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Resumo:

Durante o desenvolvimento da semente de café, proteinas vao sendo depositadas, predominantemente nos
cotilédones e no endosperma. As proteinas de reserva 11S sdo as globulinas mais abundantes na semente de café agindo
como fonte de nitrogénio nas reacdes de torra e garantindo o sabor e aroma caracteristicos. Este estudo teve como objetivo
analisar o perfil de proteinas expressas em endosperma e embrido zigotico de sementes de café. Proteinas foram extraidas
da semente inteira, e também do endosperma e embrido de café, isoladamente. Em seguida, as proteinas foram analisadas
por eletroforese bidimensional (2-DE) e posteriormente por espectrometria de massa. Os spots mais abundantes observados
no gel de proteinas de semente inteira foram excisados, tripsinizados e identificados como subunidades da proteina 11S
através de espectrometria de massa. Spots com 0 mesmo pl e massa molecular foram também observados no perfil de
proteinas do endosperma e embrido, indicando que a proteina 11S é também muito expressa nesses tecidos. Foi possivel
identificar algumas destas proteinas, que mostraram identidade com a proteina de reserva 11S de café. Foi obtida uma
cobertura de seqliéncia de peptideos de aproximadamente 20% de toda a proteina 11S. Duas proteinas diferenciais
presentes no endosperma foram também analisadas por espectrometria de massa e identificadas através de seqlienciamento
de novo como uma glubulina da mesma familia da 11S (Cupin superfamily) e uma proteina alergénica (Pru ar 1).
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PROTEOMIC ANALYSIS OF ZYGOTIC EMBRYOS AND ENDOSPERM IN SEEDS OF Coffea arabica
Abstract:

During coffee seed development, proteins are deposited predominantly in cotyledons and in the endosperm.
Reserve proteins of the 11S family are the most abundant globulins in coffee seeds and act as nitrogen source during
roasting and guarantee the flavor and aroma. The objective of this study was to analyze the protein profile of endosperm
and zygotic embryos of coffee seeds. Proteins were extracted from whole seed as well as from embryo and endosperm,
separately. Total proteins were analyzed by bidimensional electrophoresis (2-DE) and by mass spectrometry. The most
abundant spots observed in the gels of coffee seeds were excised, digested with trypsin and identified by mass spectrometry
as subunits of the 11S globulin. Spots with the same pl and molecular mass were also observed in the protein profiles of
coffee endosperm and embryo, indicating that the 11S protein is also highly expressed in these tissues. A peptide sequence
coverage of approximately 20% of the 11S globulin was obtained. Two proteins observed in the endosperm profile were
also identified as a Cupin superfamily protein and an allergenic protein (Pru ar 1).
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Introducdo

O fruto de café contém tecidos especializados para a deposi¢cdo de proteinas de reserva durante a maturacéo, as
quais constituem a maior parte das proteinas encontradas nos gréos apés o desenvolvimento. Recentemente, uma globulina
bastante abundante foi purificada a partir de tecidos do endosperma contidos no grdo de café e extraidos da cultivar
Colombia (C. arabica) (Acufia et al., 1999). Esta proteina é formada por uma subunidade o (4cida) e outra  (bésica) com
33 e 24 KDa, respectivamente, derivada de um precursor 11S, que possui diversas isoformas. O conjunto dessas proteinas,
dentre outras menos abundantes, é a principal fonte de peptideos e aminoacidos, gerados durante a torra de café. A
maturacdo do fruto até a formacdo do grao claramente favorece o desenvolvimento da alta qualidade no sabor do café
(Montavon et al., 2003). Estudos em biologia molecular relacionados as estruturas constituintes dos graos de café séo de
grande valor para melhorar sua qualidade, sabor e aroma visando sua comercializa¢do e exportagao.

O proteoma é o conjunto de todas as proteinas expressas pela célula em determinada condicéo bioldgica. O estudo
do proteoma permite comparar condi¢des experimentais e observar modificagdes pds-traducionais e diferencas
quantitativas, como a abundancia das proteinas, e qualitativas, relativas & massa e carga das proteinas. Uma das técnicas
mais utilizadas na protedmica é a eletroforese bidimensional (2-DE). Com esta técnica, € possivel analisar um grande
namero de proteinas ao mesmo tempo e com alto poder de resolugdo, uma vez que as proteinas sdo separadas pelo ponto
isoelétrico e pela massa molecular.



Outra técnica muito utilizada para analises de proteinas expressas é a espectrometria de massa. Esta metodologia é
empregada para a identificacdo dos spots de proteinas. Os peptideos sdo obtidos clivando-se as proteinas com proteases
especificas (tripsina) e as massas reveladas sdo comparadas com as massas de digestoes teoricas de proteinas conhecidas
contidas no banco de dados. Este método de identificagio é conhecido como fingerprinting de massa de peptideos. E
também possivel analisar os peptideos através de seqlienciamento de novo.

Este estudo teve como objetivo analisar o perfil de proteinas expressas em endosperma e embrido zigético de
sementes de café.

Material e Métodos

Material vegetal

Frutos de C. arabica (Catuai Vermelho) foram colhidos 225 dias ap6s o plantio, correspondendo ao estagio verde-
cana. Os frutos foram utilizados para isolar o embrido e o endosperma (Figura 1). Foram também utilizadas sementes
inteiras apds a desidratacdo dos frutos. Os diferentes tecidos foram macerados em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer — 80° C.

Figura 1- Frutos no estagio verde cana (esquerda), sementes (centro) e embrides de café (direita).

Extracéo de proteinas e eletroforese bidimensional

Proteinas de sementes inteiras, endospermas e embrides foram extraidas de acordo com de Mot & Vanderleyden
(1989). A focalizacdo isoelétrica das proteinas de café foi realizada utilizando o método descrito por de Mot &
Vanderleiden (1989). A separagdo pela massa molecular foi realizada de acordo com Laemmli (1970) e a coloracdo dos
géis foi realizada com nitrato de prata ou Coomassie blue.

Espectrometria de massa

Os spots de proteina foram excisados dos géis, descorados e digeridos com tripsina de acordo com Shevchenko et
al. (1996). Os peptideos foram analisados em TOF-TOF Ultra Flex Il (Bruker Daltonics) e a identificacdo foi realizada por
seqlienciamento de novo ou fingerprinting de massa.

Resultados e Discussédo

Apoés a fecundagdo da planta, o processo de desenvolvimento da semente envolvendo a embriogénese e o
desenvolvimento do endosperma se inicia, sendo que este tecido constitui a maior parte do volume celular no qual o
embrido, medindo de 3 a 4 mm, esta inserido.
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Figura 2- 2-DE de proteinas de semente, endosperma e embrido de café, conforme indicado.

A comparagdo dos mapas de proteinas de semente, embrido e endosperma analisados revelou perfis muito
semelhantes. O mapa 2-DE da semente inteira revelou aproximadamente 70 proteinas. Os géis de embrido e endosperma
revelaram aproximadamente 120 e 80 proteinas, respectivamente, evidenciando uma variedade maior de proteinas no
embrido. Vérias proteinas observadas na semente puderam ser observadas no embrido e endosperma (Figura 2). As
principais proteinas observadas na semente (1S, 2S, 4S e 9S) foram excisadas do gel e analisadas por espectrometria de
massa. As proteinas identificadas corresponderam a globulina 11S, anteriormente descritas por Acufia et al. (1999). Estes
autores verificaram que a expressao dessa proteina era especifica da regido do endosperma. Proteinas de embrido (Emb1,
Emb2 e Emb3) e de endosperma (Spl2, Sp28 e Sp29) foram também analisadas por espectrometria de massa e foram
identificadas como a globulina 11S (Figura 2). A andlise de espectrometria de massa das proteinas de semente, embrido e
endosperma revelou uma cobertura de aproximadamente 20% do total da proteina 11S (Figura 3). Inesperadamente, esta
proteina foi observada em grande quantidade no embrido. Yuffa et al. (1994) reportaram que a expressdo dessa proteina
ocorre em niveis baixos em embrides zigoticos e somaticos. Outras proteinas diferencialmente expressas no endosperma
também foram identificadas através de seqlienciamento de novo como uma globulina da mesma familia da 11S (Cupin
superfamily) (spot Sp6) (Figura 4) e uma proteina alergénica (Pru ar 1) (spot Sp31).

>0i|3641256|gb|AAC61983.1| 11S storage globulin [Coffea arabica]

MAHSHM I SLSLYVLLFLGCLAQLGRPQPRLRGKTQCD 1QKLNAQEPSFRFPSEAGL TEFWDSNNPEFGCAGVEFERNTVQPK
GLRLPHYSNVPKFVYVVEGTGVQGTV IPGCAETFESQGESFWGGQERBBK GQEGQEQGSKGGQEGRRQRFPDRHQKLRRFQK
GDVL ILLPGFTQWTYNDGDVPLVTVALLDVANEANQLDLQSRKFFLAGNPQQGGGKEGHQGQQQQHRN I FSGFDDQLLADAF
NVDLK I IQKLKGPKDQRGSTVRAEKLQLFLPEYSEQEQQPQQQQEQQQHGVGRGWRSNEMEETLETVKLSEN I GLPQEADVF
NPRAGR I TTVNSQK 1P ILSSLQLSAERGFLYSNAIFAPHWN INAHSALYV IRGNAR 1QVVDHKGNKVFDDEVKQGQL I 1VPQ
YFAV IKKAGNQGFEYVAFKTNDNAMINPLVGRLSAFRAI PEEVLRSSFQ I SSEEAEELKYGRQEALLLSEQSQQGKREVA

Figura 3- Seqiiéncia de aminoacidos da globulina 11S de café. As seqliéncias em amarelo correspondem aos peptideos
identificados por sequenciamento de novo e 0s aminoacidos divergentes estdo marcados em vermelho.



0i|4006897|emb|CAB16827.1| globulin-like protein [Arabidopsis thaliana]
Length=499

Score = 34.6 bits (74), Expect =0.56

Identities = 11/13 (84%), Positives = 11/13 (84%), Gaps = 0/13 (0%)

Query 1 FGVEEGDIFAVQR 13
F VEEGDIFAV R
Sbjct 328 FKVEEGDIFAVPR 340

Figura 4- Alinhamento da proteina SP6 do endosperma.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a técnica de 2-DE acoplada a espectrometria de massa é uma
abordagem eficiente para a identificacdo de proteinas expressas em diferentes tecidos. A identificagdo de um maior nimero
de proteinas devera ser realizada, visando a caracterizacdo das proteinas expressas nos diferentes tecidos da semente de
café. Estes estudos poderdo revelar informag6es importantes, relacionadas com a qualidade e sabor do café.
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