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RESUMO

A baixa longevidade de sementes de café tem sido atribuida a sua sensibilidade a dessecacao.
Estudos relacionados a expressdo génica e atividade enzimatica em sementes de café
submetidas a secagem sdo importantes para o entendimento dos efeitos da secagem sobre a
qualidade fisiologica destas sementes. Objetivou-se nessa pesquisa estudar 0s aspectos
moleculares de sementes submetidas a diferentes métodos de secagem e associa-los a
qualidade fisiologica. As sementes de café foram secadas de forma lenta e répida com
diferentes teores de agua. Foram realizadas analises da atividade enzimatica, bem como da
expressao dos transcritos das enzimas superdxido dismutase, catalase, peroxirredoxinas,
isocitrato liase e endo-beta-mananase. A velocidade de secagem e o teor final de 4gua tiveram
efeito significativo na qualidade fisioldgica, na atividade enzimatica, na expressao dos
diferentes genes analisados e no perfil protedmico das sementes analisadas. Em sementes
submetidas a secagem rapida houve maior expressdo dos transcritos dos genes que codificam
as enzimas catalase e endo-fB-mananase. Maior expressdao dos genes 1CYS PRX e SOD e
atividades das isoenzimas ICL e ACX foram verificadas em sementes com qualidade
fisioldgica superior. Por outro lado a maior atividade das enzimas endo-p-mananase e CAT
ocorreram em sementes com menor desempenho fisiologico. Em sementes de café secadas
lentamente até 20 e 10% de teor de agua houve maior porcentagem de spots de proteinas nos
géis bidimensionais.

Palavras-chave: Coffea arabica. Estresse oxidativo. Expressdo génica. Perfil enzimatico.
Toleréncia a dessecacao.



ABSTRACT

The low longevity of coffee seeds has been attributed to their sensitivity to desiccation.
Studies related to gene expression and enzymatic activity in coffee seeds submitted to drying
are important for the understanding of drying effects on the physiological quality of these
seeds. The objective of this research was to study the molecular aspects of seeds submitted to
different drying methods and to associate them with the physiological quality. The coffee
seeds were dried slowly and rapidly with different water contents. Analysis of the enzymatic
activity, as well as the expression of the transcripts of superoxide dismutase enzymes,
catalase, peroxiredoxins, isocitrate lyase and endo-beta-mannanase were performed. Drying
speed and final water content had a significant effect on the physiological quality, enzymatic
activity, expression of the different genes analyzed and on the proteomic profile of the
analyzed seeds. In seeds submitted to rapid drying, there was a greater expression of the
transcripts of the genes encoding the catalase enzymes and endo-B-mannanase. Higher
expression of the 1CYS PRX and SOD genes and activities of the ICL and ACX isoenzymes
were verified in seeds with higher physiological quality. On the other hand, the greater
activity of endo-B-mannanase and CAT enzymes occurred in seeds with lower physiological
performance. In coffee seeds slowly dried up to 20 and 10% of water content, there was a
higher percentage of protein spots in two-dimensional gels.

Keywords: Coffea arabica. Oxidative stress. Gene expression. Enzymatic profile.
Desiccation tolerance.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de sementes de alta qualidade fisioldgica é um dos principais fatores
responsaveis pela obtencdo de mudas de cafeeiro mais vigorosas em condi¢es de campo,
resultando em maior produtividade. Por meio de algumas pesquisas tem sido observado que
0s métodos de secagem e o teor de dgua destas sementes influenciam diretamente na obtencgéo
de sementes com alta qualidade.

O dominio de técnicas de secagem de sementes visando a conservacdo com alta
qualidade é de grande importancia para a cafeicultura. Muitos trabalhos foram conduzidos
com o objetivo de estabelecer tecnologias capazes de melhorar a qualidade das sementes e as
condicdes para prolongar a manutencdo da viabilidade, no entanto os resultados sdo ainda
contrastantes, ndo havendo definicdo das condi¢des ideais de secagem. Em diversos estudos
tem sido demonstrado que a principal causa da rapida perda do poder germinativo é a
sensibilidade destas sementes a dessecacdo e que essa perda de viabilidade durante a secagem
¢ acompanhada por um aumento na peroxidacdo de lipideos e acumulo de radicais livres,
dentre outros fatores.

Muitos mecanismos estdo envolvidos na aquisicdo e manutencdo da toleréncia a
dessecacdo, conferindo protecdo contra as consequéncias da perda de &gua, em diferentes
niveis de hidratagdo. Porém, nenhum mecanismo € por si s6, responsavel por essa tolerancia;
cada componente € igualmente critico, atuando em sinergismo e controlado também em nivel
genético. A auséncia ou inefetiva expressao de um ou mais destes mecanismos determinam o
grau relativo de sensibilidade a dessecacdo. Diante desta complexidade de eventos, estudos
das alteracBes em niveis bioquimicos, fisiologicos e de expressdao génica favorecem o
entendimento dos efeitos da secagem sobre a qualidade fisioldgica de sementes de café.

Anélises de expressdo génica, atividade enzimética e identificagdo de proteinas
relacionadas com os mecanismos de defesa antioxidantes, a exemplo das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxirredoxinas (PRX), bem como de enzimas
relacionadas com a f-oxidacdo de lipideos, acil coenzima A oxidase (ACX) e isocitrato liase
(ICL), e deterioragédo de sementes (Endo-B-mananase) sdo fundamentais para o entendimento

dos efeitos da secagem sobre a qualidade fisiologica de sementes de café.
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A pesquisa foi proposta a fim de estudar os aspectos moleculares de sementes
submetidas a diferentes métodos de secagem e associa-los & qualidade fisioldgica.



2 REFERENCIAL TEORICO

21 OCafé

O café é um dos mais importantes produtos agricolas comercializado no mundo e no
Brasil, sendo o segundo item em importancia do comércio internacional de commaodities,
perdendo apenas para o petroleo. O café arabica é produzido em mais de sessenta paises e é
classificado como um dos cinco produtos de exportacdo agricola mais valorizado dos paises
em desenvolvimento (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 2011).

Por ser o género Coffea spp. de grande interesse social e econémico, existe uma
significativa valorizagdo no agronegécio do café. Muitas pesquisas tém promovido o
desenvolvimento de cultivares cafeeiras de alta qualidade, bem como novas tecnologias de
mecanizacdo, irrigacdo, armazenamento, correcdo de solo, rotacdo de culturas, adubacao,
producdo e distribuicdo de sementes. Um exemplo dessas pesquisas € o Projeto Genoma Cafg,
que tem como objetivo ampliar os conhecimentos moleculares relacionados com esta cultura,
fornecendo subsidios para o estudo genético dessa espécie (VIEIRA, 2006).

Das 103 espécies de cafeeiros descritas até hoje (DAVIS, 2006), a espécie mais
cultivada em todo mundo, C. arabica, é também a espécie mais estudada quando se diz
respeito ao nivel de sensibilidade a dessecacdo de suas sementes. De acordo com a maioria
desses estudos sementes de C. arabica podem ser parcialmente desidratadas sem perda da
viabilidade (ELLIS et al., 1991a; DUSSERT et al., 2001; DUSSERT et al., 2003; DUSSERT
et al., 2006; DUSSERT et al., 2012). No entanto, 0 método de secagem empregado influéncia
na qualidade fisiologica destas sementes. Esta sensibilidade a dessecacdo pode comprometer a
conservacao das sementes de café, uma vez que um armazenamento eficiente requer baixos

teores de agua e baixas temperaturas.

2.2  Tolerancia a dessecagdo de sementes de café

Toleréncia a dessecagdo (DT) pode ser definida como a capacidade de sobreviver, por

cessamento reversivel do metabolismo, a eliminacdo de quase toda agua livre celular e
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retomar o funcionamento metabolico normal, sem danos permanentes, ap0s o processo de
reidratagdo (PHILLIPS et. al., 2002; OLIVER et. al., 2000).

De acordo com a resposta a dessecacdo, as sementes podem ser divididas em dois
grupos: ortodoxas e recalcitrantes. As sementes ortodoxas toleram a dessecacdo a conteldos
de &gua inferiores a 7%, com pouco efeito na viabilidade (ROBERT,1973), enquanto as
sementes recalcitrantes ndo toleram a dessecacdo a um contetdo hidrico inferior a 20-30%
(PRITCHARD et al., 2004). Vale salientar que, dentre os critérios para classificar as sementes
como ortodoxas ou recalcitrantes esta inclusa a longevidade destas no armazenamento,
especialmente sob baixas temperaturas (BEWLEY and BLACK, 1994).

As sementes ortodoxas adquirem DT durante o seu desenvolvimento, como parte do
processo de maturacdo (JIA et al., 2013; VERDIER et al., 2013). Esta é baseada em uma série
de mecanismos de protecdo, relativamente complexos, que acompanham a desidratacdo
(ILLING et al., 2005), embora os modos de operacdo e a interacdo entre eles ndo estejam
ainda bem elucidados (BERJAK, 2006). Em suma, estes mecanismos podem ser divididos em
trés grupos: 1) mecanismos de sinalizacdo, regulacdo génica e protedmica funcionais, 2)
ajuste metabolico e sistemas antioxidantes, e 3) estabilidade macromolecular e mecénica
(MOORE et al., 2009).

Muitos estudos tém relacionado o acumulo de algumas substancias durante a
dessecagdo como determinantes da protecdo da integridade celular, tais como a acumulagao
de proteinas LEA e dehidrinas, agucares ndo redutores, sacarose e a ampliacdo do sistema
antioxidante (BUITINK and LEPRINCE, 2008, BERJAK, 2006, MOORE et al., 2009,
BUITINK et al., 2006).

Sementes de C. arabica sdo classificadas como sementes intermediarias (ELLIS et al.,
1991a), ou seja, sdo capazes de tolerarem niveis de dessecacdo consideravelmente mais
baixos em comparacdo com sementes recalcitrantes, porém ndo toleram a perda de &gua
extrema como as sementes ortodoxas.

A realizacdo de pesquisas é importante para ampliar o conhecimento sobre 0s eventos
metabdlicos responsaveis pela tolerancia/sensibilidade a dessecacdo de sementes de café, em
funcdo dos diferentes métodos de secagem e teores de agua, uma vez que a biologia da
dessecacgdo destas sementes ndo € bem elucidada. Um melhor entendimento dos mecanismos

que regem a tolerancia/sensibilidade a dessecacdo é pré-requisito para o desenvolvimento de



5

técnicas que permitam a manipulacdo dessa caracteristica em sementes. Métodos de secagem,
assim como os teores de &gua das sementes podem influenciar na qualidade fisioldgica e no
potencial de armazenabilidade destas.

Um processo de secagem eficiente é aquele que, além de reduzir o teor de agua do
produto, aumenta seu potencial de conservagdo pds-colheita e preserva suas caracteristicas
fisicas e propriedades tecnologicas, atribuindo-lhe valor comercial (REINATO, 2006;
CORREA et al., 2002).

O processamento poés-colheita € sem davida uma operagdo de fundamental
importancia dentre as varias etapas de producdo de sementes de café. A obtencdo de sementes
com elevada qualidade genética, fisica, fisiologica e sanitaria € de extrema importancia para
implementacdo de uma lavoura com alta produtividade.

Diante disso, o aprimoramento da conservacdo de sementes de café tem sido o
objetivo de varias pesquisas, sendo que nos resultados obtidos nestes estudos tem sido
observada uma grande sensibilidade das sementes a desidratacdo, o que tem acarretado, na
maioria dos casos, rapida perda de viabilidade (BACCHI, 1956; VIEIRA et al., 2007;
COELHO et al., 2015).

Em revisdo dos trabalhos desenvolvidos com tal finalidade pode-se perceber que os
conhecimentos acumulados ainda ndo sdo conclusivos. Em alguns trabalhos tem sido
observado que sementes de café toleram dessecacdo até 10% de umidade (menor grau de
umidade de seguranca), sem prejuizos a viabilidade; o grau critico de umidade situou-se entre
5,6% e 10%, iniciando a reducdo da viabilidade; a dessecacdo até 4% de umidade (grau de
umidade letal) reduz o poder germinativo das sementes a zero (BACCHI, 1955, 1956; ELLIS
etal., 1991a, 1991b; HONG and ELLIS, 1992).

Bacchi (1956) relatou que sementes de café arabica suportam sem desvantagem
alguma a sua vitalidade, um teor minimo de agua variando de 8 a 9%. Ja Silva and Dias
(1985) relataram que o intervalo entre 36% e 40% foi o mais favoravel a manutencdo da
qualidade fisioldgica de sementes de C. arabica. Em outros estudos foram observados
resultados satisfatérios com graus de umidade de 35% (VASCONCELOS et al., 1992,
BRACCINI et al., 1998).

Miglioranza (1982) observou que sementes de C. arabica com alto grau de umidade

perderam a viabilidade apds seis meses de armazenamento, e aquelas com grau de umidade
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entre 8 e 10% apresentaram 90% de germinacdo no final de doze meses de armazenamento.
Ellis et al. (1991a) obteve sobrevivéncia de sementes de C. arabica secadas até
aproximadamente 10% de teor de 4gua e armazenadas por 12 meses a 15°C. Vossen (1979),
Miranda (1987), Hong e Ellis (1992) e Gentil (1999) também admitiram como vantajosos 0s
graus de umidade entre 9% e 11%.

Vieira (2007) concluiu que a secagem rapida prejudica o vigor e a viabilidade das
sementes de C. arabica, independentemente do local de armazenamento. Rosa (2005) estudou
o efeito de trés taxas de secagem (lenta, intermediaria e rapida) e observou que todas as
velocidades influenciaram negativamente na germinacdo e no vigor de sementes de C.
canephora, entretanto, a maior reducéo na qualidade foi observada quando as sementes foram
submetidas a secagem rapida. Neste estudo também foi concluido que a reducdo do teor de
agua das sementes resultou em reducdo nos valores de germinacdo e de vigor. Santos (2013)
estudando o efeito da secagem e dos niveis de umidade em sementes de C. arabica observou
maior vigor de plantulas oriundas de sementes com 30% de grau de umidade submetida a
secagem lenta, e na secagem rapida até 20% de grau de umidade das sementes.

A definicdo do grau de umidade ideal de conservagdo, assim como a tecnologia de
armazenagem adequada a manutencdo dessa umidade, como demostrado acima, tem
constituido fonte de divergéncias entre as pesquisas até entdo realizadas. O entendimento da
interferéncia das causas de variacdo é dificultado pelo excessivo nimero de fatores analisados
em um mesmo experimento. Assim, estudar a expressao de genes relacionados a qualidade
fisiologica de sementes de café, submetidas a condi¢cdes especificas apds a colheita, torna-se
importante para a determinacdo de tecnologias pés-colheita.

2.2.1 Genes relacionados a qualidade fisiologica de sementes de café

A maior parte dos trabalhos sobre expressdo génica em sementes e frutos de café se
concentram em temas relacionados a qualidade da bebida (MARRACCINI et al., 2001;
GEROMEL et al., 2006), desenvolvimento da semente e do grdo (PEREIRA et al., 2005;
SALMONA et al., 2008), maturacéo dos frutos (BUDZINSKI et al., 2011; SALMONA et al.,
2008) e via biosintética da cafeina (PERROIS et al., 2015) e dos acidos clorogénicos
(ASHIHARA and CROZIER, 1999; MIZZUNO et al., 2003). No entanto, poucos estudos tém
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sido desenvolvidos visando a identificacdo e caracterizagdo funcional de genes relacionados a
qualidade fisioldgica e sensibilidade a dessecacao durante o processo de secagem de sementes
de café.

Na maioria das sementes a emergéncia da radicula caracteriza o término da
germinacdo e marca 0 inicio do desenvolvimento da plantula (BEWLEY, 1997). A
germinacdo mais lenta de sementes pode estar relacionada, entre outros fatores, com a
composicdo quimica da parede celular dos tecidos destas sementes. Em algumas especies,
como C. arabica, Phornix dactiliffera, Annona crassifora e Arabidopsis thaliana, o
endosperma apresenta paredes celulares espessas, contendo hidratos de carbono insoltveis na
forma de galactomananas, que agem como uma barreira fisica, restringindo o crescimento do
embrido e dificultando a protrusdo da radicula. No caso da germinacdo limitada pelo
endosperma, a protrusdo radicular nesse tecido € precedida pela hidrélise de galactomananas
na regido micropilar. Durante a germinagdo, as galactomananas sdo hidrolisadas pelas
enzimas: endo-p-1,4-mananase (EC 3.2.1.78), B-manosidase (EC 3.2.1.25) e -galactosidase
(EC 3.2.1.22).

A atividade da endo-B-1,4-mananase é necessaria no estagio inicial da germinacéo
induzindo a degradacdo do endosperma e consequentemente conduzindo a protrusdo da
radicula (BEWLEY et. al., 2012; SILVA et. al., 2004). A atuacdo dessa enzima € regulada
pela presenca de fitorménios, como o &cido abscisico (ABA), o qual atua inibindo a acdo da
enzima e da giberilina. A atividade de B-galactosidase e da B-manosidase também foi
detectada na “pré-emergéncia”, mas aparentemente sdo dependentes da atividade da endo-f3-
1,4-mananase que libera oligomananos, substratos para essas enzimas (GROOT et al., 1988).
A endo-B-1,4-mananase € a principal enzima deste processo, atuando especificamente na
hidrolise da ligacdo B"~* do galactomanano presente na parede celular. A sintese dessa
enzima ocorre durante a germinacdo ou senescéncia da semente e esta relacionada com a
degradacédo das paredes celulares do endosperma, associada ao enfraquecimento do tecido e
mobilizagdo de reservas. No entanto, existe pouca informacéo sobre a atividade dessa enzima
em relacdo ao mecanismo de germinacgéo e sua regulacgéo.

Em sementes de Lycopersion esculentum e de Lactuca sativa, a endo-p-1,4-mananase
tém sido apontada como elemento importante em eventos germinativos, antes da protrusdo

radicular, tendo em vista que em outras especies esta esta envolvida em eventos poés-
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germinativos, exercendo funcdo de mobilizagdo de reservas em paredes celulares do
endosperma, a exemplo das espécies Lactuca sativa e Trigonella foenumgraecum (DIRK et
al., 1995).

Giorgini e Comoli (1996) observaram que durante a germinacdo de sementes de
Coffea arabica, a enzima endo-p-1,4-mananase ndo foi detectada no periodo de pré-
emergéncia, porém no periodo subsequente a emergéncia e pds-emergéncia ha uma alta
atividade dessa enzima. Os autores concluiram que a atividade da endo-B-1,4-mananase e,
portanto, a mobilizagdo de reservas para o crescimento da plantula, s&o fendmenos
essencialmente pos-germinativos e podem estar sobre estrito controle do embrido.

A expressdo do gene endo-p-mananase foi avaliada por meio da técnica Northern
blotting em gréos de C. arabica. Neste estudo foram identificados dois genes que codificam
essa enzima (ManA e ManB), sendo que dentro do gene ManB foram encontradas oito
isoformas (MARRACCINI et al, 2001). Os dois genes apresentam o0 mesmo padrdo de
expressdo (temporal e espacial), porém h& maior expressdo de ManA exclusivamente no
endosperma e embrido durante a germinacdo de sementes de café (MARRACCINI et al,
2001).

Estudando a regulacdo da germinacdo em sementes de café, Silva et al. (2004)
identificaram quatro isoformas diferentes de endo-B-1,4-mananase, por meio da técnica de
focalizacdo isoelétrica, sendo trés destas expressas no endosperma cap e duas delas inibidas
por ABA. Sugerindo que ha isoformas que sdo controladas por ABA e isoformas que nédo séo.
As isoformas inibidas pelo ABA ndo parecem contribuir para o enfraguecimento do
endosperma durante a primeira fase. Estes resultados sugerem que as diferentes isoformas de
endo-pB-mananase podem ter fungdes distintas durante a germinacdo de café. Sementes de
tomate também possuem diferentes isoformas desta enzima durante a germinagao. Dois genes
de tomateiro, que codificam a enzima endo-B-mananase, foram clonados, dos quais um,
LeMan 2, foi expresso especificamente no endosperma cap, antes da protrusdao radicular,
enquanto que o outro gene, LeMan 1, foi expresso no endosperma lateral, apds a protrusédo
radicular (NONOGAKI et al., 2000).

N&o esta claro por que as plantas precisam de multiplas formas de Mans, mas pode-se
inferir que as isoenzimas evoluiram para manifestar atividades diferentes para 0s varios

substratos de mananas existentes nas plantas (SILVA et al., 2004).
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O endosperma, na maioria das sementes oleaginosas, é o tecido especializado na
reserva de nutrientes e metabdlitos, utilizado durante a germinagdo e desenvolvimento pds-
germinativo da plantula (EASTMOND e GRAHAM, 2001). Neste tecido, os lipidios séo a
principal fonte energética das sementes, onde sdo armazenados durante a sua maturacao
(GRAHAM, 2008). Quando necessario sdo rapidamente convertidos a metabolitos sollveis,
que podem ser transportados para a plantula e utilizados para o crescimento desta, permitindo
que o sistema fotossintético se estabeleca antes do esgotamento das reservas (Quettier e
Eastmond, 2009).

A mobilizacdo dos 6leos durante a germinacdo envolve uma regulagdo coordenada de
uma complexa rede metabolica de genes, enzimas e proteinas associadas, integrada com
varios outros aspectos do metabolismo celular (GRAHAM, 2008). Apds a mobilizacédo
proveniente da B-oxidacao dos acidos graxos, ha a formacdo de moléculas de acetil-CoA, que
sdo posteriormente metabolizadas via ciclo do glioxilato, situado no glioxissomo, formas
especializadas dos peroxissomas em plantas, localizados em Orgdos de armazenamento
(GRAHAM, 2008; NELSON et. al, 2011). Este ciclo € mobilizado essencialmente durante o
inicio da germinacdo até a protrusdo radicular e estabelecimento do sistema fotossintético.
Esse apresenta sua atividade mais evidente nos tecidos de reserva, ndo sendo ausente sua
expressao relacionada a outras fungdes no vegetal (NELSON et. al., 2011).

A etapa inicial na conversdo de lipideos a carboidratos é a quebra dos triglicerideos
armazenados nos corpos lipidicos pela enzima lipase. A lipase hidrolisa triacilglicerois a trés
moléculas de &cidos graxos e glicerol. Ap6s a hidrélise dos triacilglicerois, os &cidos graxos
resultantes entram no glioxissomo, onde sdo catabolizados por B-oxidacdo por meio da
enzima acil-CoA oxidase (ACX) para gerar acetil-CoA que é, eventualmente, convertido em
acucar pelo ciclo do glioxilato. A ACX é uma enzima que pertence a familia das
oxidoredutases. Esta catalisa a oxidagdo de acil-CoA com oxigénio molecular, produzindo
trans-2,3-desidroacil-CoA e H,0,. Seis isoformas de ACX foram identificadas em A.
thaliana, sendo que quatro destas ja possuem o0s substratos especificos caracterizados
bioquimicamente “in vitro” (KHAN et al., 2012). O gene ACX1 catalisa a oxidacdo de acidos
graxos de C6:0 a C20:0, tendo alta atividade em C12:0 & C16:0, enquanto que a ACX2 tem
como substrato acidos graxos de C14:0 a C20:0 (HOOKS et al., 1999). A ACX3 atua sobre
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acidos graxos de C8:0 & C14:0 (EASTMOND et al., 2000). Enquanto que ACX4 catalisa a
oxidacdo de pequenas cadeias de acidos graxos C4:0 a C6:0 (HAYASHI et al., 1999).

Isocitrato liase (ICL) e malato sintase (MLS), duas enzimas-chave no glioxissomos,
funcionam exclusivamente no ciclo glioxilato. Devido serem exclusivas do ciclo do glioxilato,
as enzimas MLS e ICL sdo comumente utilizadas como marcadores para a mensuragdo do
fluxo nesta rota metabolica (GRAHAM, 2008). Em muitas sementes oleaginosas, existe uma
forte correlacdo entre a quebra e mobilizacdo dos lipideos e a expressdo da ICL e da MLS
durante o crescimento pds-germinativo (EASTMOND et. al., 2001).

Embora esta via aparentemente nao seja um requerimento essencial a germinacgéo e ao
crescimento inicial (EASTMOND et al., 2000), a conversdo liquida de lipideos a carboidratos
é extremamente necessaria para o melhor desenvolvimento destas plantulas (GRAHAM,
2008), propiciando uma vantagem evolutiva e por consequéncia levando a uma maior taxa de

sucesso reprodutivo.

2.3 Estresse oxidativo em sementes

As sementes estdo sujeitas a perda da qualidade fisioldgica desde a maturidade até o
instante da sua utilizacdo na semeadura, devido a mudancas fisioldgicas e bioquimicas
(GARCIA et al., 2004). A deterioracdo é um processo que tem inicio desde a fertilizacédo do
6vulo e, envolve complexas alteracGes, interferindo no potencial fisiolégico da semente. A
velocidade com que isso ocorre é determinada principalmente pela interacdo entre o genotipo,
o teor de 4gua da semente e condi¢bes do ambiente (DELOUCHE, 2002).

Muitos desses processos deletérios sdo mediados por espécies reativas de oxigénio
(EROs), geradas em diferentes compartimentos celulares como consequéncia tanto do
funcionamento defeituoso de vias metabdlicas como dos processos fisioldgicos normais
(WANG et al., 2012).

A producdo de EROs pode ocorrer durante a dessecacdo, germinagcdo e
envelhecimento de sementes, podendo ocasionar estresse oxidativo e dano celular, resultando
em deterioracdo (WANG et al., 2012).

Essas espécies reativas sdo formas parcialmente reduzidas de oxigénio (O,). Entre

estas moléculas, cabe destacar o peroxido de hidrogénio (H,0), o radical anion superéxido
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(O7) e o radical hidroxila (OH"). Ao contrério do oxigénio atmosférico, EROs sdo capazes de
oxidar varios componentes celulares (VANDENABEELE, 2000), ocasionando dano oxidativo
em biomoléculas, como o &cido desoxirribonucléico (DNA), carboidratos, lipideos e proteinas
(CORBINEAU, 2012). Estes danos podem resultar na peroxidacao de lipidos da membrana,
seguido da desintegracdo desta levando a morte celular (PUKACKA, 1989; HENDRY et al.,
1992; LEPRINCE et al., 1999).

O anion superdxido (O2) é uma molécula com um elétron desacoplado que pode
reagir com outras moléculas para estabilizar sua energia (BAILLY, 2004). Esse radical é
considerado uma espécie pouco reativa porque nao se difunde por distancias consideraveis a
partir do seu sitio de producdo, porém é possivel a combinacdo com outras espécies,
formando assim uma espécie mais reativa (FANG et al., 2002).

O oxigénio singlet (*O,) é um importante reativo no estresse oxidativo, pelo fato de
reagir em duplas ligacdes, como por exemplo, as ligacGes dos acidos graxos poliinsaturados
ou nas guaninas em bases de DNA e é formado pela oxidacdo de outros intermediarios
reativos de oxigénio (DIPLOCK et al., 1998).

O perdxido de hidrogénio (H20,) é gerado pelas mesmas fontes que produzem o anion
superdxido. As enzimas peroxissomais associadas com o metabolismo de acidos graxos e as
enzimas citoplasmaticas responsaveis pela oxidacdo de metabdlitos celulares, também séo
responsaveis pela sua formagdo. E considerado pouco reativo, pois ndo ataca diretamente os
varios componentes celulares, mas pode atravessar facilmente as membranas bioldgicas e se
difundir por distancias consideraveis (THOMAS, 2003).

O radical hidroxil é considerado a espécie mais reativa de EROs, pois é capaz de
reagir com varias biomoléculas produzindo derivados que ndo podem ser regenerados pelo
metabolismo celular. A taxa de reacdo deste radical é controlada por difusdo limitada e,
portanto, a vida média deste € muito curta, reagindo no seu proprio sitio de formacéo
(DIPLOCK et al., 1998; THOMAS, 2003).

Muitas fontes de EROs ja foram identificadas em plantas e algumas estdo envolvidas
no metabolismo normal, como respiragdo e a fotossintese. Outras estdo envolvidas com o0s
estresses bioticos e abidticos (AALEN et al., 1994).

Dentre 0s estresses abidticos destaca-se a desidratacdo. A dessecagdo diminui o

sistema metabdlico das sementes, culminando em uma maior geracdo de EROs (PARKHEY
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et al., 2012), perda de vigor e viabilidade durante o armazenamento (BAILLY, 2004; Y1 LI et
al., 2010).

Os mecanismos de controle das EROs tém sido estudados por meio de técnicas
avancadas. Organismos aerébicos possuem um sistema de defesa antioxidante que combate o
estresse oxidativo produzido por EROs, o qual possui substancias que mesmo presentes em
baixas concentracfes quando comparadas a do substrato oxidavel, atrasam ou inibem a
oxidacdo desse substrato de maneira eficaz, protegendo as células contra a agdo dos oxidantes
(HALLIWELL and GUTTERIDGE, 1989; SIES, 1993).

Em plantas existem trés vias de limpeza das EROs, sendo elas o ciclo 4gua-agua, que
ocorre nos cloroplastos, o ciclo ascorbato-glutationa que ocorre nos cloroplastos, no citosol,
na mitocondria, no apoplasto e nos peroxissomos e a acdo da catalase nos peroxissomos
(GOMES, 2006).

A eliminacdo das EROs é feita por meio de mecanismos enzimaticos e ndo
enziméaticos (HORLIN, 2002). As enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxirredoxina (PRX) fazem parte do sistema enzimatico de defesa antioxidante em plantas
(KAYIHAN et al., 2012; BHATT and TRIPATHI, 2011). Juntamente com o0s antioxidantes
acido ascorbico e glutationa essas enzimas constituem uma maquinaria eficiente na
desintoxicacdo de O, e H,0.

O balanco entre SODs e as diferentes enzimas “scavengers” € considerado um
determinante crucial na regulacdo de concentracdes intracelulares de radicais superoxidos e
perdxidos. A Superoxido dismutase € a primeira enzima de defesa contra danos provocados
por EROs, elas estdo responsaveis pela dismutacdo de radicais livres (O27) produzidos em
diferentes locais na célula, para oxigénio molecular (O;) e peroxido de hidrogénio (H,0O).
Esta enzima é uma metaloproteina que apresenta trés formas distintas, classificadas pelo seu
co-fator: SOD-ferro (FeSOD) (cloroplasto), SOD-manganés (MnSOD) (mitocdndria e
peroxissomo) e SOD-cobre e zinco (Cu-ZnSOD) (cloroplasto e citosol) (ALSCHER et al.,
2002; BOWLER et al., 1992; SCANDALIQS, 2005).

A enzima CAT possui a funcdo de eliminar o H,0O, produzido na fotorrespiracéo e na
B-oxidacdo de 4cidos graxos. Possui como sitio ativo um grupo heme (Fe*?) que catalisa a
reacdo onde o peroxido de hidrogénio é detoxificado sendo convertido em H,O e O,

(MITTLER, 2002). Em plantas, esta enzima apresenta trés isoformas, presentes nos
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peroxissomas e glioxissomas. CAT1 é responsavel pela remocdo do H,O, produzido durante a
fotorrespiragdo em tecidos fotossintéticos; CAT2 sdo produzidas em tecidos vasculares e
podem exercer uma funcdo de lignificacdo, mas sua exata funcdo biologica permanece
desconhecida; e CAT3 esta presente em sementes e plantas jovens, cuja atividade estd
relacionada a remogdo do H,O, produzido durante a degradacdo dos &cidos graxos no
glioxissoma (BREUSEGEM et al., 2001).

As peroxirredoxinas constituem uma familia de tiol-proteinas, que reduzem perdxido
de hidrogénio, perdxidos organicos e peroxinitrito a agua, alcool e nitrito, respectivamente,
utilizando equivalentes redutores fornecidos pela tiorredoxina, tiorredoxina redutase e
NADPH. As peroxirredoxinas sdo enzimas abundantes e foram identificadas em diversas
espécies de animais, plantas e bactérias, porém seu papel fisiolégico ainda € discutido
(BHATT and TRIPATHI, 2011).

Apesar do conhecimento detalhado de varias enzimas antioxidantes como catalase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e superéxido dismutase, a rede completa de
enzimas antioxidantes ainda ndo € totalmente compreendida (BAIER and DIETZ, 1999;
DIETZ et al., 2002).

As peroxirredoxinas sdo codificadas por varios genes, possuindo uma grande
diversidade nas sequéncias de aminoéacidos, mas com estrutura conservada. Prxs apresentam
atividade peroxidésica centrada em um residuo de cisteina, altamente reativo, denominado
cisteina peroxidéasica (RHEE et al., 2005; TRUJILLO et al., 2007). S&o caracterizadas por nao
possuirem nenhum grupo prostético como heme e pela necessidade de um doador externo de
elétrons, que geralmente sdo as tiorredoxinas (Trx) (KANG et al., 1998; RHEE et al., 2005),
mas em alguns casos pode ser a glutarredoxina (Grx) (ROUHIER et al., 2001; ROUHIER et
al., 2002) ou a glutationa (HOFMANN, 2002; DIETZ, 2003) ou ainda a ciclofilina (DIETZ et
al., 2006).

As peroxirredoxinas sdo divididas em quatro subclasses, sendo elas 1-Cys Prx, 2-Cys
Prx, PrxIl e PrxQ. Recentemente um homologo em animas, dependente de selénio, tem sido
observado em plantas e designada para ser a 5° subclasse de Prx (BHATT, 2011).

De acordo com 0 mecanismo de catalise envolvido, Prxs podem ser divididas em trés
diferentes grupos. A caracteristica comum entre estes grupos é a existéncia de uma cisteina na

regido N-terminal que estd diretamente envolvida na redugdo de hidroperdxidos, sendo por
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isso denominada cisteina peroxidasica (Cys-Sp). A oxidagdo da sulfidrila da Cys-Sp gera um
acido sulfénico (Cys-S,OH), com a liberacdo do alcool correspondente ao hidroperoxido
reduzido, ou agua no caso de peréxido de hidrogénio. O mecanismo de reducdo do acido
sulfénico nas diferentes subclasses de peroxirredoxinas é distinto. Nas subclasses que
apresentam duas cisteinas conservadas um segundo residuo chamado cisteina resolucéo (Cys-
Sr), se condensa com o &cido sulfénico para formar uma ligacdo dissulfeto (intermolecular ou
intramolecular) com a Cys-S,,. Esse dissulfeto é reduzido pelo sistema tiorredoxina (RHEE et
al., 2001). Em contraste, para 1-Cys Prx, o acido sulfénico € diretamente reduzido por um
agente redutor. Tiorredoxina, glutationa e ascorbato tém sido propostos como possiveis
redutores bioldgicos (RHEE et al., 2005; NETTO et al., 2007; MONTEIRO et al., 2007).

A primeira Prx caracterizada em plantas foi PER1, uma 1-Cys Prx especifica de
sementes que se localiza no ndcleo das células do embrido e na capa de aleurona de sementes
de cevada (STACY et al., 1996; STACY et al., 1999). Em plantas, a 1-Cys Prx é codificada
por gene de cdpia Unica em dicotiledéneas e monocotiledéneas, com exce¢do do arroz que até
0 momento € o Unico caso conhecido com dois genes para esta enzima, estando 0s genes
arranjados in tandem (PULIDO et al., 2009). Estas proteinas costumam apresentar 216 a 220
aminoacidos, massa molecular de aproximadamente 24 kDa e um ponto isoelétrico ao redor
de 6,0 (STACY et al, 1999). Na regido C-terminal sdo encontrados varios residuos
conservados correspondentes a um sinal de localiza¢&o nuclear (BHATT, 2011).

O gene da 1-Cys Prx é expresso somente em sementes e pertence a uma familia
monogénica (STACY et al., 1996; HASLEKAS et al., 1998), tendo sua expressdo regulada
espacial e temporalmente. Sugere-se que essas Prxs possuem um papel no controle da
dorméncia das sementes, uma vez que 0s transcritos aumentam exclusivamente na camada de
aleurona e nos embrides embebidos das sementes dormentes (STACY et al., 1996).

A dessecacéo e a embebicéo estdo relacionados com a formacdo de EROs. Existe uma
hipotese que 1-Cys Prx protege os tecidos que sobrevivem depois da dessecagdo por
apresentarem atividade peroxidasica in vitro (HASLEKAS et al., 1998).

Plantas transgénicas de tabaco (LEE et al., 2000) e de Arabidopsis (HASLEKAS et al.,
2003) superexpressando 1-Cys Prx de arroz e cevada, respectivamente, foram geradas para
investigar a funcdo desta enzima. A germinacdo de sementes transgénicas de tabaco foi

similar as plantas selvagens, porém as linhagens transgénicas apresentaram uma resisténcia
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maior ao estresse oxidativo, sugerindo que a protecdo contra agentes oxidantes € funcdo
essencial da enzima 1-Cys Prx (LEE et al., 2000). Também foram obtidas plantas transgénicas
de Arabidopsis com niveis reduzidos de 1-Cys Prx. Essas plantas ndo apresentaram nenhuma
diferenca tanto no desenvolvimento quanto na germinacdo das sementes quando comparadas
com as linhagens ndo transgénicas. Ja nas linhagens de Arabidopsis que superexpressavam 1-
Cys Prx foi observada uma germinagdo mais lenta na presenca de agentes estressantes do que
nas plantas selvagens, sugerindo que 1-Cys Prx desempenha um papel importante no processo
de embebicdo da germinacéo em condicGes desfavoraveis.

Segundo Haslekas et al. (2003), o nivel de expressdo de 1-Cys Prxs aumenta
significativamente durante o desenvolvimento tardio das sementes, sendo mantido durante o
armazenamento, impedindo que as sementes germinem em condicGes adversas e que
suportem estas condi¢fes quando estdo germinando.

Estudos relacionados a estd subclasse de peroxirredoxina em sementes de café séo
escassos e por isso devem ser realizados, principalmente em funcdo da sensibilidade de

sementes desta espécie a dessecacao.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local e materiais

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério Central de Sementes da Universidade
Federal de Lavras, na cidade de Lavras. Foram utilizadas sementes de C. arabica da cultivar
Catuai Amarelo. Os frutos no estadio de maturacdo cereja foram seletivamente colhidos nos
ramos médios das plantas e nas partes medianas dos ramos. Estes foram colhidos em lavoura
da Fundacédo Procafé, em Varginha-MG, localizada a aproximadamente 110 Km de Lavras.
Varginha apresenta como caracteristicas geograficas uma altitude de 980 m, sendo o clima
classificado como Tropical de altitude Cwb. Apo6s a colheita os frutos foram novamente
selecionados para uniformizacdo do estaddio de maturacdo, descascados mecanicamente e as
sementes desmuciladas por fermentacdo em agua e pré-secadas a sombra para a retirada da

agua superficial.

3.2 Secagem das sementes

As sementes de café foram secadas em ambientes com temperatura e umidades
relativas controladas até atingirem diferentes teores de agua. Foram realizados dois tipos de
secagem, rapida e lenta, utilizando-se caixas de acrilico do tipo gerbox, devidamente lacradas.

Para a secagem rapida as sementes foram acondicionadas em recipiente hermético,
contendo 80 gramas de silica gel ativada. Na secagem lenta foram usadas solucbes salinas
saturadas capazes de manter a umidade relativa interna estavel. Para isso utilizou-se cloreto de
litio a 5%, sendo que ap06s 105 horas, e consequente estabilizacdo do teor de agua, a mesma
foi trocada pelo cloreto de magnésio. Os recipientes foram acondicionados em camaras do
tipo B.O.D, sob temperatura de 25°C (TABELA 1).

Tabela 1 - Soluges salinas utilizadas na secagem lenta de sementes de Coffea arabica L.

Sal para Solugdo salina | Concentragao |  Umidade relativa de equilibrio a 25°C
LiCl 509/1000 mL H,0O 95%
MgCl,. 6H,0 Solucdo saturada 35%

Fonte: Do autor (2017).
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Os recipientes contendo as solugdes salinas, a silica gel e as sementes foram mantidos
em camaras do tipo B.O.D., sob temperatura constante de 25°C. A perda de &gua durante a
secagem foi monitorada por pesagens continuas em balanca de precisdo de 0,001 g e
determinacéo do teor de agua pelo método de estufa, até que as sementes atingissem o0s teores
de agua de interesse (30, 20, 10 e 5%). O teor de agua inicial das sementes era de 38%. Estas
atingiram 5% de teor de agua depois de aproximadamente 100 horas de secagem réapida. Ja na
secagem lenta, 0 mesmo teor de agua (5%) foi obtido ap0s, aproximadamente, o dobro deste
tempo (190 horas).

O célculo da perda de peso foi realizado por meio da equacdo descrita por Cromarty et
al. (1985):
Mf = Mi (100-Ui) / (100-Uf) (1)
Onde:
Mf = Massa da amostra(g) ap0s a secagem;
Mi = Massa da amostra (g) antes da secagem;
Ui = Grau de umidade (%) antes da secagem;
Uf = Grau de umidade (%) desejado apds a secagem.

Os tratamentos utilizados para as analises moleculares e fisiologicas foram: sementes
ndo submetidas a secagem com 38% de teor de agua (Controle), sementes submetidas a
secagem rapida com 30, 20, 10 e 5% de teor de &gua e sementes secadas lentamente com 30,
20, 10 e 5% de teor de agua.

3.3  Determinacéo do teor de agua

A determinacdo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a 105°C, durante
24 horas, utilizando duas amostras de 10 sementes por repeticdo. Os resultados foram
expressos em porcentagens com base no peso Umido das sementes, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009).
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3.4  Analises fisiologicas

Para avaliar a qualidade fisiologica das sementes, foram realizados os testes de
germinacdo, porcentagem de plantulas normais fortes, de folhas cotiledonares expandidas aos
45 dias, matéria seca de plantulas, viabilidade pelo teste de tetrazélio e indice de velocidade

de emergéncia de plantulas.

3.4.1 Teste de germinacgéo

Foi realizado com quatro repeticoes de 25 sementes sem 0 pergaminho. As sementes
foram colocadas para germinar em folhas de papel do tipo germitest, umedecidas com agua
em quantidade igual a 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes foram mantidas em
germinador, regulado a temperatura de 30°C e a porcentagem de plantulas normais foi
avaliada ap6s 30 dias, segundo as prescricdes da RAS (BRASIL, 2009).

3.4.2 Plantulas normais fortes — 30 dias

No teste de germinacdo, foi também avaliada a porcentagem de plantulas normais
fortes, de acordo com o comprimento do eixo hipoc6tilo. Foram consideradas como normais

fortes as plantulas com eixo hipocotilo de comprimento igual ou superior a trés centimetros.

3.4.3 Plantulas com folhas cotiledonares expandidas — 45 dias

Aos 45 dias do inicio do teste de germinacdo, foram computadas as plantulas que
apresentaram as folhas cotiledonares totalmente expandidas (estddio orelha de onca) e o0s

resultados foram expressos em porcentagem.

3.4.4 Matéria seca de plantulas

Aos 45 dias do inicio do teste de germinacdo, os eixos hipocotilo-radiculas das

plantulas normais foram isolados, acondicionados em sacos de papel e colocados em estufa de
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circulacdo de ar a 60°C, até cinco dias, ou até massa constante. Apds esse periodo foi
determinada a matéria seca de raizes e de partes aéreas das plantulas, e os resultados foram

expressos em miligramas por plantula.

3.4.5 Teste de tetrazolio

Foi realizado com quatro repeticfes de 25 sementes sem pergaminhos. As sementes
foram colocadas em recipiente contendo agua destilada para embebicdo por periodo de 48
horas, a 30°C (CLEMENTE et al., 2011). Apos esse periodo, o embrido foi removido. Estes
foram mergulhados em solucdo de tetrazélio a 0,5%, na auséncia de luz, por periodo de 3
horas, a 30°C, para coloracdo. Apds a avaliacdo da viabilidade, os resultados foram expressos

em porcentagem de embriGes viaveis (BRASIL, 2009).

3.4.6 Indice de velocidade de emergéncia

Foi realizado com quatro repeticfes de 25 sementes sem pergaminhos. As sementes
foram semeadas em substrato de areia e solo na proporcdo volumétrica de 2:1. As bandejas
com as sementes foram mantidas em camara de crescimento, regulada a temperatura de 30°C.
Foram realizadas leituras diarias da emergéncia sendo consideradas como emersas as
plantulas que apresentaram o endosperma totalmente exposto. O calculo foi realizado como
descrito por Maguirre, (1962).

35 Andlises estatisticas

Para a analise dos resultados das avaliacBes da qualidade fisioldgica foi utilizado o
delineamento inteiramente casualisado, em esquema fatorial [( 2x4) + controle] sendo, dois
métodos de secagem (lenta e rapida), quatro teores de agua (30%, 20% , 10% e 5%) e o
controle (Adicional) com 38% de teor de agua. Utilizou-se o software Assistat Versdo 7.7
Beta (FERREIRA, 2003) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 1% de
probabilidade. Por meio do mesmo software, utilizou-se o teste de Dunnent para a
comparacdo da interacdo das médias entre cada fator com a média das testemunhas a 5% de
probabilidade.
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3.6  Protebmica
3.6.1 Analises das enzimas Superdxido Dismutase, Isocitrato-liase e Catalase

Para estas analises foi utilizada a técnica de eletroforese. Amostras de 50 sementes de
café de cada tratamento, foram maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas em “deep
freezer” a -85°C. A extracdo da fracdo protéica foi efetuada, adicionando, a 100 mg do
macerado de sementes, 200ul do tampdao de extragdio pH 8,0 (0,2M Tris, 0,1%
Bmercaptoetanol, 0,4% PVP, 0,4% PEG, ImM EDTA). O homogeneizado foi incubado em
gelo por 1h e, posteriormente, centrifugado a 16000xg a 4°C por 60 minutos. Foram aplicados
40ul do sobrenadante de cada tratamento em géis de poliacrilamida a 4,5% (gel concentrador)
e 7,5% (gel separador). O sistema tampdo gel/eletrodo utilizado foi tris-glicina pH 8,9. A
eletroforese foi realizada a 150V durante 6 horas e os géis foram revelados para os sistemas
enzimaticos: Superoxido Dismutase, Isocitrato-liase e Catalase conforme metodologia
descrita por Alfenas (2006).

3.6.2 Analises da enzima Endo-3-mananase

Foram utilizados 300 puL do tampao de extragdo (0,1 M Hepes; 0,5 M de NaCl pH 8,0;
acido ascérbico na proporcdo de 5 mg do acido para cada mL de tampéao) em cada microtubo
com 100 mg do macerado de cada amostra. Em seguida, os microtubos contendo as amostras
foram agitados em agitador tipo vortex por 1 minuto e centrifugados, a 14.000 rpm por 30
min. a 4 °C. O sobrenadante foi aplicado em gel contendo 6 mL de locust bean gum, ou LBG
(Sigma), 0,24 g de agarose (Qbiogene) e 24 mL de tampédo pH 5,0 (11 mL de &cido citrico
1M, 50 mL de Na;HPO, e 149 mL de &gua destilada). As aliquotas foram aplicadas em furos
de 2 mm feitos no gel com auxilio de um furador. O gel foi incubado por 21h e revelado
segundo metodologia proposta de Silva et al. (2004). A atividade da enzima endo-3-mananase
foi calculada de acordo com Downie (1994).
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3.6.3 Analise de proteinas via Bidimensional — Peroxirredoxinas

3.6.3.1 Extracao de proteinas totais

Foram utilizadas 10 sementes de café de cada tratamento, maceradas em nitrogénio
liquido e armazenadas em “deep freezer” a -85°C. Para cada amostra foram realizadas trés
repeticdes bioldgicas. A extracdo da fracdo proteica foi efetuada, adicionando, a 100 mg do
macerado de cada tratamento, 660uL do tampao de extracdo (Trizma HCI: 0,018M, Trizma
base: 0,014M, Triton X-100: 0,2%, Thiouréia: 2M, CHAPS: 0,06M, DTT: 0,0175M, Uréia:
45g), 1uL de inibidor de protease, 6 puL de DNAse a Img/mL e 20 uL de RNAse a 1mg/mL.
A mistura foi homogeneizada em agitador do tipo vortex e armazenada por 15 minutos no
gelo. Ap6s homogeneizagdo, a amostra foi centrifugada por 10 min. a 14000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e uma nova centrifugagdo (10 min. a 14000
rpm a 4°C) foi realizada. O sobrenadante foi aliquotado em novos tubos.

3.6.3.2 Determinacédo da concentracao de proteinas totais

Aliquotas foram retiradas dos extratos de cada tratamento e a determinacdo da
concentracdo de proteinas foi realizada pelo método descrito por Bradford (1976), usando
albumina bovina (BSA) como padrdo. Utilizou-se um espectrofotdbmetro com leitura a 595
nm, onde primeiramente foi realizada a calibracdo do aparelho utilizando BSA como padréo
em dilui¢cOes para construcdo de uma curva de calibragdo. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 3 min a 14000 rpm a 4°C e foram pipetados 5 uL em cada
lacuna da placa, adicionando-se 250 pL do reagente de Bradford e fazendo-se a leitura com
0 aparelho. Tanto para a curva de calibracdo como para a leitura das amostras foram
utilizadas triplicatas técnicas. Por meio da equacao gerada na calibracdo (R2 = 0,99) pdde-se

obter a concentracao de proteinas totais em cada tratamento.
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3.6.3.3 Focalizacéao isoelétrica (1°dimensao)

As proteinas foram separadas por Focalizacdo Isoelétrica (IEF) usando gel em fita de 7
cm de comprimento com pH imobilizado entre 4 e 7 (Immobiline Drystrips — Amersham
Biosciences). As fitas para IEF foram reidratadas no suporte de reidratacdo individual em
canaletas (Reswelling Tray — 30 Amersham Bioscience) por 13 horas em sala climatizada a
20°C, em tampao de reidratacdo composto por tiuréia/uréia, contendo uréia 8M, tiuréia 2M,
0,2% (v/v) de IPG Buffer (Amersham Bioscience), 2% CHAPS (p/v), DDT (100mM) e
0,01% de azul de bromofenol. O volume final de 125 pL de tampdo contendo 250 ug de
proteina foi aplicado nas canaletas e apos reidratacdo por 13 horas, as fitas foram levadas ao
focalizador isoelétrico Ettan IPGphor3 (GE Healthcare), posicionadas nas canaletas e imersas
em 6leo mineral para eletroforese (Amersham Biosciences).

A Focalizagdo Isoelétrica foi realizada em cinco fases: a 250V por 1 hora, 250V por 1
hora (linear), 500V por 1 hora (linear), 1000V por 1 hora (linear), 4000V por 1 hora (linear),
4000V (rapid) até alcancar 20000V. Ao final da Focalizacdo Isoelétrica, as fitas foram
armazenadas em tubos a -80°C até o inicio da eletroforese na segunda dimens&o.
Imediatamente antes da eletroforese na segunda dimens&o, as fitas foram equilibradas em
duas etapas em solugdo contendo uréia 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), trizma base 75
mM em pH 8,8. Na primeira etapa as fitas foram colocadas em tubos contendo 2,5 mL da
solucdo de equilibrio acrescida de 0,025g de DTT e mantidas em agitador oscilante por 15
minutos. Na segunda etapa as fitas foram colocadas em tubo contendo solucéo de equilibrio

acrescida de 0,0625g de iodoacetamida e mantidas em agitador oscilante por 15 minutos.

3.6.3.4 SDS-PAGE (2°dimenséo)

As fitas de gel equilibradas foram colocadas no topo de um gel de poliacrilamida
vertical de 12% (v/v) de solugdo acrilamida/bisacrilamida, 0,3M de Trizma-base pH 8,8,
0,08% (v/v) de persulfato de amonio e 0,04% (v/v) TEMED. As tiras de gel foram
seladas com agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (p/v) contendo 0,1% (p/v) de SDS, Trizma

base 25 mM, glicina 192 mM e tragos de azul de bromofenol. Os geis permaneceram em
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repouso por 5 minutos para a solidificagdo da agarose. A eletroforese foi realizada a 20°C em
tampé&o contendo 0,1% (p/v) de SDS, glicina 192 mM e trizma-base 25 mM, por 20 minutos
inicialmente a 15 mA (por gel) e 80V e posteriormente por 3 horas a 25mA (por gel) e
250V, numa cuba SE600 (Hoefer). Para cada tratamento foram corridos trés géis carregados

com proteinas de extracdes independentes.

3.6.3.5 Coloracéo dos géis

Os géis foram inicialmente colocados por 72 horas na solucao de coloracdo contendo
1,2% (p/v) de Commassie Brilliant Blue G-250, 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) de sulfato
acido acético glacial. Ao fim desse periodo, os géis foram lavados por pelo menos 3 vezes em
solucdo de descoloracdo (solucdo de coloracdo sem o Commassie Brilliant Blue G-250).
Posteriormente, foram deixados em &gua destilada por mais 72 horas. Por fim, os géis foram
armazenados em solucdo contendo 5% (v/v) de &cido acético e mantidos em camara fria a

5°C, até que suas imagens fossem digitalizadas e os spots excisados.

3.6.3.6 Captura das imagens e andlise dos géis bidimensionais

Os géis bidimensionais foram digitalizados utilizando scanner de alta resolugdo FLA
3000 (FujiFilm), equipado com o programa Image Reader v. 1.8; 532nm e filtro O580. As
imagens foram analisadas no programa Image Master 2D Platinum 7.0 (Amersham
Bioscience). Os géis foram alinhados e agrupados por tratamento e 0s pontos de proteinas
comparados em funcdo da média do seu volume normalizado (%Vol) entre as repetigdes.
Apbs esse procedimento, os grupos foram comparados por analise de variancia (ANOVA)
gerada pelo préprio programa. Pontos de proteina com um resultado significativo na ANOVA

(p<0,05) foram considerados como diferencialmente expressos.

3.6.3.7 Excisdo dos spots

A anélise de proteinas via gel 2D foi realizada com o objetivo de identificar e
quantificar a peroxirredoxina 1 Cys Prx. Na literatura pesquisada, observou-se que essa

proteina apresenta um padrdo quanto a massa molecular (24 kDa). Diante disso, todos 0s
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spots encontrados na faixa entre 23 e 25 KDa foram retirados dos géis com o auxilio de um
bisturi, transferidos para tubos eppendorf e levados ao Laboratério Central de Biologia
Molecular (LCBM) da UFLA para a obtencdo de peptideos tripsinolisados, realizacdo da
espectrometria de massas e posterior identificacdo das proteinas.

3.6.3.8 Obtencao dos peptideos tripsinolisados

Os spots submetidos a espectrometria de massas foram desidratados com acetonitrila
100%, secados em speed vac e, posteriormente, tratados com a enzima tripsina (Promega®), a
58°C, por 30 minutos. Os peptideos resultantes da tripsindlise da amostra foram
ressuspendidos em solucdo contendo acetronila 5% com acido férmico 0,1% e,

posteriormente, analisados por espectrometria de massa.

3.6.3.9 Espectrometria de massas

Foi utilizado um espectrémetro de massa (microTOF Q-11, Bruker Daltonik, Bremen,
Alemanha), equipado com uma interface de ionizacdo por eletrospray, e acoplado a um
sistema UFLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo) composto por duas bombas, (LC-20AD) e um
degaseificador (DGU-20A3). As injecdes foram realizadas por um injetor automatico (SIL-
20A HT) equipado com um loop de 100 pL, dos quais foram injetados apenas 40 pL. O
sistema foi operado por meio do software Hystar (Bruker Daltonik, v. 3.2.44.0). Uma pré-
coluna de 5 mm e uma coluna analitica de 150 mmx75 pum preenchida com fase estacionaria
C18, 2.7 um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, Estados Unidos) foi utilizada para a
separacdo dos peptideos. As amostras foram injetadas através de um fluxo de 200 pL.min*
em uma solucdo a 5% (v/v) acetonitrila e 0.1% (v/v) AF em agua (Fluka, Buchs, Suica). A
fase movel (A) utilizada para separacdo foi um gradiente entre dgua, contendo 0.1% (v/v) AF
LC-MS Chromasolv-Fluka e acetonitrila contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS Chromasolv-Fluka
(B). O programa utilizado para a eluicdo foi composto pelas seguintes proporc¢des: 0-5 min
isocratico 5% B; 5 — 60 min gradiente linear até 40% B; 60 —70 gradiente linear até 50 % B;
70 — 75 gradiente linear até 90% B; 75-80 min isocratico 90% B; 80 — 80.1 min alteragéo
para 5% B; 80.1 —90 min isocratico 5% B. O fluxo para separacdo dos peptideos foi



25

de 200 pL.min"t. As configuracdes utilizadas na espectrometria de massa foram: intervalo
de massa: 50 — 2500 m/z; voltagem do spray: 2000 V; gés de secagem (N2) temperatura:
180°C; fluxo: 9 L.min%; funnel 1 RF 300.0 Vpp; funnel 2 RF 400.0 Vpp; Hexapolo RF
400.0 Vpp; energia do quadrupolo 5.0 eV; menor massa do quadrupolo 322.00 m/z; energia
de colisdo 10.0 eV; RF da colisio 800.0 Vpp; tempo de transferéncia 150 us;
armazenamento pré-pulso 5.0 us. As configuracdes para o MS/MS foram: nimero de
ions precursores: 3; limite minimo absoluto: 2x103; limite minimo absoluto: 0.1 %; smart
exclusion apos 4x; active exclusion apds trés espectros e por 1 min; modo de busca de
peptideos ativado, estado de carga preferido 2-4. Os dados cromatograficos obtidos via LC—
MS—-MS foram analisados com o software Bruker Data Analysis, version 4.0 (Build 253). O
espectro de MS/MS que foi obtido no intervalo de 5-30 min foi exportado como um
arquivo xml, apés a deconvolucdo do estado de carga e utilizado para busca em banco de
dados, utilizando o software Biotools Version 3.2 (Bruker Daltonik) nas seguintes
condigBes: enzima: tripsina; modificagbes fixas: carbamidometilagdo da  cisteina;
modificagdes variaveis: oxidacdo da metionina; tolerancia do ion precursor: 0.2 Da; foi
aceita na busca uma ndo clivagem pela tripsina.

O perfil de massa molecular das amostras obtidas por MS e MS/MS foi submetido a
analise comparativa, utilizando-se o programa MASCOT (http://www.mtrixscience.com), para
a comparacdo das massas de peptideos observados com bancos de dados e para a identificacdo
das proteinas mais provaveis. Um “banco de dados” especifico para a proteina 1 Cys Prx foi
criado no programa MASCOT. Para tal, foi realizado um alinhamento das sequéncias de
aminoacidos, desta proteina, pelo software CLUSTAL 2W, em sequéncias proteica deduzida
para 1 Cys Prx em seis espécies (Solanum lycopersicum, Vitis vinifera, Solanum tuberosum,
Arabidopsis thaliana, Zea mays e Diospyros kaki), obtidas pelo banco de dados SOL
GENOMICS NETWORK. Além desse “banco de dados” especifico, também foram realizadas
buscas pelos bancos: COFFEE GENOME, SWISS-PROT, EMBI-EBI e NCBI.
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3.7  Transcriptoma - Quantificacdo relativa da expressdo dos genes
3.7.1 Extracao de RNA e quantificacdo das aliquotas

Os RNAs das sementes foram extraidos utilizando o protocolo de extracdo de RNA
com o reagente Concert, com modifica¢des, de acordo com manual: Concert™ Plant RNA
Purification Reagent (Invitrogen).

Para avaliar a integridade das amostras extraidas, o0 RNA foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 1,0% corado com Brometo de Etidio (0.5 pg. mL-1), posteriormente
visualizado sob luz ultravioleta. As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro e a
qualidade avaliada pelo espectro (220-600nm) com a razdo OD260/0D280.

3.7.2 Tratamento com DNAse

Todas as amostras foram tratadas com DNase DNA free (Ambion), de acordo com o
protocolo do fabricante, para retirada dos vestigios de DNA gendmico. Para a avaliacdo da
integridade e da qualidade das amostras, 0 RNA tratado foi submetido a eletroforese em gel

de agarose e as amostras foram quantificadas novamente.

3.7.3 Transcriptase reversa (RT)

Depois de verificada a auséncia de gDNA nas amostras, foi realizada a sintese reversa
da primeira fita do DNA complementar (cDNA) a partir dos RNAm utilizando o Kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Primeiramente, 0 RNA foi
preparado a uma concentracdo de 1 ug em um volume final de 10 pL. Apos essa etapa, foi
preparado um mix contendo 2 puL do primer RT Random Primers 10X, 0,8 uL do mix dNTP
(100mM), 1 pL MultiScribe™ Reverse Transcriptase, e agua para um volume de 10
pL/amostra. Para cada solucdo preparada de 10 uL. de RNA a 1 pg desse mix. Os tubos foram
submetidos ao termociclador, programado com trés etapas: 10 min a 25°C para o anelamento
dos primers; 2 h a 37°C para acdo da enzima e 5 min a 85°C para inativa-la. As amostras

foram armazenadas em freezer a -20°C.
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3.7.4 Expressao dos genes por PCR em tempo real

Para a andlise da expressdao dos genes selecionados (TABELA 2) foi utilizado o
aparelho ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), com método de detecgédo
via SYBR Green, utilizando amostras de cDNA obtidas das sementes submetidas a secagem
lenta e répida com diferentes teores de agua (30%, 20%, 10% e 5%), em triplicatas
biologicas. A eficiéncia dos primers desenhados foi determinada por meio de curva de

diluicdes por quantificacdo absoluta.

Tabela 2 - Primers especificos usados nas reacdes de PCR em tempo real.

Gene Primers
Foward | Reverse
ICL attgggacctgcctagaacc Cacctggacctcactccttc
ENDOBETA cacaatcatggcatgggaact Attgactgtccttccggagtaatc
CAT 3 tgactgccacacgatcatcttc Cgggaggcagtgggaaa
SOD gcatggctcttcgaactctagtc Gcecegegcagctgttg
1 CYS PRX ttccgcagggataccagact Ccggttacacatcgtgaatcgcag
24S gaccaatcgtcttctttccagaaa Tcaactcagccttggaaacattag
GPDH ttgaagggcggtgcaaa Aacatgggtgcatccttgct

Fonte: Do autor (2017).

No ensaio de expressdo, em cada reagdo utilizou-se 1 pL de cDNA (diluido 1:5),
0,4 uL de primer forward/reverse (10uM) e 5 uL de Master MixSYBR green (Applied
Biosystems) totalizando um volume final de 10 pL. As amostras foram pipetadas em
triplicatas técnicas, e um controle sem cDNA (NTC) foi incluido para cada par de
primers. Os niveis dos transcritos sdo representados como uma razdo (expressdo relativa) do
valor absoluto da expressdo do gene alvo pelo valor absoluto da expressdo dos genes
normalizadores 24S e GPDH. Os valores de expressao das sementes submetidas a secagem
foram plotados tendo os valores de expressdo encontrados em sementes ndo submetidas a
secagem como referéncia. Os dados sdo médias de trés amostras bioldgicas. A expressdo
relativa foi analisada pelo método Pfaffl (2004). As condicdes térmicas da reacdo foram: 2
minutos a 50°C e 10 minutos a 95°C para iniciagéo, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a
95°C e 1 minuto a 60°C, e finalizando-se com 15 minutos a 95°C. Ao fim da ciclagem, uma

curva de desnaturacdo de 60-95°C mostrou a especificidade da reacdo de PCR. Os dados
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foram coletados, exportados pelo programa 7500 Fast Software (Verséo 2.1) e analisados em
planilha Excel (Microsoft).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Analises fisioldgicas

Foi constatado que a taxa de secagem é decrescente a medida que as sementes perdem
agua. Em sementes com umidade inicial de 38% (base umida) e submetidas a secagem rapida
o tempo foi de 100 horas para alcancar 5% de teor de agua, tendo uma velocidade média de
secagem de 0,099%.h-1. J& na secagem lenta, o tempo foi de 190 horas para alcancar 0 mesmo
teor de agua, com velocidade média de secagem de 0,065%.h-1. Os valores médios dos teores

de 4gua das sementes nas duas velocidades de secagem estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores médios do teor de dgua obtidos durante a secagem rapida em silica gel e
secagem lenta em solucgéo salina saturada.

Teores de agua obtidos (%)

Teores de agua de interesse (%)

Lenta | Rapida
30 32,05 32,40
20 20,80 23,23
10 9,92 11,02
5 5,41 3,56

Fonte: Do autor (2017).

A interacdo entre os fatores velocidade de secagem e teor de agua das sementes ndo foi
significativa para as variaveis respostas: plantulas normais aos 30 dias, teste de tetrazolio e
plantulas com folhas cotiledonares expandidas. Para esses testes, o comportamento das
sementes variou apenas com o grau de umidade. Para as variaveis respostas: porcentagem de
plantulas normais fortes aos 30 dias, matéria seca de raiz e matéria seca de hipocotilo aos 45
dias, bem como para o indice de velocidade de emergéncia, houve interagdo significativa
entre os fatores velocidade de secagem e teor de 4gua das sementes (APENDICE A).

Os resultados da porcentagem de plantulas normais aos 30 dias estdo apresentados na
Tabela 4. Veiga et. al. (2007) também ndo observaram diferencas estatisticas na germinagéo
de sementes de Coffea arabica quando submetidas as secagens lenta e rapida. Na presente
pesquisa, pode-se observar reducéo significativa da germinagdo em sementes secadas a partir
de 10% de teor de agua. A germinacgéo das sementes com 5% de teor de agua foi quase nula.
A secagem de forma geral é prejudicial as sementes de café, independentemente da
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velocidade em que essas sdo secadas, ocorrendo reducdo da qualidade fisioldgica com a perda
de 4gua (ROSA et. al., 2005).

Tabela 4 - Porcentagem média de plantulas normais de C. arabica L. aos 30 dias apds
semeadura, oriundas de sementes com diferentes teores de agua.

Teor de agua | Germinagao
30 90 ab
20 92a
10 82D
5 4c¢
CV (%) 9,82

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2017).

Na Tabela 5 observa-se redugdo da média de plantulas normais em sementes secadas
rapidamente até 10% de teor de agua em relacdo ao controle. Por outro lado na secagem lenta
ndo houve diferenca significativa para este mesmo tratamento. Independentemente do método
de secagem a média de plantulas normais foi muito baixa quando as sementes foram secadas

até 5% de teor de agua.

Tabela 5 - Porcentagem média de plantulas normais de C. arabica L. aos 30 dias apds
semeadura, oriundas de sementes submetidas a secagem lenta, répida e sem
secagem (Controle).

Secagem Germinacao (%)

30% 20% 10% 5%
Lenta 89 88 87 3y
Rapida 91 96 76y 5y
Controle 92
CV (%) 9,82

¥ Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Fonte: Do autor (2017).

Em relacdo a varidvel, plantulas normais fortes aos 30 dias de germinacdo, pode-se
observar diferenca significativa entre os fatores secagem e teor de agua das sementes
(TABELA 6). Quando a secagem foi rapida observou-se maior porcentagem de plantulas
normais fortes em sementes secadas até 30 e 20% de teor de 4gua. Porém quando as sementes
foram secadas até 10% de teor de agua, maior vigor foi verificado na secagem lenta (24%),

uma diferenca significativa quando comparado com apenas 3% de plantulas normais fortes
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observadas na secagem réapida. Os valores de plantulas normais fortes de sementes submetidas
a secagem répida e lenta comparados aos observados em sementes ndo submetidas a secagem
(Controle) variaram muito. Em sementes submetidas a secagem rapida até 30% de teor de
agua foi observado maior vigor em relacdo ao observado em sementes ndo submetidas a
secagem (Controle). No entanto, neste mesmo método de secagem menor vigor foi observado

em sementes secadas de forma rapida até 10% de teor de agua.

Tabela 6 - Porcentagem média de plantulas normais fortes de C. arabica L. aos 30 dias apds
semeadura, oriundas de sementes submetidas a secagem lenta, rapida e sem
secagem (Controle) com diferentes teores de agua.

Secagem Plantulas normais fortes (%)
30% 20% 10% 5%
Lenta 31 bA 20bB y 24 aAB 0aCy
Réapida 51 aA vy 36 aB 3bCy 0aCy
Controle 29
CV (%) 17,99

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 1% de probabilidade. ¥ Médias diferem da testemunha no nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Dunnett.

Fonte: Do autor (2017).

Em relacdo aos resultados de matéria seca de raiz (TABELA 7), em teor de 4gua mais
baixo (10%) verificou-se menores valores quando se utilizou a secagem rapida, tanto em
relagdo a secagem lenta quanto ao tratamento controle. Independentemente do metodo de
secagem utilizado os valores de matéria seca de raiz foram nulos quando as sementes foram

secadas a 5% de teor de agua.

Tabela 7 - Matéria seca de raiz (g/plantula) de C. arabica L. aos 45 dias ap6s a semeadura,
proveniente de sementes submetidas a secagem lenta, rapida e sem secagem
(Controle) com diferentes teores de agua.

Secagem Matéria seca - Raiz (g)

30% 20% 10% 5%
Lenta 0,16 aA 0,13aAy 0,16 aA 0aBy
Rapida 0,16 aA 0,15 aA 0,08 bB vy 0,0laCy
Controle 0,17
CV (%) 15,79

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha e minascula na coluna néo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 1% de probabilidade. ¥ Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Dunnett

Fonte: Do autor (2017).
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Quanto a materia seca da parte aérea (TABELA 8), em sementes com teor de agua de
10% submetidas a secagem lenta observou-se melhor desenvolvimento quando comparado as
sementes, com 0 mesmo teor de agua, submetidas a secagem rapida. Veiga et. al. (2007)
também verificaram uma maior taxa de matéria seca e IVE em sementes submetidas a

secagem lenta quando comparadas a secagem rapida em sementes com 12% de teor de agua.

Tabela 8 - Matéria seca da parte aérea (g/plantula) de C. arabica L. aos 45 dias apos a
semeadura, proveniente de sementes submetidas a secagem lenta, rapida e sem
secagem (Controle) com diferentes teores de agua.

Secagem Matéria seca — Parte aérea (Q)

30% 20% 10% 5%
Lenta 0,79 aA 0,79 aA 0,79 aA 0aBy
Rapida 0,88 aA 0,87 aA 0,58 bB y 0,02aCy
Controle 0,91
CV (%) 11,54

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, al% de probabilidade. ¥ Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Dunnett

Fonte: Do autor (2017).

Observa-se nos resultados de plantulas com folha cotiledonar expandida aos 45 dias
uma reducdo significativa da porcentagem destas em sementes com 5% de teor de agua.
(TABELA 9).

Tabela 9 - Porcentagem média de plantulas com folhas cotiledonares expandidas de C.
arabica L. aos 45 dias ap6s semeadura, oriundas de sementes com diferentes
teores de dgua. UFLA, Lavras, 2016.

Teor de agua | Folha cotiledonar expandida
30 86 ab
20 89 a
10 78b
5 2C
CV (%) 11,17

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 1% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2017).

Foram observados menores valores de plantulas com as folhas cotiledonares

expandidas em sementes submetidas a secagem rapida a partir de 10% de teor de agua e
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secadas de forma lenta e rapida até 5% de teor de &gua em relagdo ao tratamento controle
(TABELA 10).

Tabela 10 - Porcentagem média de plantulas com folhas cotiledonares expandidas de C.
arabica L. aos 45 dias apds semeadura em papel germitest, oriundas de
sementes submetidas a secagem lenta, rapida e sem secagem (Controle).
UFLA, Lavras, 2016.

Secagem Folha cotiledonar expandida (%)

30% 20% 10% 5%
Lenta 85 88 85 0y
Répida 87 90 71y 3y
Controle 91
CV (%) 11,17

¥ Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett
Fonte: Do autor (2017).

Avaliando a qualidade fisiologica por meio do indice de velocidade de emergéncia
(TABELA 11), constatou-se diferenca estatistica significativa para os dois fatores avaliados
(teor de agua e velocidade de secagem). Pode-se observar em sementes com 30% de teor de
agua, submetidas a secagem rapida, maior vigor quando comparadas ao observado em
sementes com 0 mesmo teor de agua, mas secadas lentamente. Vieira et al. (2007)
observaram que sementes de café tém sua emergéncia e indice de velocidade de
emergéncia linearmente diminuidos ao longo do armazenamento por nove meses, € que a
secagem rapida prejudica seu vigor e viabilidade, independentemente do local de
armazenamento.

Foi verificado maior vigor das sementes submetidas a secagem lenta em relagdo ao
observado em sementes submetidas a secagem rapida, a partir de 20% até 10% de teor de
agua. Segundo Illing et al. (2005), existem indicacGes de que a secagem rapida dificulta a
recuperacdo de sementes sensiveis a dessecacdo, pelo fato destas necessitarem de maior
tempo para serem reparadas durante a reidratacdo. Em diversas pesquisas, a qualidade
fisioldgica foi superior em sementes que passaram pelo processo de secagem lenta e, por isso,
essa pratica tem sido recomendada e utilizada na producdo de sementes de café (BRANDAO
JUNIOR et al., 2002; VEIGA et al., 2007; VIEIRA et al., 2007).
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Houve diferenca do indice de velocidade de emergéncia das sementes submetidas a
secagem lenta com 30%, 10% e 5% de teor de agua e das sementes secadas rapidamente com
20%, 10% e 5% em relagdo a sementes ndo submetidas a secagem.

Tabela 11 - indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantulas oriundas de sementes de
C. arabica L. submetidas a secagem lenta, rapida e sem secagem (Controle) com
diferentes teores de agua.

Secagem IVE

30% 20% 10% 5%
Lenta 0,41bBy 0,63 aA 0,51 aABy 0,03 aCy
Réapida 0,55 aA 0,47 bAB y 0,39 bB y 0,01 aCy
Controle 0,68
CV (%) 18,92

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 1% de probabilidade. ¥ Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Dunnett.

Fonte: Do autor (2017).

Apobs a secagem, em 77% das sementes com 5% de teor de &gua foi observada
viabilidade pelo teste de tetrazdlio, mas somente 4% destas germinaram aos 30 dias
(TABELA 12).

Tabela 12 - Viabilidade pelo teste de tetrazélio em sementes de C. arabica L. com diferentes
teores de agua.

Teor de 4gua | Tetrazolio
30 93a
20 89 a
10 9la
5 77b
CV (%) 5,64

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha e minuscula na coluna néo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 1% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2017).

A tolerancia a dessecacdo varia entre os tecidos da semente e, geralmente, 0 eixo
embrionario € mais tolerante que a semente inteira. Isto provavelmente se deve a secagem
mais rdpida do eixo, durante o desenvolvimento, e & menor propor¢do de agua ligada na
estrutura deste (MARCOS FILHO, 20015). Diante deste resultado pode-se inferir que o
principal ponto de danos, em consequéncia da secagem, esta localizado no endosperma.

Resultados semelhantes foram encontrados por Coelho et. al. (2015) ao comparar oS
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resultados do teste de tetrazolio em embrides de café com os de formacdo de plantulas
normais. O melhor desempenho fisioldgico dos embrifes, em comparagdo as sementes
inteiras, corrobora com os resultados de Dussert et al. (2006), que mostraram que ha maior
sensibilidade dos endospermas a secagem e a imersdo em nitrogénio liquido, em comparacéo
aos embrides zigoticos.

Pelo teste de tetrazdlio, ndo houve diferencas de viabilidades de sementes submetidas
ou nao a secagem, com excecdo dos valores observados em sementes secadas ate 5% de teor

de &gua, independentemente do método de secagem utilizado (TABELA 13).

Tabela 13 - Viabilidade pelo teste de tetrazolio em sementes de C. arabica L. submetidas a
secagem lenta, rdpida e sem secagem (Controle).

Secagem Tetrazolio (%)

30% 20% 10% 5%
Lenta 93 89 91 75y
Réapida 93 89 90 80y
Controle 98
CV (%) 5,64

¥ Médias diferem da testemunha, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett
Fonte: Do autor (2017).

Um processo de secagem eficiente é aquele que, além de reduzir o teor de agua da
semente, aumenta seu potencial de conservacdo pos-colheita e preserva suas caracteristicas
fisicas e propriedades tecnologicas, atribuindo-lhe valor comercial.

Para alcancar resultados satisfatérios, se fazem necessarios investimentos em
pesquisas que visem o maximo do controle de qualidade das sementes, onde analises pontuais
no que concerne a germinacao e o vigor sejam consideradas com o intuito de garantir alta
qualidade dessas. Na presente pesquisa observou-se que ha diferenca entre os métodos de
secagem e os teores de dgua quando relacionados a qualidade fisiologica das sementes. Sendo
que, maior qualidade fisioldgica foi observada em sementes com os maiores teores de agua.
Sementes secadas lentamente até 10% de teor de dgua mantiveram qualidade fisioldgica
superior na maioria das avaliagdes quando comparadas com sementes com 0 mesmo teor de

agua mas secadas rapidamente.
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4.2  Analises protedmicas e transcriptdmicas

Pode-se observar na Figura 1 maior atividade da enzima catalase nas sementes
submetidas a secagem, independente da velocidade que estas foram secas, do que em
sementes Umidas. Sendo que sementes secadas lentamente apresentaram uma atividade
enzimatica mais estavel. Houve maior atividade em sementes submetidas a secagem rapida,
com teor de agua de 10%, comparada com a observada em sementes secadas lentamente até
10% de teor de agua. Esses resultados corroboram com os obtidos por Santos et al. (2013), em
gue menor atividade desta enzima foi observada em sementes ndo submetidas ao processo de
secagem (controle), independentemente do método de secagem. Estes resultados também

foram observados por Veiga et al. (2010) e Coelho et al. (2015).

Figura 1 - Atividade enzimética da catalase em sementes de C. arabica submetidas a
secagem rapida; lenta e sem secagem (Controle).

30% 20% 10% 5% . 30% 20% 10% 5%

SECAGEM RAPIDA SECAGEM LENTA

Fonte: Do autor (2017).

Brand&o Junior et al. (2002) verificaram atividade enzimatica da catalase apenas em
sementes submetidas a secagem e maior atividade foi observada em sementes em estagio de
desenvolvimento mais avangado e com melhor potencial fisiol6gico. Porém, a fim de avaliar
os perfis proteicos e o desempenho fisioldgico de sementes de café submetidas a diferentes
métodos de processamento e secagem, Taveira et al. (2012) avaliaram a atividade de véarias
enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, sendo que maior atividade da enzima catalase foi
encontrada em sementes que apresentaram piores desempenhos fisiologicos, como o0s
observados nessa pesquisa. Essa maior atividade pode ser explicada pela necessidade de
maior atuacdo dessas enzimas durante a evolugéo da deterioracdo de sementes, principalmente

a partir de 10% de teor de agua.
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H& enzimas em que o decréscimo da atividade faz com que haja maior vulnerabilidade
das sementes ou de partes especificas dessas, ao ataque de radicais livres e peroxidagdo. A
menor atividade enzimatica também pode significar maior dificuldade para a mobilizacdo de
reservas (amilases, proteases, lipases). Em outras, como “scavengers”’, a maior atividade
indica maior intensidade de remoc¢do de produtos tdxicos formados com o progresso da
deterioracéo, ou seja, atuam mais intensamente em sementes mais deterioradas. E importante
salientar que a eficiéncia de mecanismos de reparo depende da acdo eficiente de enzimas
(MARCOS FILHO, 2015).

Quando submetidas a secagem as sementes reagem a esse estresse, induzindo uma
transicdo na expressdo génica, silenciando ou atenuando a expressdo de varios genes. Na
presente pesquisa, observou-se maior expressdo do gene cat 3 em sementes submetidas a
secagem rapida quando comparada a observada em sementes submetidas a secagem lenta,
sendo a maior expressdo em sementes secadas de forma rapida até 30% de teor de &gua
(FIGURA 2). Aparentemente as diferentes taxas de secagem determinam a ocorréncia de
diferentes processos metabdlicos, de modo que alguns eventos geralmente ocorrem de
maneira mais intensa em sementes com teores de agua relativamente mais altos (MARCOS
FILHO, 2015). Diante do exposto, pode-se inferir que essas sementes sinalizaram o estresse a
elas imposto, no caso a secagem, em sementes mais Umidas. Com o avan¢o da secagem, e
reducdo do teor de &gua das sementes o estresse implantado parece ser reduzido o que
resultou em menor expressdo deste gene. Quando se compara a atividade da enzima catalase e
a expressdo do gene que a codifica, observa-se que a atividade desta isoenzima é mais
acentuada em sementes com menor teor de 4gua, ou seja, que permaneceram mais tempo no
processo de secagem e que tiveram a necessidade da traducdo desta enzima antioxidante
provavelmente para eliminacdo das EROs.

Assim como se observou uma maior atividade da enzima catalase nas sementes
secadas mais rapidamente, a expressdo do gene cat 3 também foi maior em sementes
submetidas a secagem rapida. Santos et. al. (2013) analisando a expressao do gene cat 3 em
sementes de café, com diferentes teores de agua e secadas de maneira rapida e lenta,
observaram esse mesmo padrdo de expressdo dos transcritos, com maior expressao em

sementes com maiores teores de agua e diferenca significativa entre as duas velocidades de
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secagem testadas. Os autores observaram maior expressdo em sementes submetidas a
secagem répida.

O gene cat3 esta presente em sementes e plantas jovens, cuja expressao esta
relacionada a remocdo do H,O, produzido durante a degradacdo dos &cidos graxos no
glioxissoma (BREUSEGEM et al., 2001).

Figura 2 - Perfil de expressao relativa do gene cat 3 em sementes submetidas a secagem
lenta e rapida com diferentes teores de &4gua, e em sementes ndo submetidas a
secagem (Controle).

CATALASE

Expresséo Relativa

PEFEE

30% 20% 10% 5% CONTROLE
Umidade

Wl Secagem Lenta
[ Secagem Rapida
[ Controle

Fonte: Do autor (2017).

Em relacdo a enzima superoxido dismutase foram observadas trés isoformas no perfil
eletroforético, uma destas esta presente em todos os tratamentos analisados, outra apenas nas
sementes submetidas a secagem com teores de agua de 20%, 10% e 5% e a terceira em
sementes submetidas a secagem rapida a partir de 20% umidade e secadas lentamente a partir
de 10% de teor de agua. A enzima superoxido dismutase esta entre as mais importantes
enzimas do sistema de defesa, quando acoplada a rotas de eventos necessarios a completa
eliminacdo dos radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ALSCHER et al.,2002).

Maior expressdo dessa enzima em fases precoces ou tardias do processo de maturacdo das
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sementes € indicativo de sua acdo de defesa para reducdo de superdxido, e consequente
reducdo da formacéo de radicais livres, foi mais demandada, seja em funcdo do processo de
deterioracdo ou pela imaturidade de sementes (MARTINS et al., 2011).

Segundo Fink e Scandalios (2002) a maior diferenca entre as isoformas de SOD esta
nas sequéncias reguladoras dos genes que codificam estas proteinas e cada proteina responde

de modo diferenciado ao estresse oxidativo, em diferentes niveis.

Figura 3 - Atividade enzimatica da superdxido dismutase em sementes de C. arabica
submetidas a secagem rapida, lenta e sem secagem (Controle).

20% 10% 5% > 30% 20% 10% 5%
SECAGEM RAPIDA SECAGEM LENTA
Fonte: Do autor (2017).

O padréo de expressdo da SOD é o mesmo em grédos de café com teor de dgua de 11%,
processados por via seca e/ou via Umida e armazenados por um periodo de 12 meses (SAATH
et al.; 2010). Coelho et al. (2015) ao estudarem dois métodos de secagem, rapida e lenta, e
armazenamento de sementes de C. arabica em temperaturas subzero, observou maior
expressdo da enzima superdxido dismutase em sementes secadas pelo método de secagem
lenta. Baliza et al. (2012) observaram menor expressdo desta enzima em sementes de café no
estadio verde cana, sendo essa menor expressao associada a menor qualidade fisioldgica.
Esses resultados contrastantes sdo explicados pelo fato da alta ou baixa expressdo dessa
enzima estar ligada ao processo deteriorativo, por isso faz-se necessaria uma combinacdo das
analises bioquimicas com as analises fisiologicas.

Na Figura 4 observa-se a expressao relativa do gene que codifica a enzima superdxido
dismutase. Maior expressao foi observada em sementes submetidas a secagem lenta até 20 e
10% de teor de &gua, em relacdo a observada em sementes submetidas a secagem rapida. No

entanto ndo houve diferenca em sementes submetidas a secagem lenta e rapida quando as
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sementes foram secadas ate 30% e 5% de teor de agua. De uma maneira geral a expressao
deste gene em sementes ndo submetidas a secagem (Controle) foi mais similar & observada
em sementes submetidas a secagem rapida. Comparando esses resultados com os do indice de
velocidade de emergéncia de plantulas (IVE), conclui-se que, essa maior expressao dos
transcritos esta relacionada ao maior vigor das sementes. Em sementes submetidas a secagem
lenta até 20 e 10% de teor de &gua foram observados maiores valores de IVE quando
comparados aos observados em sementes com 0S mesmos teores de agua, mas submetidas a
secagem rapida. A secagem lenta parece promover melhor tolerdncia a desidratagéo,
presumivelmente, devido ao tempo suficiente que é concedido para a inducdo e a operacdo
dos mecanismos de protecdo. Oliver e Bewley (1997) sugeriram que a secagem rapida impede
0s processos de recuperacdo, deste modo € necessario mais tempo para 0S reparos na
reidratacdo. Sementes secadas lentamente, por varios dias, continuam a metabolizar e
desenvolver-se até que um nivel critico de teor de &gua seja alcancado, consequentemente, a
tolerancia a dessecacdo pode aumentar durante este lento processo de secagem.

O elevado aumento de transcritos de SOD sob condicGes de estresse corresponde,
geralmente, a um aumento bem mais moderado da atividade da enzima (INZE and
MONTAGU, 1995). Com base nos resultados obtidos na presente pesquisa, uma relacéo
direta entre expressdo génica e atividade enzimatica ndo foi verificada. Essas observagdes
podem indicar a acdo de provaveis mecanismos pos-transcricionais, traducionais e pos-
traducionais que podem estar sendo ativados durante o processo de secagem (Nelson e Cox,
2013).
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Figura 4 - Perfil de expressao relativa de SOD em sementes submetidas a secagem lenta e
rpida com diferentes teores de &gua, e em sementes ndo submetidas a secagem
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Fonte: Do autor (2017).

Em relagdo a atividade da enzima Isocitrato liase houve diferenca em sementes
submetidas aos diferentes tratamentos (FIGURA 5). Maior atividade foi observada em
sementes submetidas a secagem rapida do que a observada naquelas secadas lentamente. Ao
considerar a secagem rapida, maior atividade foi verificada em sementes com 30% e 10% de
teor de agua, respectivamente, sendo que na secagem lenta foi observada maior expressdo em
sementes secadas até 20% de teor de agua. Ao relacionar a atividade da Isocitrato liase com 0s
dados do indice de velocidade de emergéncia (TABELA 11), pode-se inferir que a maior
atividade desta enzima esta associada a melhor qualidade fisioldgica das sementes, exceto
daquelas com teor de agua de 10%. Nestas foi observada uma intensidade maior nas sementes
secadas rapidamente, as quais apresentaram qualidade inferior. Resultados semelhantes foram
encontrados em sementes de soja, em que se observou maior atividade dessa enzima em
sementes com melhor qualidade fisiologica (CARVALHO et. al., 2014).
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Figura 5 - Atividade enzimatica da isocitrato liase em sementes de C. arabica submetidas a
secagem rapida; lenta e sem secagem (Controle).

30% 20% 10% 5% 30% 20% 10% 5%
SECAGEM RAPIDA SECAGEM LENTA
Fonte: Do autor (2017).

Selmar et al. (2006) e Bytof et al. (2007) verificaram maior e mais precoce atividade
da enzima ICL em gréos de café que tiveram o exocarpo e 0 endocarpo removidos por
fermentacdo em agua, em relacdo aquelas que foram mantidas no fruto. Essa enzima esta
relacionada com o processo de germinacdo, atuando no ciclo do glioxilato (TAIZ & ZEIGER,
2004; DE ROBERTIS and HIB, 1998). Neste ciclo, os lipidios insollveis das sementes se
transformam em acUcares sollveis (sacarose), os quais sdo facilmente deslocados para 0s
meristemas radiculares e apicais (CIONI et al., 1981). As atividades dessa enzima aumentam
durante a germinacao, obtendo-se valores maximos quando ocorre a maior taxa de degradacéo
de lipidios e sintese de sacarose (BEWLEY & BLACK, 1994).

No que diz respeito aos transcritos (FIGURA 6), observou-se maior expressdo em
sementes submetidas a secagem rapida quando comparada a observada em sementes
submetidas a secagem lenta até 30 e 5% de teor de dgua. Quando secadas até 20 e 10% nédo
houve diferenca entre as sementes submetidas as secagens lenta e rapida, embora nestes
tratamentos tenham sido observados os maiores valores de expressao deste gene em sementes
de café. Ressalta-se que a menor expressao foi observada em sementes ndo submetidas a

secagem (Controle).
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Figura 6 - Perfil de expressdo relativa de ICL em sementes submetidas a secagem lenta e
rpida com diferentes teores de &gua, e em sementes ndo submetidas a secagem
(Controle).
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Fonte: Do autor (2017).

Segundo Selmar et al. (2001), o gene que codifica a enzima Isocitrato liase (ICL)
apresenta niveis de expressao mais altos em sementes de café desidratadas quando comparado
com sementes frescas.

Gaspari-Pezzopane et al. (2012) avaliaram a expressao de diferentes genes associados
a processos de desenvolvimento e maturagdo de frutos de café. A caracterizacdo da expressao
génica foi realizada pelas técnicas de RT-PCR semi-quantitativa e quantitativa. Quatro entre
0s 28 genes avaliados apresentaram perfil de expressdo constante, em todas as cultivares e
safras e, portanto, foram validados como genes candidatos a marcadores fenoldgicos de frutos
de cafeeiro. Entre estes, o gene ICL teve expressdo substancialmente maior em frutos cereja
do que a observada nos demais tratamentos. Estas analises sugerem que esse gene possuli
potencial para se tornar marcador molecular das fases finais de maturagdo do fruto de cafe,
porém a expressao deste ndo apresenta uma correlacdo clara diante da tolerancia/sensibilidade

a dessecacdo de sementes de café.
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Na Figura 7 estdo apresentados os dados de atividade da enzima endo-R-mananase.
Pelos resultados obtidos nesta pesquisa, observou-se que os métodos de secagem ndo afetaram
a sua atividade, quando as sementes foram secadas até 30 e 20%. Observa-se também maiores
atividades da enzima em sementes submetidas a secagem lenta até os teores de dgua de 10 e
5%. Nesses tratamentos também foram observados os menores desempenhos fisiologicos,

avaliados pelos testes de germinacgéo e de vigor.

Figura 7 - Atividade da enzima endo-R-mananase em sementes de C. arabica submetidas a
secagem rapida, lenta e sem secagem (Controle).
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Fonte: Do autor (2017).

Além de participar do processo germinativo, alguns trabalhos tém relacionado a
atividade da endo-R-mananase ao processo de deterioracdo de sementes de café, visto que ha

aumento da atividade da enzima ao longo do armazenamento, quando as sementes perdem
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qualidade fisiologica (Veiga et. al., 2007). Assim a perda da qualidade de sementes de café,
pode estar relacionada, dentre outros fatores, com o aumento da atividade dessa enzima.

A enzima endo-p-mananase possui a capacidade de hidrolisar ligacGes internas de
polimeros de mananas, causando degradacdo das paredes celulares que envolvem o embrido,
facilitando a emergéncia da radicula, mas também pode estar relacionada com o processo de
deterioracdo. Apesar de estar ligada a germinacdo, a atividade dessa enzima ndo € o fator
limitante para a protrusdo radicular (KONTOS and SPYROPOULQOS 1996; TOORORP et al.
1996; VOIGT and BEWLEY 1996; STILL and BRADFORD 1997; NONOGAKI and
MOROH ASHI 1998).

Existem duas etapas que caracterizam o processo de enfraquecimento das estruturas do
endosperma que circundam o embrido de café, sendo que a primeira delas consiste no
aumento da atividade da enzima celulase e a segunda no aumento da atividade da endo-i3-
mananase (Schroder et al. 2009). Como relatado no referencial tedrico, a atuacdo dessas
enzimas é regulada pela presenca de fitormonios, como o 4cido abscisico, o qual atua inibindo
a acdo de enzimas e da giberilina, induzindo a degradacdo do endosperma e
consequentemente, promovendo a germinacdo (Bewley et al., 2012; Silva et al., 2005).

As sementes ndo foram embebidas para a determinacdo da atividade da endo-p-
mananase, deste modo, pode-se inferir que a atividade observada esta relacionada ao processo
de deterioracdo, ou seja, com a degradacdo desordenada das paredes celulares. Para que a
atividade dessa enzima esteja associada a germinacdo de sementes com melhor desempenho
fisioldgico, a extracdo da enzima e detec¢do de sua atividade deve ser realizada apés o inicio
da protrusdo das radiculas, em sementes germinando. Takaki & Dietrich (1980) observaram
que a atividade da endo-B-mananase em sementes de café aumenta somente 10 dias ap6s a
embebicdo, estando esta associada ao amolecimento do endosperma cap e a disponibilizacédo
de carboidratos para o crescimento do embrido, durante o processo de germinagdo (Silva et
al., 2005).

Os resultados da analise de expressao génica, obtidos por meio da técnica de PCR em
tempo real, ndo seguiram o mesmo padrdo encontrado na analise da atividade da endo-p-
mananase, assim como observado nos transcritos dos genes da CAT, SOD e ICL.

Pode-se observar maior expressdao dos transcritos do gene man A em sementes

submetidas a secagem rapida, enquanto que a maior atividade da enzima em questdo foi
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verificada nos tratamento submetidos a secagem lenta (FIGURA 8). A principio essa
observacgdo pode parecer incoerente, mas quando avalia-se a atividade enzimatica, a resposta
gerada representa a atividade de todas as isoformas de MANs funcionais naquele determinado
momento. No entanto, na avaliacdo da expressdo de transcritos, foi avaliado apenas uma
isoforma, ManA. Como é sabido, a presenga do transcrito ndo implica que o respectivo
produto polipeptidico esteja sendo traduzido na mesma propor¢do, e mesmo que esteja sendo
codificado proporcionalmente, isso ndo pressupde que as enzimas estejam ativas e funcionais.
Além disso, como reportado no referencial teorico, existem varias isoformas da endo-f3-
mananase em café, sendo que estas apresentam funcdes distintas e diante dos resultados
encontrados pode-se inferir que essas isoformas respondem de modo diferenciado a

dessecacdo, em diferentes niveis.

Figura 8 - Perfil de expresséo relativa de MAN A em sementes submetidas a secagem lenta e
rapida com diferentes teores de agua, e em sementes ndo submetidas a secagem
(Controle).
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Fonte: Do autor (2017).

A expressdo do gene 1 Cys Prx esta apresentada na Figura 9. Maior expressao desse
gene foi observada em sementes submetidas a secagem lenta até 20% de teor de agua,
diferindo estatisticamente da expressdo em sementes submetidas aos demais tratamentos. Em

sementes submetidas a secagem rapida e lenta até 30 e 10% de teor de agua ndo houve
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diferenga significativa da expressdo desse gene. J& quando as sementes foram secadas até 5%
de teor de agua, maior expressdo foi observada em sementes submetidas & secagem répida.
Em sementes ndo submetidas a secagem (Controle), foi observada menor expressdo do gene
comparada a observada em sementes secadas de forma lenta até 20% de teor de agua.

N&o ha registros de estudos sobre expressao do gene que codifica a enzima 1 Cys Prx
em café e sua relacdo com sementes com diferentes teores de &gua. Peroxirredoxinas sdo
enzimas antioxidantes que fazem parte do complexo mecanismo de protecdo envolvido no
reparo de danos causados por radicais livres, durante a dessecacao e inicio da embebicéo, e
também estdo envolvidas na manutencdo e protecdo durante a dorméncia (HASLEKAS, et.
al.,, 1998; MOWLA et. al., 2002). O gene 1 Cys Prx é expresso sozinho em sementes e
somente nas partes tolerantes a dessecacdo (AALEN, 1999). E observado aumento do nivel
de sua expressdo em sementes em desenvolvimento, bem como a sua manutencdo em
sementes maduras durante o armazenamento (MOWLA et. al., 2002).

Haslekas et al. (1998) mostraram o aumento na expressdao do gene 1Cys Prx em
Arabidopsis durante a maturacdo das sementes e reducdo durante a germinacdo. Soeda et al.
(2005) observaram em sementes de Brassica oleracea niveis menores de RNA para este gene
ap6s o osmocondicionamento, quando as sementes foram secadas rapidamente e mais alto

quando secadas lentamente, o que também pode ser observado na atual pesquisa.
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Figura 9 - Perfil de expressdo relativa de 1 Cys Prx em sementes submetidas a secagem lenta
e rapida com diferentes teores de &4gua, e em sementes ndo submetidas a secagem

(Controle).
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Fonte: Do autor (2017).

Em relagdo ao “banco de dados” especifico, para a enzima 1 Cys Prx, criado no
programa MASCOT, observa-se no Apéndice B alta homologia das sequéncias de
aminoacidos, das espécies: Solanum lycopersicum, Vitis vinifera, Solanum tuberosum,
Arabidopsis thaliana, Zea mays e Diospyros kaki. Além disso, todas as sequéncias
apresentaram o dominio mais conservado da enzima (PVCTTE).

Apobs a excisdo dos 13 spots, escolhidos de acordo com o peso molecular (23 a 25
KDa) e sequenciamento por espectrometria de massas, foi realizada a analise para a
comparacdo das massas de peptideos com os bancos de dados. No entanto, ndo houve
homologia dos spots com as sequéncias de aminoacidos da enzima alvo, porém esta busca
permitiu a identificacdo do spot 50, que apresentou similaridade significativa (score maior
que o limite de significancia) com a proteina Acyl-coenzyme A oxidase 3 (ACX) (TABELA
14).
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Tabela 14 - Proteina identificada por espectrometria de massas em sementes C. arabica L.
submetidas a secagem lenta e rapida com diferentes teores de &gua, e em
sementes ndo submetidas a secagem (Controle).

Spot Identidade Organismo N° de Score MM pl Banco
provavel da acesso (KDa)
proteina
50 Acyl- Hordeum CA019045.1 65 23 6,2 EMBI-
coenzyme A vulgare EBI
oxidase 3

Fonte: Do autor (2017).

A alteracdo da quantidade da ACX (spot 50) em funcdo dos tratamentos esta
representada na Figura 10. Houve diferencia significativa entre os tratamentos. Maior
abundancia foi observada em sementes submetidas a secagem lenta do que a observada
naquelas secadas rapidamente. Sementes secadas lentamente até 10% de teor de &gua
apresentou maior abundancia quando comparadas com os demais tratamentos. Néo foi
observada a presenca do spot 50 nos géis de sementes secadas rapidamente até os teores de
agua de 20 e 10%, assim como sementes secadas lentamente até 5% de teor de 4gua. A maior
abundancia da proteina foi observada em sementes que apresentaram melhor qualidade

fisioldgica.
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Figura 10 - Alteracdo na abundancia de proteina do spot 50.
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Quantidade da proteina em sementes de C. arabica L. submetidas a secagem lenta e rapida com
diferentes teores de agua, e em sementes ndo submetidas a secagem (Controle) em % de volume
normalizado.

Fonte: Do autor (2017).

A ACX é a enzima-chave que catalisa a etapa determinante da [-oxidacdo de &cidos
graxos nos peroxissomos, catalisando a oxidacdo de acil-CoA com oxigénio molecular,
produzindo trans-2,3-desidroacil-CoA e H,0, (KHAN et al., 2012).

Como mencionado, a B-oxidacdo de lipideos tem como objetivo a conversdo de
lipideos a acucares, a exemplo da sacarose. Durante a desidratacdo, acucares especificos
podem prevenir os efeitos danosos da dessecacdo sobre as membranas celulares, na medida
em que formam ligacGes de hidrogénio, substituindo a 4&gua normalmente associada com as
superficies das membranas, mantendo, assim, o espacamento dos grupos de lipidios, evitando
a peroxidacdo de lipideos (PAMMENTER; BERJAK, 1999). Além disso, estes também
podem interagir com as proteinas, evitando a mudanca de sua conformacdo e,
consequentemente, de sua funcdo (LEPRINCE et al., 1993). Branddo Juanior (2000),
estudando marcadores da tolerancia a dessecacdo de sementes de cafeeiro, observou, em
embrides, que acréscimos no conteudo de glicose e sacarose estdo associados com protecdo de

sementes de cafeeiro contra danos na secagem e com aquisi¢do da tolerancia a dessecacéo.
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Diante disso, pode-se inferir que a maior abundancia da ACX estd associada a maior
tolerancia a dessecacdo em sementes de café.

Rylot et al.,(2003) estudando mutantes com deficiéncia dos genes ACX3 e ACX4 de A.
thaliana, observaram 25% de embrifes abortados nos mutantes duplos homozigotos. Esta
letalidade do mutante duplo provavelmente ocorreu devido acimulo de intermediarios toxicos
nos embrides. Os mutantes acx1, acx3 e acx4 exibem resisténcia ao hormdnio Acido indolil-
3-butirico (IBA), a conversdo de IBA para Acido indolil-3-acetico (IAA) é um processo que
também ocorre nos peroxissomos (STRADER et al., 2010), o que sugere que esta via também
é alterada pela inatividade da enzima ACX.

No presente trabalho, além da identificacdo do spot 50 foram detectados em média 162
spots com massas moleculares que variaram entre 10 e 35 KDa, presentes no pH entre 4 a 7,
sendo que destes spots apenas 8 foram comuns nos 27 géis.

Duas avaliagdes comparativas dos mapas proteicos foram realizadas. Na primeira
foram comparados apenas 0s métodos de secagem e a auséncia da mesma, j& na segunda
avaliacdo a porcentagem de spots foi determinada nas duas varidveis (métodos de secagem e
teores de agua). Pode-se observar na Figura 11 que maior nimero de spots foi encontrado em
sementes submetidas a secagem rapida e menor nimero em sementes ndo submetidas a
secagem. Este ultimo apresentou 45 spots, sendo que 41 destes estavam presentes nos
tratamentos de secagem répida e lenta. Comparando os dois métodos de secagem, observa-se
47 spots em comum. Segundo Bewley e Black (1985), a secagem pode modificar o padrdo da
sintese protéica, reduzindo a producdo de RNAs mensageiros (RNAs-m) no eixo embrionario,
relacionados com a formacgdo de proteinas envolvidas no desenvolvimento da semente,
chegando, inclusive, a cessar a producdo destes. Enquanto isso, a producdo de RNAs-m
relacionados aos processos germinativos € ativada. Enzimas associadas exclusivamente a
processos pds-germinativos tém sua producdo induzida pela secagem da semente durante seu

processo de desenvolvimento/maturagéo.
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Figura 11 - Numero de spots de proteinas de sementes de Coffea arabica, secadas
rapidamente (SR), lentamente (SL) e ndo submetidas a secagem (SS), em pH
entre 4 a 7 e massa molecular de 10 a 35 KDa, e sua correlacdo apresentada
em esquema de conjunto numérico.

Fonte: Do autor (2017).

Na avaliacdo das duas varidveis observou-se diferenca significativa nos tratamentos
cujas sementes foram secadas até 20% e 10% de teor de &gua quando comparados aos
tratamentos com o mesmo teor de agua submetidos a secagem réapida e nao submetidos a
secagem (TABELA 15).

Tabela 15 - Porcentagem do numero de spots de proteinas dos géis bidimensionais das
sementes de C. arabica submetidas a secagem lenta e rapida com diferentes
teores de dgua, e em sementes ndo submetidas a secagem (Controle).

Secagem % num. de spots

30% 20% 10% 5%
Lenta 34,6 42 40,1 26,5
Rapida 36,4 17,9 26 27,2
Controle 27,8%

Fonte: Do autor (2017).

Em sementes secadas lentamente até 20% de teor de agua verificou-se a maior
porcentagem de spots. Como discutido anteriormente em sementes submetidas a este
tratamento observou-se alta qualidade fisioldgica por meio dos testes de viabilidade e vigor.
Portanto a maior porcentagem de spots obtidos destas sementes pode estar relacionada ao
melhor desempenho fisiologico dessas sementes, uma vez que, 0 estresse oxidativo causa

danos as proteinas (Smirnoff, 1993).
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CONCLUSOES

A qualidade fisioldgica das sementes de café estad relacionada com a velocidade da
secagem e o teor final de agua destas.

Em sementes secadas lentamente até 10% de teor de agua observa-se qualidade
fisiologica superior quando comparadas a sementes com mesmo teor de &gua, mas
secadas rapidamente.

A maior atividade das enzimas catalase e endo-pf-mananase esta associada a menor
qualidade fisiol6gica de sementes de café.

A maior expressao das isoenzimas ICL e ACX estdo relacionadas a maior qualidade
fisioldgica das sementes de café.

H& maior expressdo dos genes CAT 3 e ENDO-B-MANANASE em sementes
submetidas a secagem rapida.

O gene ICL apresenta niveis de expressdo mais altos em sementes submetidas a
secagem gquando comparado com a observada em sementes ndo submetidas a secagem.
As maiores expressdes dos genes 1Cys Prx e SOD estdo associadas a alta qualidade
fisioldgica das sementes de café.

Em sementes de café secadas lentamente até 20 e 10% de teor de 4gua ha maior
porcentagem de spots de proteinas nos géis bidimensionais.
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APENDICE A

Tabela 16 - Resumo da analise de variancia de sementes de C. arabica submetidas a
secagem(S) lenta, rapida, com diferentes teores de agua(U) e tratamento
controle(Test).

FV G PROT G FCE NF TZ EM IVE MSP MSR EB
L A
S 1 1352,0 0,125ns 24,50ns 98,00 11,28n 4,50ns 0,01 0,001 0,001 982,69
** S ns ns * *k
U 3 4738,6 14248,37 138951 24850 391,86 8716,5* 0,45 1,23* 0,04* 646,75
*% *% *% ** ** * **% * * *%

SxU 3 760,00 12737ns 133,83n 675,00 17,11n 129,83n 0,03 0,03* 0,003 305,53
* *

S ** S S *% *% *%

(SxU 1 648,0*r 225568* 266450 256,88 394,33 6766,72 0,33 0,36* 0,013 197,16

)X * * ** ** ** ** ** * ** **

Test

Erro 27 30,07 46,72 55,40 14,88 25,02 154,66 0,06 0,005 0,03 504,6/
2 18

cv - 6,45 9,82 11,17 17,99 5,64 21,36 189 11,54 15,79 10,56
2

Fonte: Do autor (2017).



APENDICE B

Figura 12 - Mdltiplo alinhamento das sequéncias de aminoacidos da enzima 1 Cys Prx de seis espécies diferentes.
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Sequéncia proteica deduzida a partir de Arabidopsis thaliana, AtPER1, alinhada com 1-Cys Prxs de diferentes acessos de bases de dados publicas utilizando o

CLUSTALW?2 e o editor de alinhamento BIOEDITsequence. O sitio ativo e conservado esta indicado pela seta vermelha.
Fonte: Do autor (2017).



