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ALVES, Leonardo Cardoso. Analise protedmica de perisperma de frutos do café
(Coffea arabica) relacionada a qualidade. 2012. 87f. Dissertagdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2012.

RESUMO

O gréo de café produz uma bebida apreciada mundialmente e o Brasil € o seu maior
produtor, com 33% da produgdao mundial em 2011. Devido a importancia econdmica
e consumo crescente da bebida, estudos relacionados a qualidade vem ganhando
cada vez mais destaque na pesquisa cafeeira. A qualidade do café relaciona-se a
diversos fatores, dentre eles: genéticos, tempo de maturagéo dos frutos, tamanho do
grao, técnicas de colheita e pds-colheita e técnicas de preparo da bebida. Embora
sejam conhecidas diversas proteinas envolvidas em processos que podem ser
relacionados a qualidade, poucos estudos proteémicos sobre o desenvolvimento dos
frutos foram realizados. Desta forma, este trabalho visou analisar frutos em
diferentes estadios de maturacao e de plantas com tamanho de grao diferente para
comparar o perfil protéico das etapas e analisar variagdes de expressao tentando
relaciona-las com a qualidade. Foram utilizadas as cultivares IPR 59 e IPR 59
Graudo (GDO) coletadas em novembro e dezembro/2007 (60 e 90 dias apos florada
- DAF) e margo/2008 (180 DAF). As proteinas de perisperma foram extraidas e
separadas em eletroforese 2D e os géis foram analisados computacionalmente para
verificar diferengas de expressao tanto entre os estadios de desenvolvimento de
uma mesma cultivar, como entre as diferentes cultivares em um mesmo estadio. As
analises identificaram um total de 112 spots diferenciais com variacdo de +1,5x em
%Vol, sendo: 12 entre IPR59 60 x 90 DAF, 39 entre IPR59 90 x 180 DAF, 23 entre
IPR59 GDO 90 x 180 DAF, 24 entre IPR 59 x IPR59 GDO 60 DAF, 6 entre IPR59 x
IPR59 GDO 90 DAF e 8 entre IPR59 x IPR59 GDO 180 DAF. Foram identificadas via
espectrometria de massas 17 proteinas e agrupadas de acordo com as fungdes em:
reserva, desenvolvimento celular, metabolismo de carboidratos, processos
metabdlicos de oxidacao/reducdo, metabolismo de metionina, fotossintese, sintese
de ATP e processamento de RNA. Foi observado presenga e grande acumulo da
proteina 11S em perisperma durante a maturagdao. Também foram identificadas a
metionina sintase e S-adenosil-metionina sintase, que podem estar relacionadas
com a biossintese de cafeina e de etileno, importantes para a maturagcao dos frutos
e qualidade da bebida. As proteinas inibidor de quitinase similar a xilanase,
extensina e actinas podem estar relacionadas com crescimento da célula através de
reorganizagdo da parede celular. O trabalho trouxe novas informagbes e
conhecimento a respeito da dindmica protéica de maturacéo dos frutos de diferentes
tamanhos e diferentes etapas de maturacdo, os quais ndo haviam sido relatados
anteriormente, e que podem ser aplicados em trabalhos futuros visando melhorias
na qualidade do café.

Palavras chave: Café. Espectrometria de massas. Perisperma. IAPAR 59.
Maturacao.



ALVES, Leonardo Cardoso. Proteomic analysis of coffee fruit’s perisperm
(Coffea arabica) related to quality. 2012. 87p. Dissertation (Master's Degree
Dissertation) — State University of Londrina, Londrina. 2012.

ABSTRACT

Coffee is a drink enjoyed worldwide. Brazil is the largest producer, responsible for
33% of coffee world production in 2011. Due to its economic value and growing
consumption of beverage, studies about quality have been increasing prominence in
coffee research. Coffee quality is related to several factors, like: genetic, fruit's
ripening time, grain size, harvesting and post-harvesting techniques and brewing
techniques. Although it's known several proteins involved in processes which can be
related to quality, few proteomic studies about fruits development has been
performed. Thus, this study aimed to analyse the protein profile of fruits at different
growth stages as well as from plants with different fruit size, related to quality. Two
cultivars were selected, the IPR59 and the IPR59 Graudo (GDO), harvested in
November and December/2007 (60 and 90 days after flowering — DAF) and
March/2008 (180 DAF). The perisperm proteins were extracted and separated by 2D
electrophoresis and the gels were analyzed by computer software to detect the
differential expression patterns. The 2D analysis showed 112 differential spots
varying in %Vol, as: 12 between IPR59 60 x 90 DAF, 39 between IPR59 90 x 180
DAF, 23 between IPR59 GDO 90 x 180 DAF, 24 between IPR 59 x IPR59 GDO 60
DAF, 6 between IPR59 x IPR59 GDO 90 DAF and 8 between IPR59 x IPR59 GDO
180 DAF. Using mass spectrometry 17 proteins were identified and grouped by
functions such: reserve, cellular development, carbohydrates metabolism,
oxidation/reduction metabolic processes, methionine metabolism, photosynthesis,
ATP synthesis and RNA process. It was observed great presence and accumulation
of 11S protein in perisperm during the maturation. Also was identified the methionine
synthase and the S-adenosyl-methionine-synthase, which can be related with
caffeine and ethylene byosinthesis, both important to fruits maturation and beverage
quality. The proteins chitinase like xylanase inhibitor, extensin and actins can be
related with cellular growing through reorganization of the cell wall. This study has
brought new knowledge about de protein dynamics of maturation of different size
fruits and different stages of maturation which can be applied in further studies
aiming improving coffee quality.

Keywords: Coffee. Mass spectrometry. IAPAR 59. Maturation.
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1 INTRODUGAO

Ha séculos o café € uma das bebidas mais apreciadas no mundo.
Comercializado como commodity, envolve globalmente cerca de 500 milhdes de
pessoas, desde sua producdo até o produto para consumo. Em 2011 foram
produzidas mais de 132 milhdes de sacas e o Brasil correspondeu por
aproximadamente 33% desta produgao, continuando a liderar o mercado produtor e
exportador seguido por Vietnam e Colobmbia (DAMATTA et al., 2007; ICO, 2012).

O consumo da bebida em nosso pais vem crescendo e, segundo
dados da Associagao Brasileira de Café (ABIC), aumentou 4,15% no ano de 2009.
Um importante motivo para este crescimento € a melhora na qualidade do café
(ABIC, 2010), tornando a bebida mais apreciavel e consequentemente levando-a a
novos consumidores.

Alguns fatores relacionados a qualidade do café produzido sao:
clima, irrigacdo, altitude, solo, tipo de colheita e tratos pds-colheita, condi¢gdes de
processamento (fermentacdo, lavagem, secagem e armazenamento), fisiologia,
genética e variedade das cultivares (LERQOY et al., 2006; DE CAMARGO, 2007;
ALONSO-SALCES et al., 2009). Além disso, o estagio de maturagéo e uniformidade
dos frutos no momento da colheita aliados ao tamanho do grdo também podem
contribuir com melhores caracteristicas organolépticas ao café (Pereira et al., 2005).
O tamanho do grao de café esta relacionado com o desenvolvimento do perisperma,
que sofre grande aumento em massa e depois involui, tendo seu espaco tomado
pelo endosperma, tecido constituinte do grdo (DE CASTRO; MARRACCINI, 2006;
GEROMEL et al., 2006; BUDZINSKI et al., 2011).

Dentre as cultivares de café arabica no mercado encontra-se IAPAR
59, que é reconhecida por produzir frutos de boa qualidade e bom tamanho. Apds
selecdes entre populagdes desta planta foi desenvolvida a variedade IAPAR 59
Graudo, uma cultivar de frutos e grdaos maiores (SILVEIRA et al., 2003; DE
CARVALHO et al., 2008; BUDZINSKI et al., 2011).

A caracterizagao molecular e bioquimica dos processos relacionados
com o desenvolvimento e maturagéo de frutos pode ajudar a desenvolver estratégias
para o melhoramento de cafeeiros visando aumentar a qualidade. Neste sentido a
protedmica pode ser utilizada como ferramenta analisando proteinas e comparando

producao protéica de frutos e graos de diferentes cultivares, visando a identificagao
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de proteinas que possam ser relacionadas com maior qualidade dos cafés.

As analises protedmicas costumam utilizar técnicas de eletroforese
com focalizagdo isoelétrica e géis de poliacrilamida adicionados de SDS (SDS-
PAGE), possibilitando a separagdo protéica em duas dimensdes (2D) (SILVA;
CORREA; REIS, 2007). Frequentemente s3o aliadas técnicas de espectrometria de
massas como Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) e Electrospray
lonization (ESI). Quando ambas sdo associadas ao analisador Time-of-Flight (TOF)
podem fornecer a massa de peptideos rapidamente e com eficacia (GUIMARAES,
2007).

Embora atualmente existam muitos estudos discutindo as
caracteristicas agronémicas do cafeeiro, ainda faltam pesquisas a nivel molecular
relacionadas a maturagdo dos frutos (BANDIL, 2008) principalmente envolvendo
analises protebmicas relacionadas a qualidade. Portanto, tendo em vista a
importancia de se estudar e identificar fatores relacionados a qualidade em cafés,
este trabalho procurou investigar proteinas que possam estar envolvidas em
processos metabdlicos no inicio da maturacédo dos frutos, particularmente durante o
desenvolvimento do perisperma, comparando as cultivares IAPAR 59 e IAPAR 59

Graudo.



15

2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CAFE

Pertencente a familia das Rubiaceas, que agrega cerca de 500
géneros e 6000 espécies, o género Coffea foi descrito no século XVIII por Lineu
(ICO, 2012) e conta com 103 espécies catalogadas, sendo 41 originarias do
continente africano, 59 da llha de Madagascar e 3 da llha de Mascarenhas. Todavia
apenas duas espécies sao utilizadas na producao do café em bebida: C. arabica
Lineu (café arabica) (Figura 1) e C. canephora Pierre (café robusta ou conilon),
correspondendo respectivamente por cerca de 60% e 30% da produ¢cao mundial de
café (DAVIS et al., 2006; SOARES, 2008; ICO, 2012) e envolvendo mais de 150
variedades (GIL-AGUSTI et al., 2005). Davis et al. (2006) também descrevem C.
liberica (café Liberica ou Excelsa) como utilizada na produgao, no entanto Carvalho
et al. (1990) comentam que esta espécie é inexpressiva no comércio, sendo usada
apenas para cruzamentos visando melhorar qualidade e produtividade (CUBRY et
al., 2008).

Figura 1 — Ramos de cafeeiro arabica com frutos maduros (a esquerda) e cafezal
(a direita).

C. arabica ¢é tetrapldide (2n=4x=44), originario de recente
cruzamento natural entre C. canephora e C. eugenioides e a Unica espécie
autégama no género (CHARRIER; BERTHAUD, 1985; LASHERMES et al., 1999).
Este café € empregado na producdo, pois sua bebida & reconhecidamente de
melhor qualidade devido a fatores como melhores propriedades organolépticas, tais
como: sabor mais leve e frutado (ALONSO-SALCES et al., 2009), maior quantia de
compostos volateis e nao-volateis (DE CASTRO; MARRACCINI, 2006) além da
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presenca de cerca de duas vezes mais sacarose que robusta (KY et al., 2001).
Segundo Damatta et al. (2007) as variedades mais tradicionais sao Catuai € Mundo
Novo.

C. canephora tem menor valor que C. arabica, frutifica mais
lentamente (SIMKIN et al., 2006), porém é mais vigorosa, produtiva e tem menor
custo ao agricultor (DAMATTA et al., 2007). A planta é dipléide (2n=22) e auto-
incompativel o que explica a maior diversidade genética da espécie (CHARRIER;
BERTHAUD, 1985). De fato a espécie é uma fonte de genes em cruzamentos com
vista a resisténcia contra pragas e adaptagao a diferentes ambientes. Contém o
dobro de cafeina (DAMATTA et al., 2007), mas sua bebida é inferior a de C. arabica
por caracterizar-se como neutra, com pouco sabor e ocasionalmente apresentando
forte amargor (ALONSO-SALCES et al.,, 2009). O nome “robusta” representa a
cultivar mais conhecida mundialmente, porém no Brasil a cultivar de C. canephora
mais plantada é a conilon (DAMATTA et al., 2007). Comercialmente o café robusta é
utilizado na fabricagdo de café soluvel e na composi¢cédo de blends (combinagdes)
enquanto frutos de C. arabica seguem para a producdo de cafés expresso e

especiais (gourmets).

2.2 HISTORIA DO CAFE

O primeiro contato do homem com o café é desconhecido, o que se
sabe sado suposicoes baseadas em relatos antigos e culturais. Segundo Ukers
(1935) a historia da propagacéo da planta esta intimamente ligada a da bebida. Este
autor comenta em seu livro que a primeira mengao as propriedades da planta
ocorreu perto do séc. X por Ludolfo, um fisico arabe que dizia ser o café produto da
Abissinia (hoje norte da Etidpia). Os abissinios levaram o café para a Arabia onde,
devido a alta lucratividade, a planta era protegida para que ndo houvesse forma de
ser cultivada em outro local, evitando concorrentes. Porém o café arabica acabou
sendo levado para o Iémen.

Outra versao é uma lenda cuja afirmacgao é de que o habito de beber
café comecgou por volta do séc. XV na provincia etiopiana de Kaffa quando um
pastor de cabras observou que seus animais ficavam agitados depois de comerem

partes da planta. Ele experimentou o fruto e sentiu-se mais disposto, passando a
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consumir café e difundir o habito pela regido. A partir dali o café foi também levado
para o lémen (SIQUEIRA, 2005; MERGUIZZO, 2000 apud SCHMIDT, 2008; ICO,
2012).

A histéria fica mais clara apds a saida do café da Etiopia para o
Iémen, de onde mudas foram levadas por holandeses para serem cultivadas em
Java (CLARENCE-SMITH; TOPIK, 2003). O préximo passo foi a entrada na Europa
(séc. XVII) abastecendo cidades como Amsterdam, Paris, Veneza, Londres e Viena.
No séc. XVIII o cultivo chegou a Martinica — situada no Caribe — de onde pode ter
surgido a planta mae do café latino-americano, um descendente direto do café
etiope (CLARENCE-SMITH; TOPIK, 2003; SIQUEIRA, 2005).

O café foi introduzido no Brasil em 1727 pelo sargento Francisco de
Mello Palheta que trouxe as mudas de Cayena na Guiana Francesa. O cultivo
comegou em Belém e se difundiu para o Amazonas e Maranhdao. Em 1770 o
desembargador Jodo Alberto de Castelo Branco levou ao Rio de Janeiro as
primeiras mudas de café, que foram plantadas em monastérios e depois em
chacaras pela cidade. Mais tarde foi cultivado em cidades préximas como Vassouras
e Resende (UKERS, 1935; SIQUEIRA, 2005; SCHMIDT, 2008). Segundo Siqueira
(2005) este foi o comego do ciclo agricola mais impactante no pais desde seu
descobrimento. Dali o café se expandiu para Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito
Santo e em 1928 estes eram os trés maiores produtores do pais (SIQUEIRA, 2005).
Ukers (1935) relata que o Parana foi agraciado com os cafezais em 1860, mas a
plantagcdo em larga escala foi iniciada somente em 1907, gragas ao coronel Antonio
Barboza Ferraz, que plantou na regi&o norte pioneira do estado.

Hoje a area cultivada no pais é de 2.350 mil hectares e os estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Parana, Rondbnia e Rio Janeiro
correspondem por 98% da produgéo nacional de café que em 2011 foi de 44 milhdes
de sacas de 60kg e esta estimada para 2012 entre 49 e 52 milhdes de sacas do
grao beneficiado (CONAB, 2012).

Em escala mundial atualmente a commodity envolve cerca de 500
milhdes de pessoas, desde sua produgdo até o produto para consumo. Em 2011
foram produzidas 132 milhdes de sacas e o Brasil correspondeu por
aproximadamente 33% desta produgao, continuando a liderar o mercado produtor e
exportador seguido por Colédmbia e Vietnam (DAMATTA et al., 2007; ICO, 2012).
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2.3 QUALIDADE

Os brasileiros formam o segundo maior mercado consumidor de café
no mundo, atras apenas dos Estados Unidos (PROMAR INTERNATIONAL, 2001).
Segundo a Associagao Brasileira de Café (ABIC) o consumo em nosso pais vem
crescendo ha alguns anos e aumentou 4,15% no ano de 2009. Um importante
motivo para este crescimento € a melhora na qualidade do café (ABIC, 2010a),
tornando a bebida mais apreciavel e consequentemente levando-a a novos

consumidores.

A busca pela melhor qualidade também visa a competicdo no mercado
externo. O preco da saca de café brasileiro tem diminuido frente aos provenientes da
Ameérica Central, Coldmbia, Quénia e México devido a suavidade da bebida desses
paises e ao aumento na producédo (PIMENTA, CHAGAS e COSTA, 1997,
KOBAYASHI et al., 2007). O café brasileiro é visto como de baixa qualidade por
conta dos métodos de colheita e processamento (ALONSO-SALCES et al., 2009).
Porém esforgcos como o da ABIC, que langou um selo de pureza e um programa de
qualidade para melhorar técnicas de processamento e torra do café, comprometendo
as empresas com bons padrées de qualidade (PROMAR INTERNATIONAL, 2001;
ABIC, 2010a), aliados a pesquisa podem contribuir para a retomada de melhores
precos de mercado.

Segundo Leroy et al. (2006) a qualidade do café € algo complexo e
dificil de ser definido, ja que envolve muitos atributos. Os autores listam como alguns
fatores o tamanho do gréao, a falta de defeitos, caracteristicas fisicas, umidade,
estabilidade de caracteristicas, origem, composicdo bioquimica e propriedades
organolépticas.

Embora ndo haja definicdo para qualidade, pode-se afirmar que ela
representa as caracteristicas organolépticas da bebida, ou seja, a qualidade é
resultado da interagdo da composicdo quimica do grao e das condi¢gdes ambientais
gerando sabores e aromas agradaveis aos consumidores.

E possivel analisar e em seguida classificar as bebidas em grupos
de acordo com as caracteristicas presentes. Leroy et al. (2006) comentam haver
duas formas de analise mais comuns, a hedbnica, baseada na preferéncia dos
consumidores, e a analise descritiva, cujo fundamento é a discriminagdo da bebida

em questao por experts.
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Segundo Schmidt (2008) os testes de preferéncia vem se tornando
cada vez mais confiaveis e a analise descritiva tem sido mais utilizada depois que a
Organizagédo Internacional do Café a recomendou, porém a metodologia que
continua sendo utilizada para efeito de comercializacido é a tradicional prova de
xicara, que permite classificar o café brasileiro da seguinte forma (do melhor ao
pior):

- Estritamente mole: apresenta todos requisitos do sabor mole,
porém mais acentuado;

- Mole: aroma e sabor agradavel, brando e adocicado;

- Apenas mole: levemente doce e suave sem adstringéncia ou
aspereza no paladar;

- Duro: sabor acre, aspereza e adstringéncia, porém sem paladares
estranhos;

- Riado: leve sabor, tipico de iodoférmio ou acido fénico;

- Rio: sabor tipico e acentuado de iodoférmio;

- Rio zona: aroma e sabor muito acentuado, semelhante ao
iodoférmio tornando-o repugnante ao paladar.

Cafés Gourmets sao constituidos apenas de graos arabica e
apresentam bebida mole ou estritamente mole. Os Superiores constituem-se de
arabica ou blends com robusta gerando bebida dura a mole. Os cafés Tradicionais
também podem ser provenientes de arabica ou blends com robusta, no entanto
produzem bebida mole a rio (SCHMIDT, 2008).

A ABIC disponibiliza um guia com o qual é possivel relacionar
caracteristicas sensoriais com a qualidade global da bebida. O sistema funciona com
notas de 0 a 10, sendo que acima de 4,5 os padroes sado aceitaveis. Bebidas
recomendaveis apresentam aroma e sabor suave a intenso, corpo leve a encorpado,
torra clara a escura e moagem fina a grossa. Estas qualidades permitem, ao
momento da degustacao, identificar o odor e sabor caracteristicos dos bons cafés,
como de caramelo, pao torrado, nozes e chocolate (ABIC, 2010b).

Quando caracteristicas organolépticas sdo analisadas é importante
que se leve em conta a nacionalidade dos consumidores. Leroy e colaboradores
(2006) comentam que cada mercado ou pais apresenta suas caracteristicas
organolépticas preferenciais. Alemaes e suecos preferem cafés leves e mais acidos

que italianos. Ja na Grécia, Libano e norte da Franca a preferéncia é pelo sabor “rio”
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— forte, lembrando iodoférmio ou acido fénico (FARAH et al., 2006). Nos paises
escandinavos ha grande aceitacdo do “café das mongdes”, que tem baixa acidez e
sabor de queijo (AHMAD; THARAPPAN; BONGIRWAR, 2003; THARAPPAN;
AHMAD, 2006) enquanto brasileiros preferem café duro.

Fatores genéticos, fisiologicos, ambientais, diferengas
inter/intraespecificas, manejo na colheita e pds-colheita, tamanho do grao e tempo
de maturacdo dos frutos sdo caracteristicas comumente atreladas a qualidade
(SERA et al., 1996 apud SCHMIDT, 2008; AYUB; GEBIELUCA, 2003; DE CASTRO;
MARRACCINI, 2006; LEROY et al, 2006; RIBAS; PEREIRA; VIEIRA, 2006;
CAMARGO, 2007; BUDZINSKI, 2008; ALONSO-SALCES et al., 2009).

A qualidade do café também tem sido associada com a fase de
maturag¢ao dos frutos no momento da colheita. Quando a floracdo se estende por
muito tempo pode ocorrer desuniformidade na maturagao dos frutos sendo que a
presenca de frutos verdes e passa pode alterar a acidez e amargor, podendo
acarretar diminuicdo da qualidade e trazer sabor indesejavel ao produto final
(PEREIRA et al., 2005) (Figura 2). Além disso, De Castro e Marraccini (2006)
afirmam que o crescimento do fruto € assincrono na fase de desenvolvimento, com
diferentes proporgdes de tamanhos. Logo, é importante que haja uniformidade e boa
qualidade do fruto, com colheitas efetuadas nos estadios vermelho e cereja, que
permitem a produgdo de grdos com as melhores caracteristicas organolépticas ao
café (RIBAS; PEREIRA; VIEIRA, 2006).

Outro ponto importante relacionado a qualidade é o tamanho do grao
de café, que é classificado através de um teste envolvendo diversas peneiras de
formas circulares e alongadas designadas por numeros divididos por 64, baseados
no tamanho e forma do grdo, sendo as peneiras de crivos redondos retentoras de
graos chatos e as de crivos alongados retentoras de graos mocas (arredondados,
mais compridos que largos, mais afinados nas pontas e com ranhura longitudinal)
(LAVIOLA et al., 2006). As peneiras de graos chatos vao de 12 a 20 e as de gréos
mocas de 8 a 13, sendo reconhecidos como de boa qualidade os graos a partir de
16. A qualificagdo por tamanho é parte do decreto n°27173 de 14/09/1949 e
tecnicamente € muito importante, pois permite uma torra mais uniforme. Com o
mesmo tempo de torra grdos graudos ficam tostados, ao passo que pequenos
carbonizam (NASSER; CHALFOUN, 2001).
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Figura 2 — Diversas fases de maturagdo ocorrendo no mesmo cafeeiro. E possivel
observar os estagios verde até passa.

2.3.1 Frutificagao do Café

O café tem seu ciclo em 2 dois anos, sendo que nos primeiros 10
meses desenvolvem-se gemas foliares e parte vegetativa. Préximo do 13° més a
florada inicia e é seguida pela granagao (formagéo dos chumbinhos) e maturagdo dos
frutos. Ao fim ha o repouso e senescéncia dos ramos mais antigos da planta (DE
CAMARGO; DE CAMARGO, 2001).

Seguindo Pezzopane et al. (2003) observam-se sete estadios de
maturacao dos frutos (Figura 3): A — chumbinho (0 a 30 dias ap6s a florada — DAF), B —
expanséo dos frutos — chumbao (30 a 60 DAF), C — grdo verde (60 a 90 DAF), D —
verde-cana — fruto com cores verde e amarela (90 a 120 DAF), E — cereja — cor
vermelha, representa o fruto maduro (180 a 210 DAF), F — passa — frutos comegando a
secar (210 a 240 DAF) e G — seco (240 a 270 DAF).

Figura 3 — Estadios de maturacao dos frutos desde seus primeiros dias (chumbinho
com cerca de 0 a 30 DAF) até os ultimos (seco com cerca de 240 a 270
DAF).

Fonte: Pezzopane et al. (2003 apud De Camargo, 2007).
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O fruto do café € uma drupa oval contendo de 10 a 15 mm de
comprimento formada por endosperma, perisperma e pericarpo (polpa) (ARCILA-
PULGARIN et al., 2002; DE CASTRO; MARRACCINI, 2006). Quando maduro
constitui-se de duas sementes formadas pelo endosperma (graos do café) cobertas
pelo pergaminho, que € a camada mais interna da polpa, por uma camada de

mucilagem e pelo perisperma (fino e membranoso) (ARCILA-PULGARIN et al., 2002).

No entanto, durante a maturagdo a propor¢ao e importancia destes
tecidos se alteram significativamente. Nos primeiros dois meses o chumbinho cresce
lentamente (ARCILA-PULGARIN et al., 2002) e de 60 a 90 dias apds a florada (DAF) o
perisperma entra em fase de intensa divisdo celular com aumento subito de seu peso
fresco (ARCILA-PULGARIN et al., 2002; GEROMEL et al., 2006; DE CASTRO;
MARRACCINI, 2006). Neste periodo o endosperma encontra-se em estagio inicial de
desenvolvimento e ainda ndo € aparente, fazendo parte do saco embrionario (DE
CASTRO; MARRACCINI, 2006). Essa € uma das fases de desenvolvimento critica
para a qualidade, pois 0 espago ocupado pelo perisperma determina o tamanho do
grao (DE CASTRO; MARRACCINI, 2006; GEROMEL et al., 2006; BUDZINSKI et al.,
2011). Aos 75 DAF o endosperma ja pode ser observado e aos 118 DAF separado do
perisperma, quando os dois encontram-se em propor¢des iguais (GEROMEL et al.,
2006). Quanto a polpa, contém clorofila e as células do mesocarpo (polpa verdadeira)
sao caracterizadas por paredes compactas e densas (DE CASTRO; MARRACCINI,
2006).

De fato, Budzinski et al. (2011) demonstraram grande expressao das
a-expansinas CaEXPA1 e CaEXPAS3 (proteinas indutoras de crescimento dos tecidos
através de extensdo da parede celular) aos 60 DAF em frutos de Coffea arabica cv.
IAPAR 59 e até os 90 DAF em IAPAR 59 Graudo, cultivar proxima que apresenta
frutos maiores. Esta extensdao de tempo observada em IAPAR 59 Graudo indicou
possivel relagcdo com o maior tamanho do fruto. O perisperma das duas cultivares
apresentava alta transcricdo de CaEXPA1 aos 90 DAF e pequena taxa de CaEXPAS3
durante todo o periodo, enquanto o endosperma ndo demonstrou presenga destas
expansinas e a polpa apresentou picos no inicio e fim da maturacdo para as duas

isoformas.

De 90 a 150 DAF ha grande histodiferenciacdo e crescimento do

endosperma e embrido, com o perisperma tendo seu lugar tomado pelo endosperma,



23

que passa de um estado inicial liquido para ficar endurecido devido ao acumulo de
proteinas, sacarose e polissacarideos que formam a reserva da semente (ARCILA-
PULGARIN et al., 2002; BUDZINSKI et al., 2011).

Préoximo aos 200 DAF o perisperma ja se transformou numa fina
camada (pelicula prateada) envolvendo o endosperma enquanto a polpa teve as
células da parede afinadas e um grande declinio na quantia de clorofila (DE CASTRO;
MARRACCINI, 2006). Ao final da maturagéo, cerca de 210 a 240 DAF, o endosperma
ja corresponde a 99% da massa do fruto e contém todos precursores para gerar o
aroma do café (JOET et al., 2009). A evolugéo do fruto pode ser representada pela

Figura 4.

Figura4 — Etapas de desenvolvimento do fruto do café. Nos estagio iniciais ha
expansdo do perisperma, em seguida ha involugdo deste e o
endosperma toma seu lugar. Os proximos passos sdo o0 enchimento e
mudancga de cor da polpa (pericarpo). Ao fim o perisperma é uma fina
camada chamada de pelicula prateada.

Perisperma Endosperma Endosperma
(fase maternal) (desenvolvimento) (perisperma = pelicula prateada)

0 - 60 dias apos a
ﬂoras;ao (DAF) 90 DAF 120 150 DAF 180 - 240 DAF

Divisao celularlalongamento
PERISPERMA Alongamenlo celular do Maturagao mudanga cor
ENDOSPERMA PERICARPO

Fase de Armazenamento

-------------

Fonte: adaptado de De Castro e Marraccini (2006).

Desde 1993 o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) recomenda
para plantio adensado de cafeeiros a cultivar IAPAR 59 que contém como principal
caracteristica a resisténcia a ferrugem do cafeeiro (AYUB; GEBIELUCA, 2003;
SERA et al., 1996 apud SCHMIDT, 2008). A planta é originaria do cruzamento entre
C. arabica cv. Villa Sarchi e o Hibrido de Timor, que €& proveniente da cruza
interespecifica de C. arabica e C. canephora. Esta planta apresenta graos com bom
tamanho (peneira média 16), frutos vermelhos com maturagdo medianamente
precoce e boa qualidade de bebida (SILVEIRA et al., 2003; DE CARVALHO et al.,
2008). A partir de selegdes entre populagdes de IAPAR 59 foi desenvolvida a
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variedade IAPAR 59 Graudo, uma cultivar de frutos e graos maiores (BUDZINSKI, et
al., 2011). A Figura 5 demonstra a comparagao entre os tamanhos dos frutos das

duas cultivares.

Figura 5 — Frutos das cultivares IAPAR 59 e IAPAR 59 Graudo dispostos lado a
lado demonstrando o maior tamanho dos graudos.
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2.4 ComMPOSTOS Quimicos bo CAFE

Sabe-se que as caracteristicas organolépticas sdo produtos de
compostos quimicos como cafeina, trigonelina, acidos clorogénicos, sacarose,
acidos graxos, proteinas e enzimas (KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2001; KY et al.,
2001; AGUIAR, 2005; DE CASTRO; MARRACINNI, 2006; DUARTE; PEREIRA,;
FARAH, 2010). Sabe-se também que a torrefacdo é responsavel por mudangas
quimicas relacionadas ao aroma e sabor final da bebida, que fazem do café um dos
produtos mais modificados durante o processamento (TOCI; FARAH; TRUGO,
2006).

A sacarose € conhecida precursora de compostos relacionados ao
aroma e sabor da bebida (KY et al.,, 2001; GEROMEL et al., 2006, 2008;
KLEINWACHTER; SELMAR, 2010). Sua concentragdo & cerca de 60 vezes maior
que a de frutose e até mais de 100 vezes a de glicose (KLEINWACHTER; SELMAR,
2010), representando em média 9,2% da massa seca do fruto de C. arabica e 5,45%
de C. canephora (KY et al., 2001). Joet et al. (2009) observaram grande aumento de
sacarose a partir dos 180 DAF, de 1,5 mg/semente para cerca de 8 mg/semente,

correspondendo a 7,5% da massa seca.
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Durante a torra do gréo ha rapida degradacao da sacarose atraves
da pirdlise (caramelizagao) e/ou reacao de Maillard (condensacéo de sua carbonila
com grupamento amino de um aminoacido) gerando compostos volateis como
furanos, piridinas e pirrolinas, responsaveis pelo odor caracteristica da bebida (DE
MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999). Furanos sao responsaveis pelos odores de
caramelo e acucar queimado (dependendo da concentragdo), o primeiro
considerado como proveniente de bons cafés e o outro de ruins (DE MARIA;
MOREIRA; TRUGO, 1999; ABIC, 2010b). Foi observado aumento na concentragao
conforme a torra é prolongada e maior quantia em Robusta que Arabica, todavia
ainda nao se sabe ao certo o motivo desta diferenca entre espécies (ARISSETO et
al., 2011).

Graos verdes de café sdo ricas fontes de acidos clorogénicos
(CGAs), principal tipo de compostos fendlicos (ALONSO-SALCES et al., 2009). Eles
constituem uma familia de ésteres formados entre acidos caféico, ferulico e quinico
(MONTAVON et al.,, 2003) e conferem pigmentagdo, odores de queimado,
especiarias, cravo, fumo, além de adstringéncia e amargor ao café, sendo esta
ultima caracteristica aceitavel, porém n&o excessivamente, apos reacdes de
oxidagao que os transformam em semiquinonas e quinonas (DE MARIA et al., 1995;
KY et al.,, 2001; MONTAVON et al., 2003: TOCI; FARAH; TRUGO, 2006; ABIC,
2010b). CGAs surgem no perisperma, ainda a 75 DAF, aumentando aceleradamente
quando o endosperma se desenvolve e ao final da maturagdo podem encontrar-se
cerca de sete vezes mais concentrados (JOET et al., 2009). A qualidade da bebida
aumenta se a quantia de CGAs diminui (ALONSO-SALCES et al., 2009).

Ha maior presenga destes acidos em C. canephora (11,3%) que em
C. arabica (4,1%) (KY et al., 2001) e, de fato, a bebida de arabica é de melhor
qualidade. Quantias de 7,02g e 5,78g/100g de massa seca foram encontradas em
amostras de cafés arabica com bebida Rio zona e Mole, respectivamente (FARAH et
al., 2006). O mesmo trabalho observou significante correlagdo entre presenca de
CGAs e ma qualidade apos torras leves e médias (8 e 12 minutos a 200°C).

Como os acidos clorogénicos, a cafeina também confere amargor a
bebida (ALONSO-SALCES et al., 2009). Junto a trigonelina sdo os dois compostos
nitrogenados de baixo peso molecular mais abundantes no café (KOSHIRO et al.,
2006). A cafeina nao participa de nenhuma reacéo especifica e ndao é degradada
durante a torracao (KOSHIRO et al., 2006; RODARTE et al., 2009).
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Relatos de Koshiro et al. (2006) demonstram que a produgcao de
cafeina ocorre no inicio da maturagdo, mais precisamente antes da formagao do
endosperma (cerca de 60 DAF), e em sementes jovens de frutos em
desenvolvimento (cerca de 150 a 180 DAF) e vai se acumulando até chegar a altos
niveis nos estagios finais da maturagdo. Diferentes cultivares demonstraram
diferentes dinamicas de producdo. C. arabica cv. Catimor ja continha teobromina
(precursora de cafeina) e cafeina presentes no estagio chumbinho, enquanto a cv.
Moca s6 demonstrou estes sinais no estagio antes da formagdo do endosperma e
manteve producao até o final da maturacdo. C. canephora apresentou producao
apenas de teobromina nos chumbinhos, ao passo que antes de formar-se o
endosperma foi observada também a cafeina. Estes dados corroboram estudos
anteriores onde se encontrou maior quantia de cafeina em frutos imaturos do que
maduros de diversas espécies de café, devido ao intenso metabolismo
(MAZZAFERA; MAGALHAES, 1991 apud AGUIAR, 2005).

Rodarte et al. (2009) analisaram bebidas mole, dura e rio de arabica
em torragdes clara, utilizada porque facilita a percepcdo de atributos sensoriais
desejaveis ou nao; média, pois ressalta o sabor e aroma caracteristicos do café; e
escura, que diminui a acidez, acentua sabor amargo, reduz dogura e origina bebida
escura. Eles observaram que n&o houve diferenga significativa entre cafés crus e
torrados, quanto a concentracdo do composto. Cafés crus de bebida mole e rio
continham cafeina a 1,3 g/100g de café e apds a torra os moles passaram a conter
1,35 g/100g (torra escura) enquanto os rios 1,32 g/100g (torra clara). Para os de
bebida dura encontrou-se 1,18 g/100g nos crus e 1,28 g/100g apos a torra escura.

Filho e Mazzafera (2003) relataram valores de cafeina de 12,2 e
12,8 mg/g de semente nas cultivares de C. arabica Mundo Novo e Catuai Vermelho,
respectivamente. Ja as de C. canephora apresentaram maiores valores: robusta
13,1 mg/g, Kouillou 17,4 mg/g e Apoatd 14 mg/g de semente. Estes resultados
corroboram com o fato da bebida de C. canephora poder apresentar mais amargor
(ALONSO-SALCES et al., 2009).

Outro alcaldide, a trigonelina, encontra-se na ordem de 0,8% em
café robusta e 1% em café arabica cru, porém nestes cafés chegou a apresentar
97% e 83%, respectivamente, de sua concentracdo degradada durante a torra.
Cafés com mais trigonelina sdo potencialmente mais aromaticos que os com menor
concentracao. Além disso, confere bom sabor a bebida (TOCI; FARAH; TRUGO,
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2006; LEITE, 2009). Sua degradacgao térmica gera niacina (vitamina B3) e os pirréis,
compostos volateis que conferem desde notas aromaticas como de pao, caramelo,
cogumelos, café torrado até a de carne bovina (DE MARIA; TRUGO, 1999; TOCI,;
FARAH; TRUGO, 2006).

241 Proteinas

As proteinas do café constituem cerca de 13% do gréo (LEITE,
2009). Durante a torrefacdo sado desnaturadas e degradadas a peptideos e
aminoacidos, que sao essenciais para a conversao de agucares redutores
(provenientes da degradagao da sacarose e polissacarideos de parede celular) em
precursores do aroma através da reacdo de Maillard. Os aminoacidos livres podem
ser degradados durante a torrefagdo, ou combinados com outros componentes,
gerando uma mistura de complexos volateis e nao volateis (DE MARIA et al., 1996;
TOCI; FARAH; TRUGO, 2006) que sao relacionados com cheiro e sabor da bebida.

Algumas dessas substancias volateis produzidas na torrefagdo séo
tiofenos, oxazodis, pirazinas e piridinas, que resultam das reagdes de Maillard e
Strecker, pirdlise de aminoacidos ou degradacdo de trigonelina (DE MARIA;
TRUGO, 1999).

As proteinas atuam como fonte de nitrogénio para a sintese de
diversos compostos, mas sua importancia quanto a qualidade ainda vai mais além,
porque também remete ao fato de muitas enzimas estarem envolvidas na
sintese/degradagdo dos compostos quimicos do café e nos processos de
maturagcdo. A Tabela 1 demonstra algumas proteinas do café que podem estar

relacionadas com qualidade e os papéis que desenvolvem.
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Tabela 1 - Proteinas encontradas em frutos do cafeeiro e seus papéis.

Proteina Papel desenvolvido no café

Reserva de aminoacidos e nitrogénio para
Proteinas 11S germinacao da semente; precursoras de
melanoidinas

ACC-sintase (E.C. 4.4.1.14)
ACC-oxidase (E.C. 1.4.3)
S-adenosil-metionina sintase (E.C. 2.5.1.6)

Relacionadas a sintese do etileno (fitormonio
responsavel por ativar a maturagao)

Endo-B-manases (E.C. 3.2.1.78) Sintetizam galactomananas
(componentes da parede celular do fruto)

Retira galactose da galactomanana e leva ao

a-galactosidase (E.C. 3.2.1.22) endurecimento do endosperma

Oxida/reduz compostos fendlicos e tem
Polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1) atividade aumentada conforme o fruto
amadurece

Relacionadas a maturacdo em varias frutas

Poligalacturonases (E.C. 3.2.1.15) climatéricas e a senescéncia dos frutos

Pectina-metil-esterases (E.C. 3.1.1.11) Relacionadas a maturacdo em varias frutas

climatéricas
Invertases (E.C. 3.2.1.26) Hidrolizam sacarose
Sacarose fosfato sintase (E.C. 2.4.1.14) Sintetiza sacarose
Sacarose sintase (E.C. 2.4.1.13) Hidroliza e sintetiza sacarose

Induzem a expansao de paredes celulares de
frutos e flores
ATPases Suprem a alta dema,ndla Qg gnergia do fruto
em estagio inicial
Fonte: Rogers et al., 1999; Marraccini et al., 2001; Pimenta e Vilela, 2003; Montavon, Mauron e
Duruz, 2003; Cavalari, 2004; Marraccini et al., 2005; Geromel et al., 2006; Ribas, Pereira e
Vieira, 2006; Laviola, 2007; Aglero-Chapin et al., 2009; Budzinski et al., 2011.

Expansinas

Sementes de dicotiledéneas costumam possuir globulinas como
proteinas de reserva, sua producao € iniciada no reticulo endoplasmatico rugoso e
sdo agrupadas de acordo com a sedimentagcdo em principalmente 7S e 11S
(MIERNYK; HAJDUCH, 2011).

Em estudos protedmicos, Rogers et al. (1999) demonstraram a
presenca das proteinas de reserva 11S no café e as classificaram como as mais
abundantes no endosperma, sendo produzidas e acumuladas continuamente até o
ponto intermediario da maturagcdo. Estas moléculas correspondem por 45% das

proteinas do endosperma, e sua estrutura globular é formada pelas subunidades a —
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32 KDa — e B — 20 KDa. Seu papel é de fornecer aminoacidos e nitrogénio para a
germinagcao da semente (MONTAVON; MAURON; DURUZ, 2003). Embora esta
familia protéica tenha sido descrita como endospermatica, Bandil (2008) a identificou
em frutos em estagio inicial de desenvolvimento, justamente quando o perisperma é
dominante e o endosperma praticamente inexistente. As subunidades das 11S
interagem com polifendis para produzir, através de autoxidacdo, as melanoidinas
(responsaveis pela cor marrom do café torrado) durante a torra (MONTAVON;
MAURON; DURUZ, 2003).

Os ultimos estagios da maturacdo sédo ativados pelo aumento do
etileno presente dos frutos. Este fitormdnio, associado a um aumento na respiragao,
promove amolecimento da parede celular, acumulagcdo de agucar, modificagcbes em
compostos acidos e fendlicos e acumulo de pigmentos (antocianinas e carotendides)
(PEREIRA et al., 2006; RIBAS; PEREIRA; VIEIRA, 2006). Sua sintese tem os
ultimos passos deflagrados pela S-adenosil-metionina sintase (E.C. 2.5.1.6), que
converte metionina em S-adenosil-metionina (SAM). Esta é convertida em acido 1-
carboxilico-aminociclopropano (ACC) pela ACC-sintase (E.C. 4.4.1.14). Ao fim a
ACC-oxidase (E.C. 1.4.3) faz a conversao em etileno.

Pereira et al. (2006) observaram em frutos de café cv. IAPAR 59 que
houve um pico na produgéo de etileno acompanhado por grande expressao da ACC-
oxidase entre os estagios verde-cana e cereja, demonstrando maturagao climatérica
neste vegetal. Estes estudos trouxeram conhecimento a respeito da maturagéo dos
frutos, o que permite criar estratégias visando uniformidade neste processo e
melhorar a qualidade. Este comportamento em frutas climatéricas foi também
observado por Chaves et al. (1997) ao estudarem a atividade da ACC oxidase em
maga e tomate, cujas taxas de etileno aumentaram 250 e 70 vezes durante a
transicao entre os periodos pré-climatérico e climatérico.

As enzimas endo-B-manases (E.C. 3.2.1.78) estéo relacionadas com
a biosintese de mananas, galactomananas e glicomananas (componentes da parede
celular) e sua hidrédlise durante a germinagdo. Podem também atuar com
especificidades espaciais e teciduais, bem como em controles de expressao
hormonal. Cerca de 56% a 58% do peso seco do endosperma de C. arabica e C.
canephora séo formados por polissacarideos, sendo 26% galactomananas, que

durante o processamento do café para produzir bebida instantanea podem formar
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sedimentos (borras) de baixo valor comercial que representam perdas, além de
clarifica-la (MARRACCINI et al., 2001; CAVALARI, 2004).

Marraccini et al. (2005) comentam que quando o perisperma é
substituido pelo endosperma ocorrem mudancgas na estrutura das galactomananas,
de forma que tém suas galactoses retiradas pela a-galactosidase (a-GAL) (E.C.
3.2.1.22). Estes autores observaram que a proporgao galactose/manose foi entre 1:2
e 1:7 no endosperma precoce e caiu para entre 1:7 e 1:40 ao fim de sua maturagéo.

Adicionalmente, também estudaram a atividade da a-GAL em graos
de 21 espécies de café, havendo observado atividade nula até cerca de 70 DAF
(etapa de dominancia perispermatica) e positiva na polpa e endosperma entre 210 e
280 DAF, sendo que no endosperma foi cerca de oito vezes maior. Quando
analisada via eletroforese bidimensional (SDS-PAGE) (pH 3-10) a proteina
demonstrou conter, ao menos, duas isoformas de massa molecular 40 KDa e pls 5,5
e 5,7 e ser similar a outra a-GAL de café. Esta enzima parece manter alta a
proporgao galactose/manose, de forma que permite o trafego intracelular dos
sacarideos levando ao endurecimento do endosperma. Os acgucares sao
translocados das cadeias reserva de mananas para a parede celular.

A acdo das endo-B-manases e a-galactosidase é essencial, tendo
em vista que a hidrdlise das mananas produz agucares redutores que mais a frente
serao convertidos, junto de aminoacidos, em precursores do aroma pela reacéo de
Maillard (JOET et al., 2009).

A polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.2) oxida compostos fendlicos em
quinonas. Embora ndo se tenha certeza de sua fungdo bioldgica, parece estar
envolvida em resisténcia a doencas e herbivoros, de forma que a oxidacdo dos
fendis modifica proteinas da planta e reduz seu valor nutritivo. Todavia a reagao das
quinonas com proteinas pode participar na qualidade do café (MAZZAFERA;
ROBINSON, 2000; DE CASTRO; MARRACCINI, 2001).

Mazzafera e Robinson (2000) caracterizaram a polifenoloxidase no
endosperma e observaram grande afinidade in vivo da enzima com acidos
clorogénicos, especificamente o isbmero 5-CQA.

Pimenta e Villela (2003) também afirmaram que a atividade da
polifenoloxidase, aliada a outros parametros quimicos, serve para avaliar a
qualidade do café. Em seu trabalho eles observaram que colheitas realizadas no

ultimo estadio de maturagdo (com 70% de gréos passa) corresponderam a maior
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atividade da enzima, enquanto nas mais precoces (com 35% de graos verdes) a
atividade foi menor. Os autores concluiram que a presenga de muitos frutos verdes
nos estadios anteriores de maturacdo pode ter sido o motivo da menor acao
enzimatica e que a medida que se estendeu a época de colheita diminuiram os
compostos fendlicos e aumentou a atividade da polifenoloxidase. Curiosamente esta
enzima tem sua atividade aumentada quando seu substrato principal, CGAs, esta
em menor concentragdo, pois, como citado anteriormente, os graos verdes séo a
maior fonte de CGAs (ALONSO-SALCES, 2009).

Outras enzimas como poligalacturonases (E.C. 3.2.1.15) e pectina-
metil-esterases (E.C. 3.1.1.11) tém sido relacionadas a maturagdo em varios frutos
climatéricos, sendo que poligalacturonases também apresentam papel na
senescéncia dos frutos (RIBAS; PEREIRA; VIEIRA, 2006; BUDZINSKI, 2008;
AGUERO-CHAPIN et al., 2009).

Ha ainda as expansinas que induzem a expansao de paredes
celulares de frutos e flores as ATPases que suprem a alta demanda de energia do
fruto em estagio inicial além das invertases (E.C. 3.2.1.26) que hidrolizam, sacarose
fosfato sintase (E.C. 2.4.1.14) que sintetiza e sacarose sintase (E.C. 2.4.1.13) que
sintetiza/hidroliza sacarose (CAVALARI, 2004; GEROMEL et al., 2006; LAVIOLA,
2007; BUDZINSKI et al., 2011).

Leroy et al. (2011) analisaram QTLs (Quantitative Trait Loci) de C.
canephora e correlacionaram tratos organolépticos e bioquimicos com qualidade.
Eles reportaram alta significancia positiva entre sabor, acidez e nota global de
preferéncia (obtida em testes de xicara) com conteudos de sacarose e 5-CQA. A
acidez esta negativamente correlacionada com conteudos de trigonelina e 5-CQA,
enquanto que o amargor € positivamente correlacionado com a presencga de cafeina
e negativamente com a de sacarose. A relacdo com os QTLs foi de que localizados
proximos dos genes responsaveis pela sintese de tais compostos houve diferengas

no metabolismo que puderam ser relacionadas a qualidade.
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2.5 PROTEOMICA

Na genética dos dias de hoje sabe-se que o fendtipo pode ser
observado através da morfologia, fisiologia, bioquimica e caracteristicas moleculares
de um organismo. Ao nivel molecular o fenétipo pode ser descrito em termos de
RNA e proteinas, associados ao genoma e influenciados pelo ambiente (SALVATO;
DE CARVALHO, 2010).

A quantia de proteinas nem sempre é relacionada a de RNA, além
disso, muitas proteinas sofrem modificacdes pos-traducionais como remocido de
peptideos sinais, fosforilacdo, glicosilagdo que sdo extremamente importantes para
atividades e localizag&do subcelular (GUIMARAES, 2007) e esta nao foi uma previsdo
do “Dogma Central da Biologia Molecular”.

Embora a expressdo de mRNA nao possa ser deixada de lado,
sabe-se pouco a respeito da célula para prever quando ha maior expressao de certo
gene pela maior expressdao de proteinas e de atividade funcional. Algumas
modulag¢des de expressdo de mRNAs devem especificar as dire¢cdes da atividade
celular, enquanto para proteinas muitas vezes isto significa o ajuste fino do aparelho
celular (FEY; LARSEN, 2001).

Ademais, ao mesmo tempo em que sao fruto da maquinaria de
transcricdo e tradugdo, as proteinas podem atuar na regulagcdo deste processo.
Também podem levar a mudancas na membrana plasmatica, citoplasma e
citoesqueleto em resposta as condigcdes ambientais (KOSOVA et al., 2011).

Com efeito, as mais de 135 mil sequéncias de genes (Expressed
Sequence Tags — ESTs) geradas pelo Projeto Genoma Café Brasileiro (MONDEGO
et al., 2011) ndo fornecem muitas respostas quantitativas ou qualitativas que possam
ser relacionadas com as proteinas.

A protebmica é uma abordagem interessante que pode trazer tais
respostas. O termo foi cunhado por WILKINS et al. (1996) que o definiram como a
caracterizagdo em larga escala do conjunto de proteinas expressas (proteoma) em
uma célula ou tecido num dado momento. A aceitagdo da técnica foi tamanha que
dez anos depois Rossignol et al. (2006) realizaram uma pesquisa em publicagdes
referentes ao intervalo 2004-2006 e encontraram mais de 200 trabalhos envolvendo
pelo menos 35 espécies e diversas tematicas, sendo que isto representava menos

de 1% da producgéao existente. Outro estudo demonstra que o numero de trabalhos
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saltou de 250 para 5.000 entre os anos 2000 e 2010 e que a protedmica foi o campo
da biotecnologia mais crescente neste periodo (PENG, 2011).

Para Franco et al. (2009) a prote6mica permite medidas qualitativas
e quantitativas de muitas proteinas envolvidas diretamente na bioquimica celular e
traz andlises seguras do estado celular ou mudangas do sistema durante
crescimento, desenvolvimento e resposta a fatores ambientais. Todavia Salvato e
De Carvalho (2010) revendo o momento em que encontra-se esta ciéncia, afirmam
que apenas a geracao de dados protebmicos nao resolve por si sé a complexidade
dos sistemas bioldgicos, mas que € necessario que genbmica, transcritbmica,
metabolémica, bioinformatica e protedmica interajam. Assim, a protedmica vem para
expandir a gama de informagdes bioldgicas, permitindo melhor entendimento de
aspectos fundamentais da biologia de plantas e podendo gerar no futuro um

evidente impacto nas praticas agronémicas.

2.5.1 Protedmica do Café

Embora existam muitos estudos protedmicos, sdo poucos os que
envolvem o café. Gil-Agusti et al. (2005) compararam frutos maduros de C. arabica
cv. Colébmbia e C. canephora cv. Robusta Indiano via mapas 2D para caracterizar as
diferencas entre as espécies e futuramente evitar adulteracées além de identificar
OGMs. Foram observados 30 spots com diferencas de expressao e 9 foram
identificados como: (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, relacionada com
metabolismo de carboidratos, glutationa peroxidase fosfolipidio hidroperoxido, ligada
a protecdo celular e enzimatica através de reducdo de compostos perdxidos e
proteina 11S.

Livramento (2008) analisou o perfil protedmico de graos de café
despolpados e com polpa submetidos a secagem em terreiro e secador. Observou-
se que os de secador apresentaram menor quantia de spots, tendo sido isto
atribuido a temperatura de secagem mecanica (60°C) que pode ter ocasionado
degradacéao de proteinas ou permitido acédo de proteases. No tratamento envolvendo
cafés despolpados secos em secador e terreiro notou-se 18 spots com abundancia
diferencial (entre 1,7x e 14x). Nos cafés com polpa os resultados demonstraram
grande quantia de spots (22) com diferenga significativa de intensidade de proteinas,

sendo que apenas um estava mais intenso no café seco mecanicamente. A autora
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observou maior abundancia da globulina 11S e da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, que atua na glicélise e relaciona-se com falta de oxigénio no meio.

Bandil (2008) analisou extratos de frutos inteiros de C. arabica
IAPAR 59 nos estagios chumbinho e chumbdo, a fim de identificar expressdes
diferenciais das proteinas. Nao houve diferenga significativa entre os estagios de
desenvolvimento, talvez pela proximidade temporal. Foram levados a espectrometria
de massa 16 spots e 7 foram identificados. Destes, apenas taumatina-like foi mais
expressa em chumbinho, enquanto proteina de reserva 11S, precursor de
cloroplasto, frutose bifosfato aldolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e
malato desidrogenase estavam mais expressos no chumbado. As trés ultimas
proteinas estdo relacionadas ao metabolismo de carboidratos, cuja fungao € suprir
demandas de energia para o desenvolvimento. Taumatina-like estaria representando
resposta a algum estresse ou patdégeno e precursor de cloroplasto reforgou a idéia
de que frutos verdes sao fotossintetizantes.

Franco et al. (2009) estudaram padrbes de expressao em frutos de
C. arabica cv. Catuai Vermelho IAC-99 aos 210 DAF e 255 DAF. Dos 185 spots
observados, 10 foram levados a analise por espectrometria de massa. Aos 210 DAF
observou-se a proteina U1 SNRP 70K, relacionada ao splicing de sn-RNAs (que
atuam no processamento de RNAs), quinases, que podem ser estimuladas por
fatores de crescimento, citocinas, irradiacdo e mudangas na osmolaridade, proteina
realcadora de oxigénio, que pode estar relacionada a intensos processos
metabdlicos e uma ATPase. Nas amostras de 255 DAF foram identificadas uma
proteina hipotética  de Oryza  sativa (arroz), ribulose-1-5-bifosfato
carboxilase/oxigenase, importante na conversdo de CO, em componentes celulares,
glutarredoxina, relacionada a estresses oxidativos, fator MYB, cuja agao relaciona-se
com sinalizacédo celular e controle de producédo de tanino (relacionado a defesa
contra patégenos) e fosfocolina citidiltransferase (CTP), que atua na sintese de
fosfatidilcolina e relaciona-se com tolerancia ao frio.

Com o objetivo de comparar perfis protéicos de sementes, embrido e
endosperma de frutos verde-cana, Koshino et al. (2008) também estudaram o Catuai
Vermelho IAC-99. Onze spots, sendo 3 do embrido e 4 do endosperma, foram
definidos como a proteina 11S, demonstrando maior expressdo nestes materiais.
Proteinas relacionadas a defesa contra patégenos também foram observadas: uma

pertence a superfamilia das cupinas e outra sugerindo ser a Mal d1, possivelmente
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associadas a protecado da planta contra patdbgenos. Ademais, os autores sugeriram a
descoberta de uma proteina com pl 4,5 e MM 30 KDa que nao tinha sua sequéncia
depositada em bancos de dados publicos de café.

Outros tecidos como folhas e raizes também foram objeto de estudo
em outros trabalhos. Ao verificar proteinas de folha dos clones de C. canephora
109A - susceptivel e 120 — resistente a seca, Guimaraes (2007) observou
semelhanga nos géis resultantes das duas condigbes. Quando comparados com os
controles o clone 109A apresentou mais proteinas com volume diferencial. Além
disso, trés proteinas foram observadas up-regulated nas duas espécies em resposta
ao déficit. Observou-se maior expressao de chaperonas e subunidades da Rubisco e
menor de proteinas fotossistemas, que pode ser resultado da tentativa de manter o
papel antioxidativo da fotorrespiracdo. Ao mesmo tempo, no clone 120 houve maior
volume de NADPH-quinona redutase sob estresse, que poderia estar atuando na
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio resultantes da falta de agua. O clone
109A sofreu aumento de expressao das chaperonas HSP (Heat Shock Protein) que
num estresse hidrico podem contribuir no correto dobramento protéico para manter
as corretas conformacdes e prevenir agregagdes de outras proteinas. O autor
sugere que os resultados indicam possivel adaptacao ao estresse enfrentado.

Seguindo o protocolo de Guimaraes (2007) Soares (2008) analisou
raizes de C. canephora 109A e 120 em condi¢cbes de seca e normais. Foram
observadas redugdes na abundancia de 38 spots nos clones 109A e 120. Por outro
lado, a abundancia foi maior para 18 e 19 spots nestes materiais. Via espectrometria
de massa 57 proteinas foram identificadas, sendo relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, desenvolvimento e crescimento, processamento protéico, defesa e
estresse oxidativo.

De Castro e Marraccini (2006) revendo alguns estudos comentaram
que o perisperma contém muitas proteinas abundantes diferentes do endosperma
(Figura 6). Existem quitinases de classe Ill perispermaticas que costumam ser
expressas apos infecgdes, mas também podem atuar como reserva e parecem estar
up-regulated em tecidos com intensa divisdo celular, sugerindo participacdo no
crescimento e desenvolvimento da planta. Notadamente o perisperma € um tecido
caracteristico pela intensa divisdo celular e a B-tubulina (componente de
microtubulos) que indica eventos de divisdo e expansao celular também encontrava-

se up-regulated neste tecido. Ja no endosperma o acumulo de B-tubulina comeca a
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diminuir aos 120 DAF até n&o existir no final da maturacgao.

A caracterizagao molecular e bioquimica dos processos relacionados
com o desenvolvimento e maturagao de frutos pode ajudar no desenvolvimento de
estratégias para o melhoramento de cafeeiros visando aumentar a qualidade da
bebida. Ainda ha necessidade de estudos protedmicos envolvendo café,
especialmente com frutos em estagio inicial de maturagdo, e neste sentido a
protedmica pode ser utilizada como ferramenta analisando proteinas e comparando
producdo protéica de frutos e grdos de diferentes cultivares, almejando a
identificacdo de proteinas que possam ser relacionadas com maior qualidade dos

cafés.

Figura6 — Géis 2D demonstrando proteinas de perisperma e endosperma em
diferentes estadios de desenvolvimento do fruto de café. Aos 56 DAF
observa-se no circulo quitinases de classe Ill perispermaticas. Entre
168-240 DAF estao evidenciadas subunidades a e  de proteinas 11S
endospermaticas que se mantém desde a fase de armazenamento até
o estagio maduro.
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Fonte: adaptado de De Castro e Marraccini (2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO

Este trabalho visou melhor entendimento da expressdo e perfil
protéicos nos frutos do cafeeiro relacionados ao desenvolvimento do perisperma

com vistas a qualidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar proteinas com variacdo de expressdao em diferentes
estadios de desenvolvimento de perisperma e em frutos com tamanhos diferentes.

Entender o papel destas proteinas referente a regulagdo da
maturacgao frutifera.

Integrar os dados protebmicos obtidos com dados existentes de

transcriptomica.
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4  MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia
(LBI) do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR). As extragbes protéicas e
eletroforeses seguiram procedimentos prévios realizados por Marraccini et al. (2012) e
Magalhaes (2009) modificados.

41 MATERIAL VEGETAL

Frutos de Coffea arabica das variedades IAPAR 59 (IPR59) e IAPAR
59 Graudo (IPR59 GDO) foram coletados em trés estadios de desenvolvimento: 60
dias apos a florada (DAF) (novembro/2007), 90 DAF (dezembro/2007) e 180 DAF
(margo/2008). As variedades também foram comparadas entre si quando no mesmo

estadio de desenvolvimento.

4.2 SEPARACAO DE TECIDOS E EXTRACAO DE PROTEINA TOTAL

Com auxilio de pinga e bisturi os frutos foram cortados ao meio e o
perisperma separado. O processo foi realizado rapidamente e em presenca de
nitrogénio liquido para evitar oxidacdo do tecido. Os materiais permaneceram
estocados em ultrafreezer a -80 °C até a extragao protéica.

A extracdo de proteinas realizou-se utilizando o método fenol/SDS
(WANG et al., 2003) modificado, que envolve a maceragédo do material e posteriores
lavagens com solventes organicos, solubilizagdes com tampao e precipitacdo em TCA
em agua e acetona. Apds estas etapas, com a aplicagédo do tampéao com SDS e do
fenol, foi realizada a efetiva separacao protéica. Dessa forma, ao final, as proteinas
que ainda estavam dentro das células ficaram solubilizadas na fase fendlica, que foi
coletada.

O perisperma foi macerado imerso em nitrogénio liquido. Cerca de 5 a
10g do materiais macerados foram transferidos a tubos de centrifuga onde se
adicionou 20 mL de solug&o tampéo gelada contendo PVPP (poli-vinil-poli-pirrolidona)
15% em acetona (1% ml/v), B-mercaptoetanol (2% v/v), PMSF (fenil-metil-sulfonil
fluoreto) 1mM (m/v) e acetona 90% (v/v). As amostras repousaram por 40 minutos

em gelo e em seguida foram sonicadas por trés ciclos de 25 segundos a 30% da
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poténcia total. Posteriormente houve centrifugagao a 25000 xg por 7 minutos a 4 °C
e o sobrenadante foi descartado.

Os pellets sofreram ciclos de lavagens subsequentes com
centrifugagbes nas mesmas condigdes acima, todavia em presenca de 10 a 15 mL
dos seguintes componentes:

- acetona pura (2 ciclos);

- acido tricloroacético (TCA) 10% em acetona (m/v) (3 a 4 ciclos ou
até o sobrenadante ficar incolor);

- TCA 10% em agua (m/v) (2 ciclos);

- acetona 80% em agua (v/v) (2 ciclos);

- etanol 80% em agua (v/v) (1 ciclo).

As amostras repousaram a 35 °C até secarem.

Os extratos secos foram entdo transferidos para tubos falcon onde
adicionou-se 10 a 20 mL de tampao SDS denso (com agitagdo) contendo sacarose
30% (m/v), SDS 2% (v/v), Tris-HCI — pH 8,5 — 0,1 M (v/v), B-mercaptoetanol 2% (v/v)
e PMSF 1mM (m/v) e 2,5 a 12 mL de fenol tamponado (pH 7,3). Os tubos
repousaram por 5 minutos e foram centrifugados a 24000 xg por 10 minutos a 4 °C,
de modo que se formassem duas fases: a inferior com SDS e a superior fendlica,
onde se encontravam solubilizadas as proteinas. Esta fase foi coletada com cuidado
e adicionou-se 5 volumes de acetato de amdnio 0,1M em metanol gelado overnight
para precipitar proteinas.

Em seguida houve nova rodada de ciclos de lavagens para retirar o
fenol residual. Foram realizadas centrifugagdes a 19500 xg, 15 minutos e 4 °C em
presenga dos seguintes reagentes:

- acetato de amdnio 0,1M em metanol (v/v) (1 ciclo);

- acetona 80% em agua (v/v) (3 ciclos);

- etanol 70% em agua (v/v) (1 ciclo).

O pellet foi deixado em temperatura ambiente até secar
completamente. Em seguida foi ressuspendido em tampao de solubilizagédo
contendo uréia 7M, tioureia 2M e 3-(3-cholamidopropil-dimetilamonio)-1-
propanosulfonato (CHAPS) 4% (m/v) e repousou por no minimo 2 horas em
temperatura ambiente até a maxima solubilizacdo protéica possivel. O material foi

armazenado em ultrafreezer a -80°C até quantificagao de proteinas.
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4.2.1 Quantificagéo de Proteinas

Utilizou-se o método de Bradford (1976) para quantificagdo protéica.
Esta técnica envolve a interagéo de proteinas e corante BBG-250, que no pH reacional
tem seu equilibrio deslocado para a forma anidnica, absorvendo radiacdo a 595 nm
(ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). A curva de calibragdo continha padrdes com
concentragdes entre 0 a 30 ug/mL de soroalbumina bovina adicionados de reativo de
Bradford. Em seguida foram quantificadas as amostras protéicas sob as mesmas
condicdes de reacgao.

Foram separadas aliquotas com aproximadamente 600 ug de
proteinas e armazenadas em ultrafreezer a -80°C até a realizagdo da

isoeletrofocalizagao.

4.3 ELETROFORESE 2D

A realizacdo da eletroforese 2D foi dividida nas etapas descritas a

sequir.

4.3.1 Primeira Dimensao

4.3.1.1 Hidratacao das Tiras

Foram utilizadas tiras IPG strips (GE Healthcare) de 13 cm e pH 4-7.
Cada aliquota contendo 600 pg de proteina foi adicionada em solugdo com volume
final de 250 pL contendo 4pL de ditioteritol (DTT) 50 mM, 2% de IPG buffer (pH 4-7) e
o restante de tampao DeStreak. Em seguida, distribuiu-se estas solugdes nas
canaletas do recipiente Reswelling Tray (GE Healthcare) preenchendo o comprimento
corresponde ao tamanho das tiras e adicionou-se as tiras, a fim de hidrata-las com as

solucdes. O material foi coberto com uma camada de 6leo mineral para protecao.
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4.3.1.2 Isoeletrofocalizacao

Apds 14 a 16 horas foi iniciada a isoeletrofocalizagdo e o material foi
coberto com d6leo mineral para protecédo. A temperatura de analise foi fixada em 20°C,
a amperagem maxima de 55 pA por tira e as etapas de voltagens foram: 1 — passo:
200 V com acumulo de 200 VHrs; 2 — passo: 500 V com acumulo de 500 VHrs; 3 —
gradiente: 1000 V com acumulo de 1000 VHrs; 4 — gradiente: 7000 V com acumulo de
11300 VHrs; 5 — gradiente: 8000 V com acumulo de 35000 VHrs (MARRACINI et al.,
2012, modificado).

Logo antes da separacdo em gel SDS-PAGE, as tiras foram
equilibradas sob agitagdo durante 15 minutos em solugao de equilibrio (uréia 6M, Tris-
HCI 75 mM — pH 8, glicerol 29,3%, SDS 2% e corante azul de bromofenol 0,002%)
adicionada de DTT (10 mg/mL) e em seguida de iodoacetamida (IOD) (35 mg/mL).

4.3.2 Segunda Dimenséo

4.3.2.1 Géis SDS-PAGE

A separagao em segunda dimens&o ocorreu em géis de poliacrilamida
— SDS (SDS-PAGE) de 13 cm com 11% de acrilamida e em cuba eletroforética vertical
(Hoefer SE 600 Ruby — Amershan Biosciences), a temperatura de 10°C utilizando
tampao Tris-Glicina descrito por Laemmli (1970). Foram produzidos dois géis para
cada bulk de plantas, totalizando 36 géis. As condigdes da corrida foram:

1° ciclo: 45 minutos, 250 V, 15 mA por gel, 50 W e 10 °C.

2° ciclo: 3 h 40 min, 250 V, 30 mA por gel, 50 W e 10 °C.

Apbs a corrida os géis foram retirados do suporte e imersos em fixador
contendo acido acético 10%, etanol 40% e agua sob agitagdo lenta overnight. Em
seguida foram lavados em agua destilada e corados com solug¢ao coloidal Coomassie
Blue G-250 sob agitacao lenta durante trés dias. A retirada do corante ocorreu através
de lavagens com agua destilada sob lenta agitacdo por trés dias e os géis foram
estocados em solugdo de acido acético 5% no refrigerador até o momento da analise
dos spots (NEUHOFF; STAMM; EIBL, 1985 - modificado).
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4.3.2.2 Analise dos géis

Os géis foram escaneados com aparelho Image Scanner (UMAX)
sob comando do programa Lab Scan (GE Healthcare) e as analises dos spots foram
desenvolvidas utilizando o programa Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare),
com conferéncia e edigdes manuais quando necessario. Somente foram
considerados spots com intensidade maior que 0,01 e area acima de 0,8. As
imagens contendo o maior numero de spots e o melhor padrdo protéico foram
escolhidas como referéncia (gel master) e foram comparadas com as imagens dos
outros géis de cada grupo. Como normalizagao foi realizada uma divisdo entre o
volume de cada spot pelo volume total do gel, constituindo o volume relativo ou
porcentagem de volume (%Vol). Foram considerados spots com diferenga de
expressdo aqueles que estavam presentes nos trés géis de cada amostra e
apresentaram variagdo de ao menos +1,5 vezes em %Vol com significancia através
da analise de variancia (p<0,05) realizada pelo software SISVAR (FERREIRA,
2008).

4.3.2.3 Extracdo e digestao de proteinas dos spots

Os spots selecionados foram extraidos dos géis com ponteiras de
1000 uL estéreis e transferidos para microtubos. A digestao de proteinas e extragéao
de peptideos dos géis seguiu o protocolo de SHEVCHENKO et al. (2007)
modificado, que consiste de descoloragdo e desidratacdo dos spots seguido de
digestéo e extragcédo dos peptideos.

Para a etapa de descoloracao aplicou-se solugdo com acetonitrila
(ACN) 50% e tampéo bicarbonato de amdnio (AMBIC) 25 mM em agitagdo por 10
min com troca de solug&o até a retirada completa do corante. Em seguida, os spots
foram desidratados com ACN 100% em agitacdo por 10 min, repetindo o processo
até a desidratagao total, com posterior secagem a temperatura ambiente.

Aos spots foi adicionada solugao redutora (DTT 20 mM e AMBIC 50
mM) e mantida por 40 min a 56°C. Esta solugéo foi removida e aplicou-se solugao
de alquilagéo (IOD 55 mM e AMBIC 50 mM) por 30 min no escuro e em temperatura
ambiente. Em seguida os spots foram lavados em AMBIC 25 mM e desidratados em

ACN 100%, com posterior secagem a temperatura ambiente.
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Para a clivagem das proteinas foi utilizada solugdo enzimatica com
Tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry — Promega) em acido acético (20 ng/uL).
Adicionou-se 10 ul de solugdo em cada tubo. Os materiais repousaram por 15 min a
4°C para penetragao da tripsina nos fragmentos e, em seguida, adicionou-se AMBIC
50 mM até cobertura dos spots com posterior incubagao a 37°C por 14 horas. Apds
o periodo a atividade da enzima foi interrompida por solugdo bloqueadora (ACN 50%
e acido férmico 5%).

Os peptideos foram eluidos em trés passos: 1) foi adicionada no
tubo com os fragmentos a solugéo de eluicdo 1 (metanol 60% e acido férmico 1%) e
o material sonicado por 15 min a 40°C. Este procedimento foi repetido e os
sobrenadantes foram recolhidos em um tubo separado; 2) realizou-se 0 mesmo
procedimento, porém aplicando a solugédo de eluicdo 2 (ACN 50% e acido férmico
1%) com recolhimento dos sobrenadantes no mesmo tubo separado no passo 1; 3)
adicionou-se ACN 100% e o sobrenadante foi recuperado e adicionado ao tubo
separado. A solugcdo contendo os peptideos foi concentrada em speed-vac e
ressuspendida em acido féormico 0,1%. Os materiais passaram por purificagdo em
microcolunas Zip-Tip.

As anadlises por espectrometria de massa foram realizadas em
equipamento MALDI-TOF-TOF (AB Sciex) no laboratério Max Feffer de Genética de
Plantas da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — USP. A analise foi
realizada aplicando-se 1 uL de solugdo com amostra e ACN 50% e 1 pyL de matriz
acido-a-ciano-4-hidroxicinamico na placa MALDI.

O aparelho operou em modo automatico e foi calibrado com padrao
interno (CAL Mix 1 — AB Sciex). Os espectros de espectrometria de massa (MS) e de
massa em tandem (MS/MS) foram obtidos no modo refletor positivo a 400 Hz em MS
e 1000 Hz em MS/MS; fonte de ions com voltagem de 3400 kV em MS e 4700 kV
em MS/MS; 1000 tiros/espectro no modo MS e 2500 tiros/espectro no modo MS/MS.
Os peptideos foram identificados através de Peptide Mass Fingerprinting (PMF)
utilizando o método Collision Induced Dissociation (CID).

Os dados de massas e cargas dos peptideos foram obtidos pelo
programa AB Sciex MALDI TOF/TOF Series Explorer 4.1 e a analise do conjunto de
dados foi realizada através do programa Protein Pilot 4.0, que executou as buscas
por sequéncias homologas através da plataforma MASCOT (Matrix Science),

consultando o banco de dados do café e com filtragem para Coffea sp. na data de
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31/01/2012. Os parametros para a busca monoisotdpica foram carbamidometilacéo
de cisteina, oxidacdo de metionina e duas clivagens tripticas perdidas. As
sequéncias de cDNA obtidas foram alinhadas contra o banco de dados de ESTs do
café (http://www.http://bioinfo0O4.ibi.unicamp.br/) utilizando-se a ferramenta BLASTn
para comparacao com clusters de C. arabica e consequente identificagdo do contig
pertencente. Em seguida, a sequéncia de DNA do contig foi analisada pela
ferramenta BLASTx disposta no The Arabidopsis Information Resource (TAIR)
(http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp) ou no banco de dados do NCBI visando

a identificagao da funcao da proteina correspondente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS

As extracdes utilizando o método de precipitacdo em TCA e extragao
em fenol/SDS seguida de precipitacio em acetato de aménio mostraram-se
satisfatérias com rendimento protéico meédio de 1,8 mg/g de amostra. A obtencéo de
diversos spots com elevada resolugdo e reprodutibilidade demonstrou que a
metodologia empregada foi eficiente visando minimizar a presenca de pigmentos,
polifendis, lipidios, polissacarideos e acidos nucléicos.

Estudos de Sheoran et al. (2009) compararam analises protedmicas
em pdlen de tomate apds quatro diferentes métodos de extragdo (TCA-acetona, fenol,
tampao IEF e tampéo Tris-HCI). Eles observaram que os métodos baseados em TCA-
acetona e fenol demonstraram melhores resultados com média de 555 e 558 spots,
respectivamente e com menos impurezas e linhas nos géis 2D. Adicionalmente Wang
et al. (2003) compararam os métodos fenol, tampéao SDS e fenol/SDS em folhas de
oliveira e observaram que fenol/SDS permitiu recuperar 13% e 42% mais proteinas
que os outros, respectivamente.

A grande maioria das proteinas obtidas neste trabalho enquadrou-se
num espectro de massa molecular (MM) de 97 a 16 KDa e entre os pontos isoelétricos
(pls) 4,5 — 7 (Figura 7). Tais observacdes estdo de acordo com os trabalhos de
Guimaraes (2007) e Livramento (2008) onde foram extraidas proteinas de raiz e fruto

de café.
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Figura7 — Gel 2D com proteinas de IPR 59 60 DAF. Dentro da regido tracejada
encontram-se a maioria dos spots, entre pls 4,5—-7 e MM 97 — 16 KDa.

97 KDa

66 KDa

30 KDa

5.2 ELETROFORESE 2D

Embora existam alternativas, a eletroforese em géis 2D é a técnica
mais utilizada para resolver extratos complexos de proteinas (SHEORAN et al., 2009).
Esta técnica permite obter centenas de produtos génicos num unico gel, o que
possibilita examinar variagbes em expressdao génica em um genoma — proteinas
formadas em resposta as condi¢cdes da planta — e variagdes genéticas entre genomas
— como a caracterizagdo de mutantes ou relagdes filogenéticas (THIELLEMENT; ZIVY;
PLOMION, 2002).

Mesmo com a grande necessidade de tempo requerida, a maioria dos
estudos em protebmica comparativa de plantas envolvem eletroforeses 2D com
isoeletrofocalizagdo em primeira e SDS-PAGE em segunda dimensao (OELJEKLAUS;
MEYER; WARSCHEID, 2009; TAKAC; PECHAN; SAMAJ, 2011).

A separagdo protéica em primeira e segunda dimensdes foi
demonstrada apés a acdo do corante Coomassie Blue G-250 (Figura 7). As
amostras de cada gendétipo em cada data da maturagao foram coletadas e dividas

em trés bulks e produziram-se dois géis para cada um, totalizando seis géis por
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amostra. Foram obtidos géis com boa reprodutibilidade e qualidade para todas as
amostras. Apds deteccao, edicdo e adicao (quando necessario), os géis de IPR 59
apresentaram quantia média de spots levemente superior que os de IPR59 GDO,
sendo que IPR59 90 DAF obteve a maior quantia (350 spots) e IPR59 GDO 90 DAF
a menor (287). As médias de spots detectados em cada cultivar e data séo
demonstradas na Tabela 2. A Figura 8 ilustra exemplos de géis obtidos para cada
genotipo e data de colheita.

A sobreposigado de todos géis foi igual ou superior a 60% em cinco
das sete analises realizadas. Todavia, nas comparacoes entre IPR59 90 x 180 DAF
e IPR59 GDO 90 x 180 DAF estes numeros ficaram muito proximos, com média de
59%.

Tabela 2 — Quantia média de spots detectados em géis de perisperma de IPR59 e
IPR59 GDO nas trés datas analisadas.

Cultivar
IPR 59 IPR 59 GDO
Data da coleta N° de spots N°de spots
60 DAF 346 302
90 DAF 350 287

180 DAF 319 319
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Figura 8 — Exemplos de géis 2D obtidos a partir das amostras de IPR59 e IPR59

GDO.
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5.2.1 Diferengas de Expressao Durante o Desenvolvimento do Perisperma

ApoOs agrupar e comparar as imagens em classes foi possivel
observar diferenga de expressao entre os estadios e genadtipos analisados. Devido a
proximidade temporal, os géis referentes a 60 e 90 DAF continham um padrao
similar com apenas alguns spots presentes em um dos estadios, sendo assim a

maior diferenga foi quantitativa.
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Entre 0-90 DAF o perisperma encontra-se em intensa divisdo celular
com aumento subito de sua massa seca, enquanto aos 180 DAF este tecido ja se
transformou numa fina camada envolvendo o endosperma (DE CASTRO;
MARRACCINI, 2006) e sofreu alteragbes no perfil protéico. Algumas destas
alteragdes podem ser observadas na Figura 9 onde se observa spots de proteinas

presentes apenas a 180 DAF e outros com maior intensidade em IPRS9.

Figura 9 — Spots presentes apenas aos 180 DAF (setas pretas) ou com maior
intensidade em uma das datas de maturagéo (setas amarelas).

IPR59
+ 90 DAF

IPR59
180 DAF

Foram realizadas quatro analises comparando o0s géis
correspondentes as diferentes datas de maturagcdo dos frutos para cada gendtipo.
Os géis escolhidos como master (referéncia) pertenciam ao menor periodo de
maturagao do fruto.

Na comparacéo entre IPR59 60 DAF x 90 DAF (analise 1) foram
identificados 36 spotfs com expressdo diferencial, destes 8 estavam presentes
apenas a 60 DAF e 16 apenas a 90 DAF. Outros 12 spots obtiveram variagao de
expressédo de, no minimo, +1,5x em %Vol, sendo 8 up-regulated aos 60 DAF. Em
média foram reconhecidos 296 spots (67,4%) dos géis de 90 DAF sobre o master.

Os spots 574 e 1242 demonstraram variagao de expressao de +2,33x e +2,43x aos
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60 DAF, enquanto os spots 1179 e 434 aumentaram em +2,64x e +2,28x a 90 DAF

(Figura 10). Os valores de diferencas de expressao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Spots com maior diferenga de expressao na comparacgao entre IPR59 60
DAF x 90 DAF com variagao quantitativa acima de 1,5x (p<0,05).

pl/MM Estadio de

Spot (KDa) desenvolvimento Variagao
574 5,33/81 60 DAF 2,33x
1242 5,29/18 60 DAF 2,43x
1105 4,88/24 60 DAF 1,81x
895 5,26/37 60 DAF 1,72x
1204 4,99/19 60 DAF 1,75x
1185 4,63/20 60 DAF 1,61x
622 4,94/74 60 DAF 1,61x
1031 4,90/29 60 DAF 1,50x
1179 5,33/20 90 DAF 2,64x
434 6,43/101 90 DAF 2,28x
812 6,15/53 90 DAF 1,97x
900 6,52/42 90 DAF 1,86x

Figura 10 — Spots com maior diferenca de expressdao em cada condigdo na
comparacao entre IPR59 60 DAF x 90 DAF.
4« >7 4« >7

S io0h « 1242

IPR59 60 DAF IPR59 90 DAF

Analisando IPR59 GDO 60 DAF x 90 DAF (analise 2) observou-se
34 spots diferencialmente expressos, porém 25 estavam presentes apenas a 60
DAF. Em média foram reconhecidos 256 spots (74%) dos géis de 90 DAF sobre o

master. Entretanto os spots considerados pelo software como diferencialmente
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expressos nesta analise ndo estavam presentes nos trés géis de cada condicao e,
apos a aplicagao do teste T de Student, ndo foram obtidas diferencas de expressao
significativas. Possivelmente a qualidade inferior dos géis obtidos com amostras de
90 DAF tenha influenciado na pequena quantia de spots encontrados apenas em 90
DAF (9 spots), tendo em vista que muitos ndo estavam bem definidos nos géis.

A analise entre IPR59 90 DAF x 180 DAF (analise 3) indicou 130
spots presentes apenas a 90 DAF e 5 spots presentes apenas a 180 DAF,
demonstrando a grande variagdo entre os perfis protéicos inicial e final do
perisperma. Outros 39 spots obtiveram variacdo de expressado de, no minimo, +1,5x
em %Vol, sendo 29 up-regulated aos 90 DAF. Os valores dos principais spots com
diferencas de expressao sao representados na Tabela 4. A média de spots protéicos
reconhecidos dos géis de 180 DAF sobre o master foi de 229 (59,9%) e as maiores
variagcdes em %Vol aos 90 DAF foram dos spots 2322 (+23,59x) e 1379 (+2,98x) e
aos 180 DAF aos spots 1178 (+8,5x) e 3115 (3,28x) (Figura 11).

Tabela 4 - Spots com maior diferenca de expressao na comparacao entre IPR59 90
DAF x 180 DAF com variagao quantitativa acima de 1,5x (p<0,05).

pl/MM Estadio de

Spot (KDa) desenvolvimento Variagdo
2322 5,14/20 90 DAF 23,59x
1379 6,23/61 90 DAF 2,98x
2324 5,16/17 90 DAF 2,58x
1868 6,70/29 90 DAF 2,45x
2319 5,00/19 90 DAF 2,45x
1718 6,97/38 90 DAF 2,24x
1761 6,05/32 90 DAF 2,09x
3115 5,77/23 180 DAF 3,28x
1178 6,31/93 180 DAF 8,50x
2046 6,09/25 180 DAF 2,96x
2373 6,47/17 180 DAF 2,82x
2051 6,32/25 180 DAF 2,63x
1323 6,45/70 180 DAF 2,26x
2180 5,35/22 180 DAF 2,20x

1296 5,67/68 180 DAF 2,10x




52

Figura 11— Spots com maior diferenca de expressdao em cada condicdo na
comparacgao entre IPR59 90 DAF x 180 DAF.
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A comparagao entre IPR59 GDO 90 DAF x 180 DAF (analise 4)
apresentou 66 spots expressos somente aos 90 DAF e 2 spots somente aos 180
DAF. Observou-se variagao de expressao de, no minimo, +1,5x em %Vol, em 23
spots, destes 19 foram up-regulated aos 90 DAF. Em média foram reconhecidos 194
spots de proteina (59%) dos géis de 180 DAF sobre o master. As maiores variagdes
de expressao referiram-se aos spots 962 (+22,37x) e 966 (+5,35x) para as amostras
de 90 DAF e 765 (+2,97x) para as amostras de 180 DAF (Figura 12). Os valores das

principais diferencas de expressao sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Spots com maior diferenga de expressdo na comparacgao entre IPR59
GDO 90 DAF x 180 DAF com variagao quantitativa acima de 1,5x

(p<0,05).

/MM Estadio de o
Spot %(Da) desenvolvimento Variagao
966 4,98/19 90 DAF 5,34x
962 5,17/19 90 DAF 22,37x
782 6,04/30 90 DAF 5,24x
681 6,69/42 90 DAF 4,20x
961 6,30/19 90 DAF 2,58x
684 6,28/36 90 DAF 2,38x
978 6,45/19 90 DAF 2,02x
639 6,67/48 90 DAF 2,02x
588 5,35/52 90 DAF 2,00x
763 6,10/28 90 DAF 1,98x
743 6,08/30 90 DAF 1,95x
691 5,53/36 90 DAF 1,90x
765 5,20/28 180 DAF 2,97x
802 6,40/28 180 DAF 1,82x
996 6,43/18 180 DAF 1,75x

Figura12 — Spots com maior diferenca de expressdao em cada condicdo na
comparacgao entre IPR59 GDO 90 DAF x 180 DAF.
4« >7 4 < > 7
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5.2.2 Diferengas de Expressao Entre as Variedades IPR59 e IPR59 GDO

Foram realizadas trés analises comparando os géis correspondentes
as mesmas datas de maturacdo dos frutos entre os dois gendtipos. Os geéis
escolhidos como master pertenciam a amostra de IPR59 da respectiva data de
coleta.

O teste entre IPR59 x IPR59 GDO 60 DAF (analise 5) demonstrou
64 spots diferencialmente expressos, sendo 32 presentes apenas em IPR59 e outros
17 com maior expressao nesta variedade contra 8 encontrados apenas em |IPR59
GDO e 7 expressos positivamente. Em média foram reconhecidos 274 spots
(78,78%) dos géis de IPR59 GDO 60 DAF sobre o master. Os spots com maior
variagdo de expressdo em IPR 59 foram 650 (+2,33x) e 739 (+2,17x) e em IPR59
GDO foram 645 (+1,65x) e 1222 (+1,51x) (Figura 13). Os valores das diferencas de

expressao sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Spots com maior diferenga de expressdo na comparagao entre IPR59 x
IPR59 GDO 60 DAF com variagado quantitativa acima de 1,5x (p<0,05).

Spot ‘()%E/I;V)I Gendtipo Variacao
650 6,20/68 IPR59 2,33x
739 5,31/55 IPR59 2,17x
574 5,33/85 IPR59 1,95x
482 6,77/94 IPR59 1,87x
1192 4,43/20 IPR59 1,69x
955 5,78/34 IPR59 1,57x
732 5,65/55 IPR59 1,54x
881 5,49/42 IPR59 1,52x
718 5,27/57 IPR59 1,51x

645 5,82/74  IPR59 GDO 1,65x
1222 5,75/23  IPR59 GDO 1,51x
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Figura13 - Spots com maior diferenca de expressdao em cada condicdo na
comparacgao entre IPR59 x IPR59 GDO 60 DAF.
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A
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Comparando IPR59 x IPR59 GDO 90 DAF (analise 6) foram
observados 48 spots diferenciais, sendo 42 expressos somente em IPR 59 e outros
4 spots com maior %Vol nesta variedade. Outros 2 spots continham maior %Vol em
IPR59 GDO. Em média foram reconhecidos 261 spots (79,9%) dos géis de IPR59
GDO 90 DAF sobre o master. As maiores variagdes positivas em expressao nas
amostras de IPR59 referiram-se aos spots 547 (+1,92x) e 486 (+1,88x) enquanto em
IPR59 GDO referiram-se os spots 750 (+2,18x) e 1306 (+1,58x) (Figura 14). Os

valores das diferengas de expressao sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Spots com maior diferenga de expressao significativa na comparagéao
entre IPR59 x IPR59 GDO 90 DAF com variagao quantitativa acima de
1,5x (p<0,05).

pl/MM ” I
Spot (KDa) Genotipo Variacao
547 6,81/96 IPR59 1,92x
486 6,46/110 IPR59 1,88x
869 6,27/45 IPR59 1,75x
621 5,24/79 IPR59 1,70x

750 5,68/60 IPR59 GDO 2,18x
1306 5,16/20 IPR59 GDO 1,57x
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Figura 14 — Spots com maior diferenca de expressao em cada condi¢ao na analise
entre IPR59 x IPR59 GDO 90 DAF.
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Na comparagao entre IPR59 x IPR59 GDO 180 DAF (analise 7)
foram observados 52 spots diferencialmente expressos, sendo 43 presentes
somente em IPR59 e 1 presente somente em IPR59 GDO. Destes, 8 demonstraram
variagdo em %Vol de +1,5x, sendo 7 up-regulated em IPR59. Em média foram
reconhecidos 207 spots (87%) dos géis de IPR59 GDO 180 DAF sobre o master. As
maiores variacdes de expressao positivas em IPR59 referiram-se aos spots 3554
(2,29%x) e 3513 (+2,12x) e em IPR59 GDO ao spot 3730 (+1,59x) (Figura 15). Os

valores das diferengas de expressao sao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Spots com maior diferenga de expressao significativa na comparacéao
entre IPR59 x IPR59 GDO 180 DAF com variagdo quantitativa acima
de 1,5x (p<0,05).

Spot F()%E/I;V)I Genotipo Variacao

3554 6,97/24 IPR59 2,29x
3513 5,84/31 IPR59 2,12x
3467 6,20/51 IPR59 2,10x
3539 5,80/26 IPR59 1,77x
3432 5,75/57 IPR59 1,70x
3450 5,71/46 IPR59 1,62x
3435 6,06/50 IPR59 1,53x

3730 5,81/15 IPR59 GDO 1,59x

Figura 15 — Spots com maior diferenga de expressao em cada condi¢do na analise
entre IPR59 x IPR59 GDO 180 DAF.

4 <« > 7 4 < > 7
o ]
e b‘ 97 KDa . '
£ ' - (34350 P
, 343501 ‘ “ 3437
" 66 KDa - -
by ey "._. sl & AS st
: - 3467 t - ’ e ¥ ; 3467
3513 .
# 3513 ” 30 KDa . { }450 : b A
539- S " 3530
- « '“-’ e ‘3554 ] k" >eo o
‘ .- 20 KDa - 3554
*&c‘!t soh — : ‘-W‘ o ,
* 3730 s pee o
. 3730
o Y ® s - * . .
= e & S g
IPR52 180 DAF IPR59 GDO 180 DAF

As comparagdes que apresentaram maior quantia de spots up/down-
regulated foram entre IPR59 90 x 180 DAF (39 spots), IPR59 x IPR59 GDO 60 DAF
(24 spots) e IPR59 GDO 90 x 180 DAF (23 spots). A Tabela 9 demonstra as quantias

de spots presentes e up-regulated em cada condi¢cao nas diferentes comparagdes.
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Tabela9 — Quantia de spots presentes e up-regulated em cada condigdo nas
diferentes comparagdes realizadas.

Comparacgao
IPR59 60 x 90 DAF

36 Spots diferenciais

Spots presentes em cada condicao Spots up-regulated em cada condigao
8 aos 60 DAF 8 aos 60 DAF
16 aos 90 DAF 4 aos 90 DAF

IPR59 90 x 180 DAF

174 Spots diferenciais

Spots presentes em cada condicao Spots up-regulated em cada condigao
130 aos 90 DAF 29 aos 90 DAF
5 aos 180 DAF 10 aos 180 DAF

IPR59 GDO 90 x 180 DAF

91 Spots diferenciais

Spots presentes em cada condicao Spots up-regulated em cada condigao
66 aos 90 DAF 19 aos 90 DAF
2 aos 180 DAF 4 aos 180 DAF

IPR59 x IPR59 GDO 60 DAF

64 Spots diferenciais

Spots presentes em cada condigao Spots up-requlated em cada condigéo
32 em IPR59 17 em IPR59
8 em IPR59 GDO 7 em IPR59 GDO

IPR59 x IPR59 GDO 90 DAF

48 Spots diferenciais
Spots presentes em cada condigdo Spots up-regulated em cada condigao
42 em IPR59 4 em IPR59

2 em IPR59 GDO

IPR59 x IPR59 GDO 180 DAF

52 Spots diferenciais

Spots presentes em cada condicao Spots up-regulated em cada condigao
43 em IPR59 7 em IPR59
1 em IPR59 GDO 1 em IPR59 GDO

5.3  IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

Dentre os spots considerados com diferencas de expressao
significativas e presenga/auséncia, 95 foram selecionados para analise por
espectrometria de massas e 25 foram identificados com significancia. Estes spots
continham volumes de proteinas visando favorecer as identificagdes via
espectrometria.

As identificagcbes por espectrometria de massas das proteinas foram
consideradas significativas segundo o algoritmo MASCOT utilizando-se o score de
probabilidades Mowse. A significancia é representada pelo score calculado por -

10*Log(P), onde P é a probabilidade de que o alinhamento obtido seja um evento
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randémico. MASCOT Scores superiores a 72 foram considerados significativos
(p<0,05). A busca dos peptideos nos bancos de dados de transcriptoma do projeto
Genoma Café permitiu a identificagdo das sequéncias de ESTs correspondentes.
Apds a confirmagdo da homologia foi utilizado o banco do genoma de Arabidopsis
sp. para definigdo funcional das proteinas. Em alguns casos a definicdo funcional
das proteinas foi realizada utilizando o banco de dados do NCBI através da
ferramenta tBLASTn. Os 25 spots identificados corresponderam a 17 proteinas que
sdo demonstradas na Tabela 10 de acordo com o gendtipo e estadio de maturagéo
em que se encontravam up-regulated.

As proteinas identificadas foram categorizadas funcionalmente, de
acordo com a literatura, para possibilitar melhor entendimento a respeito de sua
expressao diferencial nos diferentes estadios de maturagéo e gendtipos analisados
(Figura 16). A maior propor¢ao de proteinas encontrou-se em trés dos oito grupos
formados, com maior quantia de spots relacionados ao desenvolvimento celular (6
spots), reserva (5 spots), e metabolismo de carboidratos (4 spots). O primeiro grupo
constituiu-se da proteina 11S, principal componente protéico das sementes,
enquanto os outros dois refletiram a condigcdo do perisperma de tecido em rapido
desenvolvimento, cuja requisicdo € por proteinas formadoras de citoesqueleto,
quitinases (DE CASTRO; MARRACCINI, 2006), e envolvidas em sintese/degradacéo
de carboidratos. Proteinas envolvidas com processos metabdlicos de
oxidagao/redugao (3 spots), metabolismo de metionina (3 spots), fotossintese (2
spots), sintese de ATP (1 spot) e processamento de RNA (1 spot) também foram
observadas neste trabalho.

A seguir serdo discutidos trés grupos de proteinas buscando relagéo
com desenvolvimento do fruto. As demais proteinas identificadas continuam em
analise e espera-se que contribuam para o melhor entendimento da dinamica de

maturagao dos frutos em estagio inicial de desenvolvimento.
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Figura 16 — Agrupamento funcional das proteinas identificadas por espectrometria
de massa. Os numeros indicam a quantia de spots de cada
grupamento.
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Tabela 10 — Identificacao de proteinas em perisperma de café das cultivares IPR59 e IPR59 GDO aos 60, 90 e 180 DAF por
analises em MALDI-TOF-TOF. Os numeros entre parénteses nos spot IDs referem-se as analises correspondentes.

Spot ID*

Sequéncias ®

Score Cobertura

C

D

Acesso

Proteina (NCBI)

MM (KDa)/pl
observado E

MM (KDa)/pl
esperado "

Variagao
(%Vol)

IAPAR 59 — 60 DAF

877(5)

1204(1)

739(5)

1031(1)

1242(1)

DAYVGDEAQSKR

IWHHTFYNELR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK
TTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILR
GYMFTTSAER

LAYVALDFEQELETAK
NYELPDGQVITIGNER

GIQVLLSLGGAPNLSSR
RDFLDDLAK
LFLGLPASPEAAPSGGFIPHR
KSMISLLWMSKFLSLSYER
NKYNIIP

RDFLDDLAK
LFLGLPASPEAAPSGGFIPHR
KSMISLLWMSKFLSLSYER
NKYNIIP

GGFLEKVK
LVSGLIPDAGTLHAHGSETVK
IPLTLIYDDIK
STYDDIKPGSIIPYR

RFETCYQIALAIK
AGINVIQIDEAALR
YGAGIGPGVYDIHSPR

218

115

111

105

99

46%

29%

22%

31%

20%

Actina gi|311170725

Inibidor de xilanase gi|315858245

similar a quitinase

Inibidor de xilanase 9i[315858245

similar a quitinase

gi[311207563
Extensina

gi|315838194
Metionina sintase

36/5,53

19/4,99

55/5,30

29/4,90

18/5,29

27/5,39

28/8,36

28/8,36

19/4,79

24/5,63

1,50

1,75

2,17

1,50

2,43



Continuagao

881(5)

658(5)

1302(5)

VAPEEHPVLLTEAPLNPK
TTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILR
GYSFTTTAER

SYELPDGQVITIGSER

NQSHLPPTVVDLGYNGTDTDATDIER
AGDAPSPGAGSIEAIPHIPIHR
DIVFYSHHANVDR

MGYIYPK

AGGLGDLKYPLISDITR
YPLISDITR
SISAAYNVLIPDQGIALR
GLFIIDKEGVIQHATINNLAIGR
EGVIQHATINNLAIGR
SVDETLR

92

75

153

62

o gi|315797727
38% Actina 7

. gi[311170889
26% Polifenoloxidase

26% Cisteina gi|311189629

peroxirredoxina

42/5,50

67/6,35

15/4,9

21/4,81

2715,77

27/8,42

1,50

1,70

Presenca ©

IAPAR 59 — 90 DAF

547(6)

486(6)

1379(3)

AGINVIQIDEAALR
KAEHAFYLDWAVHSFR
YGAGIGPGVYDIHSPR
IPSTEEIADR
YAEVKPALPNMVAAAK

DILTVNGLFPGPTLHLR
VITEEIGTLWWHAHSDWSR
ATVHGAIIIYPK

SNIEIHTFNQSQYPR
VQLLEIAQVPDEHVNEFK

171

84

75

gi|315894267

0,
41% Metionina sintase

o gi|311183838
23% Lacase 14

Nucleosideo gi|311199541
trifosfato hidrolase
contendo p-loop

16%

96/6,81

110/65

61/6,23

19/5,19

24/6,46

22/5,74

1,56

1,88

2,98



Continuagao

1072(1)

LNAQEPSFR

LPHYSNVPK

QRFPDR

KFFLAGNPQQGGGK
KFFLAGNPQQGGGKEGHQGQQQQHR
EGHQGQQQQHR

141

23%

118

63

gi|315799388

27/6,09

23/5,14

Presenca

G

IAPAR 59 — 180 DAF

1178(3)

3126(3)

3435(7)

LSENIGLPQEADVFNPR
ITTVNSQKIPILSSLQLSAER
IPILSSLQLSAER
VFDDEVK
QGQLIIVPQYFAVIK
KAGNQGFEYVAFK
AIPEEVLR
SSFQISSEEAEELKYGR
YGRQEALLLSEQSQQGK

NSPPEFQK
FVEKDGIDYAAVTVQLPGGER
DGIDYAAVTVQLPGGER

VPFLFTIK
QLVASGKPESFSGEFLVPSYR
GSSFLDPK
GGSTGYDSAVALPAGGRGDEEELVKENIK
SKPETGEVIGVFESVQPSDTDLGSK

IILELSAR

TYVHER

VYDEFVEK
SVGDPFRQEIEQGPQVDSEQFEK
EEIFGPVQSILKFK

FKDLDEVIR

DLDEVIR
YGLAAGVFTQNLDTANR

298

200

92

45%

57%

31%

118

Subunidade Il de
fotossistema —
PSBO-2

Aldeido
desidrogenase

0i|315824538

gi|311175374

gi|311210926

776,30

20/5,50

50/6,10

2717,92

23/5,21

28/5,25

8,50

4,55

1,53



Continuagao

3450(7)

3467(7)

2051(3)

FSVAFWHTFR
IRPLWGTAQLFLHPR
KAIEVTHYLGGENYVFWGGR
HQYDWDAATSANFLR

CKRMPLR
HRFPAGLANTYQSVFR
VVAGPWCSSASGSISSSSSSSK
TEEAKQRALR

RFCFCR

HQYDWDAATSANFLR

LNAQEPSFR
LPHYSNVPK
QRFPDR
KFFLAGNPQQGGGK
FFLAGNPQQGGGK
EGHQGQQQQHR

88

74

284

23%

41%

23%

64

gi|311153589
Xilose isomerase

gi[315912309
Snuportina |

gi[315799388
118

46/5,70

51/6,20

25/6,32

29/6,28

22/9,37

23/5,14

1,62

2,10

2,60

IAPAR 59 GRAUDO - 60 DAF

1222(5)

763(5)

RRMASEK
YTADLSQR
WNIFWLDER
LAYDGFLSK
VSIPGGQIFPINDKK
SPEGAAEDYEALHR
WVTFITNSPKPPPPR

VNQIGSVTESIEAVR
YNQLLR
IEEELGADAIYAGASFR

85

80

29%

19%

6-
fosfogluconolacton
ase

gi[311151443

gi|311194660
Enolase

23/5,70

60/5,60

29/6,60

22/6,25

1,51

2,34



Continuagao

65

IAPAR 59 GRAUDO — 90 DAF

777(4)

1306(6)

673(4)

NAPPEFQK

DGIDYAAVTVQLPGGER

VPFLFTIK
QLVASGKPESFSGEFLVPSYR
GSSFLDPK
GGSTGYDSAVALPAGGRGDEEELVKENIK
SKPETGEVIGVFESVQPSDTDLGSK
IQGIWYAQLE

GIQVLLSLGGAPNLSSR
LFLGLPASPEAAPSGGFIPHR
TLTFGRRSK

TIFHLNPSGR
FVIGGPHGDAGLTGR
VDRSGAYIVR

SVVASGLAR

TAAYGHFGR
TAAYGHFGRDDPDFSWETVK

298

115

97

53%

18%

32%

Subunidade Il de gi|311151577
fotossistema —
PSBO-2

Inibidor de xilanase gi[315856796

similar a quitinase

S-adenosil- gi|315888077

metionina sintase

29/5,88

20/5,16

44/6,60

26/6,03

28/6,66

21/9,36

2,91

1,57

Presenca ©

IAPAR 59 GRAUDO - 180 DAF

1050(4)

3730(7)

LSENIGLPQEADVFNPR
IPILSSLQLSAER
VFDDEVK
QGQLIIVPQYFAVIK
AGNEGFEYVAFK
AIPEEVLR
SSFQISSEEAEELKYGR

LSENIGLPQEADVFNPR
IPILSSLQLSAER
AGNEGFEYVAFK
AIPEEVLR
SSFQISSEEAEELKYGR

278

118

42%

36%

gi[315906117
118

gi|315909955
11S

16/6,04

15/5,81

24/7,11

20/7,04

Presenca ©

1,58
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A: o numero entre parénteses refere-se a analise a que pertencia o spot identificado.
1 —IPR59 60 x 90 DAF
3 —IPR59 90 x 180 DAF
4 — IPR59 GDO 90 x 180 DAF
5 - IPR59 x IPR 59 GDO 60 DAF
6 — IPR59 x IPR 59 GDO 90 DAF
7 — IPR59 x IPR 59 GDO 180 DAF
B: sequéncias de peptideos identificados por MS.
C: MASCOT score (baseado na probabilidade do alinhamento obtido ser randémico [p<0,05]).
D: cobertura dos peptideos identificados em relacéo a sequéncia completa da proteina.
E: massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (pl) experimentais observados através do software Image Master 2D.
F: massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (pl) preditos através da identificagao pela ferramenta MASCOT.
G: spots observados somente no gendtipo e estagio de maturagao na comparacgéao realizada.
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5.3.1 Proteina de Reserva 11S

As sementes utilizam proteinas de reserva como fonte de nitrogénio
em sua germinagdo. Dicotileddneas sintetizam predominantemente globulinas para
esta funcao e, dentre as principais encontram-se a 7S, 12S e 11S. Estas proteinas
sdo sintetizadas como grandes precursores que sofrem modificagdes pos-
traducionais e a proteina final apresenta dimeros polipeptidicos formados por
subunidades a e B unidos por pontes dissulfeto (MIERNICK; HAJDUCH, 2011).

A proteina 12S é composta por seis dimeros com cerca de 55 KDa
cada, enquanto a 11S é constituida por um dimero com subunidades de cerca de 30
e 20 KDa. Esta configuracdo pode ser observada em géis 2D onde ha a separacgéo
das subunidades em regidbes com MM e pl diferentes (ROGERS et al., 1999;
MIERNICK; HAJDUCH, 2011).

O perisperma € um tecido com rapido desenvolvimento metabdlico
que surge no inicio da maturagdo do fruto e continua ativo até cerca de 180 DAF,
quando tem seu espaco tomado pelo endosperma e continua presente apenas como
uma fina camada ao redor deste. Neste estudo foi possivel observar a evolugao do
acumulo de proteina 11S neste tecido nos dois gendtipos estudados. Nos géis de 60
DAF nao havia spots de proteina 11S com volume minimo detectavel pelo programa
Image Master, porém aos 90 e 180 DAF tornou-se marcante a presenca de spots
desta proteina, o que permite inferir que o acumulo de 11S no perisperma comeca
durante seu estadio intermediario e aumenta substancialmente em volume até o final
de sua fase de grande desenvolvimento metabdlico.

Em IPR59 aos 90 DAF o spot 1072 (1) apresentou %Vol 0,66
enquanto aos 180 DAF a %Vol reduziu para 0,47. Esperava-se um aumento na
%Vol, todavia houve ma separagdo entre este spot e o 1124 — que se encontrava
logo abaixo — nos geéis de 90 DAF, dificultando o céalculo da abundéancia pelo Image
Master. Aos 180 DAF o ponto 1124 encontrava-se isolado e 2,96x up-regulated
(evolucao de 1,44 para 6,6 em %Vol) (Figura 17).

O spot 2051 (3) continha acumulo 2,60x maior em IPR59 aos 180
DAF (evolugdo de 0,36 para 1,63 em %Vol) enquanto o spot 1178 (3) apresentou
expressao 8,50x maior neste estadio que em 90 DAF (evolu¢do de 0,16 para 1,83
em %Vol). Outros spots (1124, 1120, 1048 e 1071), embora ndo identificados via

espectrometria de massas, foram considerados como subunidades da 11S (devido



68

tanto a similaridade com o padrao dos géis de Rogers et al.,, [1999] como a

proximidade entre eles) e também apresentaram maior acumulo em %Vol de 90 DAF
para 180 DAF (Tabela 11 e Figura 17).

Nos géis de IPR59 GDO dois spots foram identificados como 11S,
sendo o spot 1050 (4) presente somente aos 180 DAF e 3730 (7) 1,58x mais

abundante neste gendtipo que em IPR59. O spot 3730 também foi observado na

analise entre IPR59 90 x 180 DAF, porém sem diferenga de expressdo, mas néao foi

detectado em IPR59 GDO 90 DAF. As comparacdes entre spots diferenciais de

IPR59 GDO 60 e 90 DAF nao foram significativas e a abundancia dos spots para

11S foi muito baixa nestes géis. Todavia, o acumulo desta proteina pode ser

observado na transicdo de 90 para 180 DAF representado por alguns spots como

882 e 880 (Tabela 11).

Tabela 11 — Evolugdo em %Vol dos spots pertencentes as subunidades da proteina
11S identificados ou ndo por espectrometria de massa nos géis de
IPR59 e IPR59 GDO. Os numeros entre parénteses referem-se a
correspondéncia entre os spots nos diferentes gendtipos.

Gendtipo
IPR59 IPR59 GDO

Spot %Vol 90  %Vol 180 Spot %Vol 90  %Vol 180
DAF DAF DAF DAF
1072 0,66 0,46 1072 (834) 0,30 0,29
1178 0,94 0,08 1178 (461) 0,13 1,55
2051 0,36 1,63 2051 (880) 0,16 5,19
1050 (3731) - 0,97 1050 - 2,44
3730 0,15 0,16 3730 (1056) - 0,33
1124* 1,44 6,60 1124 (1138) 0,06 4,23
1120* 0,58 1,11 1120 (883) 0,05 0,73
1048* 0,31 0,48 1048 (882) 0,16 0,39
1071* 0,34 1,66 1071 (915) 0,13 0,39

* spot nao identificado por MS



69

Figura 17 — Evolucado de spots representantes de subunidades da proteina 11S
identificados por espectrometria de massas ou localizados préximos a
estes em géis de IPR59 90 e 180 DAF. Abaixo visdo tridimensional
mostrando os spots 1124 e 2051. A: IPR59 90 DAF. B: IPR59 180
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A proteina 11S foi descrita em café como estritamente

1124

2051

endospermatica e responsavel por 45% do conteudo protéico deste tecido
(ROGERS et al, 1999). Sua presenca foi detectada em diversos estudos
protedmicos posteriores envolvendo frutos maduros, graos, sementes e embrides de
café (GIL-AUGUSTI et al., 2005; LIVRAMENTO, 2008; KOSHINO et al., 2008).
Bandil (2008) detectou a proteina 11S em frutos em estagio inicial de
desenvolvimento, todavia sem separacdo de tecidos. Dados de transcriptoma
revelaram gene para 11S em frutos de Coffea canephora em estagio intermediario
de desenvolvimento, quando ha presencga de perisperma e endosperma (LIN et al.,
2005), porém ainda nao havia evidéncias eletroforéticas ou relatos protedmicos na
literatura demonstrando sua presenca neste tecido apés ser separado do fruto.

O padréo de localizagdo nos géis dos spots referentes a proteina
11S em perisperma demonstrou-se muito similar ao descrito por Rogers et al. (1999)
em seu estudo com material endospermatico. Foram identificados spots na regiao

superior do gel que representam polipeptideos provenientes da fragmentagao do
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braco B desta proteina e nas regides entre 50 e 20 KDa, representando as
subunidades a e [ tipicas desta proteina (Figura 18).

Porém foram também observados fragmentos com MMs diferentes
do esperado pelo padrao de identificacao da proteina 11S, como exemplo os spots
1178 (3) e 1050 (4) para os quais eram esperadas MMs 27 e 20 KDa e foram
observadas 77 e 15 KDa. Ochuodho, Modi e Beukes (2006) comentam que
extragdes utilizando agentes redutores, como DTT, podem fragmentar as pontes
dissulfeto existentes entre as subunidades destas proteinas e produzir fragmentos
com diferentes MM. Os autores observaram este padrao estudando proteina 12S de
Cleome gynandra (pertencente a ordem Capparales junto de Arabisopsis sp. e
Brassica sp.) onde um padréo inicial de polipeptideos com 41-48, 25-28 e 15-17 KDa
foi modificado apds reducdo. Os polipeptideos com cerca de 41-48 KDa
desapareceram apos o tratamento e surgiu um padrdo de banda com 62 KDa,
enquanto polipetdideos com cerca de 27, 18 e 13 KDa aumentaram sua
acumulacao. gel de IPR59 90 DAF. C: gel de IPR59 180 DAF.

Figura18 — Comparacado entre a localizagdo dos spots identificados como
subunidades da proteina 11S em gel SDS-PAGE publicado por
Rogers et al. (1999) e em géis obtidos neste trabalho. A: gel de Coffea
arabica Caturra (ROGERS et al., 1999). B: gel de IPR59 90 DAF. C:
gel de IPR59 180 DAF.
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5.3.2 Metabolismo de Metionina

Dentre os compostos envolvidos com a qualidade da bebida a
cafeina tem um papel como estimulante, mas também esta relacionada com o seu
amrgor. Este alcaléide derivado de purinas tem sua via principal de biossintese
caracterizada por uma sequéncia de reagdes de metilagdo dos seus precursores,
com os grupos metil sendo doados pela S-adenosil-metionina (SAM), que é fruto da
conversdo de metionina e ATP pela S-adenosil-metiona sintase (SAM-sintase) (E.C.
2.5.1.6) (DOORSSELAERE et al., 1993; ASHIHARA; SANO; CROZIER, 2008;
GRILLO; COLOMBATTO, 2008).

Em plantas a metionina ndo figura somente como aminoacido
essencial, mas tem papel importante como precursora da SAM. A enzima
responsavel por catalisar o ultimo passo de sua sintese € a metionina sintase (MS)
(E.C. 2.1.1.13), utilizando homocisteina como substrato (GAKIERE et al., 2000).

Apos estudar as variedades Moca e Catimor de C. arabica, Koshiro
et al. (2006) observaram o padrdo de expressao de um gene codificante da MS
aliado a outros relacionados a via biossintética de alcalodides purinicos e concluiram
que a sintese ativa de cafeina ocorre em perisperma e pericarpo de frutos em
estagio inicial de desenvolvimento (cerca de 60 DAF) e endosperma de frutos
intermediarios (150 — 180 DAF).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a cultivar
IPR59 apresentou expressao diferencial de MS mais cedo que IPR59 GDO. Aos 60
DAF o spot 1242 (1) estava 2,43x mais expresso, ao passo que nos géis de IPR59
GDO néao foi detectado este spot. Aos 90 DAF, comparando diretamente as duas
cultivares, a MS estava 1,92x mais expressa em IPR59 — spot 547 (6). Nao houve
presenca destes spots nos géis de 180 DAF e nem mesmo identificacao de outros
spots como MS neste estadio, o que corrobora a afirmacdo de que a expressao
desta proteina em perisperma ocorre no inicio do desenvolvimento também para
estas cultivares de C. arabica.

Enquanto a MS estava downregulated em IPR59 GDO, a SAM-
sintase encontrava-se presente somente aos 90 DAF — spot 673 (4) — na analise
entre 90 e 180 DAF, confirmando o padrdo de expressdo em estagios iniciais do
perisperma. A Figura 19 demonstra os spots com expressao diferencial relacionados

ao metabolismo de metionina observados neste trabalho.
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Figura 19 — Spots diferencialmente expressos relacionados ao metabolismo de
metionina identificados por espectrometria de massa a partir dos géis
de IPR59 e IPR59 GDO.
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Embora o efeito estimulante do café seja um dos motivos de sua
grande popularidade, muitos consumidores preferem cafés descafeinados. Todavia
os meétodos de retirada da cafeina utilizam produtos quimicos toxicos e a bebida
costuma ter qualidade inferior. Uma alternativa a estes processos € o melhoramento
de variedades ja existentes cujos frutos naturalmente possuem pouca cafeina por
apresentarem sua via de biossintese defeituosa (BORRELL, 2012). Desta forma o
conhecimento da expressao de proteinas relacionadas a sintese deste alcaloide
pode contribuir em trabalhos visando a obtencao de cafeeiros livres de cafeina, mas
que produzam bebida de boa qualidade

Outra possivel explanagcdo a respeito da maior expressao destas
proteinas em estagios iniciais de desenvolvimento do fruto é o envolvimento na
sintese do hormoénio etileno. A metionina € precursora deste hormdnio, sendo
convertida pela SAM-sintase na SAM. Em seguida a ACC-sintase coverte SAM em
ACC e a ACC-oxidase produz etileno (YANG; HOFFMAN, 1984; WANG,; LI; ECKER,
2002).

Em frutos climatéricos, a maturagcao é caracteristica por demonstrar
um grande aumento na produgdo de etileno que promove os eventos seguintes,
como amolecimento da parede celular, mudanca de cor e de composi¢cao quimica e
uma queda na concentragdo proxima do estadio de abscisdo (PEREIRA et al.,
2005). Este padréo foi demonstrado em café utilizando ferramentas moleculares por
Pereira et al. (2005), onde a concentragao do gas partiu de um nivel basal 0,25 nL/g
em frutos verde cana (~140 DAF) e chegou a 1,5 nL/g em frutos vermelhos (~200

DAF), para depois reduzir a 1 nL/g em frutos passa (~220 DAF).
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A expressao de proteinas relacionadas com metionina observadas
neste trabalho pode sugerir que o fruto esteja produzindo e reservando precursores
para a futura sintese do etileno ja em seus estagios iniciais de desenvolvimento
perispermatico, e que ha diferenca no padrdo deste acumulo entre as cultivares. A
expressao de MS aos 60 DAF somente em IPR59 (spot 1242 [1]) e 1,92x maior em
IPR59 90 DAF do que em IPR59 GDO (spot 547 [6]) pode permitir o inicio da sintese
do etileno mais cedo em IPR59. Em IPR59 GDO esta menor expressao aliada a
presenga de SAM-sintase somente aos 90 DAF (spot 673 [4]) pode manter o fruto
por maior tempo na etapa de enchimento do perisperma, com consequente aumento
no tamanho do fruto antes de deflagrar o final da maturagdo. Um padrao similar de
expressao génica para expansinas foi recentemente observado, onde em frutos de
IPR59 GDO a expressao foi prolongada até os 90 DAF, enquanto em IPR59 foi
somente até os 60 DAF (BUDZINSKI et al., 2011). Dados de maturagao de frutos de
IPR59 GDO também demonstram um periodo de maturagdo maior, com uma
colheita mais tardia que IPR59, corroborando para a hipétese de um periodo mais
prolongado no desenvolvimento do fruto.

A auséncia de spots para estas proteinas em géis de 180 DAF é
coerente com resultados em tomate, também climatérico, obtidos por Faurobert et al.
(2007), que também observaram maior expressdo de SAM-sintase no inicio da
maturacgao e posterior reducado durante a maturacéo.

A expressao de genes para SAM-sintase em estagio inicial de
desenvolvimento do fruto também foi observada em microarranjo produzido por
Janssen et al. (2008). Os autores ainda relataram a expresséo de genes para SAM-
sintase e para 6-fosfogluconolactonase (E.C. 3.1.1.31) em resposta ao etileno,
sendo que 6-fosfogluconolactonase pertence a via das pentoses fosfato (MICLET et
al., 2001; NELSON; COX, 2002). Neste trabalho a 6-fosfogluconolactonase estava
1,50x mais expressa aos 60 DAF em IPR59 GDO que em IPR59 (spot 1222 [5]).

Uma das formas de melhorar a maturacao dos frutos € controlando a
acao de genes relacionados com a etapa de maturagcédo desencadeada pelo etileno
(PEREIRA et al., 2005). O entendimento da dindmica de produgao das proteinas
relacionadas em sua biossintese pode permitir estudos visando priorizar a etapa de
crescimento dos frutos, de forma que fiquem maiores e adquiram maior valor

comercial.
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5.3.3 Proteinas Relacionadas ao Desenvolvimento Celular

Como revisto por De Castro e Marraccini (2006) e Takac, Pechan e
Samaj (2011), a classe de proteinas Pathogenesis-Related (PR) é conhecida por ser
expressa como resisténcia contra patdogenos apods infecgdes, mas também pode
apresentar fungdes diversas, como de reserva. Uma subclasse de PR formada por
quitinases classe lll foi encontrada com expresséo positiva em tecidos de café e de
milho com significante divisao celular.

Em nosso trabalho trés spots foram identificados como inibidor de
xilanase similar a quitinase (CLXIP) (Figura 20), uma proteina pertencente ao grupo
das quitinases classe Ill (spots 1204[1], 739 [5] e 1306 [6]). Recentemente
Vasconcelos et al. (2011) estudaram a atividade de defesa desta proteina de café
apos clona-la e expressa-la em bactérias e testa-la contra esporos obtidos de folhas
de soja contaminadas com ferrugem. Embora tenha sido observada tal atividade, foi
utilizado o contig 14550 do banco de dados de ESTs do café como sequéncia génica
codificante e a agao ocorreu em folhas. Nossos resultados de identificacdo das
proteinas sdo coerentes com o contig 660 e a extracao foi realizada em frutos com
intenso desenvolvimento celular. Além disso, o contig 14550 € quase duas vezes
menor que o 660 — 721 nucleotideos contra 1292 — e é similar somente a regido
interna deste. As proteinas preditas para estas sequéncias também diferem em
tamanho e constituicdo aminoacidica.

E possivel que a expressdo diferencial destas proteinas esteja
relacionada com o desenvolvimento da parede celular dos frutos. Em dicotiledbneas
o principal constituinte da hemicelulose é a xilana, um polimero formado por xilose
que pode ser hidrolisado por xilanases (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999).
Fragmentos xilosidicos da parede podem resultar em respostas ao desenvolvimento
celular, como por exemplo, inibir seu enfraquecimento excessivo ou influenciar a
diferenciagdo das células (TAIZ; ZIEGER, 2004). Outro polimero com xilose, o
xiloglucano, atua permitindo que a célula altere sua forma nas regibes de
crescimento e diferenciacdo e mantenha sua forma final apdés a maturagao
(HAYASHI; KAIDA, 2011).

A atividade de inibicdo da xilanase pode ter sido util no tocante a
evitar que a parede fosse demasiado degradada no crescimento celular. Em IPR59
60 DAF o spot 1204 (1) tinha %Vol 1,75x maior que aos 90 DAF e o spot 739 (5)
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estava 2,17x mais expresso que em IPR59 GDO. Ja em IPR59 GDO 90 DAF o spot
1306 (6) estava 1,57x mais expresso que em IPR59.

A anadlise destas proteinas é relevante, pois os spots 1204 (1) e
1306 (6) fizeram parte de um grupo proeminente nos géis dos dois genaétipos aos 60
e 90 DAF, com grande mudanga no perfil e redugao da %Vol aos 180 DAF. Isto pode
significar que a requisicdo destes polipetideos ocorra nos estagios iniciais do
desenvolvimento perispermatico, reconhecidos por intensa divisdo e expansao
celular (DE CASTRO; MARRACCINI, 2006). Embora n&o tenha sido identificado via
espectrometria de massas, o spot 2322 (3) também pertenceu ao grupo e
apresentou grandes diferencas de expressao aos 90 DAF nas analises entre IPR59
GDO 90 x 180 DAF (+22,37x) e IPR59 90 x 180 DAF (+23,59x). A unido dos spots
1204, 1306 e 2322 parece configurar subunidades da proteina CLXIP (Figura 20). A
Tabela 12 demonstra a evolugao das %Vol destes spots.

O spot 1031 (1) continha %Vol 1,50x maior em IPR59 60 DAF que
em 90 DAF e foi identificado como extensina, cujas fungbes podem estar
relacionadas com suporte para facilitacdo e garantia da correta deposicdo e
organizagao da parede no inicio do crescimento celular e jungao celular (CANNON
et al., 2008; PEREIRA et al., 2011). O spot estava presente, embora sem diferenca
de expressao, nas analises entre IPR59 GDO 60 x 90 DAF, IPR59 x IPR59 GDO 60
DAF e 90 DAF. Aos 180 DAF foi presente somente em IPR59 GDO.

Tabela 12 — Evolugdo em %Vol dos spots pertencentes a proteina inibidor de
xilanase similar a quitinase identificados por espectrometria de massa
ou localizados proximos a estes nos géis de IPR59 e IPR59 GDO.

Gendtipo
IPR59 IPR59 GDO
Spot %Vol 60 %Vol 90 %Vol 180 %Vol 60 %Vol 90 %Vol 180
P DAF DAF DAF DAF DAF DAF
1204 2,10 0,73 0,16 1,22 0,91 0,11
2322 7,59 6,08 0,18 11,80 13,02 0,27

1306 1,04 0,55 0,13 1,05 1,33 -
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Figura 20 — Evolucdo de spots representantes da proteina inibidor de xilanase
similar a quitinase identificados por espectrometria de massas ou
localizados préximos a estes em géis de IPR59 e IPR59 GDO aos 60,
90 e 180 DAF. 1: spot 1204; 2: spot 2322; 3: spot 1306.
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Como revisto por Petrasek e Schwarzerova (2009) e Takac, Pechan
e Samaj (2011) microfilamentos de actina juntamente de microtubulos s&o
conhecidos por envolver-se no aparato mitético, citocinético, elongamento celular e o
acumulo de proteinas ligantes a actina acompanha o aumento na taxa de diviséo
celular. Os microfilamentos de actina constituem parte fundamental do citoesqueleto
de eucariotos (GILLILAND et al.,, 2003) e recentemente a actina foi também
relacionada com controle do formato e permeabilidade da membrana em plantas
(HOHENBERGER et al., 2011).

Neste trabalho foram identificados dois spots como actina e actina 7,
ambos estavam 1,50x mais expressos em IPR59 que em IPR59 GDO na
comparacgao aos 60 DAF. Gilliland et al. (2003) comentam que o gene para actina 7
€ mais expresso em situacdes de stress e rapido crescimento e que a actina 7 € a
principal envolvida no controle do crescimento do apice da raiz e da divisdo celular
em Arabidospsis sp. Também estudando esta planta Mathugapatti, McKinney e

Meagher (2009) relataram que mutantes com falta de actina 7 sofreram severo
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retardamento no desenvolvimento das raizes afetando sua elongacao e densidade
pilifera e que as sementes destas plantas desenvolveram cotilédones menores.

Possivelmente a expressao diferencial das actinas detectada neste
trabalho, esteja relacionada com a hipétese de que o IPR59 tem seu processo de
alta divisao celular mais cedo ou mais rapido que o gendtipo IPR59 GDO — como
sugerido neste trabalho para as proteinas relacionadas a sintese de etileno e de
expansinas (BUDZINSKI et al., 2011) — e, permanecendo por menor tempo nesta
etapa de desenvolvimento do perisperma, seus frutos acabam sendo menores que
os de IPR59 GDO.
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6 CONCLUSAO

O protocolo de extracdo e a analise utilizando géis 2D foram
realizadas com eficiéncia tanto para obtencéo de proteinas dos frutos de café como
para a separacao de proteinas e obtengdo de géis com boa qualidade. A quantia de
spots detectados foi superior nos géis de IPR59.

O perfil protéico dos materiais a 60 e 90 DAF foi similar, devido a
proximidade temporal. Todavia, aos 180 DAF o padrdo de expressao demonstrou-se
distinto das etapas anteriores.

Foram identificados 25 spots que corresponderam a 17 proteinas
envolvida com reserva, desenvolvimento celular, metabolismo de carboidratos,
metabolismo de metionina, processos metabdlicos de oxidagao/reducgao,
fotossintese, sintese de ATP e processamento de RNA.

A proteina de reserva 11S foi detectada em perisperma separado do
fruto e sua evolugdo em %Vol demonstrou-se relevante até o final do periodo
perispermatico.

Proteinas relacionadas com sintese e metabolismo de metionina
podem estar envolvidas nas vias de producdo de cafeina e etileno, ambos
importantes para a qualidade da bebida no tocante ao sabor e maturagao frutifera.

De acordo com nossas observacdes o perisperma de IPR59 GDO
parece permanecer por maior tempo na fase de grande crescimento que IPRS59,
podendo estar relacionado com a producgao de frutos maiores e de melhor qualidade.

O trabalho trouxe conhecimentos a respeito das mudangas no perfil
protéico dos frutos das duas cultivares em diferentes estadios de maturacao
relacionados com a fase de formagdao do espaco em que sera armazenada a

semente.
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