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RESUMO: Objetivou-se com a pesquisa investigar a expressdo de proteinas resistentes ao calor em sementes de
cafeeiro submetidas a secagem e ao armazenamento. Sementes de cafeeiro foram secadas até atingirem os teores de 40,
20, 12 e 5% de agua por meio de dois métodos de secagem: lenta & sombra e rapida em secador mecénico. Apds este
processo, as sementes foram armazenadas em cadmara fria por doze meses, sendo a qualidade, avaliada antes e ao final
do armazenamento pelo teste de germinacdo. Para o padrdo eletroforético de proteinas resistentes ao calor foram
utilizados 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl, e 1mM PMSF. A eletroforese foi realizada em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. As proteinas resistentes ao calor estdo associadas com o processo de secagem das sementes
de cafeeiro. Maior intensidade de bandas das proteinas resistentes ao calor é observada em sementes secas, € a
expressdo dessas proteinas é reduzida durante o periodo de armazenamento.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica L., longevidade, tolerdncia & dessecacao.

EXPRESSION OF HEAT-RESISTANT PROTEINS IN COFFEE SEEDS SUBJECTED TO
DRYING AND STORAGE.

ABSTRACT: The objective of this research was to investigate the expression of heat-resistant proteins in coffee seeds
subjected to drying and storage. The coffee seeds were submitted to conventional drying after this process, the seeds
were stored in cold chamber for 12 months and the seed quality was evaluated before and during storage by the
germination test. For the extraction of heat-resistant proteins was used 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 5 mM
MgCl, and 1mM PMSF. Electrophoresis was performed in polyacrylamide SDS-PAGE gel 12.5% and 6% separating
gel. Heat-resistant proteins are associated with drying process in coffee seeds. Greater intensity of bands of heat-
resistant proteins is observed in dry seeds, and their expression is reduced over time of storage.
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INTRODUCAO

O conhecimento dos fatores e mecanismos que regulam as alterages durante o processo de inducdo da tolerancia a
dessecacdo e 0 armazenamento servirdo de embasamento tedrico para a criagdo de novas tecnologias de secagem que
beneficiardo o produtor de sementes. Constata-se, em algumas pesquisas, que as sementes de cafeeiro toleram mais a
dessecacdo quando submetidas a secagem lenta, pois € sugerido que o tempo concedido a indugdo e operacdo de
mecanismos de prote¢do a danos as membranas é maior nesse tipo de secagem. Grande diversidade de caracteristicas
estruturais e bioquimicas tem sido relatada para as proteinas resistentes ao calor, sendo que uma caracteristica
importante da sobrevivéncia da semente seca é a capacidade de proteger a membranas em fase de transicdo, ou seja,
durante o processo de secagem, impedindo a perda da integridade, papel atribuido as proteinas resistentes ao calor.
Estudos que contribuam para o entendimento da complexa fisiologia da dessecacdo e da deterioragdo de sementes de
cafeeiro durante o processamento pds-colheita revestem-se de grande importéncia, devido a relevancia desta cultura
para o pais. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a expressdo de proteinas resistentes ao calor em sementes de
cafeeiro submetidas a secagem e ao armazenamento.

MATERIAL E METODOS
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério Central de Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram

utilizadas sementes da espécie Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo IAC 62, colhidas na Fundagdo Procafé na
cidade de Varginha, MG. Os frutos do cafeeiro foram colhidos no estadio cereja sendo despolpados e desmucilados
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mecanicamente antes da secagem. As sementes foram secadas até atingirem os teores de agua de 40, 30, 20, 12 e 5%
por meio de dois métodos de secagem: lenta a sombra e rapida em secador estacionario a temperatura de 35 °C e fluxo
de ar de aproximadamente 20 m®. min™.t*. Durante a secagem foram amostradas sementes de cada tratamento com
diferentes teores de &gua, as quais foram armazenadas a temperatura de 10 °C e umidade relativa de 50%. Antes e a
cada quatro meses de armazenamento, a qualidade das sementes de café foi avaliada quanto aos aspectos fisiol6gicos
pelo teste de germinacédo (Brasil, 2009) e enzimaticos. Analises isoenzimaticas - Na analise das proteinas resistentes ao
calor, foram retiradas amostras de 100 gramas de sementes dos tratamentos, antes e durante o armazenamento para a
analise eletroforética de proteinas resistentes ao calor. As amostras foram trituradas em mortar sobre gelo na presenga
de PVP e nitrogénio liquido e posteriormente, armazenadas a temperatura de -86 °C. No momento da extragcdo das
proteinas foi utilizado o tampdo 50 mM Tris-HCL pH 7,5, 500 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 1 mM PMSF) na proporcéo de
1:10, peso do material:volume do tampdo de extracdo, e transferidos para microtubos. O homogeneizado foi
centrifugado a 14.000 x g por 30 minutos, a 4 °C, o sobrenadante foi incubado em banho-maria a 85 °C por 15 minutos
e novamente centrifugado, como citado. O sobrenadante foi vertido em microtubos e o precipitado, descartado. Antes
da aplicagdo no gel, os tubos contendo 70 pL de extrato + 40 pL de solugdo tampao da amostra (2,5 mL de glicerol,
0,46 g de SDS, 20 mg de azul de bromofenol e o volume completado para 20 mL de tampdo de extragdo Tris pH 7,5)
foram colocados em banho-maria com agua em ebuli¢do por 5 minutos. Foram aplicados 50 mL da amostra (extrato +
tampdo da amostra) por canaleta no gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador).
A corrida eletroforética foi realizada a 150 V e os géis foram corados durante 12 horas em Coomassie Blue Brilliant a
0,05%, conforme Alfenas et al. (2006), e descorados em solugdo de acido acético 10%. Delineamento experimental - Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticGes em esquema fatorial (2x4x5), correspondente
a dois métodos de secagem (lenta e rdpida), quatro épocas de avaliagdo (0, 4, 8 e 12 meses) e cinco teores de agua apds
a secagem (40, 30, 20, 12 e 5%). As analises dos dados do esquema fatorial foram realizadas por meio do programa
estatistico SISVAR® (Ferreira, 2011), e foi realizada andlise de regressao para fonte de variacdo quantitativa época de
armazenamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise da germinagdo das sementes de cafeeiro nota-se a superioridade das sementes secadas & sombra em relacéo

a secagem artificial em secador ao longo do periodo de armazenamento avaliado. De acordo com a interagdo tripla
significativa entre os fatores método de secagem, teor de agua atingido apds a secagem e tempo de armazenamento, foi
possivel observar que os melhores resultados ao longo dos doze meses de armazenamento das sementes, foram obtidos
com a secagem a sombra até um teor de 4gua de 20%. Maior expressdo das proteinas resistentes ao calor foi verificada a
medida que as sementes sdo secadas, entanto a expressdo dessas proteinas € reduzida ao longo do periodo de
armazenamento das sementes de cafeeiro. ModificagcBes ocorridas no perfil de proteinas resistentes ao calor, como a
auséncia de bandas em sementes sem secagem, podem indicar intolerancia & dessecacdo em sementes dessa espécie.
Padrdo de bandas mais expressivo foi detectado nas sementes que foram secadas a sombra antes do armazenamento.
Nota-se também maior atividade dessas proteinas nas sementes secadas a sombra até o teor de dgua de 20% antes do
armazenamento, as quais obtiveram maior porcentagem de germinacgdo. Assim sugere-se que a baixa tolerancia a
dessecacdo e baixa longevidade das sementes de cafeeiro armazenadas, fato que pode ser correlacionado aos resultados
obtidos no teste de germinacéo. Isso dificulta ou mesmo impossibilita 0 armazenamento dessas sementes por periodos
prolongados, fato enfatizado pelos resultados deste trabalho.
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Figuras 1 e 2. Germinacdo de sementes de café durante o armazenamento (1) e padréo eletroforético de proteinas
resistentes ao calor extraidas durante 0 armazenamento (2).

CONCLUSOES

1. Maior intensidade de bandas de proteinas resistentes ao calor é verificada a medida que as sementes de cafeeiro séo
secadas.
2. A expressao de proteinas resistentes ao calor é reduzida ao longo do periodo de armazenamento.
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