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Resumo 

  

 O café é uma das culturas mais consumidas e produzidas no mundo. As alterações 

climáticas são um desafio à sua sustentabilidade causando quebras significativas desta 

cultura a temperaturas elevadas. Compreender o efeito do stress térmico no café e quais os 

mecanismos de resiliência da planta face a este fator de stress é essencial para obter um 

melhoramento da espécie que mitigue os impactos negativos da temperatura na indústria 

cafeeira. 

  As espécies de café Coffea canephora e C. arabica são aquelas que possuem maior 

representatividade a nível global. Neste contexto, o estudo realizado pretende compreender 

a resposta proteómica de dois genótipos destas espécies à exposição a temperaturas 

elevadas e muito elevadas (respetivamente 37ºC e 42ºC). Assim, recorrendo a uma 

espetrometria de massa de alta resolução obteve-se os péptidos expressos por estas plantas 

após os diferentes tratamentos térmicos. Realizou-se uma identificação proteica e uma 

posterior análise funcional de modo a compreender que proteínas diferenciais foram obtidas 

em cada ensaio térmico e para cada genótipo.  

Ambas as espécies apresentaram uma redução na abundância de proteínas com o 

aumento da temperatura, sendo a maior repressão verificada a 42ºC, e particularmente em C. 

arabica. Em termos da resposta fotossintética, observaram-se respostas proteicas 

semelhantes em C. arabica e C. canephora, tendo sido verificado até aos 37ºC uma resposta 

positiva por parte dos dois genótipos, ao contrário do registado noutros genótipos de café. 

Uma análise complementar permitiu a identificação de várias Heat Shock Proteins que 

aumentaram de abundância com o aumento de temperatura, em ambos os genótipos,  

sugerindo a existência de uma maquinaria proteica de resiliência térmica nestas plantas de 

café, em específico em C. canephora. Os resultados obtidos constituem os primeiros dados 

referentes ao proteoma destas variedades de café, e poderão servir no futuro, a novos 

programas de estudo e de possível melhoramento do café. 

 

 

 

 

Palavras-chave: café; alterações climáticas; análise funcional; temperaturas elevadas; 

proteómica 
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Abstract 

 

 Coffee is one of the most consumed and produced crops in the world. Climate changes 

have challenged the sustainability of this crop, which shows significant declines at high 

temperatures. Thus, understanding the effect of heat stress on coffee and what the plant's 

resilience mechanisms are in relation to this stress factor is essential to obtain an improvement 

of the species that mitigates the negative impacts of temperature on the coffee industry. 

 The coffee species Coffea canephora and C. arabica are those with the greatest global 

representation. Therefore, the study aimed to understand the proteomic response of two 

genotypes of these species to exposure to high and very high temperatures (37ºC and 42ºC, 

respectively). Thus, using a high-resolution mass spectrometry it was possible to obtain the 

peptides expressed by these plants after different heat treatments. Protein identification and 

subsequent functional analysis were performed in order to understand which differential 

proteins were obtained in each thermal assay and for each genotype. 

Both species showed a reduction in protein abundance with increasing temperature, 

with the greatest repression observed at 42ºC, and particularly in C. arabica. In terms of the 

photosynthetic response by the plants, similar protein responses were observed in C. arabica 

and C. canephora, with a positive response by both genotypes being verified up to 37ºC, 

contrary to what was registered in other coffee genotypes. A complementary analysis allowed 

the identification of several Heat Shock Proteins, which increased in abundance with 

increasing temperature, in both genotypes. This suggests the existence of a thermal resilience 

protein machinery in these coffee plants, specifically in C. canephora. The results obtained in 

this study constitute the first data regarding the proteome of these coffee varieties, and may 

be used in the future for new programs of study and possible improvement of coffee. 

 

 

 

 

 

Keywords: coffee; climate changes; functional analysis; high temperatures; proteomics  

iv 



5 
 

Índice 

 

1. Introdução.......................................................................................................... 10 

1.1. Crescimento populacional e demanda de alimentos ..................................................10 

1.2. Impacto das alterações climáticas na produção de alimentos ....................................11 

1.3. Importância socioeconómica do café .........................................................................11 

1.4. Efeitos do aumento da temperatura na planta do café ...............................................13 

1.5. Respostas do café face aos impactes climáticos .......................................................14 

1.6. Importância da proteómica na luta contra os efeitos dos impactes climáticos ............16 

2. Objetivos ............................................................................................................ 18 

2.1. Objetivo geral .............................................................................................................18 

2.2. Objetivos específicos .................................................................................................18 

3. Materiais e métodos ............................................................................................. 19 

3.1. Plantas em estudo e condições de crescimento.........................................................19 

3.2. Implementação de Stress Térmico .............................................................................19 

3.3. Extração de Proteínas ...............................................................................................19 

3.4. Espetrometria de massa de alta resolução ................................................................20 

3.5. Identificação de proteínas e quantificação label free ..................................................21 

3.6. Identificação de proteínas diferencialmente diferentes à temperatura ........................23 

4.1. Principais caraterísticas do proteoma de Coffea canephora e Coffea arabica ............24 

4.2. Análise da abundância de proteínas diferenciais presentes em cada tratamento para 

Coffea canephora e Coffea arabica. .................................................................................27 

4.3. Ontologia das proteínas diferenciais ..........................................................................33 

4.3.1 Ontologia das proteínas diferenciais mais abundantes em C.canephora ..............33 

4.3.2 Ontologia das proteínas diferenciais menos abundantes em C. canephora ..........35 

4.3.3. Ontologia das proteínas diferenciais mais abundantes em C. arabica .................37 

4.3.4. Ontologia das proteínas diferenciais menos abundantes em C. arabica ..............40 

4.4. Análise especifica das proteínas associadas a respostas a fatores de stress 

relacionadas com calor por parte da planta do café nas variedades em estudo................42 

v 



6 
 

5. Discussão ............................................................................................................. 44 

5.1. Relevância da proteómica na cultura do café .............................................................44 

5.2. Caraterização e funcionalidade do proteoma da folha de café ...................................44 

5.3. Respostas diferenciais à temperatura pelos genótipos C. canephora e C. arabica ....45 

5.4. Presença de proteínas responsáveis por respostas diretas ao stress térmico ...........47 

5.5 Importância destes resultados para a indústria do café...............................................49 

6. Conclusões ...................................................................................................................51 

7. Bibliografia ........................................................................................................... 52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vi 



7 
 

Lista de Figuras 

FIGURA 1- RESPOSTA DA PLANTA AOS FATORES DE STRESS ABIÓTICO. (ADAPTADO 

ORNAMENTAIS & NATIVAS, 2008). 16 

FIGURA 2 - TIPOS E APLICAÇÕES DE ESTUDOS EM PROTEÓMICA EM DIFERENTES SISTEMAS 

BIOLÓGICOS. (ADAPTADO VINOCUR & ALTMAN, 2005). 17 

FIGURA 3- ETAPAS DE IDENTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS ATRAVÉS DO PROCESSO DE 

ESPECTROMETRIA TANDEM (ADAPTADO SEQUEIRA ET AL, 2017). 20 

FIGURA 4- FLUXOGRAMA GENERALIZADO DE UMA ANÁLISE DE QUANTIFICAÇÃO 

PROTEÓMICA “LABEL FREE” (ADAPTADO  MEGGER ET AL., 2013). 22 

FIGURA 5- VALORES MÉDIOS DA EXPRESSÃO PROTEICA DE CADA EM COFFEA CANEPHORA.

 25 

FIGURA 6- VALORES MÉDIOS DA EXPRESSÃO PROTEICA DE CADA PROTEÍNA EM COFFEA 

ARABICA. 25 

FIGURA 7- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MAIS REPRESENTATIVAS NOS 

GENOMAS DAS DUAS VARIEDADES.  27 

FIGURA 8- ANÁLISE COMPARATIVA DO NÚMERO DE PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES COM O 

AUMENTO DE TEMPERATURA FACE À TEMPERATURA CONTROLO EM C. CANEPHORA.

 28 

FIGURA 9- ANÁLISE COMPARATIVA DO NÚMERO DE PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES COM 

O AUMENTO DE TEMPERATURA FACE À TEMPERATURA CONTROLO EM C. CANEPHORA.

 28 

FIGURA 10- ANÁLISE COMPARATIVA REFERENTE AO NÚMERO DE PROTEÍNAS MENOS E MAIS 

ABUNDANTEMENTE EXPRESSAS FACE AO CONTROLO, EM C. CANEPHORA. 29 

FIGURA 11- ANÁLISE COMPARATIVA DO NÚMERO DE PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES COM O 

AUMENTO DE TEMPERATURA FACE À TEMPERATURA CONTROLO EM C. ARABICA. 30 

FIGURA 12- ANÁLISE COMPARATIVA DO NÚMERO DE PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES COM 

O AUMENTO DE TEMPERATURA FACE À TEMPERATURA CONTROLO EM C. ARABICA. 30 

FIGURA 13- ANÁLISE COMPARATIVA REFERENTE AO NÚMERO DE PROTEÍNAS MENOS E MAIS 

ABUNDANTEMENTE EXPRESSAS FACE AO CONTROLO, EM C. ARABICA. 31 

FIGURA 14- SÍNTESE COMPARATIVA DA MENOR E MAIOR ABUNDÂNCIA DE PROTEÍNAS EM C. 

CANEPHORA E C. ARABICA APÓS OS DISTINTOS TRATAMENTOS DE CALOR. 32 

FIGURA 15- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES EM C. 

CANEPHORA A 37OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 33 

FIGURA 16- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES EM C. 

CANEPHORA A 42OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 34 

FIGURA 17- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES EM C. 

CANEPHORA NO PERÍODO DE RECUPERAÇÃO EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 

25OC. 34 

vii 

file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404927
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404927
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404928
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404928
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404929
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404929
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404930
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404930
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404932
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404932
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404933
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404933
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404938
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404938
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404938
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404939
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404939
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404939
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404940
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404940
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404942
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404942
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404941
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404941
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404943
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404943
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404944
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404944
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404945
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404945
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404949
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404949
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404950
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404950
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404950


8 
 

FIGURA 18- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EM C. 

CANEPHORA A 37OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 35 

FIGURA 19- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EM C. 

CANEPHORA A 42OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 36 

FIGURA 20- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EM C. 

CANEPHORA NO PERÍODO DE RECUPERAÇÃO EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 

25OC. 37 

FIGURA 21- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES EM C. 

ARABICA A 37OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 38 

FIGURA 22- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EM C. 

ARABICA A 42OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 39 

FIGURA 23- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES EM C. 

ARABICA NO PERÍODO DE RECUPERAÇÃO EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC.

 39 

FIGURA 24- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EM C. 

ARABICA A 37OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 40 

FIGURA 25- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EM C. 

ARABICA A 42OC EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC. 41 

FIGURA 26- CATEGORIZAÇÃO ONTOLÓGICA DAS PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES EM C. 

ARABICA NO PERÍODO DE RECUPERAÇÃO EM COMPARAÇÃO COM O CONTROLO A 25OC.

 42 

FIGURA 27- CONTABILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS DIRETAMENTE RELACIONADAS COM 

RESPOSTAS DA PLANTA AO STRESS TÉRMICO NAS VARIEDADES C. ARABICA E C. 

CANEPHORA APÓS OS DISTINTOS TRATAMENTOS DE CALOR. 43 

 

Lista de Quadros 

QUADRO 1 - QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS EXPRESSAS PARA A ESPÉCIE COFFEA 

CANEPHORA.                                                                                                                                       24 

QUADRO 2 - QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS EXPRESSAS PARA A ESPÉCIE COFFEA 

ARABICA.                                                                                                                                              24 

QUADRO 3 - LISTA DAS PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES EM C. CANEPHORA 

COMPARATIVAMENTE A C. ARABICA (DEFINIDAS POR CONTRIBUÍREM PARA 20% DO NSAF 

CUMULATIVO PARA AMBAS AS VARIEDADES) E RESPETIVAS CATEGORIZAÇÕES 

ONTOLÓGICAS GERAIS.                                                                                                                    26 

 

 

viii 

file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404954
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404954
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404955
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404955
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404956
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404956
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404956
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404960
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404960
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404961
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404961
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404962
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404962
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404962
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404963
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404963
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404964
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404964
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404965
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404965
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404965
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404966
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404966
file:///C:/Users/david.clemente/Documents/TESE%20PROTEOMICA_dc%2030.10.2021.docx%23_Toc86404966


9 
 

Lista de Abreviaturas e Siglas 

ATP – Adenosina Trifosfato 

BSA – Bovine Serum Albumine 

CH3CN – Acetonitrila  

CL153 – Clone 153 de C. canephora 

CLR - Coffee Leaf Rust 

CO2 - Dióxido de Carbono 

CWD - Coffee Wilt Desease 

DA -Massa de proteínas  

DAPS – Proteínas diferencialmente abundantes   

DNA – Ácido desoxirribonucleico  

DWN – Abreviatura para down 

FDR – False descovery rate 

GO – Ontologia do gene 

HCOOH – Ácido metanoico    

HF – High Frequence  

HSPs – Heat Shock Proteins                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

LDS - Lithium dodecyl sulfate 

NCBI - National Center for Biotechnology Information 

NSAF - Fator de abundância espectral normalizado 

PS II – Fotossistema II 

PSM – Correspondência péptido-espectro  

PTMs - Modificações pós-traducionais 

REC – Período de recuperação 

RFOs - Raffinose Family Oligosaccharides 

RNA – Ácido Ribonucleico   

ROS – Espécies reativas ao oxigénio  

ix 



10 
 

1. Introdução 

 

1.1. Crescimento populacional e demanda de alimentos 

 

O crescimento populacional global que se tem verificado ao longo das últimas décadas 

acarreta consequências diretas para a economia mundial, tendo repercussões na tendência 

de produção de alimentos e na escala de produção dos mesmos (Crist, Mora, & Engelman, 

2017). A procura de produtos agrícolas tem aumentado cada vez mais nos dias de hoje, 

crescendo a passos largos devido também às mudanças nos padrões de consumo por parte 

da população. É requerido, portanto, um acréscimo de produção agrícola por parte dos países 

onde esta produção é mais reduzida, nomeadamente nos países em desenvolvimento (van 

Beek et al., 2010). 

Até 2050 estima-se que a população mundial alcance 9.1 biliões, o que mostra um 

acréscimo de cerca de 34% quando comparado com os valores reportados pelas Nações 

Unidas no ano de 2009 (FAO, 2009). Desde 1950 foi registado um crescimento populacional 

de cerca de 4 biliões de pessoas, mas é esperado que os países desenvolvidos estagnem ou 

mesmo retraiam o seu crescimento populacional comparativamente aos países em 

desenvolvimento (Bongaarts, 2009). O “boom” populacional ocorre predominantemente em 

países em desenvolvimento como  África, Ásia (excluindo o Japão, Austrália e Nova 

Zelândia), e América latina, onde a população está projetada para crescer dos 5.3 para os 7.9 

biliões entre 2005 e 2050 (Bongaarts, 2009). Neste contexto, a produção de comida a nível 

mundial terá de aumentar 70% e a produção de cereais terá de crescer a um ritmo frenético 

de modo a produzir os 3 biliões de toneladas esperadas para o ano de 2050 (FAO, 2009).  

 O crescimento populacional exponencial traz um estado de instabilidade alimentar, 

sendo que esta induz uma exploração excessiva dos recursos ambientais, o que pode levar 

a danos irreparáveis no futuro próximo (Singh et al., 2016). As alterações climáticas também 

representam um risco elevado para a segurança alimentar mundial (Ray et al., 2019). Os 

impactos mais visíveis das alterações climáticas ocorrerão ao nível das perdas de 

produtividade e de uma maior frequência de eventos climáticos extremos (FAO, 2009).  
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1.2. Impacto das alterações climáticas na produção de alimentos 

 

Mesmo não sendo os principais precursores das mudanças climáticas, os países em 

desenvolvimento serão os que sofrerão mais com estas mudanças (Casey et al., 2019). Os 

países onde a receita é média ou baixa serão os mais afetados dado que milhões de pessoas 

dependem exclusivamente da agricultura como modo de subsistência. A crescente 

variabilidade na precipitação irá prejudicar e reduzir a produtividade de culturas extremamente 

importantes nestes países menos desenvolvidos (United Nations, 2015), dado que estas 

culturas geralmente preferem uma exposição a temperaturas relativamente estáveis (Casal & 

Balasubramanian, 2019). As alterações climáticas irão também afetar de forma negativa, a 

proporção de terra arável disponível no futuro devido à degradação do solo, a qual irá também 

impactar os sistemas de produção agrícola (United Nations, 2015).  

Existe uma preocupação crescente por este tema com o intuito de colmatar as 

necessidades mundiais em termos de produção de alimentos, e deste modo reduzir a fome a 

nível mundial (Jie et al., 2002). É estimado que cerca de 2 biliões de hectares de terra arável 

já se tenham degradado, o que representa cerca de 22% da totalidade da mesma. Existem 

diversas formas de degradar o solo, quer seja por má gestão agrícola, excesso de pasto, ou 

desflorestação, entre outras (Jie et al., 2002). Devido a esta perda de solo arável foi estimado 

que cerca de 13% da oferta agrícola mundial foi também perdida nas últimas cinco décadas 

(United Nations, 2015). 

 

1.3. Importância socioeconómica do café 

 

O café (género Coffea L.) tem uma importância crucial no mercado global, sendo a 

segunda bebida mais consumida, seguida da água (Czarniecka-Skubina, Pielak, Sałek, 

Korzeniowska-Ginter, & Owczarek, 2021). Trata-se de um dos mais valiosos produtos 

primários comercializados no mundo sendo apenas superado pelo valor do petróleo. O seu 

consumo anual encontra-se perto dos 500 bilhões de doses de café, sendo que esta demanda 

irá aumentar no futuro (Butt & Sultan, 2011). O problema surge quando a produção mundial 

de café depende também ela de fatores abióticos, assim, tentar assegurar a máxima produção 

que supra a necessidade do mercado global torna-se um desafio.  

Existem mais de 124 espécies no género Coffea mas as duas mais importantes a nível 

económico e que apresentam uma maior área de produção de cultivares são a Coffea arabica 

e Coffea canephora (De Camargo & De Camargo, 2001; De Luca et al., 2016; Graaff, 1986; 
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Hamon et al., 2017; Kalschne et al., 2018; Krishnan & Boot, 2014; Lambot et al., 2017). 

Existem diferenças consideráveis entre estas espécies quer em termos de sabor, aparência 

ou mesmo em teores de cafeína (Butt & Sultan, 2011). Coffea canephora (café Robusta) trata-

se de uma variedade nativa da África Central, Golfo da Guiné e Uganda, e proveniente de 

florestas equatoriais com baixas a médias altitudes (entre 250 e 1500 metros). Já a espécie 

Coffea arabica (café Arabica) é originária da estreita região do Sudoeste da Etiópia e o Sul do 

Sudão, desenvolvendo-se em florestas tropicais montanhosas, entre os 1200 e os 1950 

metros (Lambot et al., 2017). A produção mundial de café recai essencialmente sobre estas 

duas espécies, sendo que a cota comercial do café Arabica representa cerca de 60% das 

trocas comerciais globais totais, ficando assim a Robusta com os restantes 40% (DaMatta & 

Cochicho Ramalho, 2006; Davis et al., 2019). É ainda referido que a qualidade do café 

produzido pelos grãos da variedade Robusta é considerada inferior, dado que esta apresenta 

um maior teor de cafeína (CTA, 2003). 

As mudanças climáticas referidas anteriormente irão ter um drástico efeito nalgumas 

regiões conhecidas como centros de produção do café, condicionando assim as formas de 

rendimento de quem nelas habita (Fischer, Shah, & Velthuizen, 2002). No entanto, esta 

possível escassez de café é contrastada com a atual procura de café de excelente qualidade 

e de origens sustentáveis, que tem vindo a aumentar nos últimos anos (Leal Filho et al., 2011). 

A demanda deste produto pelos consumidores passa por melhores aromas e sabores, assim 

como pelo café de alta qualidade, sendo portanto estes parâmetros essências para o seu 

sucesso económico (Lambot et al., 2017).  

 Existem diversos fatores que ameaçam a sustentabilidade do café, apesar do 

crescimento do setor a nível global (Davis et al., 2019). As mudanças climáticas incluindo 

temperaturas extremas, secas severas e prolongadas representam o maior fator de risco 

(Moat et al., 2017), em conjunto com a disseminação de fungos como a Ferrugem do Café, 

ou CLR (Coffee Leaf Rust) (Avelino et al., 2015; Hindorf & Omondi, 2011). Para além desta 

doença, também a murchidão do café, conhecida como CWD (Coffee Wilt Desease) na 

espécie Robusta tem uma grande preponderância em África (Cristancho et al., 2016). Os 

restantes fatores estão associados com outras pragas e doenças que começam a ganhar 

espaço e a emergir como problemas diretos à produção de café a nível global, assim como 

os fatores económicos e sociais relacionados com os mercados (Davis et al., 2019). É 

importante perceber que os ajustes nos sistemas de produção de café requerem muito tempo 

(devido à planta do café se tratar de uma árvore) (Farah & Dos Santos, 2015) quer para os 

agricultores, quer para os parceiros comerciais para fazer mudanças significativas (Leal Filho 

et al., 2011). Uma decisão efetuada no dia de hoje por ambas as partes representa uma 

alteração efetiva num prazo de 8 a 15 anos, onde por essa altura o clima já se terá alterado 
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(Leal Filho et al., 2011). É, portanto, essencial criar medidas de mitigação efetivas e que 

possam rapidamente ser implementadas no terreno. 

 

1.4. Efeitos do aumento da temperatura na planta do café 

 

As plantas por vezes encontram ao longo do seu ciclo de vida condições desfavoráveis 

para o seu desenvolvimento. Diversos fatores climáticos como as secas, as amplitudes 

térmicas muito altas e por vezes, até a contaminação do solo por grandes concentrações de 

sal, são fatores stressantes para a planta, que limitam o seu crescimento, e também o seu 

potencial de produção. Isto implica, em grande escala, a distribuição geográfica das espécies 

pelo globo terrestre (Krasensky & Jonak, 2012). O stress ambiental afeta as estruturas 

celulares da planta e condiciona funções fisiológicas chave (Larcher, 2003). 

 As temperaturas extremas afetam vários processos metabólicos e celulares nas 

plantas do café, assim como o seu crescimento, a sobrevivência, o seu potencial produtivo e 

consequentemente o seu potencial comercial (DaMatta & Cochicho Ramalho, 2006). Embora 

a planta do café possua diversos mecanismos de aclimatação de modo a poder suportar e 

ultrapassar algum stress, esta capacidade de resposta varia entre espécies, cultivares e por 

vezes de planta para planta (Silva et al., 2004). As temperaturas elevadas causam disrupções 

no metabolismo do cafeeiro (DaMatta & Cochicho Ramalho, 2006) afetando drasticamente o 

sistema fotossintético (Larcher, 2003).  As temperaturas elevadas causam um distúrbio na 

homeostase celular (Brosché et al., 2014; Hasanuzzaman, Nahar, Alam, Roychowdhury, & 

Fujita, 2013). A fotossíntese tem um papel fundamental no desenvolvimento das folhas e dos 

frutos do cafeeiro, sendo que temperaturas excessivas causam crescimentos abruptos, que 

conciliados aos recursos fotossintéticos disponíveis podem causar o aparecimento de frutos 

de calibres menores e folhas menores, que por sua vez irão condicionar a taxa de fotossíntese 

da planta (Lawlor, 2001).  

Vários autores têm debatido sobre quais as temperaturas que condicionam o 

desenvolvimento do cafeeiro, sendo que a gama de temperaturas mais indicada para a correta 

produção, se situa entre os 18ºC e os 23ºC (Mesquita et al., 2016). DaMatta & Cochicho 

Ramalho (2006) compilam toda esta informação e apresentam argumentos que indicam que 

apenas a temperatura excessiva tem um efeito negativo direto na fotossíntese e no 

desenvolvimento da planta. Os autores referem que a planta do café apresenta uma tolerância 

superior à manifestada na literatura clássica que assume as temperaturas moderadas como 

causadoras de danos. Neste sentido, áreas dominadas por climas tropicais teriam baixa 
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produtividade de café, sendo que nos mesmos facilmente se observam temperaturas 

superiores a 30ºC durante uma grande parte do dia. É ainda verificado que os maiores índices 

de produtividade do cafeeiro são verificados na “estação quente” (Silva et al., 2004), pelo que 

se suspeita que o café realmente possa ter alguma tolerância às temperaturas elevadas. Os 

casos onde ocorrem danos na planta são essencialmente situações onde a exposição solar e 

a absorção da energia luminosa é muito superior àquela que é utilizada durante o processo 

de fotossíntese. Ocorre então, por vezes, uma sobrecarga de energia nas folhas que pode 

induzir um aumento de temperatura até aos 40ºC ou superiores (Maestri, Barros, & Rena, 

2001). Apenas nestas condições seriam verificados efeitos das altas temperaturas, como as 

cloroses e as queimaduras das folhas e por vezes a morte da planta (DaMatta & Cochicho 

Ramalho, 2006). A um nível mais profundo são verificados danos em todo o mecanismo 

fotossintético, sendo estes mais acentuados no transporte de eletrões e no fotossistema 2 

(PS II) (Nunes, Ramalho, & Dias, 1993). 

 No entanto, é importante mencionar que estudos recentes revelam que diversos 

estágios de desenvolvimento floral, especialmente estágios avançados, são extremamente 

sensíveis a stress provocado por calor (Smith & Zhao, 2016). Fases como a meiose dos grãos 

de pólen das células mãe, libertação de pólen pela anteras, antese e fertilização são 

extremamente sensíveis ao calor. Os órgãos masculinos são muito mais suscetíveis à 

esterilidade quando comparados com os femininos. É estudado que esta esterilidade pode 

ser causada, entre outras razões, pela proteína de resposta ao choque térmico HSP40, que 

causa um encurtamento no comprimento nos tubos de pólen (Smith & Zhao, 2016). É, 

portanto, essencial conhecer como as temperaturas elevadas afetam o café de forma a 

desenvolver estratégias de mitigação. 

 

1.5. Respostas do café face aos impactes climáticos 

 

 O papel das proteínas na resposta ao stress é crucial devido a dois fatores: as 

proteínas constituem a parte ativa da formação de novos fenótipos de plantas através da 

regulação de caraterísticas fisiológicas adaptadas ao ambiente circundante (Zipfel & Oldroyd, 

2017); e, as mesmas são as principais protagonistas na execução de mecanismos celulares, 

assim como na manutenção da homeostase celular (Ingolia, 2014). Na planta do café, as 

proteínas são passíveis de apresentar uma perda significativa da sua atividade quando a 

planta se encontra sobre algum tipo de stress, o que pode acarretar consequências graves a 

nível fisiológico, como a inibição da fotossíntese, disfunção metabólica e por último, dano 
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causado a estruturas celulares que consequentemente afetam o crescimento da planta 

(Larcher, 2003; Munns & Tester, 2008). 

Muitas vezes é observada uma resposta ,por parte das plantas, ao stress, sendo 

categorizada em dois tipos: evitar o stress e tolerar o stress (J. Levitt, 1980). As plantas evitam 

o stress através de uma vasta gama de mecanismos de proteção que permite prevenir os 

impactos negativos do fator stressante. Por outro lado, na tolerância ao stress, há um 

potencial/capacidade da planta em se aclimatar a uma dada condição de stress (Krasensky & 

Jonak, 2012). Por exemplo, quando as plantas são submetidas a situações de stress 

ambiental, como seca, salinidade, baixa e alta temperatura, luz intensa e excesso de ozono 

ou CO2, as mesmas ativam um conjunto de diversos mecanismos fisiológicos, metabólicos e 

de defesa, por forma a sobreviver e a crescer de maneira sustentável (Valliyodan & Nguyen, 

2006). Em termos celulares as respostas mais recorrentes são o ajustamento do sistema 

membranar, as modificações na arquitetura das paredes celulares, assim como as mudanças 

no ciclo celular e na divisão celular (Ceccon, 2008). Diferentes stresses ambientais causam 

muitas vezes vias de sinalização celular e respostas celulares semelhantes (Shinozaki & 

Yamaguchi-Shinozaki, 2000), como a produção de proteínas de stress, regulação de 

antioxidantes e acumulação de solutos (Bohnert & Cushman, 2000).  

 

A resposta da planta relativamente aos fatores de stress pode ser bastante complexa 

pois envolve, para além de diversos genes, uma vasta gama de mecanismos moleculares 

(Fig. 1) (Ornamentais & Nativas, 2008). O mais importante deste processo é perceber como 

se dividem os tipos de genes-resposta expressos. Estes estão catalogados em três diferentes 

categorias: os envolvidos com as cascatas de sinais e com o controlo transcricional; aquelas 

que atuam diretamente na proteção das membranas e proteínas e aquelas que estão 

relacionadas com a água, assim como a absorção de iões e transporte (Wang, Vinocur, & 

Altman, 2003). Neste contexto, a proteómica permite identificar a ativação e a regulação de 

diversas proteínas relacionadas com o stress.  
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1.6. Importância da proteómica na luta contra os efeitos dos impactes climáticos 

 O proteoma carateriza o conjunto de proteínas e variantes de proteínas que podem 

ser expressas por um genoma, célula, tecido ou organismo, num determinado momento  

(Pandey & Mann, 2000). A proteómica estuda as proteínas e as suas interações celulares 

(Aslam, Basit, Nisar, Khurshid, & Rasool, 2017; Cho, 2007). Mark Wilkins , utiliza pela primeira 

vez o termo proteómica como “o conteúdo proteico de um genoma” (Wilkins et al., 1996). 

Atualmente, e pela expansão das técnicas moleculares, a sequência de nucleótidos obtidos a 

partir de um genoma pode ser rapidamente convertida a proteínas (Hakeem, Tombuloğlu, & 

Tombuloğlu, 2016). Assim, as proteínas codificadas pelos genes e o controle da sua 

expressão podem ser rapidamente identificados (Lockhart & Winzeler, 2000). 

Figura 1- Resposta da Planta aos fatores de stress abiótico. (Adaptado 
Ornamentais & Nativas, 2008). 
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 O aumento da informação molecular disponível e o desenvolvimento em paralelo de 

técnicas de bioinformática e instrumentação analítica permitem que a proteómica seja 

considerada uma das ferramentas essenciais para identificar respostas relativas ao stress 

biótico e abiótico (Ahmad et al., 2016; Vinocur & Altman, 2005). A proteómica passou de uma 

simples identificação de proteínas para uma análise detalhada de perfis quantitativos, 

modificações pós-traducionais dinâmicas (PTMs), localização subcelular, complexos 

proteicos, vias de sinalização, e interação entre proteínas entre outros (Agrawal et al., 2013; 

Agrawal et al., 2011; Hossain, Nouri, & Komatsu, 2012; Matros, Kaspar, Witzel, & Mock, 2011) 

(Figura 2).  

  

Estudos recentes em proteómica quantitativa derivada de instrumentos de alta 

resolução e precisão de massa têm vindo a contribuir com informações de extrema 

importância para a compreensão do crescimento das plantas, o seu desenvolvimento e a sua 

interação com o meio ambiente. Com estes avanços, torna-se assim possível não só 

aumentar/melhorar o valor nutricional e o rendimento das culturas, mas também compreender 

como os mecanismos de adaptação das culturas aos fatores de stress abióticos e bióticos 

(Hu, Rampitsch, & Bykova, 2015). Atualmente são também estudadas as respostas celulares 

em diversos órgãos da planta, quando submetidos a diferentes fatores de stress abiótico, de 

modo a perceber como neles variam essas respostas. A proteómica de órgãos da planta ajuda 

em grande parte a perceber de forma mais detalhada os mecanismos que regulam as 

respostas ao stress e a transdução de sinais nos vários organelos (Hossain et al., 2012; 

Komatsu & Hossain, 2013). 

Figura 2 - Tipos e aplicações de estudos em proteómica em diferentes sistemas biológicos. 
(Adaptado de Vinocur & Altman, 2005). 
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2. Objetivos  

 

2.1. Objetivo geral 

 

Esta dissertação tem como objetivo geral avaliar o impacto do aumento da temperatura 

no proteoma de Coffea canephora e Coffea arabica, bem como quantificar e detetar as 

proteínas e as vias regulatórias envolvidas na resposta ao stress térmico. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Esta dissertação pretende responder aos seguintes objetivos específicos: 

1. Determinar o impacto do aumento da temperatura nas duas espécies mais 

comercializadas de café; 

 

2. Verificar o efeito moderado e extremo da temperatura (37ºC e 42ºC); 

 

3.  Determinar a existência de uma resposta diferencial entre C. canephora e C. arabica 

ao aumento moderado e extremo da temperatura; 

 

4. Identificar potenciais mecanismos de resiliência que possam ser utilizados no 

melhoramento do café ao stress térmico. 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

3. Materiais e métodos  

 

3.1. Plantas em estudo e condições de crescimento 

 

Neste estudo foram incluídas plantas dos dois genótipos de café: C. canephora ex A. 

Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica L. ev. Icatu Vermelho (Icatu), uma 

variedade resultante do cruzamento de C. canephora e C. arabica ev. Mundo Novo. As plantas 

foram previamente cultivadas por sete anos em vasos de 80 litros em câmaras de crescimento 

walk in (EHHF 10000, ARALAB, Portugal) em condições de temperatura controladas 

(25/20ºC, dia/noite), radiância (ca. 700-800 µmol m-2 s-1), humidade relativa (70%), fotoperíodo 

(12h) e 380 µL CO2 L-1 de ar. Durante esse tempo, as plantas foram mantidas sem restrições 

de água, nutrientes, ou constrições de desenvolvimento radicular. 

 

3.2. Implementação de Stress Térmico  

 

 O stress térmico implementado para esta dissertação foi imposto sobre as plantas de 

maneira gradual, de modo a causar a aclimatação das mesmas. O aumento de temperatura 

de 25/20ºC para 42/30ºC foi imposto a um ritmo de 0.5ºC por dia-1, com uma estabilização de 

5 dias desde o controlo a 25ºC, passando por um amento moderado de temperatura (37ºC) e 

um aumento extremo de temperatura (42ºC). Após isso, as temperaturas foram reajustadas 

para os 25ºC e as plantas sujeitas aos diferentes tratamentos térmicos foram totalmente 

regadas e monitorizadas por um período adicional de 14 dias (Rec14). A totalidade da 

experiência durou 82 dias. Por cada tratamento (25ºC, 37ºC, 42ºC e Rec14) foram recolhidas 

6-8 folhas por cada planta, utilizando 3 réplicas biológicas por tratamento. As folhas foram 

rapidamente congeladas em nitrogénio líquido e armazenadas a -80ºC, até serem utilizadas 

para análise.  

 

  3.3. Extração de Proteínas  

 

 As proteínas foram extraídas seguindo os métodos indicados em (Dubberstein et al., 

2020). A concentração proteica foi determinada pelo método de Coomassie blue dye-binding 

utilizando a BSA (Bovine Serum Albumine) como padrão. As amostras proteicas foram 
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novamente suspensas em 30 µL de uma amostra tampão LDS (Invitrogen), e incubadas por 

5 minutos a 99ºC, seguidas de armazenamento a -20C até a sua sequenciação.  

 

  3.4. Espetrometria de massa de alta resolução 

 

 Os péptidos foram obtidos através do uso de uma nanocoluna (Acclaim PepMap100 

C18, com 3 µm, 100 Å, 75 µm id x 50 cm) com um gradiente de 90 minutos desenvolvido a 

um coeficiente de 0.2 µL min-1 de 4% para 25% do tampão B (80% CH3CN, 0.1% HCOOH) 

durante 65 minutos, seguido de 25% para 40% por 15 minutos. O sistema Ultimate 3000 LC 

foi diretamente acoplado ao espectrómetro de massa (Q-Exactive HF, ThermoFisher) através 

de uma fonte de eletropulverização. 

 Foi obtida através de uma variação de m/z (massa dividida pela carga elétrica) de 350 

para 1800 com uma resolução de 60 000, uma pesquisa completa de espetros de massa. Os 

20 iões percursores mais abundantes em cada ciclo de pesquisa foram sequencialmente 

sujeitos a uma fragmentação. A pesquisa espectrométrica de massa iniciou-se assim que foi 

atingida a marca de 105 iões a uma intensidade limite de 17000 e estados de carga potencial 

de 2+ e 3+, após ser efetuada a seleção de iões com uma exclusão dinâmica com duração de 

10 segundos. A resolução do instrumento utilizado na pesquisa por espectrometria de massa 

foi fixada no valor de 15 000 (Figura 3) 

 

Figura 3- Etapas de identificação de proteínas através do processo de espectrometria tandem 

(Adaptado Sequeira et al, 2017). 
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  3.5. Identificação de proteínas e quantificação label free 

 

 Os arquivos raw data referentes à espectrometria de massa foram analisados 

utilizando o programa Mascot DAEMON versão 2.3.2. Foi usada a base de dados de 

sequências proteicas de C. canephora (retirada do NCBI), de modo a realizar o 

emparelhamento péptido para espectro para ambos os genótipos. Foram utilizados os 

seguintes parâmetros de pesquisa: Tripsina como enzima, máximo de duas clivagens 

perdidas, uma tolerância de massa de 5 ppm no ião percursor, uma espectrometria de massa 

com 0.02 Da, modificação fixa de cisteína carboxiamidometilada, metionina oxidada e 

desamidação ND como modificações variáveis. Todas as correspondências peptídeas obtidas 

com MASCOT, com valores inferiores ao p-value de 0.05 foram filtrados e assignados a uma 

proteína, seguindo os princípios da parcimônia. Foram apenas contabilizadas proteínas que 

apresentassem pelo menos dois péptidos. Desta forma a taxa de falsa descoberta (FDR) 

obtida e avaliada através de uma pesquisa inversa na base de dados, foi de menos de 1% ao 

nível da identificação proteica. Dado que as análises preliminares determinaram que uma das 

replicas de C. arabica era um outlier, a mesma foi retirada das subsequentes análises (Figura 

4). 

 As correspondências péptido-espectro (PSMs) foram contabilizadas para cada 

proteína de modo a obter uma quantificação label free (contagem de espetros) (Figura 4). 

Para cada proteína, o fator de abundância espectral normalizado (NSAF) foi calculado, 

através do somatório das suas contagens de espectros observados em todas as amostras, 

dividindo estes pelos valores das suas massas moleculares em kDa. Estes valores de NSAF 

foram apresentados sobre a forma de percentagem (%NSAF), dividindo o NSAF de cada 

proteína pelo somatório de todos os valores de NSAF detetados na totalidade do conjunto de 

dados. Por uma questão de comparação utilizou-se C. canephora como referência. As 

anotações das proteínas através dos termos presentes na ontologia génica (GO), foram 

obtidas utilizando uma pesquisa DIAMOND, sobre a base de dados Uniprot (Bateman et al., 

2021). Os homólogos foram descobertos nesta pesquisa quando mapeados para termos GO 

provenientes do Coffe Genome Hub (http://coffee-genome.org/download). 
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Figura 4- Fluxograma generalizado de uma análise de quantificação proteómica “label free” 

(Adaptado  Megger et al., 2013). 
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  3.6. Identificação de proteínas diferencialmente diferentes à temperatura  

 

 As quantidades de proteínas presentes nas diferentes condições de temperatura em 

cada genótipo foram comparadas através do recurso a múltiplos testes t (t-tests), tendo em 

consideração amostras com variâncias desiguais e repartições bilaterais de quantias 

diferencias de proteínas. Proteínas com um p-value no teste t inferior a 0.05 e uma mudança 

de observação para observação (fold-change) superior a 1.5 foram identificadas como sendo 

proteínas diferencialmente abundantes (DAPs). Foi realizada uma análise quantitativa e 

qualitativa das proteínas mais abundantes (UP) e menos abundantes (DWN) no proteoma, de 

ambas as variedades, após serem submetidas aos tratamentos térmicos, face à temperatura 

controlo. As comparações feitas foram, portanto, entre três tratamentos térmicos e a 

temperatura controlo, sendo utilizada a seguinte nomenclatura para representar cada 

comparação: 

•  UP 37 vs. 25 – comparação da abundância de proteínas no tratamento térmico 

moderado a 37ºC com o controlo a 25ºC; 

•  UP 42 vs. 25 - comparação da abundância de proteínas no tratamento térmico 

extremo a 42ºC com o controlo a 25ºC; 

• UP Rec_25 vs. 25 - comparação da abundância de proteínas no tratamento térmico 

de recuperação com o controlo a 25ºC. 

• DWN 37 vs. 25 - comparação da repressão de proteínas no tratamento térmico a 37ºC 

com o controlo a 25ºC; 

• DWN 42 vs. 25 - comparação da repressão de proteínas no tratamento térmico a 42ºC 

com o controlo a 25ºC; 

• DWN Rec_25 vs. 25 - comparação da repressão de proteínas no tratamento térmico 

de recuperação com o controlo a 25ºC. 

 

  

Declaração de disponibilidade de dados:  Os dados de espectrometria foram 

disponibilizados para consulta pública no ProteomeXchange Consortium via repositório do 

parceiro PRIDE, com os identificadores de conjunto de dados PXD019474, PXD019541, 

PXD019830 e PXD019831  

  



24 
 

4. Resultados 

 

4.1. Principais caraterísticas do proteoma de Coffea canephora e Coffea arabica  

 

A análise proteómica quantitativa dos dois genótipos de café permitiu a obtenção de 

377 285 proteínas totais expressas no total de todas as temperaturas às quais foram 

submetidas as plantas. Foram contabilizadas um total de 179 013 proteínas para as 12 

amostras em estudo para a espécie Coffea canephora (Quadro 1) e 198 272 proteínas para 

a espécie Coffea arabica (Quadro 2). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Juntando todos os tratamentos de calor, foram identificadas 2933 sequências de 

polipéptidos comuns a ambos os genótipos das espécies. Foi contabilizado o valor médio 

expresso por cada uma dessas proteínas de modo a melhor visualizar o efeito da temperatura 

(Figura 5 e Figura 6), verificando uma similitude entre variedades, nos valores apresentados. 

No entanto, verifica-se que, em ambas espécies, o maior teor do valor médio de proteínas 

expressas foi observado a 25ºC. 

Quadro 1. Quantificação de proteínas expressas para a espécie Coffea 

canephora. 

Quadro 2. Quantificação de proteínas expressas para a espécie Coffea 

arabica. 

Temperatura (ºC) Total

25 13753 17101 17106 47961

37 15170 14263 14402 43834

42 14788 15416 13699 43903

RECOVER 14345 14428 14542 43315

179013

C. canephora

Número Total de Proteínas Expressas

TOTAL

Temperatura (ºC) Total

25 16728 40210 14307 71245

37 15014 13943 13638 42595

42 14247 13817 13510 41573

RECOVER 14666 14462 13732 42859

198272TOTAL

C. arabica

Número Total de Proteínas Expressas
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Figura 5- Valores médios da expressão proteica de cada em Coffea canephora. 

. 

   

  

A quantificação das proteínas mais abundantes (Top 20%) estabelecidas através do 

seu %NSAF resultaram na identificação de 22 proteínas, expressas em ambos os genótipos 

(Quadro 3). Este resultado indica um perfil proteico com uma grande similaridade entre as 

duas variedades em estudo. A proteína auxin binding protein ABP20 foi registada como a mais 

Figura 6- Valores médios da expressão proteica de cada proteína em Coffea arabica. 
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abundante em ambos os genótipos, sendo a segunda mais abundante a proteína “Oxygen-

evolving enhancer protein 1, chloroplastic”. 

  

No quadro 3 verificamos a presença de três proteínas que apresentam variações 

significativas nos valores de %NSAF entre genótipos: Putative Bark Storage Protein A, que 

apresenta uma diferença 80% no seu peso de %NSAF; Putative Miraculin, que apresenta uma 

variação de 18.5% no seu peso de %NSAF e por fim a proteína Peroxidase 76, com uma 

diferença no peso de %NSAF de aproximadamente 71% (a diferença é verificada sempre da 

variedade C. canephora em relação à variedade C. arabica). 

 

 

 

 

Protein annotation

C. 

canephora 

NSAF %

C. arabica 

NSAF %
General Category

Auxin-binding protein ABP20 2,850 2,308 Sinalling

Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic 1,597 1,58 photosynthesis

Putative Bark storage protein A* 1,544 0,297 Nutrient storage

Photosystem I reaction center subunit II, chloroplastic 1,309 1,274 photosynthesis

Histone H4 1,084 0,942 Strutural DNA 

Ribulose bisphosphate carboxylase small chain SSU11A, chloroplastic 1,014 1,062 photosynthesis

Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic 0,969 0,954 photosynthesis

Putative Miraculin* 0,921 0,171 Glycoprotein/Taste Modifying

Plastocyanin, chloroplastic 0,882 0,372 photosynthesis

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic 0,818 0,608 Glycolysis

Photosystem II 10 kDa polypeptide, chloroplastic 0,801 0,550 photosynthesis

Phosphoglycerate kinase, cytosolic 0,760 0,574 Glycolysis

Peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase 0,747 0,615 Oxidative Stress

Photosystem I reaction center subunit III, chloroplastic 0,656 0,630 photosynthesis

Oxygen-evolving enhancer protein 3-2, chloroplastic 0,654 0,656 photosynthesis

Carbonic anhydrase, chloroplastic 0,630 0,412 photosynthesis

Chlorophyll a-b binding protein CP29.2, chloroplastic 0,578 0,519 photosynthesis

Peroxidase 73 0,544 0,157 Oxidative Stress

RuBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic 0,540 0,475 photosynthesis

Quinone oxidoreductase-like protein At1g23740, chloroplastic 0,509 0,455 photosynthesis

Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase 1, chloroplastic 0,500 0,686 photosynthesis

20 kDa chaperonin, chloroplastic 0,470 0,348 photosynthesis

Quadro 3. Lista das proteínas mais abundantes em C. canephora comparativamente a C. 

arabica (definidas por contribuírem para 20% do NSAF cumulativo para ambas as variedades) 

e respetivas categorizações ontológicas gerais. As proteínas que variam significativamente 

entre genótipos (t test. P> 0.05) estão indicadas a negrito. 

 

Figura 7- Categorização ontológica das proteínas mais representativas nos genomas das 

duas variedades.Quadro 3. Lista das proteínas mais abundantes em C. canephora 

comparativamente a C. arabica (definidas por contribuírem para 20% do NSAF cumulativo 

para ambas as variedades) e respetivas categorizações ontológicas gerais. As proteínas que 

variam significativamente entre genótipos (t test. P> 0.05) estão indicadas a negrito. 

 

Figura 8- Categorização ontológica das proteínas mais representativas nos genomas das 
duas variedades. 

 

Figura 9- Categorização ontológica das proteínas mais representativas nos genomas das 

duas variedades.Quadro 3. Lista das proteínas mais abundantes em C. canephora 

comparativamente a C. arabica (definidas por contribuírem para 20% do NSAF cumulativo 

para ambas as variedades) e respetivas categorizações ontológicas gerais. As proteínas que 

variam significativamente entre genótipos (t test. P> 0.05) estão indicadas a negrito. 

 

Figura 10- Categorização ontológica das proteínas mais representativas nos genomas das 

duas variedades.Quadro 3. Lista das proteínas mais abundantes em C. canephora 

comparativamente a C. arabica (definidas por contribuírem para 20% do NSAF cumulativo 

para ambas as variedades) e respetivas categorizações ontológicas gerais. As proteínas que 

variam significativamente entre genótipos (t test. P> 0.05) estão indicadas a negrito. 
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Nas 22 proteínas pertencentes ao %NSAF da variedade C.canephora, foi verificado 

que 14 delas estão associadas diretamente com o processo “Fotossíntese”, o que representa 

uma maioria absoluta de 64% das proteínas em análise (Figura 7). A proteína mais 

representativa foi a Oxigen-evolving enhancer protein 1, que apresenta um elevado peso 

proteico, totalizando 1,597% e 1,58% do %NSAF para as variedades C. canephora e C. 

arabica respetivamente. Todas as outras categorias apresentam pouca abundância quando 

comparadas com a categoria “Fotossíntese” (Figura 7). 

 

 

4.2. Análise da abundância de proteínas diferenciais presentes em cada 
tratamento para Coffea canephora e Coffea arabica. 
 

Após analisar os dados referentes às proteínas diferenciais para C. canephora 

verificou-se uma maior abundância de proteínas expressas na temperatura superior de 42ºC, 

com um total de 70 proteínas mais abundantes em comparação com o controlo (Figura 8). Tal 

representa um créscimo de cerca de 14% em relação aos outros dois ensaios de temperatura 

para esta variedade.  

 

Figura 7- Categorização ontológica das proteínas mais representativas nos genomas das 
duas variedades. 
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Figura 8- Análise comparativa do número de proteínas mais abundantes com o 
aumento de temperatura face à temperatura controlo em C. canephora. 

Figura 9- Análise comparativa do número de proteínas menos abundantes com o 
aumento de temperatura face à temperatura controlo em C. canephora. 
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O mesmo padrão foi obtido na quantificação das proteínas menos abundantes, onde 

o maior número de proteínas diferenciais (117 proteínas) face ao controlo foi registado 

também a 42ºC (Figura 9). Tal representa uma variação de 14% em relação ao ensaio “DWN 

Rec_25” e uma variação de 51% para o ensaio com o tratamento térmico inferior, o “DWN 37 

vs 25” 

 Comparando a abundância e a repressão das proteínas é possível verificar que na 

variedade C. canephora foram contabilizadas mais proteínas reprimidas que abundantes em 

relação ao controlo a 25ºC, sendo essa repressão maior a 42ºC (Figura 10). 

 

 

 Relativamente à variedade C. arabica registou-se o mesmo padrão referido 

anteriormente, havendo uma maior abundância de proteínas a 42ºC (Figura 11). Tal 

representa um acréscimo de 42% em relação à temperatura de 37ºC, e um acréscimo de 78% 

em relação às plantas em recuperação após o tratamento com calor. 

  

 

Figura 10- Análise comparativa referente ao número de proteínas menos e mais 
abundantemente expressas face ao controlo, em C. canephora. 
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Figura 11- Análise comparativa do número de proteínas mais abundantes com o aumento de 
temperatura face à temperatura controlo em C. arabica. 

. 

Figura 12- Análise comparativa do número de proteínas menos abundantes com o aumento 
de temperatura face à temperatura controlo em C. arabica. 
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O mesmo foi registado nas proteínas menos abundante, onde 216 proteínas foram 

reprimidas a 42ºC (Figura 12). Este ensaio obteve as maiores variações proteicas entre os 

distintos tratamentos de exposição térmica: 80% entre o ensaio “DWN 45 vs 25” e o ensaio 

“DWN 37 vs 25”. A maior variação em todo o estudo foi registada entre 42ºC e o período de 

recuperação, com uma percentagem de variação proteica de cerca de 91%. 

 

Comparando a abundância e a repressão das proteínas é possível verificar os efeitos 

drásticos da temperatura extrema 42ºC onde foi observada a maior repressão de proteínas 

em C. arabica (Figura 13). 

 

 

 

A comparação das duas variedades em estudo registou 465 proteínas diferenciais em 

C. canephora e 418 proteínas diferenciais em C. arabica (Figura 14). A variedade C. arabica 

registou o maior número de proteínas diferenciais, 48% das quais no ensaio 42ºC (216 

proteínas). 

Figura 13- Análise comparativa referente ao número de proteínas menos e mais 
abundantemente expressas face ao controlo, em C. arabica. 
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 No tratamento térmico de 42ºC, o número de proteínas (Up e Dwn) foi sempre superior 

na variedade arabica.  

  

Figura 14- Síntese comparativa da menor e maior abundância de proteínas em C. canephora 
e C. arabica após os distintos tratamentos de calor. 
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4.3. Ontologia das proteínas diferenciais   

4.3.1 Ontologia das proteínas diferenciais mais abundantes em C.canephora 

 

 A ontogenia das 60 proteínas registadas como as mais abundantes no proteoma das 

plantas submetidas ao tratamento térmico a 37ºC (Figura 15) revelou que 17, ou seja 28% 

estavam diretamente relacionadas com respostas das plantas a fatores de stress (calor, frio, 

luz, falta de água, entre outros) (Figura 15). Como “Fotossíntese” foram contabilizadas seis 

proteínas (8% da totalidade de proteínas). As restantes pertenciam a distintas categorias e 

pela sua pequena abundância foram agrupadas na categoria “Outros”, tendo esta uma 

representatividade de 18%. Foram ainda registadas três proteínas sem anotação conhecida 

(Figura 15). 

 

 

 

A ontogenia das 70 proteínas registadas como as mais abundantes no proteoma das 

plantas submetidas ao tratamento térmico a 42ºC revelou que 34%, ou seja, 24 proteínas 

estavam diretamente associadas a respostas ao stress como foi verificado no tratamento 

analisado anteriormente (Figura 16). Foi verificada uma menor abundância de proteínas 

associadas com a fotossíntese (apenas quatro), comparativamente com o tratamento anterior. 

No caso deste tratamento foram verificadas diversas proteínas sem anotação ontológica, 

perfazendo um total de oito proteínas (11% das proteínas). 

Figura 15- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
canephora a 37oC em comparação com o controlo a 25oC. 

 

Figura 11- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
canephora a 37oC em comparação com o controlo a 25oC 

 

Figura 12- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
canephora a 37oC em comparação com o controlo a 25oC 

 

Figura 13- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
canephora a 37oC em comparação com o controlo a 25oC 
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Nas plantas em recuperação foram contabilizadas 61 proteínas diferenciais, sendo 

este número muito semelhante ao verificado a 37ºC (61 proteínas e 60 na comparação 

referida). Novamente a categoria com maior relevância foi a resposta a fatores de stress com 

18 proteínas (34%), e um mesmo valor percentual verificado na comparação anterior (Figura 

17).  

 

 

 

Figura 17- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
canephora no período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC. 

 

Figura 14- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
canephora no período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC 

 

Figura 16- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
canephora a 42oC em comparação com o controlo a 25oC. 
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4.3.2 Ontologia das proteínas diferenciais menos abundantes em C. canephora 

 

 Foram contabilizadas 57 proteínas como sendo menos abundantes a 37ºC face ao 

controlo e envolvidas nas seguintes funções: resposta a fatores de Stress, com 19 proteínas 

(33%), seguida de proteínas com funções quer de hidrólase, quer de protéase, com 6 

proteínas (11%) e proteínas responsáveis por processos biossintéticos, contabilizando 5 

proteínas (9%) (Figura 18). Registou-se também a presença 5 proteínas (9%) sem anotação 

(Figura 18). 

 

 

Foram contabilizadas 117 proteínas como sendo menos abundantes no proteoma das 

plantas submetidas ao tratamento térmico a 42ºC, comparando com o controlo a 25ºC (Figura 

19). A categoria com maior representatividade controla a resposta das plantas aos fatores de 

stress com 31 proteínas (33%), seguida da Hidrólise/Protéase com 16 proteínas (14%) e por 

fim, proteínas pertencentes a processos metabólicos diversos com uma relevância de 8% (9 

proteínas pertencentes a este grupo). Várias proteínas não foram identificáveis em termos de 

função ontológica: 15 proteínas (13%) (Figura 19). 

Figura 18- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. 
canephora a 37oC em comparação com o controlo a 25oC. 



36 
 

   

Nas plantas em recuperação foram contabilizadas 100 proteínas como sendo menos 

abundantes comparando com o controlo a 25ºC (Figura 20). Novamente a categoria proteica 

com maior representatividade foi a que corresponde às respostas de defesa da planta contra 

o stress, com 23 proteínas (23%). Mecanismos de transporte e Hidrólise/Protéase/Lease 

foram os segundos grupos de proteínas menos abundantes no período de recuperação, 

comparativamente ao controlo, tendo sido contabilizadas 11 proteínas para cada categoria 

(11%) (Figura 20). 

Figura 19- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. 
canephora a 42oC em comparação com o controlo a 25oC. 
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4.3.3. Ontologia das proteínas diferenciais mais abundantes em C. arabica 

 

 Foram contabilizadas 44 proteínas mais abundantes a 37oC, 14 das quais se 

encontram envolvidas em resposta ao stress, o que equivale a 32% da amostra total (Figura 

21). Com alguma relevância registou-se ainda proteínas associadas a ligações de ATP e DNA, 

totalizando 14 proteínas (16% da amostragem), seguida de proteínas envolvidas em 

mecanismos biológicos de rutura ou remoção, como é o caso da Hidrolise, Protéase e Liase 

com 9% das proteínas (Figura 21). 

 

 

 

Figura 20- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. canephora no 
período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC. 

 

 

Figura 17- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. canephora no 
período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC 

 

 

Figura 18- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. canephora no 
período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC 

 

 

Figura 19- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. canephora no 
período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC 
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A 42oC, 76 proteínas foram mais abundantes, das quais 29%, ou seja, 22 proteínas 

encontram-se diretamente associadas a respostas ao stress (Figura 22).  

Processos relacionados a ligações biológicas apresentaram uma cota de 14%, o que 

corresponde a 11 proteínas. Proteínas associadas à oxedorredutase apresentam uma 

representatividade de 9%, com 7 proteínas representativas desta categoria ontológica (Figura 

22). 

Nas plantas em recuperação, registaram-se 17 proteínas mais abundantes, estando a 

maioria novamente associada a funções de resposta da planta a fatores de stress (6 proteínas, 

com uma representatividade de 35%). A segunda categoria mais relevante está associada a 

ligações biológicas com 3 proteínas contabilizadas e uma preponderância de 17% (Figura 23). 

 

  

Figura 21- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. arabica a 
37oC em comparação com o controlo a 25oC. 
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Figura 22- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. 
arabica a 42oC em comparação com o controlo a 25oC. 

Figura 23- Categorização ontológica das proteínas mais abundantes em C. 
arabica no período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC. 
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4.3.4. Ontologia das proteínas diferenciais menos abundantes em C. arabica 

 

 Foram contabilizadas 45 proteínas menos abundantes a 37oC, das quais apenas 7 

estão envolvidas na resposta ao stress, o que equivale a 15% da amostra total (Figura 24). 

Outras duas categorias de proteínas mais reprimidas em relação ao controlo incluem os 

processos biossintéticos ou de biossíntese de diversos componentes da planta, com 4 

proteínas representativas, o que equivale a uma proporção de 9%. A outra categoria que 

apresenta a mesma proporção que a anterior é a associada à atividade da isomerase. A 

fotossíntese também aparece representada com 3 proteínas (Figura 24). 

 

 

 

 

Foram contabilizadas 216 proteínas como sendo menos abundantes no proteoma das 

plantas submetidas ao tratamento térmico a 42ºC, comparando com o controlo a 25ºC (Figura 

25). A categoria de proteínas com maior representatividade neste estudo foi a que controla a 

resposta das plantas aos fatores de stress com 42 proteínas (33%), seguida de proteínas 

responsáveis por atividades relacionadas com ligações de RNA e tradução com 30 proteínas 

(14%). Outro dado relevante para o estudo foram as proteínas relacionadas com a Hidrólase 

e a Protéase, com uma relevância de 8% (17 proteínas pertencentes a este grupo). Este foi o 

Figura 24- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. arabica 
a 37oC em comparação com o controlo a 25oC. 
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ensaio onde foram reconhecidas mais proteínas, incluindo as de classificação ontológica 

desconhecida, que contabilizaram 38 proteínas (18% do total de proteínas analisadas) (Figura 

25). 

 

 

Finalmente nas plantas em período de recuperação, foram contabilizadas 20 proteínas 

menos abundantes relativamente ao controlo, das quais 5 (25%) estavam associadas a 

respostas da planta ao stress sofrido (Figura 26). As categorias de Hidrólase e Protéase 

apresentaram valores elevados em termos proporcionais com uma abrangência de 20% face 

à totalidade das proteínas analisadas. Adicionalmente, a fotossíntese também apareceu 

registada em 10% dessas proteínas, sendo dos poucos ensaios onde se verificou estes 

valores percentuais associados a processos de fotossíntese (Figura 26). 

 

Figura 25- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. arabica a 
42oC em comparação com o controlo a 25oC. 
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4.4. Análise específica das proteínas associadas a respostas a fatores de stress 

relacionadas com calor por parte da planta do café nas variedades em estudo 

 

 Diversas proteínas foram categorizadas como sendo respostas da planta a fatores de 

stress. Para o estudo realizado nesta dissertação o interesse maior passa por quantificar quais 

as proteínas que apresentam uma resposta direta ao stress causado pela ação do calor. 

Deste modo na Figura 27 é possível observar que em termos de abundância negativa 

o número de proteínas com as funções de resposta ao stress térmico nas plantas a 25ºC 

comparativamente com os tratamentos a 37ºC, 42ºC e no período de recuperação é menor, 

sendo contabilizadas apenas observações de valor 0, quer na variedade C. canephora, quer 

na variedade C. arabica. (Figura 27). 

 Ao realizar uma observação mais detalhada é possível verificar uma maior abundância 

de proteínas com ação de resposta ao stress térmico nos ensaios com a temperatura mais 

elevada (42ºC) em ambas as variedades, sendo que a variedade C. canephora apresenta o 

maior teor de proteínas, contabilizando 13 para esta temperatura (Figura 27). 

 Analisando o valor total de proteínas com resposta ao stress térmico por variedade é 

obtida a informação de que nas plantas da variedade C. canephora foram obtidas 36 

proteínas, já para a variedade C. arabica apenas 24 proteínas, isto reflete uma diferença de 

Figura 26- Categorização ontológica das proteínas menos abundantes em C. 
arabica no período de recuperação em comparação com o controlo a 25oC. 
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43% de resposta ao stress térmico por parte destas variedades.  Importante ainda referir que 

entre comparações diretas de abundância proteica nas variedades em estudo, se verificou 

sempre uma superioridade neste quesito por parte da variedade C. canephora (Figura 27). 

  

  

Figura 27- Contabilização de proteínas diretamente relacionadas com respostas da planta ao 
stress térmico nas variedades C. arabica e C. canephora após os distintos tratamentos de calor.  

 

Figura 20- Contabilização de proteínas diretamente relacionadas com respostas da planta ao 
stress térmico nas variedades C. arabica e C. canephora após os distintos tratamentos de calor.  

 

Figura 21- Etapas de identificação de proteínas através do processo de espectrometria tandem 
(Adaptado Sequeira et al, 2017)Figura 22- Contabilização de proteínas diretamente relacionadas 
com respostas da planta ao stress térmico nas variedades C. arabica e C. canephora após os 
distintos tratamentos de calor.  

 

Figura 23- Contabilização de proteínas diretamente relacionadas com respostas da planta ao 
stress térmico nas variedades C. arabica e C. canephora após os distintos tratamentos de calor.  
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5. Discussão 

 

5.1. Relevância da proteómica na cultura do café 

 

 Conseguir detetar, quantificar e caraterizar proteínas que são reguladas em diversos 

genótipos de espécies de plantas é de extrema relevância para entender e tentar prever como 

cada planta irá reagir a estímulos ambientais diversos. Mesmo sendo o café uma cultura de 

extrema importância, os estudos relacionados com o proteoma do café estão longe de estar 

num patamar avançado, sendo que até aos dias de hoje os estudos abrangentes do proteoma 

do café são escassos. No caso da influência da temperatura, esta dissertação aporta os 

primeiros resultados sobre o seu impacto no proteoma do café, considerando duas variedades 

das duas espécies mais importantes no comércio do café: C. canephora e C. arabica. 

  

5.2. Caraterização e funcionalidade do proteoma da folha de café 

 

 Utilizando o genoma de referência de C. canephora (Denoeud et al., 2014) foram 

atribuídos a péptidos um total de 377 285 espectros, o que representa um número bastante 

elevado de proteínas, considerando os estudos proteómicos efetuados noutras plantas (Cao 

et al., 2017). No entanto, o proteoma do café é dominado por apenas 22 proteínas que 

contribuem para os 20% da biomassa do proteoma das plantas de C. canephora (sendo que 

destas, 18 fazem parte também da biomassa do proteoma de C. arabica), semelhante ao 

encontrado noutros eucariotas (Agrawal et al., 2013; Casas-Vila et al., 2017). 

A classificação funcional das proteínas mais dominantes revela uma elevada 

similaridade de funções entre os dois genótipos em estudo. Das 22 proteínas em estudo 

apenas 3 proteínas apresentavam uma diferença significativa no peso relativo das mesmas 

em relação ao contributo para a %NSAF da variedade, ou seja, para a biomassa do proteoma 

do genótipo (Quadro 3), o que também se verifica em análises fisiológicas e moleculares sob 

as mesmas condições experimentais utilizadas neste estudo e onde foi observada uma 

resposta comum (Semedo et al., 2021; Marques et al., 2020; 2021).  

 

A proteína com maior preponderância para ambas as %NSAF foi a proteína Auxin 

binding protein ABP20, seguida da proteína Oxigen-evolving enhancer protein 1, sendo a 

primeira um regulador essencial em termos do desenvolvimento da planta (Zhu et al., 2001) 

e a segunda, um agente chave no processo da fotossíntese, estando presente em funções 
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como a estabilização e a montagem do fotossistema II, foto-inibição e fotossíntese (Sugihara 

et al., 2000). A síntese de DNA, RNA e proteínas e a fotossíntese apresentam um caráter 

essencial para o crescimento e desenvolvimento da planta do café (Sultana et al., 2020). Estes 

processos estão presentes direta ou indiretamente no Quadro 3; em específico 14 proteínas 

associadas a funções fotossintéticas, o que leva a crer que estes genótipos em estudo 

apresentam uma grande capacidade de lidar com alterações ambientais quando comparadas 

com outros genótipos de café previamente estudados (Semedo et al., 2021). 

  

5.3. Respostas diferenciais à temperatura pelos genótipos C. canephora e C. 

arabica 

 

Observou-se um aumento na síntese de proteínas diferencialmente abundantes 

(PDAs) em ambas as temperaturas para ambos os genótipos, essencialmente a 42ºC onde 

se verificou o pico de regulação quer para cima (UP), quer para baixo (DWN) na expressão 

proteica (Howarth & Ougham, 1993). A regulação negativa apresenta-se mais elevada para 

plantas do genótipo C. arabica quando submetidas a 42ºC. Tal implica que este genótipo sofre 

uma forte repressão proteica nesta amplitude térmica, o mesmo se verifica em C. canephora 

mas a uma escala mais reduzida (Figura 12). Estudos comparativos entre genótipos e 

espécies de café são bastante escassos sendo que os poucos existentes também referem 

que C. canephora possui alguma tolerância ao stress abiótico através do enriquecimento de 

genes metabólicos de compostos, conhecidos como genes antioxidantes, estes genes 

possuem um papel importante na resposta do café a situações de stress o que explica a menor 

regulação negativa por parte deste genótipo (Martins et al, 2016; Bertrand B. et al., 2015).  

 A temperaturas de 42ºC foi revelado um enriquecimento na regulação positiva nos 

mecanismos de ligação, mais propriamente ATP-Binding, sendo esta verificada 

essencialmente em C. arabica (Figura 20), estando também presentes em C. canephora. Isto 

vai de encontro com estudos recentes realizados nas culturas do arroz, trigo e milho 

(Fernandes et al., 2008; Liu et al., 2015; Zhang et al., 2013) sugerindo que o stress relacionado 

com a temperatura tem um efeito geral de resposta conservativa em todas as linhagens de 

plantas, onde a ligação e a capacidade de dobra (folding) têm um papel essencial na forma 

como a planta lida com stress. 

Em relação à Fotossíntese, em C. canephora é verificada uma regulação positiva 

causada por temperaturas até aos 42ºC e durante o período de recuperação, com algumas 

proteínas a exercer funções diretas ou indiretas neste mecanismo como é o caso da 
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Protochlorophyllide reductase que está diretamente relacionada quer com o processo da 

fotossíntese, mas também tem parte ativa na síntese de clorofila, o que indica uma clara 

tentativa de resposta ao stress por parte deste genótipo. Já em C. arabica verifica-se uma 

regulação negativa por parte da planta aos mecanismos de fotossíntese a partir dos 42ºC e 

no período de repouso (não sendo visível a 37ºC). Deste modo confirma-se que em C. 

canephora ocorre uma regulação positiva na fotossíntese até mesmo nos 42ºC, 

demonstrando assim a capacidade desta variedade apresentar resiliência ao stress térmico. 

Já em relação a C. arabica a regulação negativa verificada ocorre a 42ºC e no período de 

recuperação, não ocorrendo portanto uma tentativa tão interessante por parte desta variedade 

no combate ao stress térmico através da ativação de mecanismos fotossintéticos (Dubberstein 

et al., 2020). 

Foi possível aferir uma relação de inibição de proteínas relacionadas com a 

oxidorredutase a temperaturas de 42ºC e em período de recuperação especialmente em C. 

canephora atuando em doadores emparelhados com incorporação ou redução de oxigénio 

molecular. 

Um ponto importante neste estudo é que as plantas de café foram gradualmente 

expostas a temperaturas mais elevadas, permitindo-lhes expressar as suas capacidades de 

aclimatação sob 37ºC (e, em parte, 39ºC). Essa capacidade intrínseca de adquirir termo 

tolerância contribuiu para a homeostase metabólica, mesmo em ambientes com condições 

variadas, explicando assim a razão desses genótipos se comportarem melhor sob 

temperaturas elevadas do que o esperado em relatórios clássicos (Damatta et al., 2018). 

Foram identificadas em diversas temperaturas mecanismos relacionados com o 

transporte, quer proteico, quer de componentes celulares ou biossintéticos. Este transporte é 

verificado essencialmente em C. canephora onde em todas as temperaturas são identificadas 

proteínas com estas funções em termos de regulação positiva. Já em C. arabica, isto é 

verificado maioritariamente na temperatura de 42ºC e no período de recuperação ao 

tratamento térmico que ocorre essencialmente como resposta ao stress sofrido pela planta 

(Marques et al., 2021). 

Ao analisar diversas proteínas relacionadas com a regulação das paredes celulares 

das células vegetais (em termos de biogénese ou degradação das mesmas), verificamos uma 

repressão elevada da produção destas quando atingidas temperaturas elevadas, sendo esta 

repressão mais verificada a 42ºC em ambos os genótipos, esta informação vai de encontro 

com estudos que indicam a necessidade da planta de manter a estabilidade celular ao serem 

submetidas a níveis de stress térmico elevados (Behr et al., 2015). 
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Detetou-se a presença de RuBisco em estudos de regulação positiva para ambos os 

genótipos a temperaturas de 37ºC e 42ºC, não tendo sido observada esta proteína no período 

de recuperação da planta ao stress térmico, esta descoberta vai de encontro com a ausência 

de uma aclimatação fotossintética por parte das plantas quando submetidas ao calor, sendo 

visível então esta atividade da enzima RuBisco como defesa ao stress (Ramalho et al., 2013; 

Rodrigues et al., 2016). 

 

5.4. Presença de proteínas responsáveis por respostas diretas ao stress térmico  

 

 Foi possível verificar que proteínas que apresentam resposta direta a fatores de stress 

foram as mais contabilizadas quando foram estudadas as PDAs, assim é importante referir 

que esta categorização ontológica é bastante ampla, o que criou a necessidade de especificar 

mais que resposta foi efetuada e contra o quê. Primeiramente, a categorização que engloba 

estas respostas também envolve respostas de defesa gerais da planta que não foram 

categorizadas em relação a um fator em específico. Os fatores de stress biótico e abiótico 

foram diversos, como fungos, frio, calor, salinidade, privação de água, entre outros.  

 Ao categorizar de maneira mais especifica estas proteínas foi obtida uma informação 

muito interessante para este estudo (Figura 25). Onde se verificaram mais proteínas com 

resposta direta a fatores de stress térmico, foi nos ensaios “UP”, ou seja, aqueles que 

contabilizam as proteínas mais abundantes nas plantas após serem submetidas às diferentes 

gamas de temperaturas, sendo a temperatura de maior reação a de 42ºC. O genótipo que 

apresentou uma resposta ligeiramente superior ao stress térmico foi o C. canephora, o que 

leva a crer, que em comparação direta entre genótipos este terá uma melhor resposta ao 

calor.  

De entre o leque de proteínas analisadas neste âmbito as que mais são 

representativas são as Heat Shock Proteins, tratando-se de proteínas produzidas pelas 

células em resposta a condições stressantes por um dado organismo, não sendo uma 

proteína exclusiva das plantas. Estas plantas desempenham uma função de extrema 

importância na resposta ao stress, para além destas, as proteínas ainda conferem uma 

melhoria significativa às membranas celulares assim como desintoxicam espécies reativas ao 

oxigénio (ROS), como é o caso das plantas (Ul Haq et al., 2019). Por forma a melhor explicar 

esta resposta torna-se importante referir que a função de cada proteína é determinada pela 

sua formação e pelo seu dobramento numa estrutura tridimensional (Levitt et al., 1997). Esta 

formação numa estrutural tridimensional requer 50% de sequências de aminoácidos 

principais(Dobson et al., 1998). É aqui que a função de dobramento por parte das HSPs é 
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importante. As HSPs protegem as células de se danificarem e facilita a recuperação e a 

sobrevivência das mesmas, de modo a poderem voltar a condições normais de crescimento 

(Morimoto & Santoro, 1998). 

A aclimatação das plantas através do aumento progressivo da temperatura permitiu a 

estas HSPs ativarem mecanismos de proteção que provavelmente não ocorreriam se a 

mudança de temperatura tivesse um caráter mais repentino (Al-Whaibi, 2011). No estudo 

efetuado verificou-se a presença de proteínas com a denominação de chaperones em todos 

os tratamentos térmicos para ambos os genótipos. Um exemplo de chaperone identificado, foi 

Chaperone protein ClpB3, chloroplastic com funções essências para a planta em stress, como 

o desenvolvimento do cloroplasto e o controlo da viabilidade das sementes, para além disso 

medeia a formação da membrana interna de tilacoides e confere termotolerância aos 

cloroplastos durante o stress térmico (Lee et al., 2007; Myouga et al., 2006). HSPs com pesos 

moleculares a variar dos 10 aos 200 KD são caraterizadas como chaperones moleculares 

regulando o dobramento e acumulação de proteínas, assim como a localização e degradação 

das mesmas em todas as espécies de plantas quando as estas são submetidas a situações 

de stress elevado (Feder & Hofmann, 1999; Gupta et al., 2010; Panaretou & Zhai, 2008). 

Foram maioritariamente identificados nos diferentes tratamentos térmicos para ambos 

os genótipos HSPs com as seguintes classificações: Hsp70 ou sHsp (Hsp70 apresenta peso 

molecular a rondar os 70 KD e os sHsp ou Small Hsp possuem pesos moleculares baixos) 

(Al-Whaibi, 2011). Os Hsp70 e os sHsp atuam principalmente como chaperones, como já foi 

referido acima, com funções especificas de proteção ao stress para novas proteínas 

sintetizadas (Rousch et al., 2004), prevenindo a sua acumulação, agregando e dobrando as 

mesmas de maneira adequada a serem transferidas para o local final onde exerceram as suas 

funções (Su & Li, 2008; Sung et al., 2001). 

É importante relembrar que não só através de HSPs e chaperones se obtêm 

informações relevantes face à resposta por parte da planta ao stress, de  facto, na planta do 

café existem diversos mecanismos de defesa frequentemente associados à fortificação da 

capacidade do sistema antioxidante (alguns destes foram brevemente retratados no 

subcapítulo anterior), incluindo enzimas (e.g., catalases, superoxide dismutase, peroxidase) 

e componentes não enzimáticos (e.g., ácido ascórbico, α-tocopherol, RFOs) ) (Gill and Tuteja, 

2010; Ramalho et al., 2014b; Chen et al., 2016), complementados com mecanismos de 

dissipação térmica (e.g., carotenoides foto protetivos) e fluxo cíclico de eletrões (CEF) 

envolvendo fotossistemas I (PS) e/ou II  (Miyake and Okamura 2003, Dubberstein et al. 2020; 

Semedo et al., 2021). Juntos, estes mecanismos de defesa contribuem para a manutenção 

do balanço energético e homeostase oxidativa celular. 
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É possível perceber que existe uma maquinaria muito forte de defesa contra o calor 

nestes dois genótipos, pois quer em regulação negativa quer positiva a categoria com mais 

relevância ao longo de todos os resultados é a resposta da planta aos fatores de stress. Isto 

indica que estes genótipos estão munidos de respostas ao stress, quer quando submetidas a 

temperaturas elevadas, quer em condições normais de desenvolvimento. 

   

5.5 Importância destes resultados para a indústria do café 

 

O café teve um papel transformador ao longo da nossa história, especialmente após o 

século 20, sendo esta a época onde a maioria das variedades foi criada para atender a uma 

demanda mundial crescente de consumo de café (ICO, 2010). No entanto, o melhoramento 

do café é amplamente restrito a apenas duas espécies - o poliploide C. arabica e um dos seus 

ancestrais, o diploide C. canephora, que juntos representam a grande maioria da produção 

mundial (DaMatta & Cochicho Ramalho, 2006). É, portanto, importante procurar criar uma 

próxima geração de cultivares de café adaptadas aos futuros impactos climáticos que desde 

já se vêm a sentir, desbloqueando assim características de resiliência e, ao mesmo tempo, 

mantendo a produtividade global e a alta qualidade dos grãos de café. Devido ao 

posicionamento geográfico das áreas de maior produção de café serem as mais impactadas 

com o aquecimento global, pode se colocar em risco a viabilidade e sustentabilidade desta 

cultura para todo o mundo (Magrach & Ghazoul, 2015; Zullo et al., 2011). Deste modo, estudos 

como este de comparação de genótipos de café quando expostos a temperaturas mais 

elevadas são prioritários nos programas de melhoramento do café (Damatta et al., 2018; Marie 

et al., 2020) para garantir a sustentabilidade de toda a cadeia de valor deste produto agrícola 

tropical consumido mundialmente.  

Neste estudo foram obtidas novas pistas em como o proteoma de C. canephora e C. 

arabica pode ser aclimatado para corresponder aos desafios climáticos futuros, através da 

exploração dos efeitos das temperaturas elevadas. Ambas plantas de C. canephora e C. 

arabica, apresentaram uma resposta de tolerância intrínseca a 37ºC, o que é realmente acima 

do que se assume em plantas sujeitas a estas temperaturas (Dubberstein et al., 2020; Mofatto 

et al., 2016), sendo que a 42ºC se verificou um impacto mais expressivo em C. arabica. Estes 

estudos, portanto, revelam um efeito menos expressivo em C. canephora, quando comparada 

diretamente com C. arabica.  
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Ambos os genótipos apresentaram uma boa capacidade de resposta ao stress térmico, 

assim é expectável que o melhoramento da espécie do café passe certamente pela utilização 

destes dois genótipos no futuro. Assim sendo, juntamente com estudos fisiológicos e 

bioquímicos anteriores, este estudo proteómico fornece evidências de respostas de 

aclimatação que sustentam processos-chave para a aclimatação do café a temperaturas 

extremas. 
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6. Conclusões 

 

 Apesar da temperatura apresentar algum impacto sobre o proteoma das folhas em 

ambos os genótipos de café estudados nesta dissertação, é possível verificar uma resposta 

positiva em ambos os genótipos até à temperatura de 37ºC. Em 42ºC, a repressão proteica 

foi superior em C. arabica, revelando-se assim uma maior capacidade de aclimatação ao calor 

por parte de C. canephora. Além disso também se observou uma regulação positiva de 

proteínas associadas à fotossíntese no proteoma de C. canephora mesmo a 42ºC. Em C. 

arabica não se verificou esta resposta positiva, mesmo após as plantas passarem pelo ensaio 

de 37ºC.  

 A capacidade de resposta ao stress térmico por parte destes genótipos foi também 

corroborada pela presença de Heat Shock Proteins, sendo estas mais abundantes a 42ºC. As 

HSPs são de extrema relevância para os mecanismos de resiliência das plantas pois atuam 

como chaperones, ou seja, possuem uma capacidade intrínseca de defender as proteínas 

recém sintetizadas (e não só). Ao efetuarem uma dobragem (folding) das proteínas, as HSPs 

impedem a desnaturação de enzimas e proteínas que são também responsáveis por 

respostas metabólicas secundárias ao stress, auxiliando as mesmas no transporte até ao local 

onde as suas funções são essenciais para a planta. As HSPs foram também mais abundantes 

em C. canephora, o que corrobora a restante análise comparativa realizada ao longo desta 

dissertação entre os genótipos em estudo. 

 Apesar da resposta proteica de mecanismos de resiliência ao stress térmico ser 

ligeiramente maior C. canephora do que em C. arabica é importante referir que as respostas 

de tolerância térmica nos genótipos estudados nesta dissertação são bastante superiores 

quando comparados com outras variedades submetidas aos mesmos stresses. Neste 

contexto, importa salientar os resultados aqui apresentados como uma contribuição para 

futuros programas de melhoramento, garantindo a sustentabilidade da indústria do café. 
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