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LISTA DE ACRONIMOS E ABREVIATURAS

BLAST Ferramenta bésica de busca de alinhamentos locais, do inglés, basic local
alignment search tool

BSA Albumina de soro bovino, do inglés, bovine serum albumine

cDNA DNA complementar, do inglés, complementary DNA

Da Dalton (1 Da = 1,661 10** g)

DNA Acido desoxirribonucléico, do inglés, deoxyribonucleic acid

DTT 1,4-ditiotreitol

EST Etiqueta de seqiiéncias expressas, do inglés, expressed sequence tag

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés, high performance liquid
chromatography.

MCW Extracdo com solu¢do de metanol, cloroférmio e agua, do inglés, methanol,

chloroform and water.

PCR Reacdo de cadeia em polimerase, do inglés, polymerase chain reaction

pl Ponto isoelétrico

PMSF Fluoreto de fenilmetanosulfonila, do inglés, phenylmethylsulphonyl fluoride
PVPP Polivinilpolipirrolidona

RNA Acido ribonucléico, do inglés, ribonucleic acid

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de sddio,
do inglés, sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel e ectrophoresis



RESUMO

O café € uma bebida apreciada pelo seu sabor e aroma caracteristicos, sendo a qualidade final
da bebida um dos aspectos mais relevantes para atender as demandas atuais do mercado. Neste
trabalho objetivou-se estudar algumas caracteristicas relacionadas ao metabolismo do
nitrogénio, como contetido de aminodcidos, proteinas e atividade de proteases em cafés em
diferentes estdgios de maturacao provindos de regides com temperaturas distintas. Adamantina
— regido de temperatura mais elevada, e Mococa — regido de clima mais ameno foram os locais
escolhidos para as coletas das amostras devido as diferencas no clima e na qualidade da
bebida. A qualidade de cafés cultivados em regides mais quentes € sabidamente inferior a de
regides mais frias. Entre diversas andlises, grande atencao foi dada ao estudo de proteases, que
promovem a quebra de proteinas, liberando aminodcidos que estardo envolvidos na realocacao
de proteinas relacionadas ao aroma e sabor do café, diminuindo, na maioria das vezes, os
atributos finais de uma bebida de boa qualidade. Ensaios qualitativos de aminodcidos em
HPLC foram feitos, assim como andlises quantitativas de aminodcidos, fendis e dosagem de
atividade de proteases, a partir de ensaios espectrofotométricos. A dosagem de proteases
indica maior atividade destas enzimas em amostras verdes de Adamantina. Uma hipdtese para
este fato seria a influéncia da temperatura no metabolismo da planta que faz com que,
aparentemente, proteinas sejam quebradas em peptideos menores, alterando o perfil protéico
intimamente relacionado ao aroma e ao sabor da bebida do café. Eletroforese bidimensional
foi realizada para visualizacdo das diferencas no perfil protéico das diferentes amostras. Genes
que codificam para proteases foram isolados e andlise de expressdo génica foi feita com
utilizagdo da técnica de PCR em Tempo-Real, corroborando os resultados obtidos nas andlises
bioquimicas e confirmando a provdvel interacdo entre contetido bioquimico, atividade

enzimdtica, fatores climdticos e qualidade da bebida em café.
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ABSTRACT

Coffee is appreciated due to its characteristic flavor and aroma, being the final quality
of the beverage one of the most relevant aspects to answer to the growing market demand. The
study of some features related to nitrogen metabolism in green and mature coffee from
climatologically different regions, such as Adamantina — a region with high temperature
means, and Mococa — not such a hot region, is the aim of this study. The quality of coffee
cultivated in hot regions is considered inferior when compared to the ones cultivated in
slightly colder regions. Among several analyses, a lot of attention was given to the study of
proteases - proteins able to breakdown other proteins, releasing amino acids involved in the
reallocation of proteins related to coffee flavor and aroma. Qualitative amino acids assays
were done in HPLC as well as colorimetric assays for amino acids, phenolic compounds and
protease activity determination. The proteases assay indicated higher activity of these enzymes
in green samples from Adamantina, what might be explained by the influence of temperature
in the plant metabolism, which apparently causes the break of some proteins in smaller
peptides, changing the protein profile closely related to the formation of coffee flavor and
aroma. Bi-dimensional electrophoresis was applied in the visualization of differences in the
protein profile of the contrasting samples. Genes codifying for proteases were isolated and
analysis of gene expression was done using Real Time PCR. The results corroborated the data
obtained in the biochemical assays, confirming the probable interaction among biochemical

content, enzymatic activity, climate factors and beverage quality in coffee grains.
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1. INTRODUCAO

O fruto do cafeeiro é apreciado por produzir uma das bebidas mundialmente mais
consumidas: o café. Conhecido pelo seu sabor e aroma caracteristicos, o café exerceu forte
influéncia econdmica na historia dos povos através dos tempos.

O café é um importante “commodity” internacional, sendo cultivado em mais de 80
paises, ocupando terras numa extensao de aproximadamente 1.600 quilometros ao Norte e ao
Sul da linha do Equador (Marcone, 2004), sendo classificado entre as cinco maiores culturas
mundialmente exportadas pelos paises em desenvolvimento'. Somente a exportacio brasileira
de café entre os meses de outubro de 2006 e setembro de 2007 foi de 28,7 milhdes de sacas de
60 kg, o que faz com que o Brasil seja o maior produtor mundial de café, responsavel por 26%
da produgdo, seguido por Vietna, Colombia, Indonésia e México. A comercializacdo desta
cultura é de grande importancia, principalmente nos paises em desenvolvimento, nos quais
muitos produtores dependem da exportacdo de sua produgdo para sobrevivéncia. Além do
mais, o capital gerado pelo comércio do café contribui para o desenvolvimento da infra-
estrutura de varios paises, como na Uganda e Vietna.

Um dos aspectos mais relevantes para atender as crescentes demandas atuais do
mercado de café € a qualidade da bebida. Em vista disso, hd uma preocupacao cada vez maior
com todos os aspectos da cadeia produtiva do café relacionados ao aumento de sua qualidade.
Estudos nas mais diversas dreas, do manejo de cultura até o desenvolvimento de cultivares
com caracteristicas quimicas diferenciadas, vém tomando novo félego com foco comum para

qualidade da bebida (Decazy et al., 2003).

! Food and Agriculture Organization, disponivel em http://apps.fao.org, visitado em 19/07/2007.
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Os produtores té€m se utilizado de novos processos durante as etapas de processamento
e métodos mais modernos de armazenamento e exportacdo dos griaos, além de técnicas
envolvendo biologia molecular para melhoraria no volume e qualidade da produgdo.

Estudos recentes realizados com o auxilio destas ferramentas de biologia molecular
tém sido largamente utilizados na tentativa de um melhor entendimento desta cultura (Ben
Amor et al., 2003) para posterior melhoramento das praticas de cultivo e conseqiientemente,
melhoramento na qualidade final da bebida. Apesar de sua importancia econdmica, Sao
limitados os conhecimentos em niveis bioquimicos e moleculares acerca desta planta, dentre
os quais podemos citar o trabalho de De Castro & Marraccini (2006). A grande maioria dos
trabalhos empregando essas ferramentas € focada na via de biossintese da cafeina, um dos
principais compostos estudados em café (Agwanda et al., 2003).

A producdo comercial de café baseia-se principalmente em duas espécies da familia
Rubiaceae proximamente relacionadas, Coffea canephora e Coffea arabica, sendo
responsdveis por aproximadamente 30% e 70% da producdo mundial, respectivamente.
Devido a diferencas considerdveis na qualidade da bebida gerada a partir destas duas espécies,
os valores de comercializagdo apresentam grandes variacdes, sendo os precos para C.
canephora consideravelmente menores que para C. arabica. A espécie C. canephora é
dipléide (2n = 2x = 22), alégama e altamente polimérfica, vinda da Africa Central, enquanto
C. arabica ¢ tetrapl6ide (2n = 4x = 44), autégama, e provém de uma pequena regido onde hoje
se localiza a Etiopia (Wrigley, 1988). Devido a autofecundacao, espera-se que C. arabica seja
uma espécie geneticamente homogénea. No entanto, mutacOes espontaneas, produzindo
algumas vezes caracteristicas desejaveis, aconteceram ao longo do tempo, e foram mantidas
naturalmente por autofecundagdo ou por meio de técnicas de cruzamento (Herrera et al.,

2004).
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Ap6s a floracdo, com o desenvolvimento do fruto de café, inicia-se a formagdo de um
tecido, o endosperma, que somente terd as primeiras divisdes mitdticas ao redor de 40 dias
ap6s o florescimento e representard mais de 95% da massa da semente madura (Mendes,
1941). O endosperma retirado do fruto maduro € o tecido torrado e usado para se produzir a
bebida do café. Em relacdo a aspectos morfoldgicos, a maturidade do fruto € indicada pela
perda de clorofila do pericarpo e sua substituicdo por pigmentos flavondides amarelos em
alguns cultivares ou, mais freqiientemente, por pigmentos vermelhos, do grupo das
antocianinas (Lopes €t al., 1984). Nesta fase, os frutos sdo denominados “cereja”.

Uma ampla gama de compostos intermedidrios presentes no endosperma, além de
outros compostos formados durante a torracdo e suas interacdes quimicas (Clarke & Macrae,
1985) compdem a qualidade da bebida, sendo a juncdo de fendOmenos extremamente
complexos - ainda muito longe de ser totalmente compreendida - o que determina exatamente
a qualidade final da bebida (Geromel et al., 2006).

A planta do café produz seus melhores graos quando cultivada em grandes altitudes,
clima tropical, e em solos ricos em nutrientes. Além da localiza¢do de plantio, outros fatores
afetam a qualidade e o sabor do café, como a variedade da planta, a composi¢do quimica do
solo e o clima, especialmente a quantidade de chuva e luz solar recebidas. Essas varidveis,
combinadas com o modo com que os graos sdo processados apds a colheita, contribuem para
as diferencas encontradas em café de regides diferentes de todo o mundo. A combinacio de
fatores € tdo complexa que até em uma mesma regido de cultivo, € possivel se encontrar
variacdo marcante na qualidade da bebida®.

O sabor e o aroma do café sdao produtos de uma complexa cadeia de transformacdes,

podendo envolver mais de 800 compostos volateis. Entre os precursores relacionados com a

2 The National Coffee Association of the USA, disponivel em http://www.ncausa.org, visitado em 14/08/2007.
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formacdo desses compostos estdo acucares, aminodcidos, peptideos, trigonelina, &4cidos
clorogénicos, dcidos organicos, lipideos e carotendides (Montavon et al., 2003a).

Além da formacdo desses compostos, interacdes entre agucares redutores e o
grupamento amino de aminodcidos, peptideos ou mesmo de proteinas durante a reacdo de
Maillard, ocorrida no momento da torrefacdo, sdo tidas como essenciais nos processos
envolvidos no desenvolvimento do sabor e do aroma (Reineccius, 1995). A reacao de Maillard
€ tradicionalmente conhecida como sendo a responsdvel pela producdo de aromas, assim como
pela producdo da coloragdo escura em diferentes tipos de alimentos, através da producdo de
diversos compostos como pirazinas, piridinas, furanos, entre outros. A maioria dos dados que
hoje s@o conhecidos sobre o processo quimico envolvido nesta reacdo foram determinados a
partir da investigacdo acerca da interagdo entre acucares redutores e aminodcidos livres (Ho et
al., 1993). Com base nessas informagdes, torna-se possivel perceber a importancia do estudo
do perfil de aminodcidos livres e proteinas em graos verdes de café, que cont€ém todos os
precursores necessarios para a geracdo do inconfundivel sabor e aroma final da bebida
(Montavon €t al., 2003b).

Em meio a todos os componentes responsdveis pela qualidade da bebida, as proteases
tém se mostrado de grande relevancia, promovendo a quebra de determinadas proteinas e
liberando aminodcidos que estardo envolvidos na realocacido e formacdo de novas proteinas
relacionadas ao aroma e sabor (Ludwig et al., 2000). McCarthy et al (2007), em uma patente
publicada nos Estados Unidos, defendem que se existem variacdes nos niveis de degradacdo
de peptideos e proteinas entre graos de café com diferentes qualidades, muito provavelmente,
estas variacOes podem ser causadas pela diferenca nas atividades de proteases enddgenas
nestes diferentes graos.

Essas enzimas sdo essenciais para a sintese de um grande numero de proteinas,

controlando a composic¢do, o tamanho, a forma, a quebra e sua destruicdo final. A acdo dessas
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enzimas € altamente especifica, sendo cada protease responsavel pela quebra de determinadas
seqiiéncias em um conjunto particular de condi¢des ambientais, estando intrinsecamente
envolvidas em muitos aspectos da fisiologia e do desenvolvimento vegetal (Schaller, 2004).

A degradacio seletiva de proteinas pode exercer vdrias fungdes durante o ciclo de vida
das plantas. Durante a germinacdo da semente, a hidrélise de proteinas de reserva fornece
aminodcidos para a sintese de novas proteinas, enquanto aminodcidos produzidos pela
protedlise de proteinas vegetativas sdo os responsdveis pela formacdo dessas proteinas de
reserva nas sementes (Palma et al., 2002). Tem-se sugerido que a atividade de proteases
levando a degradacdo de proteinas pode ser considerada um mecanismo regulatério nas
plantas (Callis, 1995). Além disso, estudos realizados com sementes de cacau mostram que
aminodcidos livres e oligopeptideos, precursores essenciais dos componentes do aroma da
fruta, sdo formados por quebra de proteinas da semente induzida por proteases enddgenas
(Voigt et al., 1994).

A maioria das proteases age no interior das cadeias polipetidicas (endopeptidases) ou
na regido terminal dessas cadeias (exopeptidases), iniciando o catabolismo de proteinas a
partir da hidrdlise de ligacdes peptidicas, responsdveis por ligarem os aminodcidos na cadeia
polipeptidica. As exopeptidases diferenciam-se de acordo com a especificidade pelo substrato
como sendo aminopeptidases, capazes de quebrar peptideos na regido N-terminal e
carboxipeptidases, degradando peptideos na regido C-terminal (Palma et al., 2002).

Ja as endopeptidases, também denominadas proteinases, sdo classificadas de acordo
com seu mecanismo catalitico, sendo sua classificacao feita de acordo com o residuo presente
no sitio catalitico da enzima. Em plantas, quatro classes de endopeptidases sdo usualmente
descritas: serino-proteinases, cisteina-proteinases, proteinases asparticas € metalo-proteinases.
Recentemente, uma nova classe de proteinases foi descrita, apresentando glutamato no lugar

do 4cido aspértico e sendo denominada proteinase-glutdmica (Schaller, 2004).
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Devido a acdo das endopeptidases se dar de acordo com o mecanismo catalitico e ao
fato de estas enzimas agirem segundo o residuo presente no sitio ativo da enzima, essas
proteases apresentam maior especificidade do que as exopeptidades que agem tanto em
regides N-terminal como C-terminal das cadeias polipetidicas. Assim sendo, as
endopeptidases sdo as primeiras proteases a agirem, gerando peptideos menores que serdao
hidrolisados a aminodcidos livres pela acdo multipla de exopeptidases (Callis, 1995).

Ainda ndo hd evidéncias concretas de que proteinas de reserva das sementes de café
possam agir como precursores de aroma e sabor através de sua degradacdo por proteases
especificas (Montavon et al., 2003b). Andlises de eletroforese em duas dimensdes com
extratos protéicos de sementes de café mostraram claramente peptideos de baixo peso
molecular, sendo provavelmente produtos de degrada¢do da subunidade o da proteina de
reserva 11S por peptidases especificas (Rogers et al., 1999a; Ludwig et al., 2000). A proteina
11S € a proteina em maior quantidade nas sementes de café, sendo sua principal proteina de
reserva, tendo como fun¢do a mobilizacdo de aminodcidos e nitrogénio para o
desenvolvimento da semente (Shimizu & Mazzafera, 2000), cujo endosperma serd utilizado
para produc¢do da bebida.

Alguns trabalhos mostraram que juntamente com proteinas, aminodcidos e compostos
fendlicos, a atividade diferencial de proteases pode explicar muito da variancia observada em
plantas cultivadas em regides diferentes, sendo muito provavelmente influenciada por diversos
fatores como, por exemplo, temperatura (Shimizu & Mazzafera, 2000; Silva et al., 2005).

Estudos anteriores mostraram uma relagdo negativa entre a atividade de proteases e
qualidade da bebida em cafés cultivados em regides de clima quente, que apresentam bebida
de qualidade inferior e clima mais ameno (Silva et al., 2005). No entanto, essas mesmas

enzimas podem ser as responsaveis pelo alto teor de aminodcidos normalmente detectado em
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graos de café que passaram por processamento umido, apresentando qualidade da bebida
superior a apresentada pelos graos processados pelo método seco (Selmar et al., 2001).

Acredita-se que esta diferenca de qualidade encontrada em plantas de diferentes
regides esteja diretamente ligada, entre outros fatores, a temperatura, que pode influenciar os
niveis de expressdao de proteases e modificar o padrdao de proteinas encontrado nos frutos
(Silva et al., 2005). Decazy et al. (2003), ao estudar a qualidade do café em diferentes
ambientes em Honduras, mostraram que altas atitudes e indices pluviométricos abaixo de 1500
mm de chuva sdo fatores favordveis a qualidade sensorial da bebida, promovendo a produgdo
de grdos maiores, com maior conteudo de lipideos. Uma vez que altitude e temperatura sdao
fatores inversamente relacionados, é de se esperar que as médias anuais de temperatura em
cidades com menor altitude sejam superiores as de cidades mais elevadas e que estas
diferencas climdticas influenciem o desenvolvimento dos grdos e conseqiientemente, a
qualidade da bebida.

O café nao tolera uma ampla faixa de temperatura e temperaturas menores que 16°C e
maiores que 23°C ndo sdo adequadas para seu cultivo, sendo a temperatura Gtima para o
desenvolvimento adequado dos frutos e producdo de bebida de alta qualidade entre 18°C e
22°C (Camargo et al., 1992). Além disso, altas temperaturas também levam ao
amadurecimento mais rdpido dos frutos de café, sendo as sementes desses frutos menores,
apresentando, no entanto, maior densidade (Silva & Mazzafera, comunicag@o pessoal).

Apesar da grande extensdo do parque cafeeiro encontrado no Brasil, localizado nas
mais diversas condi¢des climadticas, poucos trabalhos associando a influéncia do local de
cultivo a composi¢do quimica do café e a qualidade final da bebida sdo encontrados na
literatura. O trabalho de Ortolani et al (2000) mostra que o gradiente de continentalidade e as

variagdes de altitude, entre 400 e 1100m, nas principais regides cafeicultoras do Estado
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resultam de multiplas condicdes térmicas e hidricas. Essas combinagdes interferem na
fenologia do cafeeiro e condicionam cinco classes de qualidade de bebida (Figura 1).

Por esta razdo, focamos este trabalho na relacdo entre fatores climéaticos, composi¢cao
quimica e qualidade de bebida e para tanto, analisamos amostras provindas de Adamantina e
Mococa, regides localizadas em altitudes distintas que apresentam condi¢des climdticas

diferentes, assim como diferencas marcantes no sabor e aroma da bebida, como mostraram

Ortolani et al (2000) e Silva et al. (2005).
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Figura 1: Mapa da distribuicdo regional da qualidade natural de bebida do café ardbica
(Ortolani et al, 2000).
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Andlises sensoriais mostraram que graos de café cultivados em Adamantina, onde a
temperatura média anual gira em torno dos 24°C, apresentam qualidade de bebida inferior que
a produzida com graos provindos de Mococa, onde a temperatura média anual de 22,5°C ¢é

mais préxima da considerada adequada para o cultivo da espécie.
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Neste trabalho, foram avaliados aspectos quantitativos e qualitativos relacionados as
proteinas, aminodcidos e atividade de proteases e tentou-se estabelecer uma relacdo entre
proteases enddgenas do café, a qualidade da bebida e procedéncia dos graos. Compostos
fendlicos foram analisados e genes de proteases foram isolados e tiveram sua expressao

verificada nas sementes de Adamantina e Mococa.
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2. OBJETIVOS

No presente trabalho, andlises bioquimicas e moleculares foram conduzidas para se
estudar a influéncia da acdo de proteases no contetido e qualidade de substancias nitrogenadas,
como proteina e aminoacidos, em frutos de café e verificar a relacdo entre estes fatores e a
qualidade final da bebida de cafés de duas regides brasileiras sabidamente produtoras de café

de diferente qualidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras de café

Frutos verdes e frutos maduros foram colhidos de arvores adultas de Coffea arabica cv.
Obata, cultivadas sob irrigacdo e sob as recomendacdes do Boletim 100 do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), nas Estagdes Experimentais da cidade de Adamantina
(21°41°07” sul e 51°04°21” oeste) e Mococa (21°28°04” sul e 47°00°17” oeste), localizadas no
estado de Sao Paulo. Os frutos verdes foram coletados nos anos de 2004 e 2005, nos meses de
janeiro e margo, enquanto os frutos maduros foram coletados em abril (Adamantina) e julho
(Mococa) dos mesmos anos. Apds a coleta, os graos foram imediatamente congelados em N,
liquido e conservados em freezer a -80°C para posterior andlise. O endosperma foi separado

dos outros tecidos do fruto, sendo o tnico tecido utilizado nas analises.

3.2 Analise de aminoacidos

Para a determinag@o quantitativa de aminodcidos, o material foi previamente macerado
em N, liquido e extraido em etanol 70% (50 mg/500 ul), por 1 h a 4°C, com ocasional
agitacdo. O sobrenadante foi coletado apds centrifugacdo (10.000 g/20 min) e os aminodcidos
foram determinados por espectrofotometria (Cocking & Yemm, 1954).

A andlise qualitativa de aminodcidos foi feita pela extragaio MCW (12:5:3, v/v/v) do
macerado (100 mg/2 ml), com incubacdo em temperatura ambiente por 24 h e agitacdo
constante. O sobrenadante foi coletado apds centrifugacdo (10.000 g/15 min) e foram
adicionados 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de dgua destilada, seguido de vigorosa agitacao.
Apos nova centrifugagdo para separacdo de fases, a aliquota superior (fase metanolica-aquosa)
foi coletada, seca, solubilizada em 4gua e armazenada a -30°C. Estes extratos foram analisados

por detecgdo fluorimétrica dos derivados de o-ftaldialdeido em HPLC (Jarrett €t al., 1986). Para
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tanto, Uma coluna Supelcosil LC-18, 25 cm x 4,6 mm, 5 um foi utilizada, sendo a eluicdo feita
de acordo com um gradiente formado pelo tampao A (50mM NaOAc, 50 mM Na,HPOy, 1,5 ml
de HCI cncentrado, 20 ml de tetrahidrofurano € 20 ml de metanol em um volume final de 1000

ml) e gradativo aumento do tampao B (650 ml de metanol e 350 ml de dgua).

3.3 Atividade proteasica

Endospermas de frutos verdes e maduros foram macerados em N, liquido e a extragdo
de proteinas foi feita com tampao fosfato de sédio 0,1 M (1g/7 ml), pH 7,0, contendo 1%
acido ascérbico e PVPP (1/10, m/v). As amostras foram centrifugadas (12.000 g/20 min, 4°C)
e o sobrenadante coletado e dessalinizado em colunas PD-10 Sephadex G25 (GE HealthCare),
pré-equilibradas com tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. A concentragdo de proteinas foi
determinada com reagente de Bradford (GE HealthCare), segundo Bradford, 1976, tendo
como padrdo BSA. A atividade protedsica foi investigada apds incubagdo por 1 h a 37°C de
100 pug de proteina em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0, na presenca de azocaseina a
0,1% (m/v) e DTT 5 mM, em um volume final de 1 mL. A reag¢do foi paralisada com a adi¢ao
de 500 pL de 4cido tricloroacético 5%, centrifugacdo (12.000 g/10 min) e coleta do
sobrenadante. A leitura foi feita em espectrofotometro em 280 nm, tendo sido utilizado como
padrdo uma reagdo controle ndo incubada.

Para a determinacdo da classe das proteases presentes no endosperma de café, 100 pug
de proteinas, extraidas como descrito no ensaio anterior, foram aplicadas em um gel de SDS-
PAGE 10% (m/v) copolimerizado com BSA, usando um pente continuo, e separadas por uma
corrente continua de 15 mA por 2h. Em seguida, o gel foi lavado em tampao Tris-HCI 0,1 M,
contendo 1% Triton X-100, por 20 min para remog¢do do SDS, e depois em tampao Tris-HCI
0,1 M por mais 20 min. Entdo, o gel foi verticalmente dividido em tiras, que foram colocadas

separadamente em tubos com tampa rosquedvel e incubadas por 1 h a 37°C em tampao Tris-
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HCI1 0,1 M contendo inibidores especificos de protease (EDTA 10 mM para metaloproteases;
iodo acetamida 15 uM para proteases cisteinicas; pepstatina 1 uM para proteases aspdrticas e
PMSF 1 mM para proteases serinicas). Em seguida, cada tubo recebeu DTT na concentragdo
final de 5 mM. Apds incubagdo durante a noite, as fatias de gel incubadas com os diferentes
inibidores protedsicos acima citados foram coradas com Coomassie Blue R250 - 0,1% (v/v)
em solucdo de 45% (v/v) metanol, 9% (v/v) 4cido acético - e em seguida descoradas com
solucdo de 7% (v/v) metanol e 5% (v/v) 4cido acético. A atividade foi visualizada pela

digestao da BSA presente no gel, ficando descorado onde a protease se posicionou.

3.4 Compostos fendlicos

Para a determinacdo dos compostos fendlicos, as amostras de endosperma foram
extraidas em MCW, seguindo os mesmos procedimentos utilizados na extracdo de
aminodcidos para andlise qualitativa. A quantificacdo de fendis totais foi feita com o reagente

Folin Ciocalteu (Swain & Hillis, 1959).

3.5 Analise do perfil de proteinas por eletroforese bidimensional

200 pug de proteinas de endospermas de frutos de café verdes e maduros foram
liofilizadas, extraidas em tampao borato 100 mM, pH 8,0, contendo 50 mM DIECA
(Dietilditiocarbamato), 50 mM EDTA, 300 mM NaCl, 114 mM ascorbato de sédio e PVPP
(1:10, m/m) e solubilizadas em tampao de reidratacdo contendo 7 M de uréia, 2 M de tiouréia
e 0,002% (m/v) de azul de bromofenol. Em seguida, foram aplicadas em fitas de gradiente de
pH imobilizados na faixa de pH de 3-10 (Immobiline DryStrip ph 3-10 NL, 13 cm da GE
Healthcare) (Berkelman & Stenstedt, 1998). Para a separacdo de proteinas por
isoeletrofocalizacdo (1* dimensdo), as fitas foram colocadas no sistema focalizador (Ettan

Daltsix IPGphor II - GE Healthcare), seguindo o programa definido por Sussulini, 2007 para a

24



separagdo de proteinas: (1) 500 V até 500 V/h, (2) 1000 V até 800 V/h, (3) 10000 V até 11300
V/h e (4) 10000 V até 3000 V/h. As corridas duraram, em média, 4,5 h. A 2% dimenséo foi
feita em 12,5% (m/v) SDS-PAGE e a separagdo feita em solucdo de Tris-HCI] 25 mM, pH 8.3,
contendo 192 mM de glicina e 0,1% (m/v) SDS. Os géis foram corados com Coomassie Blue
GR250 (Coomassie coloidal), escaneados e analisados com o software ImageMaster 2-D

Platinum 6.0 (GeneBio, Geneva, Switzerland).

3.6 Analises moleculares - Confirmacao dos genes de proteases

Foram feitas buscas no banco de EST do projeto Genoma Café’ (Vieira €t al., 2006),
usando as palavras protease e proteinase como palavras-chave. Mais de 450 ‘“reads”
retornaram da busca e entre esses foram selecionados, um a um, aqueles relacionados a
sementes. As seqiiéncias selecionadas foram, entdo, comparadas e agrupadas para formacgao de
“contigs”. Os “contigs” formados foram comparados entre eles com utilizacdo do programa
Clustal W (Thompson €t al., 1994) e também com seqiiéncias de dcidos nucléicos depositadas
em bancos pblicos, através do programa BLAST disponivel no NCBI*. A partir dos “contigs”
formados foram construidos os “primers” flanqueadores as seqiiéncias analisadas (Tabela 1).
Tabela 1: Caracteristicas dos primers para seqiienciamento desenhados para os genes de
proteases. Asp: dcido aspartico; Cis: cisteina; Tm': temperatura de fusdo do primer forward;

Tm?>: temperatura de fusdo do primer reverse; Tam': tamanho , em numero de bases, do
produto de PCR gerado por cada par de primers (amplicons).

Nore | Tmt  %GC Primer Forward Tnf %GC Priner reverse Tant

5 |Bsp 1 61 48 ACTCCACCTCAGAAGTTCACAGT 60 50 CATACTGCTTAGGGGTTAGCTC 1083
o [cis 5 61 50 GAGCATGGAGATCACAGAAAGAG 58 50 GGATCAATCTAGAGCTCGTC 857

3 |cis 8 63 48 ACTACACAGTGCACTCTTCAAGTCC 61 46 AGCCACAGATGAGACCATAGAATC 1141
§ Cis 22 61 42 GTACAAGACCCGTTAATGATACGC 57 53 CTCTAGAACCATAGCCCAC 927

Cis 23 58 45 GGCTAGTGAAACATGGTAAGTC 61 48 TGTAGTGGTCTTCACAGCATACG 1091

3 Projeto Genoma Café, disponivel em http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe, visitado em 19/03/2005.

* The National Center for Biotechnology Information, disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov, visitado em
25/03/2005.
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Com a utilizagdo desses pares de primers, foram feitas reacdoes de RT-PCR com cDNA
previamente preparado a partir de amostras de RNA total extraidas dos graos verdes e “cereja”
de café. Para esta extracio do RNA total foi utilizado o reagente TRIzol® (Invitrogen),
seguindo as orientacdes do fabricante, e a quantificacdo foi feita ap6s leitura em 260 nm em
espectrofotdmetro. A concentragdo do RNA em pg/uL foi obtida a partir da aplicagdo dos
valores da absorbancia na férmula: RNA= (Abs 260 x d)/25, onde “d” corresponde a dilui¢dao
do RNA. A qualidade do RNA foi atestada em eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) com
brometo de etidio e visualizagdo sob luz UV no fotodocumentador Gel Doc 2000 da BIO
RAD. Para todas as amostras, quantidades iguais de RNA foram utilizadas na sintese da
primeira fita de cDNA, que foi obtida com o uso da enzima AMV Reverse Transcriptase
(Promega) e o primer B26. Anteriormente as reacOes de PCR, determinou-se a melhor
temperatura de pareamento dos primers com reacdes feitas em um gradiente de temperatura
variando de 56,4°C a 62,7°C, onde a temperatura de 58°C apresentou os melhores padrdes de
amplificacdo. Assim, foram feitas as reacdes de PCR com os pares de primers especificos nas
seguintes condi¢des: 94°C por 1 min, 58°C por 1 min, 72°C por 2 min, 94°C por 30 seg, 58°C
por 30 seg, 72°C por 1 min.; repeti¢do destes trés tltimos passos por 30 vezes e utilizacdo de
temperatura de extensdo final a 72°C por 7 min. Apds o término da reag@o, as amostras foram
analisadas em eletroforese com gel de agarose 1% (m/v) e os fragmentos amplificados
visualizados com brometo de etidio e em fotodocumentador sob luz UV. Os produtos destas
amplifica¢des foram inseridos em vetor pPGEM®-T Easy (Promega), clonados em Escherichia
coli, linhagem DHI10B e seqiienciados usando o kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems). As seqiiéncias obtidas no seqiienciamento
foram comparadas com as seqiiéncias isoladas no banco de dados do EST-Genoma Café

através de alinhamentos no programa Clustal W para verificagdo de similaridade e
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confirmagdo de que os fragmentos amplificados realmente correspondiam as proteases
isoladas.

Para a andlise de similaridade dos genes estudados neste trabalho, foram selecionadas
no GenBank seqiiéncias com elevada similaridade as proteinas traduzidas a partir dos genes de
proteases de café. As regides de dominio das seqiiéncias foram determinadas a partir dos
resultados do BLASTYp, e estas regides de todas as seqii€ncias selecionadas foram alinhadas
utilizando-se o programa Clustal X1.83. O resultado deste alinhamento foi utilizado para
obtencdo de um dendrograma que melhor representasse as relacdes filogenéticas com

utilizagdo do algoritmo de "Neighbor-Joining" com valores de 1.000 "bootstrap".

3.7 Analise da expressao de genes de proteases

Primers apropriados para PCR em Tempo Real (Tabela 2) foram desenhados com a
utilizagdo do programa Primer Express (Applied Biosystems), sendo baseados nos mesmos
“contigs” utilizados para a produgdo dos primers anteriormente citados. O gene de controle
interno (normalizador) foi escolhido com base em um trabalho previamente realizado com
café (Nobile et al., 2007), no qual vérios normalizadores foram testados, sendo o
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GPDH C), anteriormente descrito em tomate (Bovy et
al., 2002), considerado o mais estavel.

Determinados os padrdes e confirmada a amplificacio do cDNA com os primers
especificos, a andlise de expressao diferencial com a utilizagdo da técnica de PCR em tempo
real foi realizada.

Em cada reacdo, 2 uL de cDNA (3 ng/uL), 0,15 mM de cada primer (“forward” e
“reverse”) e 6,25 uLL de Syber Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) foram usados,
em volume final de 12,5 pL. Cada amostra foi processada em triplicata, sendo considerada

também uma reacdo sem cDNA (controle). Para as amplificacdes das reagdes foi utilizado o
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equipamento ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems), com o
seguinte ciclo: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de 94°C por 15 seg e 60°C por 1

min.

Tabela 2: Caracteristicas dos primers para PCR em Tempo-Real desenhados para os genes de
proteases e constitutivos. Asp: 4cido aspartico; Cis: cisteina; GPDH C: gliceraldeido-3-
fosfato-dehidrogenase (tomate). Tm': temperatura de fusdo do primer forward; Tm?:
temperatura de fusdo do primer reverse; Tam': tamanho , em ndmero de bases, do produto de
PCR gerado por cada par de primers (amplicons).

Norme Tm  %GC Primer Forward Tnf %GC Prinmer reverse Tant

Asp 1 59 43 CTTTGGGCAGCATTTGTATTAGG 59 41 GAAGGAAGAGGAAATAGAGAACACACA 56

T |cis 5 58 38 GCTTTCCTTTTTGCTGTTGTATTG 59 55 GCTCATAGCCGCCACTAAGATC 51
% Cis 8 60 65 CCGTCACCCCCGTCAAA 60 39 CGAGTGACTCAAATGAAGCTAACAATAC 51
& |cis 22 59 44 GCAGAGTGATACATACAGCCACAAA 59 52 CATCAGACCTCCGCTTGTCAT 53
& Cis 23 59 52 TGTCCATCCTGAGCTACGGTAAC 59 52 TCCCACTGCCACTCGTCTTTA 51
GPDH C 58 60 CAAGCAAGGACTGGAGAGGG 59 36 TGGGAATAATGTTAAATGAAGCAGC 58
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises Bioquimicas e Eletroforese Bidimensional

A qualidade final da bebida do café € influenciada pelos mais diversos fatores, como a
composi¢do quimica dos frutos e, principalmente, a quantidade de compostos volateis. Os
resultados acerca de aminodcidos, proteinas, atividade de proteases e compostos fendlicos
obtidos neste trabalho, no qual foram utilizadas amostras de origem de cultivo diferentes, nos
mostram que parece haver uma intima ligagdo entre composi¢do bioquimica e diversos fatores
citados na literatura, como espécie/variedade dos graos, condi¢des edafoclimdticas durante o
crescimento, armazenamento dos grdos, tempo e temperatura do processo de torrefacdo e
equipamento usado neste processo.

As condigdes climdticas nas localidades onde foram coletados os frutos analisados,
Adamantina e Mococa, nos anos de 2004 e 2005, apresentaram-se diferentes no que diz
respeito aos indices pluviométricos e médias mensais de temperatura (Figura 2). Na cidade de
Adamantina, em ambos os anos, a temperatura média anual em torno dos 24°C excedeu a
temperatura considerada Stima para o cultivo do café, de 22°C (Camargo et al., 1992),
ultrapassando também a temperatura considerada toleravel para o cultivo da cultura, de 23°C.
Ja em relacdo aos indices pluviométricos, a cidade de Adamantina recebeu uma quantidade
adequada de chuvas, ndo ultrapassando 1500 mm de chuva/ano, quantidade considerada limite
para a producdo de bebida de boa qualidade (Decazy et al., 2003).

Mococa recebeu, em 2004, 1900 mm de chuva, ultrapassando consideravelmente o
limite adequado de chuvas, apresentando, no entanto, temperaturas sempre dentro dos limites

considerdveis ideais para producgdo de café, ndo ultrapassando 22,5°C.
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Figura 2: Médias mensais de temperatura nos anos de 2004 (A) e 2005 (B) e precipitagc@o de janeiro a dezembro dos anos de 2004 (C) e 2005
(D).
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Apesar de terem recebido quantidade de chuva maior que a considerada adequada, os
graos provindos de Mococa ainda produzem bebida de melhor qualidade que os coletados em
Adamantina, onde a quantidade de chuvas foi adequada, porém a temperatura foi bastante
discrepante a considerada ideal, como mostram Silva et al (2005) . Estes dados sugerem que
um dos fatores mais relevantes para a producido de grdos que produzirdo bebida de 6tima
qualidade, quando fatores como adubacdo e fertilizacdo sdo controlados, € a influéncia da
temperatura.

Os aminodcidos livres presentes em graos verdes de café estdo entre os compostos
mais importantes no desenvolvimento da qualidade final da bebida (Macrae, 1985), reagindo
com agucares redutores durante o processo da reacdo de Maillard, no momento da torrefacio,
produzindo compostos relacionados ao aroma e sabor (Arnoldi, 2004). Nossas andlises nos
mostram que a maior concentracdo de aminodcidos livres foi encontrada em amostras de café
verde de Adamantina (Figura 3), o que provavelmente se deve ao fato destas amostras ainda
encontrarem-se em significativo crescimento, estando em um processo ativo de formacao de
proteinas que requer realocacdo de nitrogénio para os estddios posteriores. Assim como
acontece em alguns frutos, como no feijao-da-china, soja e tabaco, as amostras maduras, por
estarem em um estddio mais avancado de desenvolvimento, parecem ter a atividade de sintese
de proteinas reduzida (Emmanuel, 1983), com conseqiiente menor teor de aminodcidos livres
(Sano & Kawashima, 1982). Em amostras de Mococa, apesar de os teores de aminodcidos
encontrados terem sido maiores em amostras verdes do que em cerejas, a diferenca ndo foi
considerada estatisticamente diferente.

Estas andlises quantitativas de aminodcidos indicaram maiores concentracdes de
aminodcidos livres em amostras de frutos verdes provindas da cidade de Adamantina, que se

localiza numa altitude menor que a cidade de Mococa (443 e 663 metros, respectivamente).
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Figura 3. Quantidade de aminoacidos no endosperma de café de frutos verdes e maduros de
Adamantina € Mococa. MV — Mococa fruto verde, AV — Adamantina fruto verde, MC —
Mococa fruto cereja, AC — Adamantina fruto cereja. Médias de 5 repeti¢des. Significancia
estatistica representada por letras minudsculas diferentes, determinada segundo ANOVA
(Tukey, a = 0,5%).

Uma vez que altitude e temperatura sdo fatores inversamente relacionados, é de se
esperar que as médias anuais de temperatura em Adamantina sejam superiores as de Mococa,
o que pode ser verificado na Figura 2. Provavelmente, temperatura mais elevada e diferencas
nas condi¢cOes climdticas encontradas sdo fatores que influenciam a velocidade do
amadurecimento dos frutos, fazendo entdo com que os frutos cultivados em Adamantina
iniciem o amadurecimento mais cedo que os frutos de Mococa (Silva et al., 2005). Isto
certamente poderia ser a causa da menor quantidade de aminodcidos livres encontradas em
frutos cerejas de Adamantina do que a observada em Mococa.

Um outro aspecto interessante estd relacionado as diferencas no teor de aminodcidos
entre as amostras verdes e maduras. Enquanto em Adamantina houve uma queda evidente da
concentracdo de aminodcidos durante o amadurecimento, isto ndo ocorreu em Mococa. A

explicagdo para isto poderia ser a velocidade de amadurecimento, ou mesmo o estddio de

desenvolvimento em que os frutos foram coletados. Para um melhor entendimento, convém
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explicar o processo de coleta. Este se deu quando os frutos apresentavam coloragido vermelho
intenso, o que aparentemente nao significa que estivessem em estddio semelhante. Geromel et
al. (2006) observaram que frutos coletados de cafeeiros na sombra e a pleno sol apresentavam
diferencas no acimulo de sacarose e atividade de sacarose sintase, ainda que tivessem sido
coletados com coloragdo indicativa de maduros. Os frutos de plantas na sombra ndo teriam
atingido maturacdo plena, ainda que a coloragdo da casca fosse semelhante a dos frutos
coletados de plantas a pleno sol. Desta forma, um estudo mais detalhado sobre o acimulo de
aminodcidos em frutos dessas duas localidades poderia explicar as diferengas entre os frutos
verdes e maduros.

Em relacdo a qualidade da bebida, os aminodcidos sd@o considerados importantes, pois
ao reagir com acgucares redutores durante o processo da reagdo de Maillard, no momento da
torrefacdo, produzem compostos relacionados principalmente ao aroma (Arnoldi, 2004).

As proteinas participam desta reacdo devido a glicosilagdo de cadeias laterais reativas
de lisina e arginina, em particular de lisina (Arnoldi, 2004), que ¢ um aminodcido responsavel
pela formacdo de varios compostos voldteis (Reineccius, 1995). Outra reacdo da qual as
proteinas participam ¢é a desaminagdo espontanea de residuos de asparagina e glutamina
(Reineccius, 1995), sendo o primeiro aminodcido citado encontrado em maior quantidade
tanto em amostras verdes quanto em amostras maduras de Adamantina (Figura 4). Na
presenca de calor, durante o processo de torrefacdo, a desaminacdo dessas aminas leva a
formacdo dos 4cidos aspartico e glutamico, resultando na liberacdo de uma molécula de
amoOnia. Essa amonia livre e reativa pode sofrer uma série de reagdes resultando na sua
combinacdo com produtos de degradacdo de agucares, levando a ligacdo de grupamentos

carbonilas ao radical amino destes aminodcidos produzindo pirazinas (Ho et al., 1993).
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Figura 4: Andlise dos principais aminodcidos (mol%) por HPLC no material verde (A) e
cereja (B) de Mococa e Adamantina. Médias de 3 repeti¢cdes. Significancia estatistica entre
amostras de um mesmo estdgio representada pelas letras mintdsculas a e b para um mesmo
aminodcido nas duas localidades determinada segundo ANOVA (Tukey, a = 0,5%).

As pirazinas sao responsaveis pela formagdo do aroma torrado em café, que quando em
grande quantidade, prejudica o sabor da bebida (Ho et al., 1992). Na realidade, o aroma
gerado por pirazinas € muito complexo, uma vez que a natureza deste aroma € alterada de
acordo com a concentragdo destes compostos, além de que efeitos sinérgicos e antagdnicos
podem também exercer influéncia (Dart & Nursten, 1985).

Desta maneira, podemos especular que a significativa quantidade do aminodcido

asparagina encontrada principalmente em amostras de Adamantina, em comparacdo as de
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Mococa (Figura 4), poderia levar a formacao de pirazinas, interferindo na qualidade da bebida
desta regiao.

Um outro dado interessante obtido nas andlises de aminodcidos por HPLC foi a
porcentagem do aminodcido gama-aminobutirico (GABA) que pode ser verificada na Figura
5, juntamente com os aminodcidos que corresponderam por aproximadamente 35% dos
aminoacidos nos frutos de café. Os valores encontrados foram de 0,7 e 0,5 mol% em amostras
verdes de Mococa e Adamantina, e 0,9 e 4,5 mol% nas amostras cerejas de Mococa e
Adamantina, respectivamente. Enquanto em amostras verdes praticamente nao houve variagao
nas quantidades deste aminodcido, em amostras cerejas de Adamantina os valores encontrados
chegaram a ser cinco vezes maior que a porcentagem deste aminodcido nas amostras de
Mococa.

O GABA, um aminodcido ndo-protéico de quatro carbonos, tem sido largamente
estudado devido a observacdes de que sua produgdo é altamente estimulada em condi¢des de
estresses bidticos e abidticos (Bouché & Fromm, 2004), como acontece em frutos de café que
passam por processamento seco, vivenciando situacdes de seca (Bytof et al, 2004). Entre os
diferentes tipos de estresses estudados (Kinnersley & Turano, 2000), o calor parece ser um
fator capaz de causar um aumento considerdvel nas concentracdes de GABA e pode explicar a
maior concentracdo deste aminodcido encontrada nas amostras de Adamantina, conforme
demonstrado em feijao caupi (Vigna unguiculata) sob temperaturas estressantes (Mayer €t al.,
1990).

Ainda a partir dos dados obtidos em HPLC, pode ser iniciada uma correlacdo entre
qualidade da bebida e concentracdo de compostos fendlicos totais. De acordo com Taiz
(2002), o aminodcido fenilalanina é precursor de compostos fendlicos, a partir da via do dcido
chiquimico, que converte simples carboidratos, derivados da glicélise e da via pentose-fosfato,

a aminoacidos aromaticos (Herrmann, 1995).
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Figura 5: Andlise dos aminodcidos presentes em menor porcentagem (mol%) nas andlises de
HPLC no material verde (A) e cereja (B) de Mococa e Adamantina. Médias de 3 repeticoes.
Significancia estatistica entre amostras de um mesmo estdgio representada pelas letras
mindsculas a e b para um mesmo aminodcido nas duas localidades determinada segundo
ANOVA (Tukey, a = 0,5%).

Diminui¢do na quantidade e alteragdes na qualidade dos compostos fendlicos estao
relacionadas a superioridade da qualidade da bebida produzida por frutos de café ardbica
quando comparados ao café robusta, o que indica que estes compostos parecem exercer
influéncia negativa na qualidade da bebida (Clifford, 1979). Além disso, os d&cidos
clorogénicos, um dos tipos de compostos fendlicos, contribuem para a acidez final da bebida,

afetando seu sabor e provocando a produ¢do de aromas amargos e adstringentes (Clifford &

Kazi, 1987; Rogers €t al., 1999b). Aparentemente, os compostos nitrogenados e o status redox
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dos 4cidos clorogénicos atuam na produgdo do sabor, agindo na qualidade final da bebida
(Montavon et al., 2003a). Além do mais, pequenas variacdes no conteido de Aacidos
clorogénicos em frutos de café podem ser observadas devido a mudangas climdticas e nas
praticas agricolas (Farah & Donangelo, 2006). Condi¢des climdticas severas tendem a
aumentar o conteido de compostos fendlicos ndo s6 em sementes e plantas de café como
também em outras plantas (Douglas, 1996; Materska & Perucka, 2005).

Assim, analisando as quantidades de fenilalanina observadas na Figura 5 (3,1 e 2,5
mol% em amostras verdes de Mococa e Adamantina, respectivamente e 5,2 e 3,5 mol% em
amostras cereja de Mococa e Adamantina, respectivamente), observamos que a porcentagem
deste aminodcido encontrada em frutos de Adamantina € menor que a verificada em Mococa,
tanto em frutos verde como cereja, e pode-se sugerir que isso se deve a utilizagdo deste
aminodcido na formacdo de compostos fendlicos, presentes em maior quantidade em
Adamantina, como mostrado na Figura 6, apesar de que para as amostras verdes, a diferenca
ndo foi considerada como estatisticamente significante. Além disso, podemos observar
também que a quantidade de fenilalanina é maior em frutos cerejas, visto que ha uma queda na
biossintese de fendis durante o processo de amadurecimento dos frutos.

As concentracdes consideravelmente menores de compostos fendlicos nas amostras
cerejas também nos permitiram observar que no final da maturagdo dos frutos ha uma
tendéncia a diminui¢do destes compostos. Mazzafera (1999) mostrou que amostras de café
apresentando o defeito “café verde” (nas quais sdo encontradas sementes provenientes de
frutos verdes) possuem maior teor de dcido 5-cafeoilquinico, o dcido clorogénico mais

abundante em café.
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Figura 6: Quantidade de compostos fendlicos em nmol/mg de tecido nas amostras de
Adamantina verde (AV) e cereja (AC) e Mococa verde (MV) e cereja (MC). Médias de 3
repeticdes. Significancia estatistica representada por letras mintsculas diferentes, determinada
segundo ANOVA (Tukey, a = 0,5%).

A concentracdo de acidos clorogénicos durante o desenvolvimento do fruto de café
ardbica € maior quando o peso dos frutos ainda estd aumentando, no periodo de crescimento,
entre 25 e 28 semanas apods o florescimento (Clifford & Kazi, 1987). Ap6s este periodo, ocorre
queda na concentra¢do destes compostos. Estes dados sdo de grande importancia ja que o
status redox de grdos verdes de café antes do processo de torrefacdo pode controlar o
desenvolvimento de subseqiientes reagdes de oxido-reducdo durante o processo. Sendo os
fendis compostos altamente sensiveis a essas reacgoes, eles poderiam afetar drasticamente a
qualidade final da bebida ao modificar o status redox da planta (Montavon & Bortlik, 2004).

Visto que a qualidade da bebida produzida em Mococa € superior a bebida produzida
em Adamantina, como mostram Ortolani et al (2000), uma das hip6teses para a explicagao
desta observacdo, como sugerem De Castro & Marraccini (2006), com base nos dados de Silva

(2004), seria a maior atividade das enzimas protedsicas nos frutos de Adamantina, que

poderiam atuar na quebra de proteinas importantes para a produc¢do final do aroma e sabor do
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café. Adicionalmente, pode ainda haver alteracdo da composicdo dos aminodcidos que sao
precursores de varios compostos que contribuirdo para a qualidade final da bebida.
Ensaios espectrofotométricos que determinaram a concentracdo de proteinas nas

diferentes amostras foram realizados (Fig. 7) previamente a andlise de atividade protedsica.

Proteinas

25,00 q
22,50
20,00 - —=—
17,50 -
15,00 ~
12,50 -
10,00 -
7,50 -
5,00
2,50 A
0,00 . . . .

MV AV MC AC

Hg/mg de tecido

Figura 7: Quantidade de compostos fendlicos em pg/mg de tecido nas amostras de
Adamantina verde (AV) e cereja (AC) e Mococa verde (MV) e cereja (MC). Médias de 3
repetigoes.

Os ensaios de atividade protedsica nos mostraram uma maior atividade destas enzimas
em endosperma de frutos verdes em comparaciao com frutos maduros (Fig. 8). Estes resultados
podem explicar muito do observado nos ensaios acerca dos aminodcidos, onde uma maior
quantidade de aminodcidos livres também foi encontrada em frutos verdes. Os resultados deste
ensaio nos mostram que nos frutos de Adamantina hd uma maior atividade deste tipo de
enzimas em relacdo aos frutos de Mococa. Uma vez que as amostras utilizadas no estudo sao
de uma mesma variedade e as condi¢des de plantio, cultivo e coleta seguem exatamente os

mesmos padrdes em ambos os locais, seria esperado um mesmo padrio de atividade das
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proteases na diferentes amostras. Portanto, a diferenca observada pode ser entendida como
causa das influéncias ambientais, entre elas, a temperatura, que provavelmente foi a varidvel
menos controlada.

A atividade protedsica em frutos maduros € muito semelhante em ambas as localidades
e se apresenta bastante reduzida quando comparada a atividade dos frutos verdes. Isso ocorre
provavelmente por estas amostras estarem em um estddio mais avancado de desenvolvimento,
apresentando atividade de sintese de proteinas reduzida (Emmanuel, 1983) e

conseqiientemente, menor atividade protedsica.
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Figura 8: Atividade protedsica no endosperma de café de frutos verdes e maduros de
Adamantina e Mococa. AV — Adamantina fruto verde, MV — Mococa fruto verde, AC —
Adamantina fruto cereja, MC — Mococa fruto cereja. Médias de 5 repeticdes. Significincia
estatistica representada por letras minusculas diferentes, determinada segundo ANOVA
(Tukey, a = 0,5%).

Em relacdo as classes de proteases, as endopeptidases sdo as primeiras proteases a
agirem, gerando peptideos menores que serdo hidrolisados a aminodcidos livres pela acdo

multipla de exopeptidases (Callis, 1995). Por essa razdo, extratos protéicos foram analisados a

fim de caracterizar as classes de endoproteases das amostras de café a partir de eletroforese em
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géis de poliacrilamida co-polimerizada com BSA, incubados com inibidores especificos para
cada tipo de protease: pepstatina A para proteases asparticas, PMSF para proteases serinicas,
EDTA para metaloproteases e iodoacetamida para proteases cisteinicas. DTT foi incluido em
todas reagdes. A atividade enzimdtica foi identificada pela presenca de bandas claras no gel,
indicando que a BSA co-polimerizada havia sido degradada por acdo enzimdtica e no local
ndo se processou o desenvolvimento de cor com o Comassie Blue (Figura 9). Quando houve
inibicdo da protease, causada pela ligacdo do inibidor ao sitio ativo da enzima, a BSA nio foi
degradada e ocorreu o desenvolvimento da colora¢do azul, indicando presenga deste tipo de
protease. De acordo com os resultados da Figura 8, e apoiados em dados da literatura que
mostram que o contetido de endoproteases é muito baixo em sementes maduras (Dominguez
& Cejudo, 1996), decidimos realizar os ensaios somente em frutos verdes.

As andlises dos géis mostram que proteases cisteinicas sdo as encontradas em maior

quantidade nas amostras, visto que entre os inibidores utilizados, o que apresentou maior

inibi¢do da atividade protedsica foi iodoacetamida, tipico inibidor deste tipo de protease.

255,0 255,0 254,0 162,0 I

Controle EDTA Pepstatina PMSF Iodoacetamida

Figura 9: Gel de SDS-PAGE co-polimerizado com BSA. Os valores correspondem as
densidades médias das bandas causadas pela acdo dos inibidores.
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Proteases serinicas foram o segundo tipo de proteases com maior atividade,
demonstrada pela acdo do PMSF que, segundo Zollner, 1999, age como inibidor competitivo
de proteases serinicas, formando complexos com as enzimas e bloqueando, assim, seus sitios
ativos. As proteases aspdrticas apresentam-se em pouca quantidade, pois a inibi¢cdo causada
por seu inibidor especifico, pepstatina, foi muito pequena. As metaloproteases estdo
praticamente ausentes, uma vez que ndo houve inibi¢do alguma por EDTA, quando
comparado ao controle.

Novos ensaios com diferentes substratos devem ser conduzidos a fim de se confirmar a
atividade de outros grupos de proteases. E importante ressaltar que a inibigio da atividade
protedsica pode ser substrato-dependente, como observado para amostras de microorganismos
(Coradi & Guimaraes, 2006). O substrato protéico utilizado, BSA, pode ndo ser adequado para
a deteccdo da inibicdo de atividade de algumas proteases, como as metaloproteases, por
exemplo. Além disso, um estudo acerca da utilizacio de DTT como ativador de acgdo
enzimdtica em frutos de café também seria de grande relevancia, j4 que na auséncia deste
reagente, ndo ocorre atividade protedsica.

A fim de obtermos uma melhor visualizacdo das diferencas no perfil protéico das
amostras analisadas, realizaram-se analises de eletroferese em duas dimensdes (2D-PAGE).
Esta técnica separa as proteinas de acordo com duas propriedades diferentes: na primeira
dimensao, a isoeletrofocalizag¢do separa as proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos e,
na segunda dimensdo, a SDS-PAGE separa as proteinas de acordo com suas massas molares
(Berkelman & Stenstedt, 1998). Deste modo, cada ponto (spot) resultante no gel de 2D-PAGE
corresponde a uma espécie protéica presente na amostra.

Ao analisar os eletroferogramas 2D-PAGE (Fig. 10), observou-se primeiramente que a
maioria das proteinas apresenta-se na regido de peso molecular entre 10 e 40 kDa, com ponto

isoelétrico entre 5 e 7. Com base em trabalhos anteriores (Montavon et al, 2003a; Rogers et al,
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1999a) € possivel identificar algumas das proteinas nos géis da Figura 10, estando elas
relacionadas a globulina 11S de café. Os spots possiveis de serem reconhecidos sdo os
fragmentos (arms) o (seta 1 na Fig. 10) e B (seta 2), provéveis tetraimeros do fragmento 3 (seta
3) e spots relacionados a degradacdo do fragmento a (seta 4). Também observou-se a presenga
de proteinas bastante grandes entre 30 e 45 kDa, sendo provavelmente, a diferenca mais
visivel entre os géis. Montavon et al (2003a) estudaram o efeito da oxida¢do induzida por
H,0, em extratos de café, observando no perfil de proteinas provédvel formagdo de complexos
poliméricos entre compostos fendlicos e proteinas, os quais podem ser visualizados nos géis 2-
DE aproximadamente na mesma faixa de peso molecular que o fragmento o e também com PI
baixo, proximo a 3 (seta 5 na Fig. 10). Com alta concentracdo de H,O, era possivel ver o
desenvolvimento de coloracdo marrom nos extratos. A coloragdo positiva destas proteinas com
o reagente de Folin-Ciocalteau, especifico para fendis, reforca a formagao destes polimeros.

Assim, inicialmente poderiamos especular que as proteinas observadas no gel, nesta
posicdo, poderiam ser resultantes da oxidacdo do extrato. No entanto, a presenca das mesmas
s6 ocorrem no extrato de Adamantina. Além disso, Montavon et al (2003b) sempre
observaram em seus géis um arraste nesta posicdo do gel (denominada ‘‘curtain”),
provavelmente devido aos diferentes graus de polimerizacdo entre fendis e proteinas, enquanto
que em nosso caso os spots se mostraram bem definidos. Ainda estes autores observaram a
formacdo desses polimeros em outras posicdoes do gel, ou seja, na faixa de baixo ponto
isoelétrico e abaixo de 20 kDa, portanto menores que o fragmento . Tais proteinas também
reagiram positivamente para Folin-Ciocalteau.

Desta forma, concluimos que existe a possibilidade de as proteinas indicadas na Figura
10 serem produtos de oxida¢do, devido provavelmente a um processo intrinseco nas amostras

de Adamantina e ndo durante o processamento das amostras.
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Figura 10 Eletroferogramas 2D-PAGE de 200 pg de proteinas de amostras de frutos Verdes
de café de Adamantina (A) e Mococa (B), em faixas de pl entre 3 e 10. Setas continuas
indicam spots diferentes entre os dois géis, setas fragmentadas indicam os fragmentos da
proteina 118, enquanto circulos indicam diferencas na intensidade dos spots. Eletroferogramas
representativos de 3 géis realizados para cada amostra.

Ainda, podemos detectar, através das andlises, uma diferen¢a no ndmero de Spots nos
géis. Foram encontrados uma média de 143 spots no gel referente a amostras de Adamantina e
190 spots no gel com amostras provindas de Mococa. Além disso, também foi detectada
diferenca na expressdo de alguns spots, observada a partir da normaliza¢do de seus volumes,
fornecida pelo programa de andlise de imagens de gel ImageMaster 2D Platinum (GeneBio,
Genebra, Sui¢a), versdo 6.0, como demonstrado na Figura 11.

As diferencas apresentadas nos eletroferogramas ndo parecem tdo significativas, o que
certamente se deve ao fato de serem amostras de uma mesma espécie, mesma variedade e
mesmo estadio, variando apenas seus locais de origem. No entanto, é sabido que a presencga,

auséncia ou diferenca de expressdo de apenas uma tnica proteina € capaz de causar grandes

mudancas no desenvolvimento e metabolismo de um organismo (Griffiths et al, 2002).
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Figura 11: Eletroferogramas 2D-PAGE de 200 g de proteinas de amostras de frutos verdes
de café de Adamantina (A) e Mococa (B), em faixas de pl entre 3 e 10, evidenciando a
diferenca de expressdo entre alguns spots selecionados.

Assim, podemos inferir que condi¢des ambientais, sobretudo temperatura, podem ser
as principais causas responsdveis pela diferenca no perfil de proteinas entre as duas amostras.
Além disso, a partir destas andlises, podemos sugerir também que a acdo de proteases € a

principal responsdvel pela degradacdo de proteinas, influenciando diretamente a formagdo do

aroma e sabor do café.

4.2 Expressao Génica

Com a finalidade de corroborar os ensaios bioquimicos, foram realizadas anélises com
ferramentas moleculares para a verificacdo do perfil de expressdo de proteases nas diferentes
amostras. McCarthy et al (2007) isolaram genes codificando para proteases cisteinicas,

proteases asparticas e inibidores de proteases cisteinicas a fim de demonstrar que, de fato,
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existem diferencas na expressido destes genes em cafés que apresentam qualidade de bebida
discrepantes, como cafés produzidos por grdos de café ardbica e robusta. Neste trabalho,
utilizou-se PCR em tempo real para avaliar a expressao diferencial de genes codificadores para
proteases em amostras de frutos verdes e cereja (maduros) de cafés cultivados em Adamantina
e Mococa. Esta técnica é empregada para simultaneamente amplificar e quantificar uma parte
especifica de uma dada molécula de DNA ou cDNA, permitindo a quantificagcdo relativa da
expressao de um determinado gene em um dado intervalo de tempo, ou em um tipo especifico
de célula ou tecido ou em outras diferentes variaveis (Gachon et al., 2004).

Para tanto, foram feitas buscas para proteases no banco de EST do Projeto Genoma
Café (Vieira et al., 2006) e as seqiiéncias (“reads”) encontradas foram comparadas para
formagdo de seqiiéncias consenso ou “contigs”. Estes “contigs” foram comparados com
seqiiéncias depositadas no banco de dados publico do NCBI para identificacdo. Os “contigs”
com maior nimero de seqii€éncias provenientes de bibliotecas de frutos foram identificados
como proteases cisteinicas - Cis5, Cis8, Cis22, Cis23 e como uma protease aspartica — Aspl
(apéndice I). Primers especificos foram desenhados para estas seqiiéncias e foram feitas
andlises de RT-PCR para sua amplificacdo utilizando cDNAs produzidos a partir de RNA total
extraido de frutos verdes. Uma vez que os primers utilizados apresentam alta especificidade,
os produtos de amplificagdo destas reacdes foram diretamente clonados e seqiienciados para
verificagc@o da sua identidade. Foram confirmadas as identidades dos cinco genes de proteases.

Com a utilizacdo de primers apropriados para a técnica de PCR em Tempo Real dos
genes Cis3, Cis8, Cis22, Cis23 e Aspl (Tabela 2 da se¢ao Material e Métodos), construidos a
partir das seqiiéncias citadas acima com utilizacdo do software Primer Express (Applied
Biosystems), foram realizadas reacdes de PCR em Tempo Real. A especificidade dos produtos

amplificados foi avaliada pela anédlise da curva de dissociacdo (Figura 12).
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Figura 12: Curvas de dissociacdo das amplifica¢des utilizando dois pares de primers do
mesmo gene de dcido aspartico: (A) Asp 1B, com amplificacdo de um tnico pico referente ao
produto especifico; (B) Asp 1A, amplificando além do produto especifico um pico secundario,
provavelmente resultante da formagao de estruturas secundarias do primer.

A expressdo dos genes estudados foi comparada a expressio do gene normalizador
GPDH C (Figura 13). Os resultados obtidos confirmam, em grande parte, os dados
apresentados nos ensaios bioquimicos. As maiores diferencas de expressdo dos genes Cis5,

Cis8, Cis22 e Cis23 foram observadas entre os diferentes estddios de maturacdo, em frutos

verdes e “cereja” (Tabela 3).

Dentre os frutos coletados em Mococa, nos frutos verdes, em geral, as proteases
apresentaram-se mais expressas, assim como nos ensaios bioquimicos, sendo até 19,3 vezes
mais expressas que em frutos “cereja”, como acontece, por exemplo, para o gene Cis 5. Por
outro lado, essa diferenca de expressdo do gene Cis 5 ndo foi observada entre os dois estdgios

de maturacdo dos frutos de Adamantina, uma vez que apenas diferencas da ordem de duas

47



vezes foram consideradas como significativamente expressas de maneira diferente entre as

amostras.
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Figura 13: Plotagem dos dados de valor de threshold cycle (Ct) em funcdo do valor de
florescéncia (Rn) da amplificacdo (versao linear), ilustrando a expressdo diferencial de duas
amostras de café no estdgio verde de maturacdo, uma oriunda da regido mais quente
(Adamantina) e a outra de clima ameno (Mococa), utilizando o primer Cis 5.

Um gene similar a Cis 5, SH-EP, encontrado a partir de busca por similaridade no
banco de dados, codifica uma protease cisteinica envolvida na degradacido de globulina de
reserva em sementes em germinacdo e em frutos no estdgio inicial do processo de
amadurecimento em feijao-da-india (Vigna mungo, Yamauchi et al., 1992). Igualmente similar
€ o gene que codifica uma cisteina endopeptidase do tipo papaina (EC 3.4.22.2) da semente de
mamona (Ricinus communis L.), que foi clonado devido a sua capacidade de processar o
precursor da proteina glyoxysomal malate dehydrogenase para a subunidade madura in vitro
(Schmid et al., 1998). Este gene é comum em tecidos de endosperma e cotilédones de outras
plantas e os autores sugerem que esta endopeptidase cisteinica tem como fung¢ao transferir os

metabdlitos de um tecido para outro emergente (Schmid et al., 1998), mostrando que
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realmente parece haver um padrdo de expressdo deste gene em tecidos mais jovens, em

processo de desenvolvimento.

Tabela 3: Expressao diferencial de genes codificadores de proteases em frutos verdes e frutos
“cereja” de C. arabica nas localidades estudadas, utilizando PCR em tempo real. *nimero
demonstrativo de quantas vezes o loco de protease € mais expresso no fruto verde em relagao
ao fruto “cereja”. Valores negativos indicam que o gene foi mais expresso em frutos cerejas do
que em frutos verdes em cada uma das localidades.

Localidade GPDH C*

Cisteina 5 Adamantina 1,3
Mococa 19,3
Cisteina 8 Adamantina 12,9
Mococa 9,1

Cisteina 22 Adamantina -3,2
Mococa -1,3

Cisteina 23 Adamantina 3,4
Mococa 1,3

Aspartico 1 Adamantina 1,5
Mococa -1,2

O gene Cis 8 foi mais expresso nos frutos verdes de ambas as localidades (Tabela 3). O
gene Cis 22 apresentou uma menor taxa de transcri¢do em frutos verdes que em frutos “cereja”
nas duas localidades avaliadas (Tabela 3). Estes dados mostram que, além da expressao destes
genes ser influenciada pelas condi¢cdes ambientais de cultivo, € altamente provdvel que a
transcricdo desses genes varie durante a maturacdo dos frutos do café.

Também foi avaliada a expressao diferencial das proteases comparando-se cada estddio
de maturacdo entre as localidades (Tabela 4). Frutos maduros de Adamantina mostraram
expressao do gene Cis 5 aproximadamente 6,5 vezes maior que frutos oriundos de Mococa.
Porém, nos frutos verdes, a expressao de Cis 5 foi em média 2,5 vezes maior em Mococa. Este
dado de maior expressdo de um gene de protease em Mococa em relacio a Adamantina é
discrepante dos outros resultados obtidos no trabalho, e talvez mereca maior atengdo em

trabalhos futuros, uma vez que tanto em andlises bioquimicas quanto em grande parte das
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andlises moleculares, a expressao destes genes ¢ maior nas condi¢des de stress enfrentadas no

municipio de Adamantina.

Tabela 4: Expressio diferencial de genes codificadores de proteases em frutos de C. arabica
em diferentes estdgios de maturacdo cultivados em Adamantina e Mococa. *numero
demonstrativo de quantas vezes o loco de protease é mais expresso em Adamantina em relagao
a Mococa. Valores negativos indicam que o gene foi mais expresso em frutos coletados em
Mococa do que em Adamantina em cada um dos diferentes estdgios de maturagao.

Maturaciao GPDH C*

Cisteina 5 Verde 2.4
Cereja 6,5

Cisteina 8 Verde 2,5
Cereja 1,8

Cisteina 22 Verde -1,1
Cereja 1,3

Cisteina 23 Verde 2,9
Cereja 1,1

Aspartico 1 Verde 1,5
Cereja -1,2

Houve um aumento na expressdo dos genes Cis 8 e Cis 23, em frutos verdes, de
aproximadamente trés vezes em graos de Adamantina em relagdo a Mococa (Tabela 4). Genes
com elevada similaridade a estes dois ultimos genes, segundos dados da literatura, t€ém sua
expressdo induzida em condigdes de stress, como o gene SaCysP, isolado da espécie Aster
tripolium, similar a Cis 8 que, além de apresentar resposta tecido-especifica em raizes e folhas,
tem sua expressdo aumentada em condi¢des de estresse salino (Takeda et al., 2004). O gene
tdi-65, isolado em tomate e similar ao gene Cis 23, apresenta maior expressdo em situagdes de
estresse hidrico (Harrak, 2001).

E interessante notar que a andlise de expressdo foi feita para cada gene de protease
separadamente e que por este motivo, em algumas andlises os resultados moleculares diferem

de alguma maneira dos dados de atividade enzimdtica, uma vez que o0s ensaios

espectrofotométricos representam a acio de todas as proteases presentes nos graos, incluindo

50



aquelas aqui isoladas e estudadas nos ensaios com PCR. De qualquer forma, as andlises de
atividade enzimdtica e de expressdao génica mostram que a ag¢do de proteases parece ser
bastante complexa. O fato de que algumas das proteases apresentam seqiiéncias similares a
proteases que s@o moduladas por estresses em outras plantas indica que estudos posteriores
poderdo definir o papel de cada enzima frente as variagcdes ambientais que ocorrem durante o
desenvolvimento e maturagdo do fruto de café.

A fim de obtermos um melhor entendimento acerca das relagdes entre as proteases
estudadas, construiu-se um dendrograma incluindo os fragmentos da regido do dominio
peptidase isolados de café e outras seqii€éncias com similaridade a proteases depositadas no
NCBI (Figura 14 e apéndice II). As andlises feitas a partir do dendrograma sdo bastante
interessantes, pois cada gene estudado foi separado em um subgrupo, mostrando que apesar de
todos apresentarem dominios de proteases da familia das cisteinas, mais especificamente da
subfamilia Cl1A (proteases papainicas), existem diferencas em outras regides dos genes
capazes de separd-los em grupos distintos. Um outro alinhamento feito a partir de algumas
seqiiéncias completas que apresentaram similaridade com seqiiéncias de proteases de café nos
permite uma melhor visualizacdo destas regides diferentes entre os genes (apéndice III).

Apesar de nem todas as seqiiéncias disponibilizadas pelo banco de dados terem sua
funcdo determinada, é possivel perceber que a grande maioria delas € expressa em sementes
em germinacdo ou em desenvolvimento. Vdrias delas atuam na degradacdo de proteinas de
reserva, assim como os frutos neste trabalho utilizados para o isolamento dos genes e posterior

andlise de expressao.
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Figura 14: Arvore NJ gerada pelo ClustalX ilustrando as relacdes de similaridade entre
diversas seqiiéncias de aminodcidos da regido conservada de diferentes proteases papainicas,
obtidas no banco de dados NCBI e as seqii€ncias deduzidas de aminoacidos, correspondentes a
regido conservada, de Coffea arabica dos contigs Cis 5, Cis 8, Cis 22 e Cis 23. Valor de
Bootstrap baseado em 1000 repeticdes. Os nimeros apds os nomes genéricos denotam o
numero de acesso do Banco de dados NCBI.

A familia das papainas apresenta uma vasta gama de atividades, incluindo
endopeptidases de amplo espectro, como a papaina, aminopeptidases, peptidases dipeptidicas
e enzimas com atividade tanto exo como endopeptiddsica (Rawlings et al, 2008). Pela
observagdo do dendrograma, nota-se que uma mesma espécie pode apresentar proteases de
diferentes subgrupos, como acontece com Phaseolus vulgaris, Vigna mungo, Vicia sativa e
Glycine max. Nesta ultima espécie, por exemplo, as proteases altamente similares aos genes

Cis 5 e Cis 22 tém fungdes bastante diferentes. As homodlogas a Cis 5 sdo ligadas a
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senescéncia (Ling et al., 2003) e as homdlogas a Cis 22 sao induzidas em condigdes de
estresse hidrico (Nong et al., 1995). Diversas seqiiéncias analisadas estdo diretamente ligadas
a condicdes de estresse, como a isolada de Aster tripolium, que tem sua expressdo aumentada
em condicdes de estresse salino (Takeda et al., 2004) e a isolada de Lycopersicon esculentum,
que responde a estresse hidrico (Harrak H., 2001).

O grupo no qual se encontra o gene Cis 23 apresenta um dominio extra ndo
apresentado pelos outros grupos, o dominio granulina (apéndice III). Este dominio pode
apresentar diversas funcOes bioldgicas, sendo provavelmente ativado por processamento
proteolitico pds-translacional. Ele € mais facilmente encontrado em representantes do reino
Metazoa (Bhandari et al., 1992). Em plantas, este dominio estd geralmente associado a regido
C-terminal de proteases cisteinicas, pertencentes a subfamilia da papaina.

Um fato interessante e que merece maior aten¢do em estudos futuros € a presenca do
peptideo lider do operon histidina apresentado somente na seqiiéncia do gene Cis 22, como
pode ser visto no apéndice III. Este operon contém todos os genes responsdveis pela
biossintese de histidina e sua regido 5’ ndo traduzida apresenta caracteristicas tipicas de

operons sintéticos de diversos aminodcidos (Delorme et al, 1999).
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CONCLUSOES

Andlises da composi¢do quimica de frutos de café permitiram observar que a acdo de
proteases, enzimas que apresentam maior atividade em regides de clima quente aparentemente
por sofrerem forte influéncia das condi¢des ambientais, € responsdvel por vérias das alteracdes
quimicas detectadas em diferentes estdgios dos frutos de café, principalmente em grao verdes.
Estas alteracdes sdo responsdveis por modificacdes no contetdo e perfil de aminodcidos e
proteinas dos graos, causando variagdes perceptiveis em andlises de qualidade da bebida.

Dados de andlises moleculares obtidos a partir de reacdes de PCR em Tempo Real
confirmam a maior atividade de proteases no estdgio inicial do desenvolvimento de frutos
provindos de regides que apresentam médias anuais de temperatura mais elevadas,
corroborando os ensaios bioquimicos realizados.

Através da andlise dos resultados de comparacao de seqii€ncias dos genes de proteases,
niveis de expressdo em diferentes amostras e suas fun¢des mais conhecidas, conclui-se que a
atividade protedsica parece ser realmente capaz de influenciar a qualidade final da bebida do
café, alterando o modo como as proteinas sdo utilizadas. Estas varidveis estdo também,
aparentemente, ligadas a um outro fator: as condi¢des climdticas dos locais de cultivo, dentre
as quais, a temperatura parece ser de grande relevancia.

Andlises futuras mais detalhadas acerca de alguns dos genes de proteases estudados,
como o Cis8 e o Cis5, com frutos de café de outras cultivares podem trazer dados
extremamente interessantes para incrementar os resultados obtidos neste trabalho. Além disso,
em proximos trabalhos focados na influéncia de proteinas na qualidade da bebida, novos
ensaios de eletroforese bidimensional podem ser realizados, utilizando uma faixa mais restrita
de pontos isoelétricos, de 4 a 7, por exemplo, e uma menor quantidade de amostra, levando a

uma melhor visualizacdo dos pontos, o que permitiria uma identificagdo mais precisa das
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proteinas presentes, bem como o seqiienciamento das proteinas através da utilizacdo de
técnicas de espectrometria de massa traria grandes contribui¢des ao estudo da influéncia das

proteinas na qualidade da bebida do café.
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APENDICE I

Cis5
CTTTGAAAAGTACCGCCTTTCTCCTTAATTTCTGATAAAGATTACGTCAAGAAAGTCTCGGCCATGACACAGTTTTCGTGCTATGCAAAGAGAACCTAGAATTTAGAAAGCGGCTATATAA
ACCAAACATAGTTGCACACTAGCCAAAATCGAGCGGTCTCTTACATCTTAAATCCTGATTTTTATAGATTCGCCTTTCGTGAAGT TCAATCTTCGCAGTCGCTCACTACATTTGGTAGACA
TACTGCGATTATGAAAATGGGGAACE e - C T c T e e e A T CCACATCACAGARAGAGA T TTGGCGTCTGAGGAAAGCTTGTGG
GACTTGTACGAAAGATGGAGGAGCCATCATACTGTTTCTCGAGACCTTTCTGAGAAACGAAAGCGCTTTAATGTTTTCAAGGCAAATGTCCATCATATTCACAAGGTGAACCAGAAGGACA
AGCCTTACAAGCTGAAACTCAACAGTTTCGCTGATATGACCAACCACGAGTTCAGGGAATTCTACAGTTCTAAGGTGAAACATTACCGGATGCTCCATGGCAGCCGTGCTAATACTGGATT
TATGCATGGGAAGACTGAAAGTTTGCCAGCCTCCGTTGATTGGAGAAAGCAAGGAGCCGTGACTAGCGTCAAGAATCAAGGCAAATGTGGTAGCTGTTGGGCATTTTCAACTGTGGTTGGA
GTCGAGGGAATCAACAAAATCAAAACTGGCCAATTAGTTTCCCTGTCCGAGCAAGAACTTGTTGACTGTGAAACGGACAATGAAGEATCCAACCCACCACTCAT GGAGAATGCATACGAGT
TTATTAAGAAAAGTGGGGGAATAACAACTGAGAGGCTATATCCCTACAAGGGAAGAGATGGCAGCTGTGATTCATAAAGATGAATGCCCCTGGTGTGACTATTGATGGGCATGAAATGGTA
CCCGCAAACGATGAAAATGCCTTGATGAAAGCTGTTGCTACCCAGC

Cis8
ACTTATTCCACGCAGGTAGGAGCACGACCACCGATTCTCGGTTTTCAAGGCTAACTTGCGCCGTGCTAAGCGCCACCAGCTCCTTGACCCTTCCGCCGTCCACGGCGTTACTAAGTTCTCT
GACCTCACTCCGTCCGAGTTCCGGCGTAACCACCTCGGACTTAATAAGCACAAGCGACGGCTCAGACTCCCTGCCGATGCTAACAAGGCTCCGATCCTCCCTACCACCGATCTTCCTGCTG
ATTTTGACTGGCGTGACCATGGACH RO oA G2 T CAC AR CIOAGIeE ™ GG TCCTATTATAACGT TTCGTCCGATTACTTTGACGGAGTTTGG
GTGTTTGTTAGGGTTCCTGCGGATCATGCTGGTCCTTCAGTACAACCGGAGCGTTGGAAGGAGCGCACTATTTGGCCACCAGAGAGCTAGTCAGCCTCAGCGAGCAGCAGCTTGTGGATTG
TGACCATGAGTGCGATCCAGCAGAATATAATTCATGTGATTCTGGT TGTAATGGCGGATTAATGAACAATGCCTTCGAGTACATACTGAAATCTGGTGGAGT TGAACGTGAGCAAGATTAT
CCTTACACTGGCAGGGATGAGAAATGTAAATTTGATAAGAGCAAAATTGCTGCTAAAGTGTCCARCTICAGTCTTCTCTCCACCCAGCAAGATCAGATTGCTGCAAATCTGGTGAAGCATG
GCCCTCTTGCAGTTGCGATCAATGCAATCTGGATGCAGACATATATTGGAGGGGTTTCATGCCCATACATTTGTTCAAAGAGCCAGGATCACGGGGTGCTTTTAGT TGGGTATGGTGCTGC
GGGCTACGCCCCTATCCGGCTCAAGGACAAGCCTTACTGGATCATAAAGAACTCGTGGGGTGAAAACTGGGGAGAGAGTGGCTACTACAAGTTCTGTAGGGCTGATCGCAATTTGTGCGGG
GTTEATTCTATEETCTCATCTGTGECT GCCGTTCACACATGAACTCAGTATTAAGTCATGAACCTTCATTTGGTGGTACTATCACACATCAACTCAGTATCAAGTCATTGATCTTCATTTG
TTGGTACTGTACTTAAATATGAACTTATTTGGGTATTGTGTATATAGGAACTACTTTCCATTAATGTATTCTAGAAGATGGTCTGTATGGTATCACCTCGAGGCTCCAACAAACATTCCTA
AAATGGTTTAAATTAGAACTCGACGTATATCAGAA

>C22

T GATG CTAACCTGCACCCTGGCTGTTACCCTCTTATCCTGCGCACTCATCTCTTCAACCACTTTCCAACATG
AAATTCAGTATCC CAAGTCACTGACAATCACCACCACCGCCACCACCCAGGTAGGTCTTCTGCAAACCATCGTCTACTGGGCACCACCACAGAGCT
TCACTTCAAGTCCTTCATGGAGGAGTACGAGAAAAGTTACTCTACGCACGAGGAGTACGTGCACCGCTTGGGGATTTTTGCCAAGAACCTCATCAAGGCCGCGGAGCACCAGGCCATGGAC
CCCTCCGCAATCCACGGCGTCACCCAGTTCTCTGATCTTACCGAGGAGGAGTTTGAGGCTACGTACATGGGCCTTAAAGGTGGCGCTGGAGTTGGTGGGACCACCCAGCTGGGGAAAGATG
ATGGGGATGAGAGTGCAGCAGAGGTGATGATGGATGTATCTGATTTGCCGGAGAGTTTTGATTGGAGAGAAAAAGGTGCTGTGACCGAAGTCAAGACGCAGGGAAGATGTGGATCGTGTTG
GGCTTTTAGTACAACTGGAGCTATTGAAGGAGCTAATTTCATTGCAACTGGCAAGCTTCTCAGCCTAAGTGAACAGCAGCTTGTGGATTGTGATCATATGTGTGATTTAAAAGAAAAAGAT
GACTGTGATGATGGATGCTCTGGAGGGCTAATGACAACTGCTTTCAACTACTTGATAGAGGCAGGAGGTATAGAGGAGGAGGAAACCTATCCCTATACTGGGAAACGCGGAGAATGCAAAT
TCAATCCTGAGAAAGTTGCGGTGAAAGTGCGGAATTTCACAAAAATCCCTGCGGATGAGAGTCAAATTGCTGCCAATGTAGTGCATAATGGCCCGCTTGCAATTGGATTGAATGCTGTATT

CATGCAAACTTACATCGGGGGTGTGTCATGTCCTCTTATTTGTGACAAAAAGAGGATCAACCATGGTGTTCTTCT TERCECCIATCET TCTAGAGGCTTCTCGCTCCTTAGGCTTGGCTAC
AAGCCATACTGGATTATCAAGAACTCATGGGGAAAGCGTTGGGGCGAACATGGTTACTACCGGCTTTGTCGAGGGCACAACATGTGTGGAATGAGCGCAATGGTTTCAGCTGTGGTGACAC
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>C23

CGGCCCTCCGCCACAGAAAAGAAATCCCAAAACATEECEACTCTITTCCITACTTICECT TGTTTTCTTTGCTTTCTTTCGCATCAGCTCAGGACA OGO GGG G C A A
acci eGSR oA CGCATGAAGAAGTGATGGCCTTGTACGAGGAATGGCTAGTGAAACATGGTAAGTCGTACAACGGCCTGGGAGAGAAAGATAAAAGGT TTGAAAT
TTTTAAGGATAATCTTAGGTACATCGACGAACAAAACAGCTTGCCCAACAGGACGTACCAGCTCGGGCTGAACCGGTTTGCTGATCTGAGCAACGAGGAGTACCGTTCCACTTACTTGGGA
ACCCGCCCTGATCCCAAAAGGAGGTTGGCCAAGACTTCCAGCGATCGCTACCGTCCAAAAGTAGGTGATAGCCTGCCGAACTCCATTGACTGGAGAGAAAAAGGTGCTGTTCTTCCGGTCA
AAGATCAGGGAAGCTGTGGGAGTTGCTGGGCCTTCTCAGCAGTTGCTGCCGTGGAAGGGATCAACCAGATTGTGACTGGTGATTTGATCTCCCTGTCTGAGCAAGAACTAGTGGATTGTGA
TACTTCTTATGATGAAGGCTGCAACGGTGGCCTCATGGACTATGCGTTTGAGTTCATCATCAACAATGGTGGCATTGATACTGAGGAGGACTATCCGTACAGAGGCAGGGACATGAGATGT
GACACATACAGGAAAAATGCCAGGGTGGTCACAATTGACGGCTATGAAGATGTAATTCCCTATGATGAGAGGGCACTGCAGAAGGCCGCGGCCAATCAACCCGTCAGTGTTGCCATTGAAG
GTTCGAGCAGAGATTTCCAACTCTATTTGAAAGGTGTATTCACCGGCAACTGTGGGACTGCATTAGATCACGGTGTGAATGTGGT TGGATACGGTACAGCAAACGGTAAGGATTATTGGAT
CGTCAGGAACTCATGGGGTGCAGAGTGGGGGGAGGATGGCTACATCAGGATGGAGCGTAATGTCAAAGCAAACTCAGGCCTATGTGGCATCACCAGTGAGCCCTCTTACCCTGTCAAGAAA
GGCCCAAATCCTCCCAATCCTGGTCCTTCCCCTCCATCTCCAATCAAGCCTCCGGCAGCCTGTGATAATTACTATGAATGCCCACAGGACAACACCTGCTGCTGCGTCTACGAGTTCTATG
GCTCGTGCTTCGAATGGGGATGCTGCCCTCTAGAAGGTGCEETATGCTCTCAAGACCACTACAGC TGCTGCCCCCACGATTACCCCGTTTGCCATGTTCAGTCAGGCACTTGCTCACTTAG
CAAGGACAACCCTCTTGGAGTGAAGGTTATGAAGCACATGCTTGCTAGGCCTATTAAGAGCATGAAGTCAGGCACGGAAGGAATGAAGAGCAGCTCTTAAAAAGACCTGATGACCAATCTG
TAAGTGGTGGATAAAGGAAAGGAAAGGCAGAGGTTTATCACCCTGTTTTCCATAGAGGCCTCTAGTCCACCACTGAAGTTACAGAATCCGATTGATGATTGAT TAAAGATGATTAGACGGT
CATCTGTATATAGGCTTTAAATATCTATCTAAAACTTCTATTCGAGCAAACAGAACAAGTAG

>Aspl
CTCTTTGCCAGTGGACCGTCCTTCCGTCCAACAAAATACAAGTCTACTATCAAGCATAACCAACGATGGAGAGGAGCTAC i ICECCACOICIAIASE - cc- TiEICICcEeE
S SeEE r G2 A GGATTAAAGCGAAT TAGCCTGAAAAAAAAACCCTTAGATAT TCAAAGCATAAGAGC TGCCAAATTAGCTCATCTGGAGAGCACACATGGCGCTGGTAGGAAA
GAGATGGACAACAATTTAGGCAGTTCCAATGAGGACATATTGCCTTTAAAGAATTACCTGGATGCCCAGTACTATGGAGAGATTGGAATTGGTACTCCACCTCACAAGT TCACAGE TATAT
TTGATACAGGCAGTTCCAACCTCTGGGTGCCATCGGCAAAATGTTACTTCTCTATTGCCTGCTGGCTCCACTCCAAGTACAAGGCAAAGAAGTCAAGTACTTATACAGCCATAGGGARAATC
TTGTTCAATTCGTTATGGTTCTGGATCAATTTCTGGATTCTCCAGTCAAGATAACGTTGAAGTTGGTGATCTTGTTGTCAAAGATCAAGT TTTTATTGAAGCTTCACGAGAAGGAAGTCTT
ACATTTGTAATTGCCAAGTTTGACGGGATACTTGGCCTTGGATTCCAGGAAATCGCTGTTGATAACATGGTGCCAGTCTGGTATAATATGGTGGACCAAGGTCTCGTGGATGAGCAAGTAT
TCTCTTTCTGGCTTAACCGCGATCCAAATGCTGAAGACGGAGGTGAGCTTGTCTTTGGTGGTGTAGATACAAATCACTTCAAGGGAAAGCATACATATGTTCCTGTAACTCAGAAGGGATA
CTGGCAATTTAAAATGGGAGATTTTCTCATTGGGAACGTCTCAACAGGCTTTTGTGAAGGAGGTTGTGCTGCTATTGTGGACTCTGGAACATCGTTGCTCGCTGGTCCAACTACTGTTGTG
ACTCAAATTAATCATGCCATTGGAGCTGAAGGAGTAGTTAGCACTGAATGTAAAGAAATTGTTTCACAGTATGGTGAACTGATTTGGGATCTCCTCGTATCAGGGGTACTACCCGACAGAG
TTTGTAAACAAGCTGGTTTATGTCCCCTTCGTGGTGCTCAGCATGAGAATGCTTATATCAAGTCAGTCGTCGATGAGGAGAACAAGGAGGAAGCTTCTGTTGGTGAATCCCCGATGTGTAC
TGCTTGTGAAATGGCTGTTGTTTGGATGCAAAACCAGCTGAAACAGCAGGGAACTAAGGAGAAAGTGCTCGCATATGTGAATCAGCTTTGTGAAAGCATACCAAGTCCCATGGGAGAATCC
ATCATTGACTGCAACAGTTTATCCACCCTGCCAAATGTTTCATTCACCATCGGAGGGAAAAGT TT TEAGCTAACCCCTANGCAGTATGT TCTTCAAACTGGAGAAGGCTTTGCTGAAGTCT
GCATCAGTGGATTCATGGCTATGGATGTGCCGCCGCCTCGTGGTCCCATCTGGGTTCTGGGAGATGTGT TCATGGGAGTGTACCACACCGTGTTTGATTATGGTAATCTCCGGATGGGTTT
CGCAAAAGCTGCTTAGACAAGACTATTTATTTCGTCTACTGTTTGACGGTCCTAAGAGAAGCTATGAAGACGTGTAGTAGCTTGTAAATTAGGATTTTTAATGATGCTTGGCTGGCTTATT
TAAGGGTGGTTGTGCTTTTAATATTGGATTTTTATATGTAATGTAAATATCTATGCGGATATGCTACCTTTGT TCTAGAGTTTCAAGGAAACTGCAGTATCTACTTTGGTCAAGAAATGGT
GCCACTATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAR

Primers para seqiienciamento - Primers para real time - Sobreposi¢do de primers
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APENDICE II

seqiiéncias com alta
proteases estudadas

regido do dominio
Cis8,

Alinhamento feito no programa Clustal X1.83 da
similaridade a proteases de café, incluindo as sequencias Cis5,

Peptidase ClA das
Cis22, Cis23 e Aspl,

neste trabalho.

Phaseolus_1345573 = —ommmmmmmmmm PPSVDWRKKGAVTDVKDQGQC 21
Vigna_445927 @& e PASVDWRKKGAVTDVKDQGQC 21
Glycine_31559530 @ mmmmmmmm e PASVDWRKKGAVTDVKDQGHC 21
Solanuml_157093728  ——mmmmmmmm e PPSIDWRKKGAVTPVKDQGQC 21
CIS5 e PASVDWRKQGAVTGVKNQGKC 21
Helianthus_ 30141023 = = ———mmmmmmmmm oo PPSIDWRTNGAVNPIKNQGRC 21
CIS23 e PNSIDWREKGAVLPVKDQGSC 21
Phaseolus_2511693 = —ommmmmmmmmm PDSVDWRKEGAVVPVKDQASC 21
Lycopersicon_5726641 = ——-———————————m— oo PESIDWREKGVLVGVKDQGSC 21
Solanum 5777889 @@ mmmmmmmm PESVDWRDKGVLVGVKDQGSC 21
Platycodon_ 89274062 =  ———mmmmmmmmm e PESVDWRAKGAVAPIKDQGSC 21
Manihot_ 62526575 @ @ —mmmmmmmmm e PDSVDWRKEGAVAEVKDQGSC 21
Glycine_479060 @ mmmmm e PENFDWREKGAVTEVKLQGRC 21
Vicia_ 2414683 00 & —mmmmmm PENFDWREKGAVTGIKTQGKC 21
CIS22 e PESFDWREKGAVTEVKTQGRC 21
Vitis_157343944 @@ —emmmmm PESFDWREKGAVTEVKMQGTC 21
Arabidopsis_42572679 @ ——m—mmmm e PEDFDWREKGGVTEVKNQGAC 21
Oryza_115472081 @ o PASFDWRDRGAVTDVKMQGAC 21
CIS8 S

Aster_42407296 000 @ —memmmmmmm PQODFDWRDKGAVTPVKNQGSC 21
Phaseolus_113208365 ~ ———————m—mm PKDFDWRDKGAVTNVKDQGSC 21
Phaseolus_2511691 = —ommmmmmmmmm PKDFDWRDKGAVTNVKDQGSC 21
Vigna_7242888 @@ o PKDFDWRDKGAVTNVKDQGAC 21
Ipomoea 7211745 @ @ mmmmmmm PSDFDWRDRGAVTPVKNQGTC 21
ASP1 QYYGEIGIGTPPQKFTVIFDTGSSNLWVPSAKCYFSIACWLHSKYKAKKSSTYTAIGKSC 60
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Phaseolus_1345573
Vigna_445927
Glycine_31559530
Solanuml_157093728
CISS5
Helianthus_30141023
CIs23
Phaseolus_2511693
Lycopersicon_5726641
Solanum_ 5777889
Platycodon_89274062
Manihot_ 62526575
Glycine_479060
Vicia_ 2414683

CIS22
Vitis_157343944
Arabidopsis_42572679
Oryza_115472081
CISS8

Aster_ 42407296
Phaseolus_113208365
Phaseolus_2511691
Vigna_7242888
Ipomoea_7211745
ASP1

Phaseolus_1345573
Vigna_445927
Glycine_31559530
Solanuml_157093728
CISS5
Helianthus_30141023
CIsS23
Phaseolus_2511693
Lycopersicon_5726641

GSCWAFSTVVAVEGINQIKTNKLVALSEQELVDCDKEE-———————— NQGCNGGLMESAFE 73
GSCWAFSTIVAVEGINQIKTNKLVSLSEQELVDCDKEE-———————— NQGCNGGLMESAFE 73
GSCWAFSTVVAVEGINQIKTNKLVSLSEQELVDCDTEE-———————— NAGCNGGLMESAFQ 73
GSCWAFSTVVAVEGINQIKTKKLVSLSEQELVDCDTTE-———————— NQGCNGGLMDPAFD 73
GSCWAFSTVVGVEGINKIKTGQLVSLSEQELVDCETD————————— NEGCNGGLMENAYE 72
GSCWAFSTIVGVEGINKIKTNQLVSLSEQELVDCETD————————— CEGCNGGLMENGYE 72
GSCWAFSAVAAVEGINQIVTGDLISLSEQELVDCDTSY ———————— DEGCNGGLMDYAFE 73
GSCWAFSAIGAVEGINKIVTGDLISLSEQELVDCDTGY ———————— NMGCNGGLMDYAFE 73
GSCWAFSAVAAMESINAIVTGNLISLSEQELVDCDRSY ———————— NEGCDGGLMDYAFE 73
GSCWAFSAVAAMESINAIVTGNLISLSEQELVDCDKSY ———————— NEGCDGGLMDYAFE 73
GSCWAFSTVNAVEGINQIVTGELITLSEQELVDCDKSY———————— NEGCDGGLMDYGFE 73
GSCWAFSTIAAVEGINKIVTGDLISLSEQELVDCDTSY———————— NEGCNGGLMDYAFE 73

GSCWAFSTTGSIEGANFLATGKLVSLSEQQLLDCDNKCDITEKTSCDNGCNGGLMTNAYN 81
GSCWAFTTTGSIEGANFLATGKLVSLSEQQLVDCDNKCDIT-KTSCDNGCNGGLMTTAYD 80
GSCWAFSTTGAIEGANFIATGKLLSLSEQQLVDCDHMCDLKEKDDCDDGCSGGLMTTAFN 81
GSCWAFSTTGAVEGAHFISTKKLLTLSEQQLVDCDHMT —————— ACDSGCEGGLMTNAYK 75
GSCWAFSTTGAAEGAHFVSTGKLLSLSEQQLVDCDQACDPKDKKACDNGCGGGLMTNAYE 81
GSCWAFSTTGAVEGANFLATGNLLDLSEQQLVDCDHTCDAEKKTECDSGCGGGLMTNAYA 81
——————— TTGALEGAHYLATRELVSLSEQQLVDCDHECDPAEYNSCDSGCNGGLMNNAFE 53
GSCWSFSTTGALEGSHFLQTGELVSLSEQQLVDCDHECDPAEYNSCDSGCNGGLMNNAFE 81
GSCWSFSTTGALEGAHFLATGELVSLSEQQLVDCDHVCDPEEYGSCDSGCNGGLMNNAFE 81
GSCWSFSTTGALEGAHFLATGELVSLSEQQLVDCDHVCDPEEYGSCDSGCNGGLMNNAFE 81
GSCWSFSTTGALEGAHFLATGELVSLSEQQLVDCDHVCDPEEYGACDSGCNGGLMNNAFE 81
GSCWSFSTTGALEGANFLATGKLVSLSEQQLVDCDHECDPEEAGSCDSGCNGGLMNSAFE 81
SIRYGSGSISGEFSSQODNVEVGDLVVKDQVFIEASREGSLTFVIAKFDGILGLGFQEIAVD 120

FIK-————— QKGGITTESNYPYKAQE————————————————— 93
FIK-————— QKGGITTESNYPYKAQE————————————————— 93
FIK-————— QKGGITTESYYPYTAQD——————————— 93
FIK-————— KRGGITTEERYPYKAED————————————————— 93
FIK-————— KSGGITTERLYPYKARD————————————————— 92
FIK-————— ETGGVTTEQIYPYFARN————————————— 92
FII-————— NNGGIDTEEDYPYRGRD————————————————— 93
FII-————— KNGGIDSEEDYPYKGVD——————————————— 93
FVI-————— KNGGIDTEEDYPYKERN————————————— 93
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Solanum_5777889
Platycodon_89274062
Manihot_ 62526575
Glycine_479060
Vicia_2414683

CISs22
Vitis_157343944
Arabidopsis_42572679
Oryza_115472081
CISS8

Aster_42407296
Phaseolus_113208365
Phaseolus_2511691
Vigna_7242888
Ipomoea_7211745
ASP1

Phaseolus_1345573
Vigna_445927
Glycine_31559530
Solanuml_157093728
CISS5
Helianthus_30141023
CIS23
Phaseolus_2511693
Lycopersicon_5726641
Solanum_5777889
Platycodon_89274062
Manihot_ 62526575
Glycine_479060

Vicia 2414683

CISs22
Vitis_157343944
Arabidopsis_42572679
Oryza_115472081

FVI-————— NNGGIDTEEDYPYKERN————————————m oo 93
FII-————— NNGGIDTDKDYPYLGRD————————————————————m o 93
FII-————— NNGGIDTEEDYPYLARD————————————————————— 93
YLL-————- ESGGLEEESSYPYTGER————————————— e 101
YLM-————— EAGGLEEETSYPYTGAQ————————————————————— 100
YLI-————- EAGGIEEEETYPYTGKR————————————————— 101
YLI-————- EAGGLEEESSYPYTGKH—-—————————————— 95
YLM-————— EAGGLEEERSYPYTGKR————————————————— 101
YLM-—————— SSGGLMEQSAYPYTGAQ———————————————————— 101
YIL-————- KSGGVEREQDYPYTGRD——————————————————— 73
YIL-————- KAGGLQKEADYPYTGRD———————————————————— 101
YLI-————- GSGGVQREKDYPYTGRD————————— == ——— 101
YLI-————- GSGGVQREKDYPYTGRD————————— == ———— 101
YIL-————— GAGGVQREEDYPYAGRD————————————————— o — 101
YTL-————- KAGGLMREEDYPYTGNDL————————————————————— 102

GTCDASKVNDLAVSIDGHENVPAN-———————————————— 117
GTCDESKVNDLAVSIDGHENVPVN-———————————————— 117
GTCDASKANDLAVSIDGHENVPGN-————————————————— 117
DKCDIQKRNTPVVSIDGHEDVPPN-——————-—————————— 117
GSCDSSKMNAPAVTIDGHEMVPAN-———————————————— 116
GRCDISKRNSPVVKIDGFENVPAN-———————————————— 116
MRCDTYRKNARVVTIDGYEDVIPY-—-——————————————— 117
GRCDEYRKNAKVVSIDGYEDVNTY————————————————— 117
GVCDQYRKNAKVVKIDSYEDVPVN-———————————————— 117
DVCDQYRKNAKVVKIDSYEDVPVN——-——————————————— 117
ARCDQYRKNAKVVTIDSYEDVPVN-—-——————————————— 117
GRCDTYRKNAKVVTIDDYEDVPVN-———————————————— 117
GECKFDP-EKIAVKITNFINIPAD————————————————— 124
GECKFDP-NKVAVRVSNFTNIPAD————————————————— 123
GECKFNP-EKVAVKVRNFTKIPAD————————————————— 124
GECKFKP-DRVAVRVVNFTEVPIN-———————————————— 118
GHCKFDP-EKVAVRVLNFTTIPID-————————————————— 124
GTCRFDA-NRVAVRVANFTVVAPPGGNDGDG—————————— 131
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CISS8

Aster_42407296
Phaseolus_113208365
Phaseolus_2511691
Vigna_7242888
Ipomoea_"7211745
ASP1

Phaseolus_1345573
Vigna_445927
Glycine_31559530
Solanuml_157093728
CIS5
Helianthus_30141023
CIS23
Phaseolus_2511693
Lycopersicon_5726641
Solanum_ 5777889
Platycodon_89274062
Manihot_ 62526575
Glycine_479060
Vicia 2414683

CISs22
Vitis_157343944
Arabidopsis_42572679
Oryza_115472081
CISS8

Aster_42407296
Phaseolus_113208365
Phaseolus_2511691
Vigna_7242888
Ipomoea_"7211745
ASP1

WOFKMGDFLIGNVSTGFCEGGCAAIVDSGTSLLAGPTTVVTQINHAIGAEGVVSTECKET

_____________________________________________ DEDALLKAVANQPVS
_____________________________________________ DENALLKAVANQPVS
_____________________________________________ DENALLKAVANQPVS
_____________________________________________ DEDALLKAVANQP IS
_____________________________________________ DENALMKAVANQPVS
_____________________________________________ DESAMLRAVANQPVS
_____________________________________________ DERALQKAAANQPVS
_____________________________________________ DELALKKAVANQPVS
_____________________________________________ NEKALQKAVAHQPVS
_____________________________________________ NEKALQKAVAHQPVS
_____________________________________________ NEEALKKAVASQPVS
_____________________________________________ SETALQKAVANQPVS
_____________________________________________ ENQIAAYLVKNGPLA
_____________________________________________ ENQIAAYLVNHGPLA
_____________________________________________ ESQIAANVVHNGPLA
_____________________________________________ ENQIAANLVCHGPLA
_____________________________________________ ENQIAANLVRHGPLA
_____________________________________________ DAQMRAALVRHGPLA
_____________________________________________ EDQIAANLVKHGPLA
_____________________________________________ EDQIAANLVTNGPLA
_____________________________________________ EEQIAANLVKNGPLA
_____________________________________________ EEQIAANLVKNGPLA
_____________________________________________ EDQIAANLVKNGPLA
_____________________________________________ EDQIAANLVKNGPLA
VSQYGELIWDLLVSGVLPDRVCKQAGLCPLRGAQHENAYIKSVVDEENKEEASVGESPMC
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132
132
132
131
131
132
132
132
132
132
132
139
138
139
133
139
146
111
139
139
139
139
140
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Phaseolus_1345573
Vigna_445927
Glycine_31559530
Solanuml_157093728
CISS5
Helianthus_30141023
CIs23
Phaseolus_2511693
Lycopersicon_5726641
Solanum_ 5777889
Platycodon_89274062
Manihot_ 62526575
Glycine_479060
Vicia_ 2414683

CIS22
Vitis_157343944
Arabidopsis_42572679
Oryza_115472081
CISS8

Aster_ 42407296
Phaseolus_113208365
Phaseolus_2511691
Vigna_7242888
Ipomoea_7211745
ASP1

Phaseolus_1345573
Vigna_445927
Glycine_31559530
Solanuml_157093728
CISS5
Helianthus_30141023
CIsS23
Phaseolus_2511693
Lycopersicon_5726641

VAIDAGGSDFQFYSEG———————— VFTGD-CSTD-LNHGVAIVGYGTT-————————— VDG
VAIDAGGSDFQFYSEG———————— VFTGD-CNTD-LNHGVAIVGYGTT-————————— VDG
VAIDAGGSDFQFYSEG———————— VFTGD-CSTE-LNHGVAIVGYGAT————————— VDG
VAIDASGSQFQFYSEG———————— VFTGE-CGTE-LDHGVAIVGYGTT-————————— VDG
VAIDASGSDMQFYSEG———————— VYTGDSCGNE-LDHGVAVVGYGTA————————— LDG
IAIDAGGLNFQFYSQG———————— VENGA-CGTE-LNHGVAIVGYGTT-————————— QDG
VAIEGSSRDFQLYLKG———————— VFTGN-CGTA-LDHGVNVVGYGT—————————— ANG
VAVEGGGREFQLYSSG———————— VFTGR-CGTA-LDHGVVAVGYGT-—————————— DNG
IALEAGGRDFQHYKSG———————— IFTGK-CGTA-VDHGVVIAGYGT—————————— ENG
IAIEAGGRDLQHYKSG———————— IFTGK-CGTA-VDHGVVAAGYGS—————————— ENG
VGIEGGGRAFQFYDSG———————— IFTGK-CGTA-LDHGVNVVGYGT—————————— EKG
VAIEAGGRDFQFYASG———————— IFSGR-CGTQ-LDHGVAAVGYGT—————————— ENG
MGVN--AIFMQTYIGG———————— VSCPLICSKKRLNHGVLLVGYGAKGFSI——-LRLGN
IAVN--AVFMQTYVGG———————— VSCPLICSKRRLNHGVLLVGYNAEGFSI-—-LRLRK
IGLN--AVFMQTYIGG———————-— VSCPLICDKKRINHGVLLVGYGSRGFSL———-LRLGY
VGLN--AIFMQTYIGG———————-— VSCPLICPKRWINHGVLLVGYGAKGYSI-——LRFGY
VGLN-—-AVFMQTYIGG———————— VSCPLICSKRNVNHGVLLVGYGSKGFSI——-LRLSN
VGLN--AAYMQTYVGG———————— VSCPLVCPRAWVNHGVLLVGYGERGFAA——-LRLGH
VAIN--AIWMQTYIGG———————— VSCPYICSKS—QDHGVLLVGYGAAGYAP———IRLKD
IGIN--AAWMQTYIGQ—-——————-— VSCPYICSKTKMDHGVLLVGYGSAGYAP———-LRFKE
VAIN--AVYMQTYVGG———————— VSCPYICGKH-LDHGVLLVGYGEGAYAP———IRFKE
VAIN--AVYMQTYVGG———————— VSCPYICGKH-LDHGVLLVGYGEGAYAP———IRFKE
VGIN--AVYMQTYIGG———————— VSCPYICAKR-LDHGVQIVGYGESGYAP———IRFKE
VAIN--AVFMQTYIGG———————— VSCPYICSKR-LDHGVLLVGYGSAGYAP———IRMKE

TACEMAVVWMONQLKQQOGTKEKVLAYVNQLCESIPSPMGESIIDCNSLSTLPNVSEFTIGG

TNYWIVRNSWGPEWGEHGYIRMQRNIS-KKEGLCGIAMLPSYP— 215
TNYWIVRNSWGPEWGEQGYIRMQRNIS-KKEGLCGIAMMASYP— 215
TSYWIVRNSWGPEWGELGYIRMQRNIS-KKEGLCGIAMLASYP— 215
TKYWIVKNSWGAGWGEKGYIRMQRKVD-AEEGLCGIAMQPSYP— 215
TkYyW——--—-------------------------——-—-——————————— 177
TNYWIVRNSWGTGWGEQGYVRMQRGVN-VPEGLCGLAMDASYP— 214
KDYWIVRNSWGAEWGEDGYIRMERNVKAN-SGLCGITSEPSY—— 213
HDFWIVRNSWGADWGEEGYIRLERNLGNSRSGKCGIAIEPSYP—- 215
MDYWIVRNSWGANWGENGYLRVQRNVA-SSSGLCGLAIEPSY——- 213
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173
173
173
173
172
172
172
172
172
172
172
186
185
186
180
186
193
157
186
185
185
185
186
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Solanum_5777889
Platycodon_89274062
Manihot_ 62526575
Glycine_479060
Vicia_2414683

CISs22
Vitis_157343944
Arabidopsis_42572679
Oryza_115472081
CISS8

Aster_42407296
Phaseolus_113208365
Phaseolus_2511691
Vigna_7242888
Ipomoea_7211745
ASP1

MDYWIVRNSWGAKWGEKGYLRVQRNVA-SSSGLCGLATEPSYP—
KDYWIVRNSWGSSWGEAGYIRMERNLAGTSVGKCGIAMEPSYP-
KDYWIVRNSWGKSWGENGYLRMARSIN-SPTGICGIAMEASYP-

KPYWIIKNSWGEKWGEDGYYKLCRG————— HGMCGINTMVS——-
KPYWTIKNSWGEQWGEKGYYKLCRG————— HGMCGMNTMVS——-
KPYWIIKNSWGKRWGEHGYYRLCRG————— HNMCGMSAMVSAV-
KPYWIIKNSWGKRWGEHGYYRLCRG————— HGMCGMNTMVSAV-
KPYWIIKNSWGKKWGENGYYKLCRG————— HDICGINSMVSAV-
RPYWIIKNSWGKAWGEQGYYRLCRG————— RNVCGVDTM—————
KPYWIIKNSWGENWGESGYYKFCRAD—-———RNLCGVDSMVSSV-
KPYWIIKNSWGEDWGEDGYYKLCSG————— YNACGMDTMVSAV-
KPYWIIKNSWGENWGENGYYKICRG————— RNVCGVDSMVSTV-
KPYWIIKNSWGENWGGNGYYKICRG————— RNVCGVDSMVSTV-
KPYWIIKNSWGESWGENGYYKICRG————— QONACGVDSMVSTV-
KPYWIIKNSWGESWGENGYYKICRG————— RNVCG—————————
KSFELTPKQYVLQTG-EGFAEVCIS—————— GFMAMDVPPPRGP
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214
215
214
222
221
224
218
224
227
196
224
223
223
223
216
397



APENDICE III

Alinhamento feito no programa Clustal X de seqiiéncias completas com elevada similaridade com seqiiéncias de café encontradas através de busca por
similaridade no programa BLAST, no banco de dados do NCBI.

Cc23
Manihot—_6
Lycopersic
Solanum_57

Cc22
Arabidopsi
Glycine_47
Vicia_2414
Phaseolus_

c8
C5
C.canephor

c23
Manihot—_6
Lycopersic
Solanum_57
c22
Arabidopsi
Glycine_47
Vicia_2414
Phaseolus_
c8

C5
C.canephor

MMGL

MAAH

MAAH
MMMTSGGLML
MVAK-—--AL
MEAKRGHAL
MVAKQNPPL
M

131

YRSTYLGTRP
YRSTYLGARG
YRSIYLGTKS
YRSIYLGTKS
FEATYMGLKG
FKRMYTGVAD
FEKLYTGVNG
FERFYTGFKG
FHRKFLGLKP

FREFYSSKVK
FREFYSSKVK

MATLSLLL
FGSSAAMFVL
SSTLTISILL
SSTLTISLLL
TCTLAVTLLS
AQLITCIILF
MCLARVSLFL
TRYARVAIFL
ARYTLCALLL

MKMGKAFLFA

—DPKRRLAK-
—GMKRNRLR-
SGDRKKLSK-
SGDRRKLSK-
GAGVGGTTQL
VGGSRGGTV-
GEFPSSNNAA-
GFPSSN-AA-
LRLPAH-———

HYRMLHGSR-
HYRMLHGSR-

LFSLLSFASA
LFLSFTLSSA
MLIFSTLSSA
MLIFSTLSSA
CALISSTTFQ
CHVV--ASVE
CALTLSAA-H
CALTLSSSLH
FAAVAAAAGG

VVLAVILVAA

————— TSSDR
————— KTSDR
————— NKSDR
————— NKSDR
GKDDGDESAA
——————— GAE
——————— GGI
——————— GGV

QDMSILSYGN
SDMSIISYDQ
SDMSIISYDE
SDMSIISYDE
HEIQYPVQDP
DLTI--RQVT
GSTT--VQDI
HETL--IQDV
GDTD—-ADDI

MSMEITERDL

YRPKVGDSEE
YAPRVGESEP
YLPKVGDSEP
YLPKVGDSER
EVMMDVSDEB
APMVEVDGER
APPLEVDGEE
APPLDVKGEB
APILPTNNEB

ANLKTSGSG— —————————= ———— RTDEEV
THA-TKSSW- ——-------- ———- RTDDEV
THI----HR- —————————— ———— RTDDEV
THI-——-HH- —————————— ———— RSDDEV
LFROVIDNENHEREHPGRSS ANHRLLGTTT
ADNRRIRPN- —————————— ———— LLGTHT
ARKLKLGDN- —————————— ———- ELLR-T
ARKLELKDN- —————————— ———— DLLT-T
LIRQVVPEGE VE-------- ———- DHLLNA
ASEESLWD—— —————————— ——————————

MALYEEWLVK
MAIYEEWLVK
SALYESWLIE
SALYESWLIE
ELHFKSFMEE
ESKFRLEFMSD
EKKFKVEFMEN
EKKFKLEFMKD
EHHFSTFKAK

——LYERWRSH

HGKSYNGLGE
QGKVYNALGE
HGKSYNALGE
HGKSYNALGE
YEKSYSTHEE
YGKNYSTREE
YGRSYSTEEE
YSKKYSTTEE
FGKTYATKEE

HTVS-RDLSE

KDKRFEIFKD
REKRFQVFKD
KDKRFQIFKD
KDKRFQIFKD
YVHRLGIFAK
YIHRLGIFAK
YLRRLGIFAQ
YLLRLGIFAK
HDHRFGVFKS

KRKRENVEFKA

NLRYIDEQNS
NLRFIDEHNS
NLRYIDEQNS
NLKYIDEQNS
NLIKAAEHQA
NVLKAAEHQM
NMVRAAEHQA
NMVKAAEHQA
NMRRARLHAQ

NVHHIHKVNQ
0

LPNRTYQLGL
—ENRTYKLGL
VPNQSYKLGL
VPNQSYKLGL
MDPSAIH-GV
MDPSAVH-GV
LDPTAVH-GV
LDPTAIH-GV
LDPSAVH-GV

KD-KPYKLKL
KD-KPYKLKL

130
NRFADLSNEE
NGFADLTNEE
TKFADLTNEE
TKFADLTNEE
TQFSDLTEEE
TQFSDLTEEE
TQFSDLTEDE
TQFSDLSEEE
TKFSDLTPAE

NSFADMTNHE
NSFADMTNHE

39
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Cc23
Manihot—_6
Lycopersic
Solanum_57

Cc22
Arabidopsi
Glycine_47
Vicia_2414
Phaseolus_

c8
C5
C.canephor

c23
Manihot—_6
Lycopersic
Solanum_57
c22
Arabidopsi
Glycine_47
Vicia_2414
Phaseolus_
c8

C5
C.canephor

Seqiiéncias destacadas em verde correspondem ao dominio peptidase C1, um dominio das proteases cisteinicas da familia das papainas. Destaques em

amarelo correspondem ao inibidor 129, um dominio relacionado a catepsinas inibitdrias. Partes destacadas em azul correspondem ao dominio da granulina,

ERSYPYTGKR GHC-KFDPEK VAVRVLNFTT IPLDENQOTAA NLVRHGPLAV GLNAVFMOTY IGGVSCPLI
ESSYPYTGER GEC-KFDPEK IAVKITNFTN IPADENQIAA YLVKNGPLAM GVNAIFMOTY IGGVSCPLI
ETSYPYTGAQ GEC-KFDPNK VAVRVSNFTN TPADENQOTAA YLVNHGPLAT AVNAVEMOTY VGGVSCPLI
EKDYPYTGRD GTC-KFDKSK TAASVSNYSV ISLDEEQIAA NLVKNGPLAV AINAVYMOTY VGGVSCPYI
EQDYPYTGRD EKC-KFDKSK TAAKVSNFSV VSTDEDQTAA NLVKHGPLAV ATNATWMOTY IGGVSCPYT
ERLYPYKGRD GSCDS

w

91

GITSEPSYPV KKGPNPPNPG
KKGQNPPNPA
GIATEPSYPYV KTGPNPPKPA
GIATEPSYPYV KTGANPPKPA
GMSAMVSAVY T
GINSHMVSAVA TOvsS
GINTIWVSARNM VPOPQTTPTK
CMNTMVSARNM vTOIQPADNK
GUDSHVSTVE AIHASTO
GUDSHVSSVA AvHT

PSPPSPIKPP
PLPPSPVTPP
PSPPSPVKPP
PSPPSPVKPP

NYASY
SYASY

515
IKSMKSGTEG MKSSS
HWAL--GAAA KKSSA
IGAF--GNGG KKSSS
IGAF--GNGG KKSSS

AACDNYYECP ODNTCCCVYE EYGSCFEWGC CPLEGAVCCE DHYSCCPHDY PVCHVQSGIC SLSKDNPLGYV KVMKHMLARP
TVCDNYYSCP DNNTCCCLEE YGNECFEWGC CPLEGATCCE DHYSCCPHDY PICNINOGTC IMSKDNPLAV KAMIRIPAKP
TECDEYSOCA VGTECCCILO FRRSCFSWGC CPLEGATCCE DHYSCCPHDY PICNVRQGTC SMSKGNPLGV KAMKRILAQP
TECDEYSQCP VGTECCCVLE FRRSCESWGC CPLEGATCCE DHSSCCPHDY BVCNVROGTC SMSKGNPLGV KAMKRILAQP

enquanto o destaque em cinza equivale ao peptideo lider do operon histidina.
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