500 b

Fonte: Do autor (2018).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. C.V (%) 8,760.

A magnetizacdo das sementes de café com a intensidade de 28 mT
proporcionou um maior indice de velocidade de emergéncia e,
consequentemente, um maior nimero de plantulas emergidas.

Correlacionando com os dados do Biospeckle Laser, a maior atividade
na regido embriondria detectada pelo BSL pode estar relacionada com algum
processo energético desencadeado pela magnetizagcdo que culminou com um
maior “arranque” das plantulas pré-tratadas com a magnitude de 28 mT de
campo magnético.

Elencar todos os eventos que tiveram seus efeitos potencializados por
ocasido da magnetizacdo € ainda prematuro sem analisar e sedimentar 0s
resultados das outras analises. Outras pesquisas realizadas com a magnetizacao
de plantulas de café ja detectaram quais foram os efeitos maximizados pela
magnetizagdo nessas plantulas, porém, sdo trabalhos em nimeros reduzidos.

O pré-tratamento magnético de sementes de café para fins de otimizacao
de germinacdo ainda € insipiente, ha alguns trabalhos de aplicacdo em plantulas
de café como é o caso de Aleman et al. (2014a, 2014b), que analisaram 0s
efeitos do magnetismo sobre as plantulas em diferentes fases de seu
desenvolvimento e, concluiram que a aplicacdo do campo eletromagnético
promoveu um aumento na absor¢do dos nutrientes do meio de cultura. Essa

conclusdo esta diretamente correlacionada com o metabolismo das células e a
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producdo de energia necessaria para a divisao celular para aumentar o tamanho e
o0 desenvolvimento das plantulas.

O resultado obtido por nossa pesquisa ha magnetizacao de sementes esta
alinhado com o desenvolvimento mais rapido das plantulas de café quando suas
sementes foram tratadas com a inducdo magnética de 28 mT, onde,
possivelmente, houve maior absorcdo de nutrientes do endosperma, garantindo a
essas plantulas um maior arranque na protrusdo e, por consequéncia, maior
indice de velocidade de emergéncia.

O efeito promotor de campos magnéticos no alongamento do tecido
vegetativo foi observado em muitas outras espécies. Cakmak, Dumlupinar e
Erdal (2010) e Rochalska e Orzeszko (2005), trabalhando com a magnetizagdo
de mudas de trigo e feijdo obtiveram o alongamento celular induzido por campo
eletromagneético.

Na Figura 22, é mostrado o desenvolvimento das pléantulas de café no
decorrer do tempo.
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Figura 22 - Desenvolvimento das sementes do cafeeiro no decorrer do tempo.

(Continua)

SEMENTES APOS 40 DIAS DE SEMEADURA

Controle

SEMENTES

Controle

28 mT
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Figura 22 - Desenvolvimento das sementes do cafeeiro no decorrer do tempo.

(Continuacao)

SEMENTES APOS 53 DIAS DE SEMEADURA

Controle

10 mT

28 mT

SEMENTES APOS 60 DIAS DE SEMEADURA

Controle
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Figura 22 - Desenvolvimento das sementes do cafeeiro no decorrer do tempo.
(Concluséo)

SEMENTES APOS 67 DIAS DE SEMEADURA

Controle 10 mT 28 mT

SEMENTES APQS 76 DIAS DE SEMEADURA

Controle 100mT

Fonte: Do autor (2018).

Na Figura 23, compara-se em uma mesma bandeja o desenvolvimento
das plantulas dos tratamentos com inducdo magnética de 28 mT e de 10 mT,

respectivamente.
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Figura 23 - Comparacdo das plantulas para os tratamentos de: (a) 28 mT e (b)
10 mT no septuagésimo sexto dia de semeadura.

Fonte: Do autor (2018).

Comparando-se os resultados do BSL com os do IVE, nota-se que o
melhor desenvolvimento das plantulas se deu para a maior intensidade de campo
magnético exatamente para as sementes que esbocaram maior nivel de atividade
no BSL. O BSL evidenciou a ocorréncia de n eventos pertinentes aos processos
fisioldgicos que ocorreram na germinagdo das sementes tratadas
magneticamente com uma indugéo de 28 mT.

Conclui-se, portanto que, o pré-tratamento magnético com uma indugao
de 28 mT proporcionou um maior arranque das plantulas de café em um menor
intervalo de tempo quando se compara com o controle e o tratamento com a
inducdo de 10 mT. Além disso, a magnitude de 28 mT promoveu um maior

namero de emergéncia em relagdo aos demais tratamentos.
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6.3 Enzimas

As anélises e discussdes sobre as enzimas teve foco sobre a principal
atuacdo de cada uma delas no processo de germinacdo das sementes de cafeeiro.
Apbs as discussdes de cada resultado, individualmente, foi feita uma concluséo

geral sobre o tdpico enzimas.
6.3.1 Enzima Catalase

A enzima catalase teve um padrdo eletroforético mais acentuado nas
sementes magnetizadas quando comparadas com o controle. Observando as
bandas de expressdo dessa enzima, Figura 24, nota-se sua maior expressao para

as sementes submetidas a uma inducdo magnética de 28 mT.

Figura 24 - Perfil eletroforético da expressdo da enzima catalase.

Controle 10 mT

Fonte: Do autor (2018).

Essa analise subjetiva foi confirmada pela quantificacdo de sua area de

expressdo com o auxilio do software Image J. Com esse programa, foi possivel
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mensurar a quantidade de pixels da imagem, ou seja, a area de expressao da
enzima em pixel®, fornecendo uma anélise menos subjetiva das bandas de
atividade. Na Figura 25, sdo mostradas as areas de expressao da enzima, tanto

para o controle como para ambas as magnitudes de campo magnético.

Figura 25 - Imagens das bandas de expressdo da enzima catalase pos-
processamento com o programa Image J.

—a

Controle 10mT 28 mT
Fonte: Do autor (2018).

Observa-se, de fato, uma maior atividade da enzima catalase para um
valor de campo magnético de 28 mT, pelo maior valor numérico de sua area de
expressao (FIGURA 26).
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Figura 26 - Quantificacdo da area de expressao da enzima catalase.

EXPRESSAO DA ENZIMA CATALASE

50000
& 45000
< 40000
2 35000
% 30000
2 25000
220000
S 15000 ——
§ 10000
< 5000 S
0 controle 10 mT 28 mT \
Sériel 23398 27363 a4971 |

Fonte: Do autor (2018).

Pela grande diferenca em termos de atividade dessa enzima em relacéo
ao controle, pode-se inferir que o campo magnético de maior magnitude, 28 mT,
propiciou uma ativagdo precose desse sistema de defesa prevenindo contra
outros estresses oxidativos naturalmente desencadeados durante o processo de
germinacéo.

A magnitude do campo magnético de 10 mT promoveu, também, uma
maior ativacdo da enzima catalase quando comparada com o controle.

A diminuicdo da atividade eletroforética dessas enzimas “limpadoras”,
pressupde-se uma maior deterioracdo das sementes pelo fato de ficarem expostas
a acdo de radicais livres e, por conseguinte, em uma menor viabilidade das
sementes.

Os sistemas antioxidativos estdo presentes nos diferentes tecidos das
plantas, com a fungdo de impedir o acimulo de substancias toxicas gerado pela
oxidacdo. Esses sistemas protetores sdo formados de constituintes enzimaticos e

ndo enzimaticos, sendo os enzimaticos de fundamental importancia, pois sdo 0s
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primeiros a agir, evitando o acumulo do radical superdxido (O,) e do perdxido
de hidrogénio (H;0,).

No sistema enzimatico, merecem destaque, além da catalase, a enzima
superdxido dismutase (SOD), que sdo enzimas removedoras de radicais livres e
de perdxidos, denominadas scavenging.

O pré-tratamento magnético das sementes de café atuou como uma
‘vacina’, ativando antecipadamente a producdo da catalase em um periodo
anterior a protrusdo radicular, essa inferéncia esta de acordo com o que Bailly et
al. (1996) e Jeng e Sung (1994), pesquisaram. Segundo eles, essas enzimas
podem reduzir ou prevenir os danos celulares causados pela peroxidagdo de
lipidios oriundos de estresse oxidativo bidticos ou abioticos.

A atuacdo da catalase visa a diminuir o efeito toxico do perdxido de
hidrogénio removendo-o, Halliwell e Guteridge (1989), estando presente nos
peroxissomas das células com a funcgéo de catalisar a decomposi¢do do peréxido
de hidrogénio em oxigénio molecular e agua sem a producdo de radicais livres,
desempenhando, dessa maneira, um papel de fundamental importancia na
desintoxicacdo celular.

Um dos efeitos adversos de atuacdo de campos magnéticos em
organismos Vvivos é 0 estresse oxidativo por um aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS’s). O estresse oxidativo afeta a estrutura da
membrana e o crescimento celular e pode mesmo causar a morte celular
(GREEN et al.,, 1999). Essa interacdo magnética durante o processo de
germinacg&o estimula ou induz o sistema de enzimas antioxidantes.

Em diversos estudos, tem sido demonstrada uma correlacdo entre a
perda da viabilidade das sementes e queda na atividade dessa enzima. Sung e
Chiu (1995) observaram reducéo na atividade de enzimas scavenging, entre elas

a catalase com o0 aumento do periodo de armazenamento de sementes de soja.
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Resultados semelhantes foram observados por Goel, Goel e Sheoran
(2003), em sementes de algodao; por Bailly et al. (1996), em sementes de
girassol e por Sung (1996), em sementes de amendoim.

O armazenamento de sementes é um fator de estresse oxidativo que
ocorre de maneira natural durante o processo, tais sementes submetidas ao pré-
tratamento magnético, antes da armazenagem, poderiam aumentar a quantidade
da enzima catalase, ja antevendo sua futura diminuicéo.

A atividade dessa enzima tende a cair com 0 aumento do
envelhecimento das sementes, conduzindo a uma ineficiéncia do sistema de
protecdo das sementes Sung (1996), Sung e Chin (1995) e Sung e Jeng (1994).
Na contramdo dessa tendéncia, Puntarulo e Boveris (1990), observaram um
aumento da atividade das catalases em embrifes de soja durante o

envelhecimento.

6.3.2 Enzima superoxidodismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxidodismutase é também mais expressiva
para um valor maior de campo magnético, fato esse comprovado pela
quantificacdo, em pixel?, da area de expressio da referida enzima. Na Figura 27,

tem-se a banda de expressdo obtida pela eletroforese de gel agarose.
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Figura 27 - Banda de expressdo da enzima SOD.

Fonte: Do autor (2018).

Como para esse tipo de enzima a simples observacdo de sua banda
acolor de expressdo nao permite inferir com precisdo sobre a magnitude de sua
expressao, faz-se necessaria a utilizacdo do Image J. Obteve-se a imagem
processada da qual foi possivel mensurar a quantidade de pixels de cada banda
de expresséo da enzima (FIGURA 28).

Figura 28 - Expressao da enzima SOD.

Controle 10 mT o mT

Fonte: Do autor (2018).
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Com esses resultados numéricos foi possivel compara-los, onde ficou
evidente sua maior atividade enzimatica para a magnetizacdo de 28 mT
(FIGURA 29).

Figura 29 - Quantificacdo da atividade da SOD.

EXPRESSAO DA ENZIMA
SUPEROXIDODISMUTASE (SOD)
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Sériel 23366,864 28603,763 35441,423 ‘

Fonte: Do autor (2018).

Um aumento da expressdo da enzima catalase é acompanhado por um
aumento correspondente da enzima superioxidodismutase, uma vez que ambas
atuam complementando a atuacdo da outra, isto é, a SOD atua na dismutacdo de
radicais livres do tipo superdxido (Oy), transformando-o em oxigénio molecular
e peroxido de hidrogénio, como o H, O, é nocivo a semente, a enzima catalase o
converte em agua e O,.

Analogamente, 0 campo magnético de maior intensidade promoveu uma
acentuada producdo de espécies reativas de oxigénio o que culminou na maior
expressdo eletroforética da SOD, inferindo-se sobre a maior viabilidade das

sementes de café quando submetidas a uma indugdo magnética de 28 mT.
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A exposicdo das sementes de café ao campo magnético, mesmo que isso
constitua para as sementes um estresse oxidativo, seu efeito é majoritariamente
benéfico para o valor de campo 28 mT e um periodo de exposicdo de 6 dias em
germinadores. Aparentemente, essa inducdo magnética antecipou a ativacdo das
enzimas ‘limpadoras’ sem, entretanto, provocar efeitos nocivos importantes as
sementes, como ficou comprovado pelos resultados das analises do IVE.

As superéxidos dismutase sdo um grupo de metaloenzimas que
catalisam a desproporcionalizacdo de duas moléculas de superdxidos livres
(Oy), produzidos em diferentes locais na célula, em oxigénio molecular e
peréxido de hidrogénio (H,0,) (SCANDALIOS, 1993).

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1989), a SOD exerce um
importante papel em proteger a célula contra os efeitos deletérios de radicais
superoxidos livres, sendo considerada chave na regulagdo de concentragdes
intracelulares de radicais superdxidos e perdxidos, os quais podem reagir nas
reacOes de Haber-Weiss para formar radicais hidroxil (BOWLER; MONTAGU,
INZE, 1992).

O papel priméario da SOD é transformar o superéxido em peréxido de
hidrogénio cujo composto é muito menos reativo. Entretanto, o acimulo de
per6xido na célula também é tdéxico a ela, podendo leva-la a morte,
principalmente na presenca de ferro cuja toxidade pode aumentar de 10 a 1000
vezes (EATON, 1991). Além disso, o peroxido de hidrogénio pode atravessar
facilmente as membranas celulares e, ao receber mais um elétron, normalmente
proveniente do ferro ou do cobre, origina o radical hidroxila (OH"). Esse ultimo
é, entre as espécies radicalares conhecidas, uma das mais reativas, pois necessita
somente de mais um elétron para se estabilizar.

Espécies reativas de oxigénio, para estabilizarem-se, devem doar ou
receber elétrons de uma ou outra molécula, tornando essa Ultima uma espécie

também radicalar, cuja consequéncia é a oxidacdo dos fosfolipidios de



100

membranas celulares e subcelulares, do DNA, e das proteinas (DURAN;
CADENAS, 1987).

Goel, Goel e Sheoran (2003), verificaram que a perda da viabilidade de
sementes de algoddo estd associada ao decréscimo na atividade da superoxido
dismutase. Resultados semelhantes foram encontrados por Sung e Jeng (1994),
em sementes de amendoim e por Bailly et al. (1996), em sementes de girassol.
A viabilidade das sementes pode ser aumentada com o pré-condicionamento
magnético das mesmas, uma vez que, com 0 campo magnético de 28 e 10 mT
obteve-se uma maior expressdo  eletroforética para a enzima

superoxidodismutase.

6.3.3 Enzima esterase (EST)

A atividade da enzima esterase no gel apresentou um padrdo de bandas
diferente em relagdo as outras enzimas para todos os tratamentos (FIGURA 30).

Figura 30 - Expressdo da enzima esterase.

Controle 10 mT
Fonte: Do autor (2018).
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A esterase € uma das enzimas responsaveis pelo metabolismo de lipidios
de membrana durante a germinagdo da semente. Como houve alteragbes nos
padrdes dessa enzima fica evidenciada a ocorréncia de eventos deteriorativos,
pois a esterase é uma enzima envolvida em reagdes de hidrolise de ésteres,
estando diretamente ligada ao metabolismo de lipidios e aos processos
degenerativos de membrana (SANTOS; MENEZES; VILELA, 2005).

Observou-se, em relacdo a esterase, menor expressao para as sementes
submetidas ao campo magnético de 10 mT e uma maior expressao para sementes
submetidas a um campo magnético de 28 mT onde 0 estresse magnético
oxidativo, possivelmente, foi maior, conforme mostrado na Figura 29.

Em comparagdo com os resultados do controle, a exposi¢cdo ao campo
magnético de 10 mT promoveu, aparentemente, uma maior estruturacdo a
camada dupla de fosforolipidios, deixando-a mais integra e organizada,
aumentado a viabilidade dessas sementes quando expostas a essa intensidade de
campo magnético.

A expressdo dessa enzima, em termos de area, foi quantificada pelo
software Image J, permitindo uma analise numérica. Na Figura 31, fica evidente

a magnitude da expressdo eletroforética da enzima catalase.
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Figura 31 - Imagem processada das bandas de expressdo da enzima esterase.

‘Controle - 10mT - .28nA1T
Fonte: Do autor (2018).

Com os dados numéricos chega-se a uma atividade para essa enzima
muito maior na magnetizacdo de 28 mT em compara¢do com o controle e a
aplicacdo do campo magnético de 10 mT (FIGURA 32).

Figura 32 - Quantificacdo da enzima esterase.
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Fonte: Do autor (2018).
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Dessa maneira, nas sementes tratadas magneticamente, houve
possivelmente um maior dano as membranas fosfolipidicas para o tratamento de
28 mT, resultando em uma desestruturacdo das membranas e maior quantidade
de lixiviados essenciais as funcdes de germinacéo e desenvolvimento da planta.

Segundo Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), sendo a peroxidacédo
de lipidios um evento associado a danos de membrana fosfolipidica das células
das sementes, alteracdes podem levar a ocorréncia de eventos deteriorativos, que
podem contribuir para a redugdo na germinagdo das sementes. Assim sendo, a
esterase € uma eficiente indicadora da deterioracdo das sementes.

De acordo McDonald (1999), a peroxidagdo de lipidios € uma das
principais causas da deterioracdo em sementes. Santos, Menezes e Vilela (2005),
observaram aumento na atividade de esterase, durante o armazenamento de
sementes de feijdo. De acordo com 0s autores, esse aumento foi mais expressivo
na cultivar de menor qualidade fisiol6gica quando comparado ao observado nas
outras cultivares estudadas. Segundo Roberts (1973), enzimas hidroliticas tém
sua atividade incrementada com a perda da viabilidade das sementes.

A menor expressdo da enzima catalase para a intensidade de 10 mT,
permite inferir que tais sementes pré-magnetizadas estdo em menor risco de
iniciar o processo de deterioragdo ao passarem por algum estresse, durante a
germinacdo, haja vista que, alguns autores destacam o aumento no padrao dessa
enzima como um indicador da ocorréncia de deterioragao.

Em pesquisas com sementes de soja (Glycine max) e cevada (Hordeum
vulgare) (CHAUHAN; GOPINATHAN; BABU, 1985), e com algoddo
(RIBEIRO, 2000), também evidenciou-se uma correlagdo positiva entre a
atividade de esterase e 0 processo deteriorativo. Por outro lado, Branddo Junior
(1996), trabalhando com sementes de milho verificaram decréscimo na atividade

dessa enzima com o0 avanco da deterioragdo das sementes.
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6.3.4 Enzima malatodesidrogenase (MDH)
Analisando-se as bandas de expressdo eletroforética da enzima
malatodesidrogenase, percebe-se uma sutil elevacéo da atividade dessa enzima a

medida que aumenta a intensidade do campo magnético (FIGURA 33).

Figura 33 - Bandas da atividade da enzima malatodesidrogenase.

Controle

Fonte: Do autor (2018).

Analogamente aos procedimentos adotados as demais enzimas, fez-se o
processamento das imagens para ter uma quantificacdo de sua atividade
(FIGURA 34).
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Figura 34 - Imagens pés-processadas no ImageJ.

A

Controle 10 mT 28 mT

Fonte: Do autor (2018).

Com os dados numéricos chega-se a uma atividade um pouco maior para
a enzima malatodesidrogenase com a magnetizacdo de 28 mT revelando sua
maior expressdo para essa enzima em comparagdo com o controle e a
magnetizacdo de 10 mT (FIGURA 35).

Figura 35 - Quantificacdo da enzima malatodesidrogenase.
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Fonte: Do autor (2018).
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As sementes de café ndo foram imersas em éagua, ou seja, ndo foram
expostas a condicdo anaerdbica e predominou a rota aerdbica, com maior
atividade dessa enzima. A intensificacdo da respiracdo dessas sementes
possivelmente desencadeou maior producdo de radicais livres de superdxidos
(0Oy), quando as sementes foram expostas ao campo magnético de intensidade de
28 mT. Essa taxa de respiracdo foi crescente com o aumento do valor do campo
magnético.

Uma das fungdes da enzima malato desidrogenase é catalisar a
conversdo de malato a oxaloacetato, tendo uma importante funcéo de produgéo
de NADH para o Ciclo de Krebs. Por se tratar de uma enzima importante,
durante o processo respiratorio celular, o aumento da sua atividade pode ser
decorrente do aumento da expressdo desta em diferentes compartimentos
celulares e/ou pela indugdo da atividade da enzima expressa pela maior
intensidade das bandas, isto pode ter ocorrido, em razdo do aumento da
respiracdo nas sementes (SHATTERS; ABDELGHANY; ELBAGOURY,
1994), fato esse que vai ao encontro dos resultados obtidos para a magnetizacao
das sementes de café. A magnetizacdo das sementes com uma intensidade de 28
mT promoveu uma maior respiracdo das sementes o que refletiu, também, na
maior producdo de radicais livres que, por consequéncia, fez com que as
enzimas antirradicalares tivessem maior expressdo como ocorreu com as
enzimas catalase e a superoxidodismutase.

Por outro lado, conforme Salinas et al. (1998), as mitocéndrias dos eixos
embrionarios sdo responsaveis pelo fornecimento de energia usada no
alongamento dos eixos raiz/caule e, se a taxa respiratéria aumentar nos eixos, a
emergéncia e crescimento das plantulas também aumentaréo.

Estudos realizados por Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), com o
teste de tetrazolio demonstraram gradual diminuicdo na atividade das

desidrogenases em sementes envelhecidas de milho, indicando que essa perda
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poderia estar associada ao baixo nivel de produgdo de ATP. Os resultados dessas
pesquisas compactuam com aqueles que foram obtidos com o indice de
velocidade de emergéncia, onde as plantulas de café se desenvolveram mais
rapidas para o tratamento com o campo magnético de 28 mT, exatamente onde
obteve-se uma expressao maior para a enzima malatodesidrogenase.

Vieira (1996), verificou que a MDH, por ser uma enzima envolvida na
respiracdo celular, provocou aumento do nimero e ou intensidade de coloracédo
de bandas em sementes de algoddo. Submetidas a periodos mais longos de
envelhecimento artificial, o que pode ser decorrente do aumento da respiragao.

A enzima malato deshidrogenase (MDH) é associada com a biossintese
de oxalacetato (OAA), pela interconversdo do malato para oxalacetato, durante o
ciclo dos &cidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) em plantas (WEEDEN;
WENDEL, 1990). Assim, MDH assume uma func¢ao importante em uma ampla
variedade de reacdes biossintéticas, tais como: sintese de aminoacidos,
gluconeogénese, manutencdo dos potenciais redox e intercdmbio de metabdlitos
entre o citoplasma e as organelas (LIN et al., 2003). Contudo, espera-se que a
atividade de MDH seja intensa nos primeiros estadios do processo de
germinacdo onde a sintese de novos tecidos da semente requer mais energia para
0 crescimento.

A enzima maladodesidrogenase revelou outro efeito desencadeado pela
magnetizagdo das sementes, 0 aumento da taxa de respiragdo em um momento
precoce da germinacdo em virtude da necessidade de uma dose maior de energia
para a formagdo de novos tecidos. No entanto, esse efeito benéfico superou os

efeitos deletérios pela formag@o dos ROS’s em razdo da respiragao.
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6.3.5 Enzima Endobetamananase

Na Figura 36, estdo representadas as dilui¢cBes utilizadas na anélise da
enzima endobetamananase para cada tratamento.

Figura 36 - Dilui¢des utilizadas na endobetamananase.

Controle Controle
1:5.10 1:10*
10mT 10 mT
1:10° 1:2.10*
28 mT 28 mT
1:2.10* 12'04 1:2.10*

1:5.10*1:5.10% 1:5.10° 1:10%1:10* 1:2.10%1:2.10*1:5.10*1:5.10*1:10* 1:10*

Legenda: Azul: padrdo; vermelho: amostra; amarelo: sem nada.
Fonte: Do autor (2018).

Na Figura 37, é mostrado o perfil de atividade da enzima
endobetamananase em pmol.mint.g?. Apds a revelacdo do gel, foi feita a
captura da imagem com uma camera digital e a mensuracdo do didmetro dos
halos padrdes. De acordo com Assis (2017), a atividade da enzima
endobetamananase € indiretamente proporcional ao didmetro do halo formado.

No retdngulo azul est4d representado o resultado de expressdo do
controle, no retangulo amarelo o do campo magnético de intensidade de 10 mT
enquanto que no retangulo vermelho o de intensidade de 28 mT.



Figura 37 - Expressdo da enzima endobetamananase.
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Legenda: Retangulo azul- controle. Retdngulo amarelo- magnetiza¢do 10 mT
Retangulo vermelho- magnetizagdo 28 mT.
Fonte: Do autor (2018).
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Analisando os diametros dos halos para cada tratamento, observa-se uma

maior expressdo da enzima para a magnetizacdo de 28 mT e, aparentemente, a

mesma expressao para os demais tratamentos. Esses valores estdo quantificados

na Tabela 4.

Tabela 4 - Atividade da enzima endobetamananase em pmol.min™.g™

de

sementes de cafeeiro submetidas & uma indugdo magnética constante

por 6 dias em germinadores. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos Atividade
Controle 140179.056 a
10 mT 200980.573 b
28 mT 335546.313 ¢

Fonte: Do autor (2018).

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade. C.V (%) 20,146.
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Na Figura 38, é mostrado o comportamento das médias obtidas nos
didmetros dos halos de atividade.

Figura 38 - Valores de atividade da enzima endobetamananase.
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Fonte: Do autor (2018).

Pode-se observar que nas sementes submetidas ao campo magnético
com intensidade de 28 mT, houve atividade maior em comparagdo ao controle e
a magnitude de 10 mT. Intui-se que a magnetizacdo com intensidade maior
desencadeou antecipadamente o processo de germinagdo das sementes de cafe,
uma vez que, enzima endobetamananase participa diretamente da germinagdo de
sementes em um estadio anterior. Sua atuacdo estd no amolecimento da regido
do endosperma cap (microépila) que é composta por uma substancia que oferece
resisténcia a protrusdo da radicula e, além disso, hidrolisa reservas do
endosperma para a nutricdo do embrido.

A enzima endobetamananase possui a capacidade de hidrolisar ligagdes
internas de polimeros de mananas, causando degradacdo das paredes celulares

que envolvem o embrido, facilitando a emergéncia da radicula, mas também
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pode estar relacionada ao processo de deterioracdo. Apesar de estar ligada a
germinacdo, a atividade dessa enzima ndo é o fator limitante para a protrusdo
radicular (KONTOS; SPYROPOULOS, 1996; STILL; BRADFORD, 1997;
TOOROP; BEWLEY; HILHORST, 1996; VOIGT; BEWLEY, 1996).

Silva et al. (2005) e Takaki e Dietrich (1980), observaram que a
atividade da endobetamananase em sementes de café aumenta somente 10 dias
apos a embebicdo, estando esta associada ao amolecimento do endosperma cap e
a disponibilizacdo de carboidratos para o crescimento do embrido, durante o
processo de germinacéo.

No experimento com as sementes de café, a extracdo da
endobetamananase foi realizada em um periodo anterior & protrusao radicular,
isto é, anterior a fase do aumento da expressdo da mesma, por isso sua atividade
estaria vinculada a germinacdo. De acordo com Santos et al. (2011), para que a
atividade dessa enzima seja associada a germinagdo de sementes com melhor
desempenho fisioldgico, a extracdo das enzimas e deteccdo de sua atividade
deve ser realizada nas sementes em processo de germinagdo. Assim, para a
magnetizagdo de 28 mT, houve maior expressdo da enzima endobetamananase, o
que desencadeou um amolecimento precoce da regido da micropila o que conduz
a uma possivel antecipacdo da protrusao radicular.

A magnetizacdo de 10 mT promoveu, também, hidrolizagdo das
estruturas circunvizinhas a radicula, antecipando a protrusdo radicular, porém,
essa intensidade magnética possui menos efeitos colaterais como o
desencadeamento da formagdo de radicais livres em virtude do estresse
oxidativo.

Por outro lado, o saldo de efeitos benéficos desencadeado pela a
intensidade magnética de 28 mT, foi maior, isto &, promoveu o estresse
oxidativo das células e, por isso, a inducdo precoce do sistema e defesa celular

contra radicais livres oriundo desse estresse, como revelaram as expressoes das
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enzimas catalase e superoxidodismutase, todavia, esse estresse ndo trouxe
efeitos deletérios a germinacdo como ficou comprovado pelos resultados do
indice de velocidade de emergéncia das sementes.

Além disso, a maior taxa de respiracdo que as sementes esbocaram
guando magnetizadas com a intensidade de 28 mT, propiciou uma maior geracao
das espécies ROS’s. Nado obstante a isso, uma maior taxa de respiragdo pode
estar ligada a uma maior producdo de ATP’s por parte das mitocondrias das
células dos eixos embrionarios do embrido (raiz/caule), promovendo maior
producéo de energia para uma protrusdo mais rapida da plantula como revelaram
as analises de arranque das pléantulas do IVE e a alta atividade embrionaria
evidenciada pelo BSL.

A magnetizacdo das sementes com a inducdo magnética de 28 mT
desencadeou a ativacdo da enzima endobetamananase que atuou diretamente na
facilitacdo da protruséo radicular e na hidrolizag&o de reservas para o embrido,
antecipando a germinacdo das sementes. Além disso, propiciou prematuramente
a formacgéo das enzimas antirradicalares. Para intensidade de 28 mT de campo

magnético, seus efeitos foram, majoritariamente, benéficos.

6.4 Condutividade elétrica

Pelo teste de condutividade elétrica, que avalia a permeabilidade seletiva
de membranas duplas de fosfolipidios, verificou-se uma diminuicdo da
lixiviagdo de exsudatos das sementes & medida que a intensidade do campo
magnético foi diminuindo. Portanto, houve um aumento da qualidade fisiol6gica
das sementes em termos de integridade de membranas, em virtude da
magnetizacdo de 10 mT. Tal fato pode estar relacionado com uma maior
organizacgdo do sistema de membranas das sementes, resultando em um volume

menor de lixiviados de metabdlitos essenciais aos processos de germinagdo e
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crescimento. Esse resultado é coerente com aquele obtido com a enzima
catalase, onde foi obtido uma menor expresséo eletroforética dessa enzima para
a magnetizacdo de 10 mT, indicando uma melhor organizacdo da membrana

plasmatica dessas sementes (TABELA 5).

Tabela5 - Valores médios da condutividade elétrica em pS.cm™g”, de
sementes de cafeeiro submetidas a uma indugdo magnética constante
por 6 dias em germinadores. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos Médias de condutividade elétrica
Controle 22,002 a
10 mT 12,460 b
28 mT 17,264 a

Fonte: Do autor (2018).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. C.V (%) 17,510.

No estudo de Vieira e Krzyzanowski (1999), ficou constatado que o
aumento no teor de lixiviados das sementes, esta diretamente relacionado com o
nivel de degradacdo das membranas e perda do controle da permeabilidade. Para
Delouche e Baskin (1973), a degradacdo das membranas celulares constitui no
primeiro processo de deterioracdo das sementes.

De acordo com a Association of Official Seed Analysts (AOSA, 1983),
diversos compostos inorganicos (ions fosfatos, Ca™, H', Mg™ e Na') sdo
lixiviados quando as sementes sofrem danos na membrana, sendo a quantidade e
o tipo de lixiviados na solugdo, os determinantes no valor da condutividade
elétrica.

A presenca e o tipo de cada lixiviado na solugdo possui uma relacdo
direta com o valor da forca magnético. Pela expressdo matematica de Lorentz®, a

forca magnética é tanto maior quanto maior for a carga elétrica sujeita ao campo,

®  Forga de Lorentz:%duto vet%ial entre o vetor velocidade da carga elétrica e o vetor

campo magnético, F = qvx
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entdo nos compostos inorganicos, aqueles ions com maior quantidade de cargas
elétricas como é o caso do Ca™ e Mg™ , por exemplo, possuem maior
participacdo no computo geral das substancias presentes na solucdo lixiviada,
pois, a forca magnética atuante nos mesmos € maior, garantindo maior valor da
condutividade. Contudo, a forca de Lorentz é diretamente proporcional ao valor
do campo magnético, o que justificaria, também, a maior lixiviacdo de exudados
pelas sementes submetidas ao campo magnético de 28 mT.

Ming et al. (1995), trabalhando com sementes de repolho (Brassica
oleracea), verificaram correlacdo significativa entre o teste de condutividade
elétrica e o teste de emergéncia em campo. No caso das sementes de café pré-
tratadas magneticamente, foi obtida a mesma relagdo direta entre os resultados
do indice de velocidade de emergéncia e a condutividade elétrica, isto é, para a
inducdo magnética de 28 mT foram alcancados os melhores valores para o IVE.
Entretanto, em outra pesquisa 0 mesmo teste ndo foi eficiente para diferenciar
lotes de sementes de mamona com diferente qualidade fisiologica (FONSECA et
al., 2004).

Para Martins, Bovi e Nakagawa (2003), entre os testes de vigor
empregados em sua pesquisa, o de condutividade elétrica foi o mais eficiente em
detectar a deterioracdo de sementes de palmeira real australiana
(Archontophoenix alexandrae).

Vashisth e Nagarajan (2008), submetendo sementes de grdo-de-bico a
campos magnéticos de diferentes intensidades e periodos de exposi¢do, 50 mT
por 2 h, 100 mT por 1h e 150 mT por 2 h, obtiveram reducéo da condutividade
elétrica do lixiviado das sementes expostas a campos em relacdo ao controle,
indicando uma maior integridade da membrana.

Os resultados obtidos por esses autores condizem com aqueles obtidos
para a magnetizacao das sementes de café, onde para magnetizagcdes de 10 mT e

28 mT, obteve-se uma reducéo dos lixiviados extravados das células, sendo que
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para a menor inducdo magnética teve-se um valor mais significativo em relagao
ao grupo de controle, no entanto, para outro tipo de semente, como no caso de
cevada, sua exposicdo a um campo magnético de 37,5 mT ndo afetou o
extravasamento de eletrdlitos celulares (GUSTA; KIRKLAND; AUSTENSON,
1978).

Os resultados do BSL sdo compativeis com os da condutividade elétrica,
pois, a maior atividade esbocgada pelo biospeckle laser foi para a magnetizacao
de 28 mT, podendo ser em parte atribuida ao efluxo de exudados idnicos
extravasados das células, por meio da membrana plasmatica. Analogamente,
pode-se dizer que para a indugdo magnética de 10 mT, onde a atividade do BSL
foi menor para um menor efluxo de exudados.

A condutividade elétrica das sementes de café pré-tratadas
magneticamente com uma inducdo de 10 mT revelou que essa magnitude de
campo impactou menos na desorganizacdo da membrana fosfolipidicas,
deixando-as possivelmente mais integras e organizadas em relacdo ao controle,
ndo constituindo, por esse motivo, em um estresse oxidativo para essas

sementes.

6.5 Indice de velocidade de germinagao (IVG)

Pode-se observar que as sementes que ficaram sujeitas ao campo
magnético, independentemente do valor da magnetizagdo, emergiram em menos
tempo, pois sua velocidade de germinagdo foi maior, quando comparadas as
sementes do controle. Infere-se que a exposi¢do ao campo magnético foi uma
caracteristica que, possivelmente, influenciou no resultado. Ndo houve
diferencas significativas entre as intensidades de 10 mT e 28 mT a um nivel de
significancia de 5% (TABELA 6).
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Tabela 6 - Valores médios do indice de velocidade de germinacao (plantas/dia),
de sementes de cafeeiro submetidas a uma inducdo magnética
constante por 6 dias em germinadores. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos Médias IVG
Controle 4,185a
10 mT 4,991b
28 mT 5,155 b

Fonte: Do autor (2018).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. C.V (%) 6,01.

Os resultados apresentados pelo indice de velocidade de germinacgdo
para as sementes pré-tratadas magneticamente foram melhores em razdo da
melhor organizacdo da membrana plasmatica, deixando-as mais seletivas a
entrada e saida de substancias, fato este comprovado pelo teste de condutividade
elétrica para a magnetizagdo de 10 mT.

De acordo com Popinigis (1985), a rapidez de germinacdo, que tem
efeito direto sobre o IVG, é determinada por diversos fatores, dentre eles, a
velocidade de absorcdo de agua e a superficie de contato, fatores estes
diretamente ligados a granulometria do substrato.

Os efeitos benignos advindos do campo magnético sobre as sementes de
café submetidas as intensidades de 28 mT e 10 mT, provocaram maior indice de
velocidade de germinacdo que repercutiu diretamente sobre os resultados do
indice de velocidade de emergéncia, que foi maior para o tratamento de 28 mT.

A explicacdo para tais resultados pode estar relacionada & maior taxa de
absorcdo de nutrientes do substrato, talvez pela maior quantidade de raizes das
plantulas tratadas com o campo magnético. Esse dado néo foi levantado por essa
pesquisa, porém, outros trabalhos correlatos endossam essa explicacdo, como é o
caso do trabalho de Aleman et al. (2014a, 2014b), que atribuiram o maior
desenvolvimento das plantulas de café oriundas de sementes magnetizadas a

maior absorcdo de nutrientes do substrato.
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Vashisth e Nagarajan (2008), estudando os efeitos da aplicacdo do
campo magnético em sementes de grdo-de-bico, observaram que as
caracteristicas radiculares das plantas mostraram aumento significativo no seu
comprimento, na area superficial e em seu volume. A melhora dos pardmetros
funcionais da raiz sugere que as sementes de grdo-de-bico tratadas
magneticamente podem apresentar melhor situacdo sob condi¢6es de chuva (sem
irrigacdo), onde exista um solo restritivo ao regime de umidade. Além disso, 0s
pesquisadores verificaram ainda que as sementes de grdo-de bico pré-tratadas
magneticamente e plantadas no solo, tiveram o indice de emergéncia no campo
aumentado marginalmente em comparagdo com o controle.

Semelhante aumento da velocidade de germinagdo, em razdo da
exposicdo ao campo magnético, foi relatada em milho por Florez, Carbonell e
Martinez (2007) e em arroz por Carbonel, Martinez e Amava (2000). Enquanto
Podlesny, Pietruszewski e Podlesna (2004, 2005), confirmaram o efeito positivo
do tratamento magnético (30 e 85 mT) na germinacdo e velocidade de
emergéncia de cultivares de feijdo e ervilha.

O tratamento das sementes com 0 campo magnético propiciou maior
velocidade de germinacao para aquelas submetidas ao pré-tratamento magnético,
conferindo, as mesmas, uma maior velocidade de germinacdo. N&o houve
diferengas significativas, em nivel de 5%, entre as sementes tratadas com a
inducdo magnética de 10 mT e 28 mT.

A diferenca no indice de velocidade de germinagdo pode ser atribuida,
dentre outros fatores, as melhores condigdes fisiologicas das sementes de café
expostas a0 campo magnético como, por exemplo, maior integridade de
membranas e as melhores condigbes de germinacdo proporcionadas pela
ativacdo antecipada do sistema de defesa contra os ROS’s. Por sua vez, as
intensidades de campo magnético utilizadas ndo constituiram, por si s, fator de

deterioracdo das membranas.
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6.6 Germinacéao

As sementes tratadas magneticamente tiveram, em média, maior
germinacdo quando comparadas com as do controle, ndo havendo diferencgas
significativas, em nivel de 5%, entre as sementes submetidas a indugdo
magnética de 10 mT e 28 mT e com um C.V de 16,55 % (TABELA 7).

Tabela 7 - Germinagdo (%) de sementes de cafeeiro submetidas a uma
magnetizagdo de intensidade constante durante 6 dias em
germinadores. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos Meédias germinacao
Controle 39,500 a
10 mT 66,500 b
28 mT 70,500 b

Fonte: Do autor (2018).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. C.V (%) 21,86.

O magnetismo proporcionado pelas intensidades de campo promoveram
melhores taxas de germinagdo em relagcdo ao grupo de controle. Esses dados
estdo alinhados aos resultados obtidos pelas analises de enzimas, onde para as
sementes submetidas ao campo magnético, independentemente da magnitude,
tiveram uma precoce ativacdo do sistema de defesa contra os efeitos nocivos dos
radicais livres oriundos do processo natural de germinagao.

Para a magnetizacdo de 10 mT ocorreu menor expressdo da enzima
ligada a deterioragdo das membranas e, paralelamente a esses resultados, uma
menor quantidade de exsudados extravasados das células, fato esse comprovado
pela condutividade elétrica. Esses resultados combinados culminaram em uma
melhora do indice de velocidade de emergéncia e, consequentemente, em

melhoria da taxa de germinacao.
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Para a exposicao das sementes de café com a indugdo magnética de 28
mT, houve diferenga no percentual de germinacdo em relacdo ao controle. Esse
resultado esta de acordo com aqueles obtidos pelo indice de velocidade de
emergéncia, onde as sementes tiveram maior velocidade de emergéncia,
antecipacdo da atuacdo das enzimas antirradicalares e melhora da organizacao
das membranas e rela¢do ao controle e, além disso, maior expressao da enzima
endobetamananase. O somatorio desses efeitos promoveu uma melhor taxa de
germinacdo das sementes de café, para esse valor de campo magnético.

Resultado semelhante foi obtido por Aladjadjiyan (2002), trabalhando
com sementes de milho quando detectou que a exposi¢do a um campo magnetico
de 150 mT estimulou o aumento da germinagdo, do peso fresco e do
comprimento da haste das plantulas.

Nessa mesma linha de pesquisa, Garcia-Reina e Arza-Pascual (2001),
realizaram um estudo experimental sobre absorcdo de &gua por sementes de
alface previamente tratadas com campo magnético estacionario de 1 a 10 mT.
Eles relataram aumento na taxa de absorcdo de agua, em razdo do campo
magnético aplicado, o que pode ser a explicacdo para 0 aumento da germinacgao
das sementes de alface tratadas.

Majd e Shabrangi (2009), concluiram que, o pré-tratamento do campo
magnético aumentou a taxa de germinacdo das sementes de lentilha e a sua
porcentagem de emergéncia das plantulas, tendo um efeito positivo em mudas de
lentilhas, como estimular o crescimento e desenvolvimento de plantulas.

Em se tratando de aplicagdo de campo magnético em sementes de café,
Aleman et al. (2014a, 2014b), concluiram que um campo magnético senoidal de
60 Hz aplicado as plantas de café obtidas in vitro pode melhorar a qualidade das
mudas modificando alguns processos fisiolégicos e moleculares fotossintéticos,
aumentando seu vigor e garantindo melhor desenvolvimento das plantas em

estadios posteriores de desenvolvimento. Comparando-se os resultados obtidos,
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tanto o campo magnético constante com o de intensidade variante no tempo,
ambos promovem efeitos benéficos as sementes de café pré-tratadas
magneticamente no tocante a germinacao.

A aplicacdo do campo magnético constante teve, para ambas as
magnitudes, um efeito positivo sobre a taxa de germinacao das sementes de café,

promovendo um maior percentual de sementes germinadas.

6.7 Protrusao

Pelos resultados obtidos, nota-se uma maior protrusdo para as sementes
de café submetidas ao campo magnético quando comparadas ao controle. Entre
as sementes gque foram levadas ao campo magnético, 10 e 28 mT, ndo ocorreram
diferencas significativas entre os tratamentos com o0 campo magnético
(TABELA 8).

Tabela 8 - Resultados médios de protrusdo radicular (%) de sementes de
cafeeiro submetidas a magnetizagdo constante por 6 dias em
germinadores. UFLA, Lavras, MG, 2018.

Tratamentos Protrusdes médias
Controle 71,500 a
10mT 83,500 b
28 mT 87,000 b

Fonte: Do autor (2018).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. C.V (%) 7,510.

Esse resultado obtido pela protrusdo radicular vem sedimentar todos
aqueles que estdo diretamente relacionados com a germinacéo. Inicialmente, os
resultados da enzima endobetamananase revelou que a magnetizacdo de
intensidade de 28 mT contribuiu para a sua maior expressdo, atuando

diretamente no amolecimento antecipado dos tecidos circunvizinho ao embrido,
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ou seja, na regido da microépila e, além disso, atuou na hidrolizagéo das reservas
para 0 embrido. Essa acdo enzimtica atuou para que se tivesse um maior
percentual de sementes germinadas, maior velocidade de germinacdo e
emergéncia, repercutindo na minimizacao no tempo de germinacao.

A atuacdo do campo magnético em diversas regifes das sementes, bem
como seus efeitos, € alvo de inlmeras pesquisas que visam a explicar a interacdo
magnética em tecidos vivos.

Resultados de outros estudos revelaram que o0 campo magnético é um
fator que afeta o metabolismo celular de células meristematicas, tem um efeito
significativo na mitose e altera a fase G1 do ciclo celular da planta, 0 que
impacta diretamente no processo de protrusdo radicular. Alteracdes nas reacoes
metabdlicas, em sistemas sinalizagdo celular, ciclo celular, transcricdo e sintese
protéica causam diferentes respostas bioldgicas em sistemas de plantas
(BELYAVSKAYA etal., 1992; PAUL; FERL; MEISEL, 2006).

Para a protrusdo embrionaria, a magnetizacdo trouxe efeitos benéficos,
proporcionando maior percentual de sementes protrundidas em um intervalo de
tempo menor em relagdo ao controle.

Na Figura 39, representa-se um fluxograma da sintese dos resultados
obtidos.



Figura 39 - Sintese dos resultados.
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A magnetizaco das sementes por ambas as intensidades de campo durante seis dias promove:
a) Maior indice de velocidade de emergéncia das sementes;
b)  Ativacéo do sistema de defesa contra radicais livres;

c) Melhores médias para a germinagdo, IVG e a protrusdo.

d)
enzimética

Legenda: rota desejavel para o processo germinativo

O BSL mostrou-se eficiente na detecgéo de uma atividade acentuada na regido embrionaria que atribui-se: movimentagéo exsudados; respiracéo, atividade metabélica e agdo

Fonte: Do autor (2018).

[44)



123

7 CONCLUSAO

Considerando-se a hipdtese inicial de que a exposi¢do das sementes de

café, por um periodo de tempo, a um campo magnético uniforme poderia

melhorar as condicGes de germinacgdo dessas sementes e, até mesmo, antecipar o

processo de formacao de mudas. Conclui-se que:

a)

b)

d)

O monitoramento com Biospeclke Laser foi eficiente na deteccéo da
atividade embrionaria diferenciada em virtude da exposi¢do das
sementes ao campo magnético;

A magnetizacdo das sementes de café  mostra-se,
independentemente dos valores de campo magnético, eficiente para
a diminuicdo do periodo de germinacao;

E um processo promissor no condicionamento pré-germinativo para
sementes dessa espécie;

Para ambas as intensidades de campo magnético, ocorreram tantos
efeitos benéficos como deletérios ao processo de germinagao,
entretanto, os efeitos maléficos ndo foram capitais no processo
germinativo;

O processo de magnetizacdo tem condicdes de ser barato, funcional

e replicavel em outras situagfes que ndo sejam as laboratoriais.
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