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Resumo:

Evidéncias recentes indicam que proteases podem ter importante papel na qualidade de bebida de cafeeiros cultivados em
regides com temperaturas médias anuais contrastantes. Assim, o objetivo do presente trabalho foi identificar ESTs
apresentando alta similaridade com proteases no banco de dados do Projeto Genoma Café. Cerca de 1800 reads foram
identificados e blastados. Contigs contendo em sua maioria seqiiéncias de bibliotecas de frutos foram classificadas nos em
serinas, cisteinas, asparticas e metalo proteinases. Em seguida tais contigs foram submetidos a uma analise filogenética
com seqiiéncias similares encontradas em bancos publicos como também identificados os dominios funcionais das mesmas.
Primers para amplificagdo destes dominios foram desenhados € o proximo passo sera verificar o nivel de expressdao destes
genes em endospermas de frutos de café provenientes de locais com temperaturas contrastantes.
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Abstract:

Recent evidences indicate that proteases may have an important role in the quality of beverage obtained from coffee beans
from plants cultivated in areas contrasting in annual mean temperatures. Therefore, the aim of this study was to identify
ESTs displaying high similarity to proteases in the Coffee Genome database. Approximately 1,800 reads were identified
and blasted. Then we selected the contigs displaying similarity with proteases from seeds and they were classified as serine,
cisteine, aspartate or metallo proteinases. Subsequentely, the contigs were subjected to phylogenetic analysis and we also
identified their functional domains. Primers based on these domains were designed and in a next step they will be used to
study the expression of these genes in the endosperm of coffee fruits collected from plants growing in areas contrasting in
temperature.
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Introducao:

O mercado café vem seguindo uma tendéncia pela melhoria da qualidade de bebida. Varios fatores estdo
relacionados com a obtencdo de café de boa qualidade, como o processamento pos-colheita de frutos que representa uma
etapa fundamental para essa obtengdo. Os produtores atentos a esta demanda vem procurando cafeeiros com qualidades
fisiologicas especificas, que apresentem um bom desempenho, tanto ao nivel de produgdo quanto de qualidade final do
produto, em regides geograficas definidas. Outro fator que influencia diretamente a qualidade do café é a composi¢do
quimica da semente tanto durante o desenvolvimento do fruto quanto apds os tratamentos pos-colheita.

Em café, o aroma pode formado por mais de 800 compostos volateis e os precursores relacionados com a
formagdo dos mesmos sdo: aglicares, aminoacidos, peptideos, trigonelina, acidos clorogénicos, acidos organicos, lipideos e
carotenoides (Clifford, 1985). Interacdes entre agucares redutores € o grupamento amino de aminoacidos e peptideos, ou
mesmo de proteinas (reagdo de Maillard) sdo consideradas essenciais para o desenvolvimento de aroma. Além do conteudo
endogeno, outra fonte de aglicares para a ocorréncia da reacdo de Maillard sdo os agucares redutores formados durante a
torragdo a partir da quebra sacarose ja presente na semente e acumulada durante sua formagao.

Sementes de café apresentam atividade de protease e pode ser encontrada em sementes secas (Ludwig et al.,
2000), além de aminoacidos. E provavel também a presenca de fragmentos de polipeptideos, como mostram os trabalhos de
Rogers et al. (1999) e Lwdwig et al. (2000). Entretanto, ndo se sabe ao certo qual a contribui¢cdo dos mesmos na qualidade
da bebida (Montavon et al., 2003). Selmar et al. (2001) destacam que alanina ¢ um importante aminoacido no
desenvolvimento de compostos durante a torracdo de café, através da reagdo de Maillard. Junto com asparagina, acido
glutamico, acido aspartico e serina, alanina quantificam para aproximadamente 80% dos aminoacidos livres em sementes
de café (Arnold and Ludwig, 1996; Shimizu and Mazzafera, 2000). Por outro lado, alanina néo esta entre os aminoacidos
mais abundantes na principal proteina de reserva em café (Rogers et al., 1999), como também ndo estd entre os
aminoacidos em maior quantidade quando analisada a constitui¢do de aminodacidos no hidrolisado de proteinas totais da
semente de café (Shimizu and Mazzafera, 2000).

Silva (2004) detectou, em plantas de café cultivadas em condigdes de temperatura média anual contrastantes (mais
amena e mais quente), que este fator climatico pode ter forte influéncia na qualidade e quantidade de proteinas das
sementes, que por sua vez depende da agdo de proteases. Ainda, evidenciou que no periodo de enchimento de grios as
sementes possuem proteinas com alto peso molecular e pouca atividade de protease. Além dos locais, as plantas foram
submetidas a diferentes procedimentos de irrigagao, ndo tendo sido detectado qualquer efeito destes tratamentos nos niveis
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de qualidade e quantidade de proteinas das sementes. Seu estudo demonstrou que cafés colhidos em local com temperatura
média mais amena produz bebida de melhor qualidade, pois além das diferengas bioquimicas observadas, testes de xicara e
com a lingua eletronica.

Sendo assim, o presente estudo tem por objetivo principal identificar e caracterizar seqiiéncias de ESTs
depositadas no banco de seqiiéncias do Projeto Genoma Café supostamente envolvidas com a a¢do de proteases.

Material e métodos

Foram utilizadas ferramentas de bioinformatica disponiveis na pagina web do Projeto Genoma Café para localizar,
categorizar e clusterizar, por comparacio, os reads com elevada similaridade (e-value menor que 17%°) aos genes de
proteases localizadas em bancos genomicos publicos (NCBI - National Center for Biotechnology Information). Os reads
encontrados foram categorizados em proteinases serinas, cisteinas, asparticas e as metalo-proteinases. Apds clusterizados,
foram selecionados contigs com alta incidéncia de reads provenientes de bibliotecas de frutos e estes foram submetidos a
busca de dominio conservado por meio da ferramenta Pfam (Protein families database of alignments and HMMs). Apos
analise da qualidade da sequéncia, foram desenhados primers flanqueando estes dominios por meio do programa
GeneRunner para estudos futuros de expressdo. O estudo filogenético foi feito utilizando o programa de alinhamento
multiplo Malign com sequéncias similares encontrados em outras espécies vegetais e a partir dos dados obtidos foram feitas
analises de parcimonia para a obtengdo de arvores filogenéticas utilizando o programa filogenético PAUP.

Resultados e discussao:

Na mineragdo dos dados do Genoma Café foram encontrados mais de 1800 reads potencialmente envolvidos com
proteases e destes as proteinases serinas correspondem a 8% do total de reads, as cisteinas 47%, as asparticas 16%, as
metalo-proteinases 8%, endopeptidases ndo classificadas 3% e as demais sequéncias relacionadas a proteases ndo foram
categorizadas.

Os reads de serinas apresentaram 2 contigs apds clusterizagdo, com predominancia de reads vindos de bibliotecas
de frutos (contigs com pelo o menos 5 reads com no minimo 40% representados por bibliotecas de frutos). Os reads de
cisteinas revelaram 4 contigs, do grupo das asparticas 1 contig, assim como aqueles representando as metalo-proteinases,
conforme mostra a Tabela 1.

Nome do Cisteina Aspartica Metalo Serina
Contig | N°reads Frutos (%) | N°reads Frutos (%) | N°reads Frutos (%) | N°reads Frutos (%)

Co1 210 25(11,9) 77 5(6,5) 28 4 (14,3) 28 3 (10,7)
C02 117 17 (14,5) 15 5(33,3) 6 1 (16,7) 17 4 (23,5)
Co03 59 3(5,1) 11 3(27,3) 5 3 (60,0) 13 1(7,7)
C04 46 8(17,4) 11 1(9,1) 4 3 (75,0) 9 3(33,3)
CO05 37 5(13,5) 9 1(11,1) 3 2 (66,7) 8 8 (100)
C06 35 3 (8,6) 7 3 (42,9) 3 2 (66,7) 8 2 (25,0)
C07 25 4 (16,0) 5 1 (20,0) 3 1 (33,3) 5 4 (80,0)
CO08 23 2 (8,7) 4 2 (50,0) 2 2 (100) 4 1 (25,0)
C09 20 1(5,0) 4 1(25,0) 2 1 (50,0) 3 3 (100)
C10 18 4(22,2) 3 1(33,3) 2 1 (50,0) 3 2 (66,7)
Cl1 17 1(5,9) 3 1(33,3) 2 1 (50,0)
C12 12 11 (91,7) 2 2 (100) 2 1 (50,0)
C13 9 9 (100) 2 1 (50,0) 2 1 (50,0)
Cl4 8 8 (100)
C15 8 7 (87,5)
C16 8 1(12,5)
C17 4 4 (100)
C18 4 1(25,0)

Tabela 1 — Principais resultados da clusterizagdo, que continham reads de bibliotecas de frutos, de 4 proteinases
encontradas no banco de dados do Genoma Café, com o niimero total de reads de cada contig ¢ o nimero e
porcentagem de reads de frutos.

As analises filogenética e as arvores genéticas produzidas se encontram na Figura 1. Nas quatro arvores obtidas o
contig de cada grupo de proteinase revelou ser mais distante das demais espécies incluidas na analise. No grupo aspartico o
café se aproxima mais de batata e tomate, se distanciando das demais espécies, provavelmente menos aparentadas que as
primeiras. Nas comparagdes de metalo e serino proteinases, café aparece mais proxima de arabidopsis, seguido pelo tomate,
enquanto que para cisteina proteinase o café se aproxima mais de Helianthus, seguido por arabidopsis.
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Figura 1 - Arvores filogenéticas construidas a partir de regides conservadas de genes de Aspartico, Cisteino, Metalo e
Serino proteinases provenientes de frutos de café (Coffea arabica) em relagdo a outras espécies.

Foram selecionados quatro contigs representados por ESTs de bibliotecas de frutos para estudos de expressdo.
Para tanto, foram realizadas analises para determinar o dominio conservado do gene e desenhados primers para posterior
amplificacdo destas regides. A seguir, pretende-se obter cDNAs de endospermas de café provenientes de plantas crescendo
em ambientes contrastantes quanto a temperatura média anual para inicio de estudos de expressdo, na tentativa de
relacionar a presenga de proteases e a qualidade de bebida do café.
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