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RESUMO

Em sementes de café (Coffez arabica) a composicao de carboidratos € bem
conhecida, e reflete na qualidade da bebida. Porém a imporiacao dos agicares a
partir da folhas e a participagao efetiva dos frutos fotossintetizantes na assimilacao
de carbono sdo pouco estudadas. O fruto de café possui um perisperma abundante
durante as primeiras fases do seu desenvolvimenio sendo gue o mesmo involui
dando lugar ao endosperma. Ne fruto maduro ¢ perisperma se torna residual (de 2 a
3 camadas de células) conhecido como pelicula prateada. Este trabalho teve como
principais objetivos investigar o papei do perisperma em gréos de café, e estabelecer
as atividades de Invertase acida de parede celular (Inv A) e Sacarose sintase (Susy),
as quais estio presentes no metabolismo dos aglicares enddgenos e estruturais em
frutos de C. arabica. Foram efetuados testes de pH otimo, temperatura 6tima,
concentracdo de substrato e quantidade de proteina no meio de reagdo. Foram
realizados ensaios com radioisétopos de **CO; e [U-"*C] sacarose e [U-'*C] frutose,

para quantificacao e localizacao dos aclicares.

As enzimas e 0s teores de acglcares endogenos foram conjuntamente
avaliados nos diferentes estéagios de desenvolvimento dos frutos de café. Observou-
se que tanto aclcares redutores como sacarose tém reducio dos conteGdos durante
a formagao do fruto, porém esses {eores aumentam na casca e endosperma no final
do desenvoivimento. InvA tem aumento de atividade no final do desenvolvimento na
casca e perisperma, sendc que para Susy 0 aumento é nos trés tecidos. Anélise de

radioatividade nos ensaios de *CO. e [U-"C] sacarose e [U-"*C] frutose mostram
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que existe uma franslocagéo dos aglicares da casca para ¢ perisperma e deste para
o endosperma, além de existir a translocacdo dos aclcares das folhas diretamente

para o perisperma.

Portanto, com os dados de dosagens dos aclicares endagenos, radioatividade
€ atividades enzimaticas, podemos inferir que o perisperma recebe sacarose e/ou
| agicares redutores da casca e das folhas, mas os repassam quase que
integralmente ao endosperma. Além de armazenar aglcares redutores para atracio

de agua.
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SUMMARY

The composition of carbohydrates in coffee (Coffea arabica) seeds is well
known as well as their partigipation in the quality of the beverage. However, very littie
is known about the transport of photoassimilates from leaves to fruits and the
contribution of fruit photosynthesis to the sugar metabolism in the seeds. Immature
coffee fruits have an abundant perisperm which becomes residual with fruit
maturation, being replaced by the endosperm. in the mature fruit the residual
perisperm is named silver skin. The objectives of this work were 1o investigate the
role of the perisperm during the fruit development and to study the participation of the
enzymes Acid Invertases (Inv A) and Sucrose Synthase (Susy) in the transfer

process occurring among the tissue fruits.

Enzyme activities and soluble carbohydrates were evaluated in different stages
of the fruit development. It was observed that both reducing sugars and sucrose
decreased during fruit development but increasing in the endosperm and pericarp
(coat) at the final stages of maturation. Inv A activity increased towards maturation in
the coat and perisperm, while Susy increased in coat, perisperm and endosperm. By
feeding leaves with *CO. and fruits with [U-'*C] sucrose and [U-'“C] fructose it was
possible to study the transport of sugars from the leaves to fruits and among the
tissues forming the fruits. In summary, it was observed that sugars coming from
leaves (probably sucrose) to fruits were distributed between coat and perisperm, and
from these tissues to the endosperm. These results were confirmed by the data

obtained from fruits fed with [U-"*C] sucrose and [U-"4C] fructose. As a conclusion,



the drop observed for reducing sugars in the perisperm at the late maturation stages
indicates that they are transported to the endosperm. Therefore, in addition to the role
they have 10 maintain a low osmotic potential providing a water supply for the fruit, it
seems that reducing sugar alsc plays a role as carbon source for the endosperm
growth. In this process, inv A and Susy seem to piay a key role modulating the

intensity of the transfer occurring among the tissues during fruit development.



1. INTRODUCAO
1.1. Relacdo Fonte-Dreno

Com a evolugio dos vegetais superiores, ocorreu a divisdo de funcdes entre
as diferentes células, tecidos e érgaos, além do desenvolvimento de um sistema de
controle e transporte entre os mesmos, para a interconex3o e coordenacdo dos

trabalhos realizados em diferentes tecidos (Wardlaw, 1990).

Com a dindmica dos metabdlitos formados nos tecidos fonte e os assimilados
nos tecidos drenos, a planta tende a acumular matéria seca no o6rgdo de
armazenamento. Fonte € o conjunto de orgéos ou tecidos responséveis pela
producdo de metabdlitos, a partir dos intermedidrios sintetizados no processo
fotossintético. O dreno é o conjunto de 6rgéos ou tecidos que utifizam ou armazenam
os fotoassimilados produzidos pela fonte. Os drenos podem ser irreversiveis ou
permanentes, como meristema intercalar de folhas, de flores e de inflorescéncias, os
entrenés de cana-de-agucar, o tronco de arvores, os tecidos de reserva de frutos e

muitos outros tecidos (Pimentel, 1998).

Outra atividade da fonte durante o periodo de desenvolvimento vegetativo é
também a producao de fotoassimilados, os quais s&o acumulados temporariamente e

posteriormente mobilizados para regifes dreno da planta.

E evidente a integracio entre fonte e dreno, sendo a demanda intimamente
associada ao fornecimento de fotoassimilados. Esse controle se da pela forte relacdo
existente entre os tecidos fonte e dreno, sendo que a exportacdo de sacarose das
ceélulas foliares é o principal fator de ligacéo entre a assimilacdo do carbono da fonte e 0
carbono utilizado no dreno (Roitsch & Ehne, 2000).
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1.2. Reservas de sementes

Dentre as substancias que compfem as sementes, encontramos aguelas que
formam a sua reserva. Essas substancias estdo localizadas basicamente em duas
estruturas: no endosperma, em sementes albuminosas e nos cotilédones nas
sementes exalbuminosas. As principais substancias de reserva acumuiadas nas
sementes dividem-se em trés grupos: os lipideos, as proteinas e os carboidratos. A
ocorréncia € a proporgac entre estes trés grupos de compostos € variavel nas
sementes de diferentes especies. Tais compostos s&o caracterizados como reserva
em comparacdo com outras substancias presentes na semente, devido a sua
degradagéc e subseqlente mobilizac8o dos seus produtos em diregdc ac eixo

embrionario durante a germinacio e o estabelecimento da piantula.

Desta maneira as sementes sdo excelentes materiais para se estudar o transporte
de fotoassimilados e o metabolismo de dreno (Roitsch, 1999), uma vez que durante 0
seu desenvolvimento ocorre a divisdo celular, 0 crescimento, a diferenciacéo e a

estocagem de varios produtos, dentre eles proteinas, 6leos, carboidratos, etc.

Os aglcares utilizados no metabolismo das sementes sdo de &bvia importancia,
tendo como exemplo a regulagdo da relagcdo fonte-dreno, além de controlar a
expressao de genes que codificam algumas enzimas envolvidas no transporte e
absorgcao dos aglcares metabolizados pela fonte. O controle genético do metabolismo

fonte-dreno é determinante para o desenvolvimento das plantas (Hill ef al., 2003).



1.3. Particdo de carbono

A assimilac&o do carbono nas plantas resulta na formacéo de sacarose, sendo
que esta possul papel ceniral no crescimenio e desenvolvimento das plantas
superiores {Tymowska-Lalanne & Kreis, 1998). Assume-se freqlientemente gue o
transporte de acucares para drenos metabdlicos € controlado exclusivamente pelo
dreno. Dados recentes indicam que o controle da particdo dos fotoassimilados é
realizado por processos complexcs de transporte e transferéncia, localizados no
dreno, contfrolados por proteinas transportadoras especificas para sacarose. Farrar
ef al. (2000), demonsiraram que ap6s trinta minutos de baixa temperatura ocorre
acumulo de sacarose nas folhas (fonte) de Lolium femulentum, pois as enzimas
envolvidas neste metabolismo diminuem suas atividades. Conseglentemente, na
presenca de elevadas concentra¢cdes de sacarose a atividade dos fransportadores
tende a ser menor, o que torna ainda mais complicado o metabolismo de sacarose
nas sementes, sendo que o descarregamentc do floema parece ser

predominantemente apoplastico. Portanto, € necessdria a presenga de

transportadores especificos para sacarose {(Kihn et al., 1999; Weschke ef a/., 2000).

Varios transportadores de sacarose tém sido caracterizados em vérias
dicotiledbneas (Ward ef al, 1998). Estes sdo proteinas bastante hidrofobicas,
consistindo de 12 dominios frans-membrana (Marger ef &/, 1993). O funcionamento
dos fransportadores de sacarose estudados até o momento é dependente de energia
(ATP) e eles também funcionam como co-fransportadores de sacarose-H®. Tais

proteinas constituem uma grande familia génica. Por outro lado, alguns genes desta



familia s&o expressos preferenciaimente nos drenos, onde controlam o

descarregamento de sacarose no apoplasto.

Teoricamente, e dependendo do tecido, pode haver quatro mecanismos de
descarregamento do floema para células do dreno: a) via plasmodesma; b}
descarregamento de sacarose no apoplasto e absorgdo como sacarose pela célula
dreno; c) transferéncia via endocitose da sacarose apoplastica; d) desdobramento de
sacarose em frutose e glicose, através de invertases extracelulares, e absorgio das
hexoses pelas células dreno (Herbers ef af,, 1998). Na maioria dos casos estudados,
trigo, milho e Vicia faba, a rota conhecida é a transferéncia (descarregamento) da
sacarose das células companheiras para as células do pedicelo, com passagem para o
apoplasto, sendo entdo absorvida na forma de sacarose ou como hexoses, produtos da
atividade da invertase extracelular, localizada na parede celular das células do

endosperma.
1.4. Invertases e Sacarose Sintase

No processo de descarregamento do floema duas enzimas fazem o
desdobramento de sacarose em hexoses, as Invertases — Inv's (EC 3.2.1.26) e a

Sacarose Sintase - Susy (EC 2.4.1.13).

A quebra da sacarose por Inv é uma reacdo irreversivel e totalmente
dependente da concentragdo intracelular de sacarose (Weber ef al, 1997). A
disting@o entre os diferentes tipos de Inv baseia-se na sua localizacdo celular e no
seu pH de atividade 6tima, dividindo-se em acidas {pH 4,5-5,0), sendo estas vacuolar
e de parede, e as alcalinas, ou citoplasméticas (pH 7,0-7,8), mas tendo Km,

inibidores e propriedades bioquimicas distintas (Tymowska-Lalanne & Kreis, 1998).



Trabalhos recentes sugerem que as isoformas de Inv s&o expressas em
diferentes tipos de células e possuem papéis distintos. Com isto, a Inv A (inveriase
acida de parede celular) tem sido associada com o transporie de aglicar e zonas de
crescimento ativo, tais come frutos. Ja a invertase acida do vactolo (Inv V) enconira-
se ativa na maioria das vezes quando o tecido ja estd maduro. A invertase aicalina
do citoplasma (inv C) & considerada uma enzima de manutengdo, envolvida na
degradacio da sacarose gquando as atividades da Inv A e da Susy s&o baixas (Les

Copeland, 1990).

O descarregamento de sacarose via apoplastica envolve sua clivagem pela
inv A (Roitsch, 1999). O resultado € a formacio de hexoses, (frutose e glicose) as
quais serao utilizadas para o crescimento da célula. O mesmo autor afirma que a
atividade da Inv A pode também ser regulada pela presenca de patdgenos, oscilacao

de temperatura, etc.

Diferentemente das Inv’s, a Susy catalisa uma reacdo reversivel (sacarose +
UDP €= frutose + UDP-glicose). A Susy geralmente esta associada ao crescimento
e expansao celular e, portanto, encontra-se presente em quase todos os tecidos das
plantas. UDP-Glicose e frutose formadas sdo imediatamente incorporadas na
formacéo de componentes para o crescimento celular, sendo que o UDP é reciclado,
voltando para a mesma via (Tanase & Shohei, 2000). Tem sido relatado que no
citoplasma, a Susy pode estar associada & membrana celular, exatamente para

fornecer intermediarios para a sintese de celulose (Ruan ef a/,, 1995).

Sa0 poucos os casos em gue se estudou efetivamente o papel da Susy e das
Inv's no controle do crescimento de sementes. O caso mais estudado foi o de
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sementes de mitho, sendo istc possivel gracas & existéncia de mutantes deficientes

para as duas enzimas (Chourey ef a/., 1999).

Mn1 & um mutante de semente de milho denominado como tende o fendtipo
‘miniatura” e apresenta aspecic de semente normal, apesar do menor tamanho.
Quando em homozigose, a mutaglc recessiva mn? leva ao reduzido
desenvolvimento das sementes, com reducdo drastica de aproximadamente 80% do
peso, quando comparada ao tipo selvagem. Sementes mn7 séo deficientes na Inv A
que é especifica para o desenvolvimento do endosperma (Chourey ef al., 1999).
Analises moleculares e genéticas mostraram que Mn7 é o gene especifico para Inv
A. A maior expresséo de Mn7 no tipo selvagem coincide com a época de maior
entrada de sacarose e maior crescimento do endosperma de mitho. De modo
semethante, 0 mesmo ocorre com o crescimento do cotilédone nas sementes de V.
faba, como demonstrado por Weber et al. (1897), e em tubérculos de batata, por

Sonnewald et al. (1997).

Em mn1 também existem mudancas estruturais. Estudos histolégicos mostraram
que o desenvolvimento das sementes € normal neste mutante até 9 dias ap6s a
polinizagc&o, sendo que apds este periodo passa a existir uma defasagem entre o
desenvolvimento do pedicelo e a regido basal do endosperma, com o desaparecimento
de celulas maternais que formam a regido chalazal, o tecido que conecta o pedicelo a
placenta (endosperma) (Cheng ef al, 1996). A razdo desta “atrofia” das céiulas da
chalaza é desconhecida, sendo sugerido que a reducio do uso de sacarose, causando
seu acumulo na regido, poderia levar ao desbalanco osmético no pedicelo, com
consequente degeneracdo das células matemnais em estagios iniciais do

desenvolvimento das sementes.



Susy desempenha papel fundamental no balango de energia da célula, uma vez
gue direciona a utilizacdo da sacarose para diversos caminhos metabdiicos e outros
relacionados com a estrutura das células e armazenamento de reservas (Chourey ef
al., 1988). Assim como para Inv A, a melhor caracterizacdo de Susy até o momento foi

feita em milho, também devido a disponibilidade de mutantes.

Sao conhecidos para esta enzima duas isoformas, SS1 e S$82, codificadas por
dois loci de genes homologos, Sh1 e Sus7, respectivamente. SS1, codificada por Sh7,
& mais abundante em endosperma em desenvolvimento e a sua mutacao leva ao
fendtipo “enrugado 17 (shrunken 1), especificamente relacionado com o aspecto do
endosperma (Chourey ef al., 1876). 882, codificada por Sus7, também & detectada no
endosperma € no embrido e € conhecido apenas um caso de mutanie neste gene,
sendo varios em Sh71. Com a possibilidade de analisar trés gendtipos, Sh1Sus1,
sh1Sus1 e shisus1 pode-se avaliar a contribuicdo relativa de cada isoenzima no
desenvolvimento do endosperma. Assim, mostrou-se que SS1 é fundamental na
geracio de substratos para a sintese de celulose em milho (Chourey ef al., 1998). O
mesmo foi concluido em relacdo & semente de algod&o, onde Susy € importante na
particdo de carbono para a sintese de fibras de celuiose, sendo gue neste caso o
descarregamento de sacarose € via simplasto, como demonstrado por Ruan ét al.
(1997). No mutante sh1 ocomre degeneragéo celular aos 12 dias apds a polinizago,
sendo restrita, porém, as células centrais do endosperma, acumuladoras de amido.
Ocorre, em media, reducdo de 60% de amido, comparativamente ao tipo selvagem
(Sh1Sus1). No gendtipo seivagem, este periodo coincide com o final das divisbes

mitéticas e inicio da expansao celular. Apesar de menos estudado, principalmente pela



falta de maior nimero de mutantes, a comparacdo do mutante duplo sh1sus?{-1) com
sh1Sus1 mostrou que ocorre redugdo de amido (53% e 78%, respectivamente) nas
sementes, sugerindo gue SS2 provaveimente esteja mais relacionada com a formacéo
de amido do que SS1. Assim, ambos genes controlariam a particdo de UDP-glicose
entre amido e celulose, sendo que para ¢ mutante enrugado 1, a deficiéncia na sintese

de celulose seria causadora de tal fendtipo.

1.5. Invertases

inv's tém sido purificadas e caracterizadas bioguimicamente a partir de varias
plantas e de diferentes tecidos. Sua importancia no metabolismo de carbono,
principalmente sua suposta participacdo na particdo de fotoassimilados, justifica estes
estudos. Como ja citado, sdo trés as Inv's conhecidas, sendo distintas pelo pH de

atividade e localizacao celular.

Recentemente, com 0 emprego de técnicas de biologia molecular, foi possivel a
cionagem de varios genes de Inv's e, assim, um refinamento no estudo do papel
fisiolégico destas enzimas. Verificou-se gue cada um dos frés tipos de Inv's é membro
de uma familia de genes, sendo cada ipo codificado por varios genes. Por exemplo,
em cenoura s@o conhecidos pelo menos trés genes codificando inv A e dois
codificando Inv V (Sturm ef al., 1999). A existéncia de varios genes provavelmente é o
que permite a flexibilidade das plantas em modular o metabolismo de carboidratos, em

funcdo dos varios estimulos enddgenos e ambientais.

As duas Inv's acidas (Inv A e Inv V) tém caracteristicas bioquimicas
semelhantes. Com base no seqlenciamento de genes de varias plantas, pode-se
identificar que eles apresentam uma regidc a qual codifica um sinal que possibilita
atravessar a membrana do reticulo endoplasmatico, permitindo sua liberagéc no

8



vacuolo ou apoplasto), assim como dois motivos bastante caracteristicos e
conservados (NDPNG e WECP/VDF). A prolina (P) na Inv A € gue determina seu pH
mais acido e maior taxa de quebra de rafinose. Na inv V, prolina é substituida por

vaiina (V) (Goetz & Roitsch, 1999).

Alem da semelhanga desses motivos, © grau de similaridade na seqiéncia
completa de nucleotideos entre Inv A de varias plantas € relativamente alta, como

demonsirado nos trabalhos de Tymowska-Lalanne & Kreis (1998).

Tratando-se de uma familia muitigene, as trés inv's, nas suas variadas
isomorfas, s&o expressas diferencialmente em tecidos de vegetais, ocorrendo
alteragOes no padréo de expresséo ao longo do diferenciagdo dos tecidos (Sturm et
al, 1999). Para o caso daquelas Inv's onde foram seqglienciadas as regibes 5,
verificou-se a presenca de varias sequéncias (“boxes”), apresentando grande
similaridade com elementos induziveis por auxina, etileno, dano mecanico e

acopladores do tipo bZIP (Tymowska-Lalanne & Kreis, 1998).

Isto explica, a influéncia que reguladores de crescimento, estresses (hidrico e
dano mecanico) e patégenos, podem exercer scbre a expressao de genes de Inv's
{Kingston ef al., 1999 apud Sturm ef al., 1999). Entretanto, as comparagdes destas
regides entre os diferentes genes mostraram segiéncias ndo comuns, sugerindo

modos de acéo independentes para as Inv's.

Devido a complexidade da familia de genes que codificam para Inv's em
plantas, as respostas observadas com plantas transgénicas deficientes ou

superexpressando Inv's tém sido as mais variadas.



1.6. Sacarose Sintase

A Susy € uma enzima citoplasmatica que catalisa de forma reversivel a reacéo
sacarose + UDP €= frutose + UDP-glicose. Entretanto, é geralmente aceito que o
papel de Susy seria o desdobramento da sacarose para suprir UDPG-glicose para a
sintese de amido e polissacarideos de parede celular (Chourey ef al, 1976 apud Amor
et al, 1995 ). No citoplasma, tem sido relatado que a Susy pode estar associada a
membrana celular, para fomecer intermediarios para a sintese de ceiulose (Ruan ef af,,

1997).

Em mitho, estudos conduzidos por Chourey e colaboradores (Chourey et al,
1998) mostraram claramente o envolvimento de Susy nc fomecimento de substrato
para respiracéo, na biossintese de amido, e componentes da parede celular. Outros
estudos, como os realizados por Mariia ef al. (1990), mostraram seu envolvimento na
adaptacao de plantas & anoxia e baixas temperaturas. Estudos imunocitoquimicos
mostraram que Susy em milho esta localizada tanto na bainha vascular como em

tecidos drenos (Nolte ef al., 1993).

Apesar de existirem duas isoenzimas, 8S1 e 882, codificadas por dois loci de
genes homologos, suas caracteristicas cinéticas sdo muito semelhantes em varias
plantas estudadas (Tanase & Shohei, 2000). A expressdo de Susy tem sido
manipulada usando-se a técnica de RNA antisense, e para batata foi verificado que
havia menor acumulo de amido, reduzindo o rendimento agronémico da planta

(Zrenner ef al., 1995).
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O envolvimento da Susy, afetando a capacidade de dreno, como mostrado
para batata, também foi sugerido em tomate por Wang ef al. (1993) e na formacéo de
cotilédones de ervilha por Tegeder ef al. (1999). A fig. 1 apresenta passos em que as

Inv’s e a Susy estéo envolvidas.

Apoplasto
Citosol Citosol
T Sacarpse
¢ Cloro P
plasto ) #  Clicose
S ~%  SBacergge ——— ! o Frutose
E _ .
K'z S A "
WA p
R ’ Inv A
Glicnse Frutose | S .
- }z..“ I ¥ o
Yaciolo
Célula Fonte Célula Dreno

Figura 1. Localizacgo celular dos trés tipos de Invertases e da Sacarose Sintase
(Susy). Invertase citoplasmatica (Inv C), Invertase vacuolar (inv V) e Invertase de
parede celular (Inv A). Circulos amarelos: glicose; circulos verdes: frutose. (Adaptado

de Tymowska-Lalanne & Kreis, 1998).

1.7. O cafeeiro e o fruto de café

O café foi introduzido no Brasil no ano de 1727, pelo sargento-mor Francisco
de Melo Palheta, trazido de Caiena, na Guiana Francesa, para Belém, capital do

estado do Para. Ainda em meados daquele mesmo sécuilo, a cultura foi levada para
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o estado do Rio de Janeiro por Jo@o Albertc Castele Branco, de onde se espalhou
até chegar no estado de Sdo Paulo. O sucesso da implantag@o da nova cultura teve
como metivacdo a crise na producac de agucar, que naquela época sofria com a
grande competicdo das coldnias européias da Ameérica Central. Um oulro falor
determinante para ¢ sucesso do café em solo brasileiro foi a captacdo dos recursos
das outras atividades exploratérias em crise (agucar, algoddo e mineragdo) aliado &
facil colocagao do novo produto no mercado intemacional. Atualmente, o café ainda
& uma importante fonte geradora de renda e empregos, na lavoura, na industria e no
comércio. As primeiras referéncias botanicas sobre o café datam do sécuio XVI De
acordo com Carvalho (1946), inicialmente o café pertenceu & familia Celasferaceae,
passando por outras familias como Rutaceae e Oleaceae. Somente no ano de 1753

Linneu o descreveu como Coffea arabica pertencente a familia Rublaceae.

A espécie C. arabica corresponde a 90% da produgdo mundial de café,
destacam-se também as espécies Coffea canephora e Cofifea liberica com 9% e 1%,

respectivamente, da produgéo mundial (Simpson & Orgozaly, 1995).

O fruto do café pode ser definido como uma drupa de formato ovoide, verde
passando de verde a vermelho com a maturagdo. Contém normalmente duas
sementes elipticas, que sédo plano-convexas e possuem um sulco longitudinal sobre

a superficie plana.

O fruto maduro de café (cereja) € formado por exocarpo (vermelho e amarelo),
mesocarpo (ou polpa), endocarpo (ou pergaminho), pelicula prateada e endosperma
ou semente. O embrido é situado em um dos lados do endosperma, préximo ao
pedunculo (fig. 2). A quantidade de graos € determinada pela fecundac&o dos dois

Svulos presentes no ovario. No entanto, pode ocorrer de apenas um unico évulo ser
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fecundado, o qual ird ocupar todo o espaco do ovario, gerando um gréo diferente e

unico, de formas arredondadas, denominado moca (Cardoso, 1990).

d
Perisperma Embrido
Endosperma Endosperma e

Figura 2. Fruto de café (1), em cortes longitudinal e tranversal (2), (3) e 0
detalhe destes tecidos, Exocarpo (a), mesocarpo (b), endocarpo ou
pergaminho ou end (c), endosperma ou semente ou al (d) e perisperma ou pel
(e). (4). Foto in vivo do fruto de café, mostrando a formag&o dos tecidos: (1)
primeiras fases do desenvolvimento e (ll) fases finais do desenvolvimento do

fruto de café.
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Apos a florada, o fruto de café, conhecido neste estadio comoe chumbinho, passa
a apresentar uma rapida multiplicacdc das células do integumento, havendo entéo a
formacdc de um tecido fransitdrio, chamado perisperma. Entretanto, o endosperma,
que representa mais de 95% da massa da semente madura, somente tera as primeiras
divisbes mitdticas ao redor de 40 dias. O espago antes ocupado pelo perisperma
passa, entdo, a ser ocupado pelo endosperma, ocorrende assim a involugdo do
perisperma, que ao final do processo de formag@o da semente e maturagio do fruto,
ficara representado por 2 a 3 camadas de células, tecido conhecido como pelicuia
prateada. Em outras plantas, dificimente © perisperma atinge o grau de
desenvolvimento come visto em café, sendo atrofiado e dando origem a0 nucelo

{Mendes, 1941).

A maturagéo do café & iniciada com o aumento da atividade respiratoria & com
a sintese do etileno, acelerando o metabolismo de agucares e acidos, a degradacgao
da clorofila e sintese de pigmentos responsaveis pela mudanga de coloragio do fruto
verde a cereja, que ocorrem de maneira simultanea com a sintese de compostos
volateis, ésteres e alcoois, que caracterizam o aroma do fruto maduro. (Clifford,

1985).

1.8. Carboidratos da semente do café

Sementes de café possuem pequenas quantidades de agucares simples,
inciuindo redutores (Clifford, 1985). Normalmente estaquiose, rafinose, arabinose,
manose, galactose, ribose e ramnose s&o encontradas como trage e quantidades de
frutose e glicose ficam ao redor de 0,023 - 0,030% e 0,030 - 0,038%,
respectivamente. Sacarose esta presente em proporgdo bem maior, ao redor de 8%.
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Em gréos verdes de café ha muito pouco amido e um alto contetdo de
nolissacarideos associados a parede celular {Wolfron ef a/., 1960, Wolfron & Patin,
196%8). A fracdo de polissacaridec de grdos verdes de café consiste de
galactomananos, correspondendo a 50% dos polissacarideos, sendo o restante

arabinogalactanos (30%), celulose (15%) e pectinas (5%) (Redgwell et a/., 2003).

A maior parte dessa fracao € insoluvel em agua e constituida de um manano
composto de uma cadeia linear de manoses unidas entre si por ligagbes do tipo B-D-
1,4 (fig. 3). Este composto constitui aproximadamente 20-30% do pesc seco de
gréos de C. arabica e de C.canephora var. robusta (Clifford, 1985, Bradbury &
Halliday, 1990).

O manano contém 1-2% de residuos de galactose terminais (fig. 3), as quais
sd80 ligadas a cadeia principal por ligacdo do tipo o-1,6. Assim, 0$ mananos sdo
estruturalmente relacionados aos galactomananos, apenas apresentando um grau
menor de ramificacdo com galactose. Uma das caracteristicas mais importantes nc
que concerne a comparacio entre galactomananos de diferentes origens é a
propor¢cao entre 0s residuos de manose e galactose. Esta proporgéo é importante
porque ela caracteriza a solubilidade do galactomanano em &gua. Sendo assim
quanto maior a propor¢dc de galactose, mais soidvel € o polimero. Tanto para
C.arabica como para C. canephora, os galactomananos, 08 arabinogalactanos e a

celulose destacam-se como os polissacarideos predominantes da parede celular

(Buckeridge & Dietrich, 1990; Buckeridge ef al.,1995).
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Figura 3. Estrutura do galactomananc em sementes de café mostrande a cadeia
principal de 8-D-1,4 manose e as ramificacbes de galactose unidas a esta por

ligactes do tipo a-1-6.

Embora as composigbes dos polissacarideos de grios de café C. arabica e C.
canephora sejam parecidas, parece gque ocorrem pequenas diferencas nas
guantidades relativas de galactomanano e arabinogalactano presentes nas duas
espécies (Redgwell ef al, 2002). O perfil dos polissacarideos, expresso como
monossacarideos resultantes de uma hidrdlise acida, & similar em grédos de C.
arabica e C.canephora. A principal diferenca parece estar no contetdo de
arabinogalactanos, que s&o mais sollveis e por isso ao preparar o café, uma maior
proporgio deste polissacaridec é obtida em C. canephora em relagéo a C. arabica
(Fisher et al., 2001). Os mananos por sua vez, sdo menos soliveis que os
arabinogalactanos e geralmente formam parte significativa da borra de café apés a
extracdo. Com isto, grande parte dos mananos é perdida como borra, sendo
descartada como material de baixo valor comercial @ com poucas aplicagées (MS.

Buckeridge, comunicacao pessoal)
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Rogers ef al. (1999) investigaram as variagfes de acgucares em frutos em
desenvolvimento de C. arabica var. Caturra detectando varios agucares livres,
entretanto, com clara e grande predominancia de sacarose, seguida de glicose €
frutose. Nas primeiras semanas apés o florescimento encontraram niveis de glicose
de aproximadamente 12% da massa seca do fruto, caindo drasticamente para 0,03%
de massa seca com 30 semanas apds o florescimento. No fruto j&@ maduro ©
decréscimo de aclcares redutores & acompanhado pelo acréscimo de sacarose. No
perisperma, os niveis de agucares redutores € maior que o de sacarose. Ja no
endosperma, sacarose € o aglcar predominante. Entretanto, apesar destes niveis
opostos, no perisperma, sacarose sempre manteve niveis constantes, enquanto que

com a involucdo deste tecido havia queda significativa na concentrac&o de hexoses.

O mesmo ocorria no endosperma, mas de forma menos drastica. Apesar de
ndo discutirem mais profundamente sob o ponto de vista fisiologico estas variagoes
Rogers et al. (1999) sugerem que o grande nivel de hexoses no perisperma, pelo
menos em certos estagios durante o crescimento do fruto, indicaria o catabolismo de
sacarose, € de forma semethante ao milho; uma das funcdes disto seria a redugao
do potencial osmético, atraindo agua. Nada foi discutido por Rogers et al. (1999) a
respeito do endosperma em relacfio a processos fisiolgicos, e ficam perguntas tais
como:; as atividades de Inv's e Susy seriam mais ativas no perisperma do que no
endosperma? Visto que aparentemente ndo ha continuidade fisica entre perisperma e
endosperma (Begnami & Mazzafera, dados ndo publicados) como seriam as
transferéncias de compostos entre estes tecidos? Temporalmente, as atividades destas

enzimas decairiam no endosperma? Seria o perisperma determinante do crescimento
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do endosperma? Sendo galactomananos a principal reserva de carboidratos na
semente de cafe, qual seria o perfil dinamico temporal de incorporacéo de hexoses

{manose) neste polimero?

2. OBJETIVOS

Apesar de ser conhecida a constituicBo dos carboidratos presentes nas
sementes de café (endosperma), sendo isto facilmente compreendido pela sua
importancia no desenvolvimento da qualidade da bebida, muito pouce se sabe sobre
como ocorre a importagcdo de agucares a partir das folhas, assim como também a
participacao efetiva dos frutos no processo de assimilacio de carbono, uma vez que

eles efetuam fotossintese.

O objetivo deste estudo foi verificar a particdo de carbono em frutos de café
durante o seu desenvolvimento, procurando: (1) determinar a participacéo e papel do
perisperma neste processo e qual sua relacdo metabdlica com o endosperma, (2)

investigar como atuam as enzimas Inv A e Susy neste processoc.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material veqetal

A cultivar utilizada foi a Catuai Vermelho da espécie C. arabica. As andlises
foram realizadas com os 2° e 3° pares de folhas e frutos em diferentes estadios de
desenvolvimento (de chumbinho a cereja), coletados de plantas de quatro anos

crescendo na area experimental do Departamento de Fisiologia Vegetal da Unicamp.
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3.2. Crescimento dos frutos de café

Aproximadamente a cada 2 semanas apés a floracio foram coletados frutos,
nos quais determinou-se o didmetro e as massas fresca e seca {secagem em estufa
70°C por 2 dias). Apds cento e cinquenta dias do florescimento, quande ©
endosperma se enconitrava com tamanho suficiente para ser visio a olho nu, 0s
frutos foram separados em casca, perisperma e endosperma, para os quais foram
determinadas as massas fresca e seca. Denomina-se casca o0 conjunto dos tecidos

exo, mesc e endocarpo.

No mesmo periodo em que foram coletados frutos para acompanhamento do
crescimento, outros frutos foram coletados para dosagem dos agucares livres e

estruturais, e determinagbes de atividade da Inv A e Susy.

As coletas se deram nos intervalos de aproximadamente 25 dias até o
amadurecimento (225 dias apds o florescimento). Os frutos foram separados em
endosperma, casca e perisperma. Apods a coleta, os frutos foram cortados ao meio
com bisturi e imediatamente as faces expostas foram colocadas em tampéo fosfato

de sodio 200 mM, pH 7, contendo 2% de acido ascérbico, e conservadas em gelo.

Em seguida, o tamp&o foi escoado e realizou-se uma lavagem rapida com o
tampao gelado, mas desta vez sem conter acido ascorbico e as partes separadas
foram mantidas em freezer —70°C até o momento das dosagens dos agucares

enddgenos e das atividades enzimaticas de inv A e Susy.
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3.3. Extrac8o dos acucares soldveis

ApoOs a coleta das folhas e dos frutos (separados em casca perisperma e
endosperma) as amostras foram congeladas a -70°C e antes de serem analisadas,
foram liofilizadas. Antes da extracdo, ¢ tecido foi macerado em almofariz em

nitrogénio liquido.

A extragdo dos agucares foi feita com 5ml de etanol 80% para cada 1 g de
tecido liofilizado. Foram feitas trés extracbes seqlenciais, cada uma com o mesmo
volume de etanol, em tubos fechados em banho-maria a 75°C por 30 minutos, com
agitacbes ocasionais. Testes prévios mostraram gue trés extracdes eram suficientes
para extrair todos os aglcares soliveis. Os extratos das trés exiragbes foram
combinados e neles dosados acglicares soilveis totais - AST (Dubois et al., 1956),

agucares redutores - AR (Somogy, 1952) e sacarose - SAC (Van Handel, 1968).

3.4. Exiractes e dosagens de Inv A e Susy

Para Inv A, as proteinas foram extraidas de material macerado em nitrogénio
liquido, utilizando-se tampé&o fosfato 100 mM, pH 7, 0, contendo 2 mM MgCl,, 5 mM
EDTA, 10 mM 2-mercaptoetanol e 2% de acido ascorbico. Para a extracéo de Susy,
utiizou-se TRIS 200 mM, pH 8, contendo 2 mM MgCl,, 5 mM EDTA, 10 mM 2-
mercaptoetanol e 2% de acido ascérbico. Para cada 1 g de material adicionou-se 5-
7ml de tamp&o de tampé&o resfriado a 4°C. O extrato foi deixado em gelo por trinta
minutos, com agitacéo ocasional, e depois centrifugado a 27.000 g a 4°C, por 15
minutos. O sobrenadante foi recuperado e passado em colunas PD10 — Sephadex

G25. A eluicdo das proteinas foi feita com tamp&o fosfato 25 mM, pH 7, 0, para Inv A,
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e TRIS 100 mM, pH 8, para Susy. Nos extratos protéicos filtrados foram

determinadas as concentractes de proteinas (Bradford, 1976).

O meic de reacio padrao para a dosagem de Inv A foi 100 ug de proteina, 100
ul de sacarose 1 M, diluida em tampao 50 mM citrato-fosfato, pH 4,5, e o volume
ajustado para 1 mi com tampéao 50 mM citrato-fosfato, pH 4,5. ApGs a incubacg&o por

60 minutos a 37°C, gquantificou-se os AR formados (Somogy, 1952).

A dosagem de atividade de Susy foi na direcdo de sintese de SAC. A
composicao do meio de reacdo padrao foi 75 ug de proteina, 20 ul de UDPG 100
mM, 20 ul de frutose 100mM e o volume ajustadc para 1 mi com tampéo Tris 200
mM, pH 6,0. A incubacao foi de 80 minutos a 30°C e a SAC formada determinada

(Van Handel, 1968)

Para Inv A e Susy foram feitos diferentes ensaios variando a temperatura, pHs

e quantidade de proteinas e substratos nc meio de incubacéo.

No ensaio de determinacdo de temperatura 6tima para Inv A as reagbes
também foram analisadas por HPLC (high-performance liquid chromatography),
utilizando-se detector de indice de refragdo e coluna Shim-pack CLC-NH2
(Shimadzu). A separacao dos agucares foi obtida com acetonitrila 75% como eiuente,
com fluxo de 1mi/min. Os picos detectados foram comparados com picos de glicose
e frutose, com quantidades conhecidas de padrbes puros, para a determinagéo da

concentracio nos meios de reacao.
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3.5 Fomecimento de “CO-

Para o fornecimento de "CO,, folhas ou frutos foram envoltos com sacos
plasticos, deixando-se dentro destes um Eppendorf com solucdo aquosa de
NaH'“CO; de 10 Mdpm, e outro contendo HC! Foram selecionados ramos que
continham frutos com o endosperma ja em desenvolvimento e outros com frutos que
tinham apenas o perisperma. Para o ensacamento de ramos, foram retiradas folhas,
mantendo-se apenas quatro por ramo, sendo estas do 4° e 5° pares, como mostrado
no esquema (fig. 4). Apds a completa vedagdo do envoltério pidstico com barbante,
por manuseio externoc os contetudos dos Eppendorfs foram misturados, promovendo
a liberagdo de "“CO, O fornecimento de '“CO; foi feito entre 6 e 7h da manha

durante 4 horas e a seguir procedeu-se a retirada do envoltdrio plastico.

A coleta dos frutos para anélise foi feita no final da tarde do mesmo dia e no
inicio do dia seguinte, aproximadamente 4 e 24 horas ap6s aplicacdo de '“CO,. ,
respectivamente. Os frutos foram dissecados em endosperma, perisperma e casca, €
secos em liofilizador. Neles foram feitas extracbes de aclcares solGveis e nas
fracbes obtidas foram determinadas as radioatividades totais. Também as
radioatividades especificas em SAC e AR foram determinadas apds cromatografia

em papel, como descrito no item 3.7.
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incubagdo
com foihas

Incubacdo
com frutes §

Figura 4. Esquema do fornecimento de *C0,, para
folhas (A) e frutos (B)

3.6. Auto-radiografia dos frutos incubados com *CO-

Alguns frutos que receberam **CO, foram deixades nas plantas até atingirem
a completa formagdo do endosperma. Posteriormente os frutos foram colhidos e
fatiados com auxilic de um bisturi. As fatias foram montadas sequenciaimente em
uma cartolina e esta colocada para impressionar um filme sensivel a raios-X. A
montagem foi isolada do contato com luz por meio de cassete apropriado para este
fim. A montagem foi colocada em freezer —70°C e o filme revelado aproximadamente
apés um més de exposi¢do. Os endospermas destes mesmos frutos foram utilizados

para extracao de acgucares soluveis, amido e polissacarideos de parede celular.

A extracdo de acUcares soluveis foi realizada como descrito no item 3.3 e ©
material sdlido recuperado foi extraido com dimetil sulfoxide (DMSO) (2 x 25
ml/100mg) durante 24 horas sob agitacdo continua (Fry, 1988). O extrato de DMSO
recuperado foi reservado e o precipitado extraido com acido triffuoracético 2N (3 X
1,5 ml}) com autoclavagem a 120°C/1h). O sobrenadante recuperado (contendo
polissacarideos de parede celular) foi seco em speed-vac e solubilizado em peqgueno
volume de agua. As fracbes etandlicas (acglicares soluveis), de DMSO (amido) e

trifluoracética (aglcares de parede) tiveram entdo a radioatividade determinada apds



adic&o de liguido de cintilac@o e contagem por § minutos em contador de cintilac&o.
Os dados foram expressos como radioatividade por quantidade de massa inicial

exiraida.

2.7. Fornecimento de [U-'*C1 sacarose e [U-"*Cl frutose

Para o fomecimento de sacarose e frutose marcadas, frutos foram destacados
dos ramos 175 dias apds o florescimento e imediatamente colocados em agua fria. O
pedunculo foi retirado com o auxilio de bisturi, sendo neste local aplicados 0s
produtos marcados com '*C. Os frutos foram imobilizados dentro de caixa gerbox

transparente, com auxilio de lanoclina, deixando © lado do pedunculo para cima.

No centro da caixa foi colocado um pedago de papel de filtro saturado com
4gua e a caixa foi colocada sob a luz de uma lampada incandescente de 100W,
posicionada a 50 centimetros. Uma série de frutos recebeu [U-'*C] frutose e [U-'*C]
sacarose. Cada fruto recebeu 0,9 uCi (JU-'“C] frutose 50 pCifmmol, [U-'*C] sacarose
50 uCi/mmol, Amershan Biotech) e apés a absorcdo da solucdo marcada, foram
adicionadas goticulas de agua sobre o local do corte para evitar rescecamento. Em
sequida, sobre o gerbox foi colocado um vidro comum e o material incubado por 24

horas.

Apos este periodo, os frutos foram separados em endosperma, perisperma e
casca e, ap6s serem congelados e liofilizados, fiveram os aguicares endbdgenos
extraidos e suas concentragdes determinadas. Os mesmos extratos foram usados

para determinacio da radioatividade total e radioatividade especifica dos agucares.

iniciaimente a radioatividade especifica seria determinada por HPLC, com uso
de um detector de indice de refrac@o acoplado em linha com um de radioatividade.

Uma vez gue a célula do detector de radioatividade & de 500 i, existe sobreposicao
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de frutose e glicose ao passarem na célula, ndo permitindo a determinac&o individual

das radioatividades especificas dos agucares.

Assim, optou-se por separar os aglcares por cromatografia descendente de
papel, utilizando como mistura de solvenie acetaic de efila:piridina:H20:acido
acético:acido propidnico (50/50/10/515, viviviviv). Giicose, frutose e sacarose (50 ug
de cada) foram aplicadas em linha lateral para servirem de padro de corrida. As
corridas foram de 20 horas. Depois de retirado da cuba de cromatografia e secagem
em capela, o cromatograma foi revelado com reagente de anilina (Walkey & Tillman,

1977).

Apés visualizacdo das manchas de glicose, frutose e sacarose, elas foram
recortadas separadamente do cromatograma, cortadas em tiras, colocadas em
frascos de vidro para cintilador e trituradas em politron com 5 ml de etanol. Em
seguida, adicionou-se 10mi de liquido de cintilagio e apds decantagfo dos residuos
do papel por 60 minutos, foi contada a radioatividade em contador de cintilag@o por 5

minutos.

Como controle de possivel interferéncia do papel, foram retiradas areas
semelhantes de papel nas linhas Iaterais nas quais foram aplicados os padrées dos
aclcares. Para a determinacao da radioatividade especifica de sacarose, usou-se a
radioatividade determinada e quantidade conhecida em cada amostra aplicada, dado
este obtido pela dosagem nos extratos. Para AR, usou-se a soma da radioatividade

de frutose e glicose e 0s dados de AR determinados em cada amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4 1. Crescimento e desenvolvimento dos frutos de café

Os dados relativos ao crescimento dos frutos de café s&o mostrados nas
fig. 5 e 6. A fig. 5 apresenta o crescimento de todo fruto, no periodo de 10/2001 a
0212002, verificando-se o crescimento inicial lento, acelerando apds a sexta coleta,
guando entfic houve ganho significativo de massa (fig. 5A e C). Este aumento de
massa esta diretamente relacionado com a formacéo do endosperma, chegando a
representar no fruto maduro aproximadamente 95% da massa total do fruto
(Mendes, 1941). De modo inverso, os dados de porcentagem de massa seca (fig.
5 B) apresentam queda inicial, sendo isto atribuido ao acumuio de agua no fruto,

durante o crescimento do perisperma (Mazzafera & Robinson, 2000).
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A fig. 6 mostra a evolugdo da massa, massa fresca e % de massa seca nos
tecidos, mas iniciando-se em periodo mais adiantado do crescimento dos frutos, ou
seja, a partir dos 100 dias apods o florescimento, quando inicio o maior crescimento
do endosperma, época na qual ocorreu aumento da massa seca do fruto, como
indicado na fig. 5. Uma alteragdo que se destaca na fig. 6 € a menor participagado do
perisperma nas massas fresca {fig. 6A) e seca do fruto (fig. 6B), mas aumentando

um pouco a porcentagem de massa seca (fig. 6C).

Um Unico trabathc sugere qual ¢ papel do perisperma no café. Quando
Rogers ef al. (1999), sugeriam gue ¢ conteudo de acucares redutores no perisperma
era inicialmente alto para manter o balangco hidrico favoravel, indicavam
indiretamente que um provavel papel desse tecido era acumuiar agua para depois
repassa-la ao endosperma. No mesmo periodo em que ocorre esta queda de
massa fresca do perisperma, ocorre 0 inicio do acimulo de massa do
endosperma, a parte economicamente importante do café. Potomati & Buckeridge
(2002) com estudos em Sesbania virgata, verificaram que a reserva acumulada no
endosperma (galactomanano) tem como principal fungdo acumulo de agua para o
desenvolvimentc do embridc. A queda na porcentagem de massa seca do
endosperma (fig. 6C), provavelmente esta relacionada com a entrada de agua
neste tecido, sendo que posteriormente existe a tendéncia de aumento, a fase em
que ele acumula mais carbono. Por outro lado, as variacbes de massa seca na

casca nao sao tdo pronunciadas.
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4.2 Testes para Inv A em folhas e frutos

As dosagens enzimaticas realizadas em de café sic dificultadas pela grande
quantidade de fenodis existentes no fruto. Somente em sementes, tem sido relatado
que 4cido clorogénico pode chegar a 5-6% da massa seca {Ciifford, 1985). Desta
forma, antes de iniciar as dosagens com frutos, foi realizada uma série de testes com
folhas, que podem ter mais de 10% de fendis (Mazzafera, 1987). Com isto
estariamos evitando a perda de material, 0 que poderia ser um problema, pois o café

frutifica apenas uma vez ac ano.

Nos testes prévios realizados com folhas foram analisados os perfis das

enzimas Inv A e Susy e através de tais testes, determinou-se:
v quantidade de proteina no meio de reacéo
v" pH 6timo
¥v' concentracio de substrato no meio de reacéo
v temperatura otima

A fig. 7 apresenta o resultados para Inv A, sendo determinada concentragéo
6tima de substrato como 100 mM de sacarose, a quantidade 6tima de proteina de
100 ug, os methores pH’'s foram em 2,6, 4,5 e 7,0, e por fim a meihor temperatura em

50°C.

Varios trabalhos tém relatado dois pH's 6timos de Inv A 2,5 a 5 (Tymowska-
Lalanne & Kreis, 1998). Recentemente, mosirou-se que estas variagbes podem ser
derivadas de alteracGes de apenas um residuc de aminodcido em regides

conservadas da enzima (Goetz & Roitsch, 1998).
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Os ensaios com temperatura foram repetidos varias vezes, inclusive com
solucbes reagentes novos, sem alteracdo dos resultados para Inv A, confirmando
aumento de atividade com ¢ aumento de temperatura. Desta maneira, os exiratos de
reacOes foram submetidos & cromatografia liguida de aita eficiéncia e os dados sac
apresentados na tabela 1, onde se observa que a temperatura 6tima encontrada foi
37°C, confirmando os trabalhos encontrados na literatura. As diferencgas entre as
andlises podem ser explicadas por alguma interferéncia da temperatura com 08

reagentes usados durante a dosagem dos AR.
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Figura 7. Ensaios de atividade de Invertase acida inv A com extratos de folhas de
café para determinacao da quantidade de proteina (A}, pH étimo (B), e quantidade
de substrato (C) temperatura 6tima no meio de reagdo. (D). Barras indicam o efrro
padréo da meédia.
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Tabela 1. Atividade da Invertase acida( Inv A) avaliada pela producéo de AR e
determinada por HPLC utilizando-se detector de indice de refracac e coluna Shim-
pack CLC-NH2 {Shimadzu) em diferentes temperaturas de incubagao.

Temperaturas de incubacac Atividade especifica
C) {ug de AR/ug de proteina.hora)
37 1,92
20 0,18
70 0,46

Para os testes de atividade com frutos, foram utilizados frutos coletados no
inicio de 2003. Os dados obtidos definiram os parametros & serem usados na
determinacéo da atividade da Inv A dos frutos cothidos em 2002, cujo crescimento foi

apresentado na fig. 5.

Os frutos de 2003 usados nos testes, apresentavam-se com massa fresca de
780 mgffruto, massa seca de 150 mg/fruto, porcentagem massa seca de 19,2%.
Comparados aos dados da fig. 6, eles corresponderiam aos frutos de 130 aos 165
dias apés a floragdo . Quando separados, o endosperma de cada fruto apresentou
massa fresca de 21,7 mg, massa seca de 2,3 mg, porcentagem de massa seca de
13,8%. O perisperma apresentou para cada fruto matéria fresca de 203 mg, massa
seca de 11,6 mg, porcentagem de massa seca de 5,7%. A casca de cada fruto
possuia massa fresca de 640 mg, massa seca de 179 mg, porcentagem de massa
seca de 28%. A temperatura de incubacdo usada nos ensaios foi 37°C e a
guantidade de proteina foi 70 ug. Testou-se o pH e a concentragdo de substrato no

meio de reacdo em extratos do endosperma, casca e perisperma (fig. 8). Os



resultados foram diferentes dos obtidos para folhas (fig. 7). Nos trés tecidos dos
frutos, os melhores pH’s de atividade foram mais baixos do que os de folhas, sendo
enfre 3 ¢ 4. Resultados semelhantes foram obtidos com sementes de canola -
Brassica napus (Hill ef al.,, 2003), ou seja, uma gueda continua de atividade conforme
o aumentc do pH, partindo de pH 3. Por outro lado, outros trabalhos mostram que a

atividade pode variar bastante, indo de 2,5 a § (Tymowska-Lalanne & Kreis, 1988).
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indicam o desvio padrio da media.

Pelos dados apresentados na fig. 8 pode-se verificar que tanto para os testes de
pH como para os de concentraclo de sacarose no meio de reacéo, as atividades

foram maiores na casca. Hill et al. (2003), em seus estudos com canola, notaram que



nas sementes o endosperma tinha maior atividade do gue a casca, mas essas

atividades tendiam a diminuir com o crescimento.

Os ensaios para andlises das atividades de Inv A em frutos de café nos
diferentes estadios de desenvoivimento foram realizadas a partir destes testes

previos, utilizando-se pH 4 e 3¢ mM de SAC no meic de reacdo.

As diferencgas observadas aqui entre folhas e frutos podem estar relacicnadas
aos 0rgéo estudados. Segundo Kingston-Smith ef af. (1999) o fato de folhas
passarem de drenos para fontes altera sobremaneira a proporgdo entre as diferentes
isoformas de Inv's no metabolismc de aglcares nestes tecidos. Isto somente é
possivel pelo fatc de Inv's serem codificadas por uma familia multigénica

(Tymowska-Lalanne & Kreis, 1998; Kingston-Smith ef a/., 1999).

4.3. Testes enzimaticos para Susy em folhas e frutos de café

Os resultados dos ensaios preliminares realizados em folhas s&o
apresentados na fig. 10. As melhores condigbes para o meio de reacdo foram: 60 a
80 ug proteina, pH 5,5 e 8,5 para sintese da SAC e temperatura étima de 30°C. As
concentragbes de substratos ndo foram testadas em folhas por falta do reagente na

época destas dosagens.
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Para os diferentes tecidos do fruto (perisperma, endosperma e casca) a
melhor atividade enzimatica foi observada com pH 6, 80 mM de concentragéo final
de UDP-glicose e frutose no meio de reac@c, como mostra a fig. 10. A extracac foi
realizada da maneira apresentada em Material e Métodos e a temperatura de
incubaco foi de 30°C, sendc adicionade de 70 a 80 ug de proteina ao meio de
reacdo. Os pHs otimos para a atividade enzimatica, variam entre as isoformas de
Susy, existindo também diferencas se o pH for determinado com a reagao de sintese
ou de quebra de sacarose. Assim, Tanase & Shohei (2000) encontraram meilhor
atividade com pH 8,5 na direcdo da clivagem e 7,5 na direcdo da sintese de
sacarose para Susy de Pyrus serofina — péra japonesa. Copeland (1990) mostrou
que a Susy também possuia dois pHs de atividade alta, sendo que na dire¢éo de
clivagem a melhor atividade se encontrava em pH 6 e 7 e na diregdo da sintese os
melhores pHs eram 7.5 e 9,0. Mais recentemente, em raizes de beterraba, Klotz ef
al. (2003) verificaram a presenca de duas isoenzimas, sendo que na direcdo de
sintese uma delas apresentou até 4 picos de maior atividade nos pH's 6, 7,5; 8,5 e
10. Ja a outra isoenzima teve maior atividade em pH's 7 e 10. Portanto, as diferencas
aqui encontradas poderiam ser devido & presenca de isoenzimas nos diferentes

orgéos, folha e fruto.
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4.4 Dosagens de agucares endogencs e atividades enzimaticas em frutos de café

em diferentes estadios de desenvolvimento

Os dados da fig. 11 s8o referentes as coletas feitas entre ¢ final de 2001 e

comeco de 2002, conforme citado em Material e Métodos.

As fig. 11 B, D e F apresentam as variagdes da concentracdo dos aglicares
encontrados nos frutos de café em diferentes estadios de desenvolvimento. Aos 80
dias do florescimento, observou-se um pico de SAC e AR no perisperma, os quais
coincidem com O pico maximo de massa do mesmo tecido, o gque pode ser
observado na figura 11 A A partir do 100° dias apés o florescimento houve gueda
nas concentragbes dos agucares em guestdo, tantc no endosperma guanto no
perisperma, porém com intenso aumento destes agucares na casca 200 dias apds o

florescimento.

Comparativamente com os resultados de Rogers et al. (1999) os dados de
SAC e AR no endosperma sdo bastante semelhantes. Naquele estudo, o0 aumento da
concentrac&o de SAC foi encontrado nos estadios finais do desenvolvimento dos

frutos, chegando préximo a 60 mg/g da massa seca.

O aumento da concentragdo de AR na casca é atribuido ac amadurecimento,
sendo que no fruto, ao passar da cor verde para amarelada e depois para vermeiha,
ocorre hidrélise dos aglicares presentes na polpa. A polpa {(ou mucilagem) contém
B4,2% de agua, 89% de proteina, 4,1% de acgucares. Dos acglcares,

aproximadamente 60% sao redutores (Vicent, 1985).
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Rogers et al. (1999) também observaram maior teor de AR no perisperma em
estagios iniciais de desenvolvimento do fruto, isto ocorre para abaixar ¢ potencial
osmético do tecido, garantindo o suprimento de agua. E curicso observar gue na
casca ¢ teor de AR acompanha ¢ do endosperma, sugerindo que pode haver
transferéncia de um tecido para ¢ outro. Nos dados apresentados na fig. 11E
observa-se alta atividade enzimatica da inv A na casca durante os primeiros estadios
de desenvolvimento, o qual é acompanhado pelo aumento brusco dos AR no

perisperma 80 dias apos o florescimento (fig.11D).

No endosperma, ocorre reducao de AR nos estadios finais, quando se observa
o aumento do teor de SAC. Este aumento pode ser em decorréncia da sintese a

partir de AR.

Os dados enzimaticos demonstram a grande complexidade do metabolismo
de actcar em café. A atividade de Inv A (fig. 11E) aumentou no perisperma e casca
no final do desenvolvimento, ainda que somente a casca tenha apresentado aumento
de AR, apenas nos estddios finais do desenvolvimento do fruto. A primeira
interpretacéo é que os AR formados por atividade de inv A poderiam estar sendo ou
respirados ou entrando no metabolismo de sintese de galactomananos efou amido.
O fato de também haver reduc@o de SAC indicaria um rapido desdobramento desse

agucar.

Porém, ao mesmo tempo, Susy também tem aumento de atividade (fig.11C).
Vale a pena observar que a reacdo de Susy foi feita na direcdo de sintese de SAC,
logo, se gquisermas compara-la com Inv A, os dados tem que ser muitiplicados por
dois (1 de frutose e 1 de glicose). Assim, ¢ aumento de SAC no endosperma e casca
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poderd ser explicado pelo aumento de Susy, mas comc explicar os dados do
perisperma? A falta de paralelismo entre os dados de Susy e o teor de SAC em
perisperma, ou seja, aumento de atividade sem o correspondente aumentc do
acucar, poderia ser peio fato de haver transporte de SAC destes tecidos para o
endosperma. Qutra possivel explicagio € que nesie estadio do desenvolvimento 0
perisperma & um tecido com apenas algumas camadas de células, tendo entdo seu

pape! fisioldgico diminuido.

Segundo Weber ef al. (1997) em estudos com V. faba, a atividade da Inv A é
alta durante as primeiras fases do desenvolvimento da semente, resultando em alta
relacéo hexoses/sacarose, promovendo ¢ crescimento celular. Isto foi cbservado nos
frutos de café {fig. 11 D, E e F), sendo que a relagdo tende a diminuir com a
formagdo do endosperma e amadurecimento do fruto. Esta queda na relagio ocorre

coincidentemente com o aumento de massa seca do endosperma (fig. 11A).

Trabalhos como de Sung et a/. (1989), que testaram bioguimicamente a forga
do dreno em varias espécies de plantas, medindo a hidrélise da SAC via Inv A e
Susy demonstraram que a Susy tem grande atividade na hidrdlise da sacarose no
citoplasma de drenos ativos e sua atividade diminui em drenos maduros. A hidrdlise

pela INv A seria secundaria.

Ross & Davies (1992), em estudos com V. faba, também demonstraram que a
quebra da SAC era preferencialmente pela Susy. Cordenunsi & Lajolo (1995),
verificaram a queda na atividade hidrolitica da Susy durante o amadurecimento da

banana.

Porém, Nascimento et al. (2000), observaram que durante a maturagéo de
banana havia diminuicdo de Susy, paralela & degradacéo de amido. Alta atividade foi
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observada durante a formagao de amido. Desta forma, os autores concluram que a
Susy € importante na sintese de amido, tendo atividade na dire¢do de clivagem de
SAC. Tais dados estido de acordo com outros observades para tomate (Wang ef a/.,
1993) e endosperma de milho {Chourey & Neison, 1878), mas diferentes de péra
asiatica (Moriguvhi ef al, 1982), que assim como em endosperma de café,

apresentou aumento de atividade durante 0 amadurecimento.

Portanto, por meio destas analises, considera-se gue para ¢ endosperma de
café a Susy possui sua maior atividade na direcéo da sintese de SAC e durantes as
fases finais do desenvolvimento do fruto. Na casca o aumento da atividade de Susy
estaria relacionada & maior presenca de substratos (AR), provenientes de hidrdlise
de acucar de parede, uma vez que existe o aumento de atividade de pectina
esterase na polpa, durante a maturac@o do fruto (Vicent, 1985). Os dados néoc

permitem explicar o aumento no perisperma.

4.5. Ensaios com radioisotopos

4.5 1. Fornecimento de '* CO-

A incubacd@o com "*CO- foi realizada em 21/12/2001, com frutos que estavam
iniciando ¢ desenvolvimento do endosperma, ou seja, © endosperma correspondia a
11%, o perisperma a 17% e a casca a 72% da massa seca do fruto. A Incubacio o
realizada de duas formas, uma apenas nas folhas e outra apenas nos frutos, com
dois ramos para cada tratamento. Apds a exposicéo por 4 horas a *CO,, a incubagéo
procedeu por 4 e 24 horas Neste ensaio, foram observados resultados contrastantes
entre 0s tratamentos. Na incubagdo por 4 horas (fig. 12A) a maior radioatividade foi
observada no fruto, o que pode ser explicado pelo fato do fruto fazer fotossintese
(Salazar et al., 1997).
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O mesmo foi observado com 24 horas de incubagdo, porém, & muito
interessante observar que nos dois tempos de aplicagcdo nas folhas ndo houve
aumento de radioatividade na casca. isto sugere que de fato, a casca faz
significativamente fotossintese & que vindo das folhas, a SAC transportada parece

ser descarregada diretamente no perisperma.

Cortes histoldgicos de frutos de café (Begnami & Mazzafera, dados n&o
publicados), mostram grande quantidade de vasos (floema e xilema) chegando ac
perisperma e casca, mas nenhum ac endosperma. Da mesma forma, Begnami &
Mazzafera (dados n&o publicados) ndo observaram continuidade fisica e celular
entre o perisperma e endosperma. O gue sugere que a transferéncia dos agucares
da casca para o perisperma e desta para o endosperma seria apoplastica. De acordo
com Minch (1930) a translocag¢do de assimilados no floema é dirigida por um
gradiente de potencial osmoético entre a fonte e o dreno. Ao se tratar de
descarregamento apoplastico, Van Bel, (1993), afirma que o descarregamento dos
acucares fabricados nas folhas é realizado com maior eficiéncia pelos vasos do
floema de menor calibre. isto transcreve uma relag@o: menor calibre, maior
capacidade de descarregamento de sacarose. Ja vasos com calibre maior tem como
funcdo transportar os acucares por longas distancias, mantendo altas as
concentracbes de solutos, os quais serdo descarregados no apoplasto (Laionde ef

al., 2003).
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Uma vez que na incubacdo de "“CO, por 24 horas ocorreu maior incorporagao
de *CO. somente para ele foram determinadas as radioatividades especificas dos
agticares). A fig. 13 mostra estes resultados. Quando o fornecimento de '*CO, foi
realizade para frutos, a maior radioatividade especifica de SAC e AR foram
cbservadas na casca. Tais resultados eram esperados, uma vez que frutos realizam
fotossintese e houve grande incorporacéo de radioatividade na casca (fig. 13A). As
deteccbes de radioatividade em AR nio perisperma e no endosperma nao permitem
dizer se SAC ou AR foram iransiocados da casca, mas permitem afirmar que, se AR
foi translocado, houve atividade de sintese de Susy, e se SAC foi translocada, houve
atividade de Inv A. Quando o fornecimento de **CO, foi feito para folhas (fig. 13B) a
radioatividade especifica foi menor na casca, da ordem de 200400 cpm/mg,
comparativamente go fornecimento para frutos, com valores 20 vezes superiores (fig.
13A). Além disso, a radioatividade especifica foi mais homogénea entre os diferentes
tecidos. Tanto no fornecimento para folhas como frutos, SAC apresentou maior
radioatividade especifica em cada tecido. Outros dados interessantes sao que entre
o perisperma € 0 endosperma a radioatividade especifica de SAC e de AR sao
menores no segundo tecido. Sendo que o ensaio € o “retrate” de um curto periodo de
tempo, tais dados indicam que existe, de fato, translocacdo de um tecido para o

outro.

isto & coerente, pois sendo estes resultados obtidos da incubacéo de folhas
com “CO,, o transporte até os frutos se deu na forma de SAC, logo, como esperado,
a radioatividade especifica € maior neste agucar tanto na casca como perisperma,

gue possuem vasos de transporte. Assim, a presenca de alta radioatividade em SAC
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no endosperma também demonsirou um intenso transporte desse aclcar para o

tecido.
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Figura 13. Radioatividade especifica de SAC e AR nos diferentes tecidos (casca,
perisperma e endosperma) de frutos de café, quando o fornecimento de “CO, foi
feito em frutos {(A) ou folhas (B), e a incubacio por 24 horas. Barras indicam o desvio
padrao da média
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4.5 2. Auto-radiografia

Neste ensaio, frutos de café foram incubados com "“CO2 em dois estédios de
desenvolvimente, sem endosperma e com endosperma. Apés terem compietado a
maturagio, foram colhidos, fatiados e as fatias colocadas para impressionar filme de
raio-X. A fig. 14 mostra os resultados destes ensaios. Cada linha de fruto representa
um fruto inteiro fatiado. Quando a aplicagdc foi realizada na auséncia do
endosperma, houve maior impressao do filme na regido da casca, com muito pouca
radioatividade enconirada no endosperma. Por outro lado, quando a incubagdo foi
realizada com frutos apresentando endosperma em desenvolvimento a marcacdo do
filme de raio-X ocorreu intensamente no endosperma. E curioso notar que neste caso
a marcacao nao preencheu todo 0 endosperma, ou melhor, pode-se observar que o
centro de marcagio era menos intensa. Acreditamos que isto ocorreu pelo fato do
fornecimento ter sido realizado em um dado momento do desenvolvimento do
endosperma, sugerindo que a “deposicido” de radioatividade ocorreu numa camada
de células. Ao contrario dos frutos incubados sem endosperma quase nenhuma

marcacao foi observada no perisperma.
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Figura 14. Auto-radiografia de frutos que receberam '“CO. em dois estadios de

desenvolvimento. As setas vermelhas indicam ¢ endosperma e as pretas, a casca.

Os ensaios de fornecimento de '“CO, mostraram a presenca de
radioatividade na casca, perisperma e endosperma, indicando que ocorre, de fato,
transporte entre estes tecidos. Desta forma, a impress&o observada somente na
casca, nos frutos que receberam '“CO, quando ainda n&o possuiam o
endosperma formado, reflete que o perisperma pode ndo ser um dreno forte. Vale
a pena lembrar que o fornecimento de 4C0, apenas para frutos (fig. 12 A) mostrou
presenca macica de radioatividade na casca. Por outro lado, quando o
fornecimento foi para folhas, houve boa distribuicdo entre casca, endosperma e
perisperma. Assim, pode-se inferir que grande parte do agucar do perisperma é
proveniente das folhas. No entanto, ainda existe a probabilidade de que tenha
ocorrido transferéncia de casca para o perisperma, ou mesmo que o agucar da

casca seja respirado.
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Durante a maturacdo do fruto de café ocorre aumento da atividade
respiratéria. Puschmann (1975), observou que depois da 26% semana apés o
florescimento, ou seja, aproximadamente 180 dias, ha grande aumento da
respiracdo na casca, da ordem de 3 a 4 vezes. O maximo & atingide com 32
semanas (224 dias). Este autor também avaliou o teor de acucar soluvel em aicool
{acUcares soldveis iotais e os redutores) na casca, observando aumento paralelo

ao da respiracdo. O mesmo foi observado por nés nas figs.11 Be D.

A boa marcagdo no endosperma indica ser este tecido um dreno bastante
forte. Como o perisperma fica reduzido a uma fina pelicula, é dificil verificar na fig.

14 se houve impressao do filme por este tecido.

As determinacbes de radioatividades nas fragcbes de agucares soluveis,
amido e polissacarideos de parede celular mostraram, no entanto, que deve existir
um padréc de acumulo desses compostos. A fragdo de acucares solaveis teve
60.584 cpm/g de endosperma, a fracdo de amido, 110.000 cpm/g e a fragdo de
polissacarideos de parede celular apenas 6.478 cpm/g. Uma vez que ©
fornecimento de '“CO, foi feito por apenas 4 horas €& possivel que
preferencialmente, naquele momento, grande parte do carbono entrando no
endosperma estivesse sendo dirigido para amido, em detrimento a fragéo
hemicelulose de galactomananos. Redgwell ef al. (2003) acompanharam o©
acumulo de acgucares na forma de polissacarideos no endosperma de café entre a
11% e 37° semanas apos o florescimento, observando uma alteragdo na proporgéo
entre galactose e manose no galactomanano, o que conferiria maior rigidez e

menor solubilidade ao polissacarideo. A responsavel pela mudanca na proporgéo
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seria uma a-galactosidase. Por oufro lado, outros aglcares presentes na fragéo
denominada residuos insoltveis emn alcool, na qual se encontra ¢ galactomanano,
mostrou reducdo de xilose, rhamnose, arabinose, glicose, acido giucorbnico e
acido galacturdnico. A fragdo denominada scluvel em aicool aurmnentou
constantemente até a 37° semana. Nela, exceto sacarose e galactose, rhamnose,

arabinos, xilose, manose e glicose diminuiram com o crescimento do endosperma.

O dado mais surpreendente do ensaio de autoradiografia é a radiocatividade
na fracdo de aglcares soltiveis. Notamos, porém, que a casca pode fixar uma boa
quantidade de carbono figs. {12 @ 14) e como matéria de especulacdo & possivel
gue durante o amadurecimento parte do carbono possa ser redistribuida para o
endosperma, uma vez que a casca é rica em AR, tendo 4,1% de acglcares
soluveis e destes 60% sdo redutores (Vicent, 1985). Desta forma, os dados de
aclicares endégenos e fornecimento de '“CO; indicaram que além de poder
manter disponibilidade adequada de agua para o desenvolvimento do fruto, o
perisperma parece também ser responsavel pela passagem de agucares para 0

endosperma.

4.5.3. Fornecimento de [U-'*C] sacarose e [U-'*C] frutose

O ensaio de fornecimento de [U-'%C] sacarose e [U-'*C] frutose foi realizado
com frutos de café no mesmo estéadio de desenvolvimento que os frutos utilizados
para as analises enzimaticas, ou seja, aproximadamente 175 dias apds ©
florescimento, com o endosperma ainda em desenvolvimento. Os resultados s&o
mostrados na fig. 15. A fig 15A apresenta os dados de radioatividade por massa

nos diferentes tecidos dos frutos que receberam [U-'“C]sacarose e [U-'*Clfrutose.
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A maior radioatividade encontra-se na casca, para ambos os tratamentos.
Isso se deve ao fato que na montagem do experimento, no locai de aplicacéo (o
peduncuio), 0s produtos marcados provavelmente atingiram preferencialmente os
vasos presentes na casca. A fig. 15A ndo discrimina em quais substancias
(actcares) esta a radioatividade, mas mostra claramente que houve transferéncia
entre perisperma e endosperma, uma vez que este Ultimo n&o possui vasos do

floema.

Na fig. 15 B séc apreseniadas as radioatividades especificas em SAC e AR
quando formeceu-se [U-"“Clfrutose. Como esperado, a maior radioatividade foi

incorporada na casca e a maior radioatividade especifica em AR,

A fig. 15 C mostra os resultados da aplicagdo de [U-'“C]sacarose, como
esperado a maior radioatividade estava na casca e a maior atividade especifica em
SAC. Estes dados, em relacdo aos dados enzimaticos, ilustram novamente a
complexidade dc metabolismo de agtcar no fruto de café. Assim, quando se
forneceu [U-'*Clfrutose detectou-se radioatividade em SAC em todos os tecidos,
mostrando ndo sé a atividade de Susy, mas também que houve translocagéo,
podendo ser tanto na forma de SAC como AR. Também € curioso observar que
quando "C-frutose foi oferecida aos frutos, a radioatividade especifica no perisperma
foi menor que no endosperma. Por outro lado, quando [U-'"“Clsacarose foi fornecida
0 perisperma mostrou maior radioatividade em SAC que em AR. Como especulagéo,
poderia ser sugerido que AR s@o preferencialmente transportados, pois quando [U-
1Cfrutose foi fornecida é que observou-se maior radioatividade por massa (fig. 15A )

& maior radioatividade especifica em SAC no endosperma (fig. 158 ).

33




Os frutos usados apresentaram teor enddgeno de SAC que permite dizer gque
estava na fase de acumulagdo deste aglcar, como mostrade na fig. 15. Talvez isto
explique a maior radioatividade especifica em SAC, mais visivel com [U-'*C] frutose,
mas também uma tendéncia quando [U-"*Clsacarose foi usada. Os dados de Susy

(fig. 11) também estdo de acordo com esta interpretacao.

5. CONCLUSOES

Através dos dados de radioatividade, dosagens de agucares endogenos e
atividade enzimatica de Inv A e Susy nos diferentes estadios de desenvolvimento
do fruto de café, pode-se inferir que o perisperma € um tecido que recebe

actcares das folhas e da casca, ainda fotossintetizante.

Além de ter a fungdo de diminuir o potencial osmoético do tecido para
atragdo de agua, o perisperma parece ser um tecido de passagem, o qual
transfere grande parte dos acglcares recebidos diretamente da folha efou da casca

para ¢ desenvolvimento do endosperma.

Nestes processos as enzimas Invertase acida e Sacarose Sintase (Inv A e
‘Susy) possuem atividades diferentes no decorrer do desenvolvimento, sendo no
inicio representada pela Inv A e nos estadios finais pela Susy, tendo como

principal aglicar a ser incorporado na fase final a SAC.

O fato de todo o processo envolver trés tecidos, torna & interpretacao dos
dados complexa e novos estudos s&o necessdrios para se conhecer melhor como

se da a transferéncia entre os tecidos.
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