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RESUMO

SANTOS, Thiago Monteiro Araujo dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2008. Diversidade genética de bactérias endofiticas associadas
a frutos de café (Coffea arabica L.). Orientador: Arnaldo Chaer Borges. Co-
orientadores: Célia Alencar de Moraes e Marcos Rogério Tétola.

A complexidade da microbiota epifitica e endofitica presente em frutos de
café e o limitado conhecimento dos microrganismos, especialmente dos nao-
cultivaveis, dificultam a caracterizacdo da microbiodiversidade e da possivel
atividade e contribuicao dela para a formacdo de precursores de compostos que
definem a qualidade superior da bebida do café. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a diversidade bacteriana endofitica associada aos frutos de café
(Coffea arabica L.) coletados em fazenda localizada na Zona da Mata Norte de
Minas Gerais, Brasil. Fragmentos de rDNAs 16S foram diretamente amplificados
por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir de primers especificos para os
filos Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria pertencentes as classes a, B e vy,
utilizando, como molde, DNA metagendmico extraido de frutos de café. Os
amplicons foram submetidos a Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante
(DGGE) e utilizados para construgcao de bibliotecas de clones de rDNAs 16S. A
PCR-DGGE mostrou variado perfil de diversidade genética na amostra de DNA,
com a presencga de pelo menos 38 Unidades Taxonémicas Operacionais (UTOs).
Os produtos de PCR purificados e sequenciados mostraram que a comunidade de
bactérias endofiticas € composta, entre outros, por representantes relacionados

filogeneticamente aos filos Firmicutes e Proteobacteria pertencentes as classes 8 e

Xiv



Yy, dentre os quais se destacam microrganismos cultivaveis e nao-cultivaveis. A
presenga de bactérias endofiticas pertencentes ao género Burkholderia e a espécie
Klebsiela oxytoca € sugerida com base nas analises filogenéticas realizadas a partir
do sequenciamento de DNA obtido de bandas purificadas do gel de DGGE. Um
total de 50 clones positivos da biblioteca de rDNAs 16S de y-Proteobacteria
endofiticas e 25 clones positivos da biblioteca de rDNAs 16S de Firmicutes
endofiticos foram parcialmente seqlienciados e identificados. O resultado da analise
das sequéncias mostrou 3 géneros de Firmicutes na biblioteca de rDNAs 16S,
sendo que 60% mostraram alta identidade com Bacillus, 8% com Staphylococcus e
4% com Paenibacillus. Analises de rarefacdo e de cobertura mostraram que a
biblioteca foi representativa e suficiente para refletir a diversidade de Firmicutes
endofiticos de frutos de café e que a seqliiéncia Unica detectada na amostra
aproxima-se do numero total de seqiéncias uUnicas dentro desta biblioteca. As
populacbes de bactérias endofiticas presentes em frutos de café sdo diversas e
compreendem diferentes filos. Neste estudo foi construida, pela primeira vez, uma
biblioteca de clones de rDNAs 16S para acessar a diversidade de bactérias
endofiticas, cultivaveis e nao-cultivaveis, em frutos de café. O papel funcional
dessas bactérias nos frutos de café, assim como a diversidade genética e funcional
de outros grupos de microrganismos, continua sendo investigado. O conhecimento
dessa diversidade é de fundamental importancia para se determinar a participacao
destes microrganismos na producao e interconversdo de metabdlitos precursores
daqueles que estdo associados a qualidade superior da bebida do café.
Adicionalmente, esses estudos podem auxiliar no entendimento dos principios
fisiologicos e genéticos envolvidos nas complexas interacbes microrganismo-

hospedeiro e microrganismo-microrganismo.
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ABSTRACT

SANTOS, Thiago Monteiro Araujo dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August 2008. Genetic diversity of endophytic bacteria associated with
coffee cherries (Coffea arabica L.). Adviser: Arnaldo Chaer Borges. Co-
advisers: Célia Alencar de Moraes and Marcos Rogério Tétola.

The complexity and limited knowledge of the epiphytic and endophytic
microbiota in coffee cherries, especially the unculturable ones, make it a challenging
task the characterization of this microbiodiversity and its possible role as producers
of precursors to compounds inherent to higher quality coffees. The present study
was conducted to evaluate the diversity of endophytic bacteria in coffee cherries
(Coffea arabica L.) from plantations located in North Zona da Mata, Minas Gerais,
Brazil. Fragments of 16S rDNA were PCR-amplified using specific primers for the
phyla Actinobacteria, Firmicutes, and Proteobacteria classes a,  and y, using as
template metagenomic DNA extracted from coffee cherries. Amplicons were
evaluated by Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) fingerprinting and
also used to create a library of 16S rDNA clones. PCR-DGGE showed a variable
genetic diversity profile in the DNA sample and revealed at least 38 Operational
Taxonomic Units (OTU). PCR products sequenced showed that the endophytic
bacterial community is composed, in addition to others, by representatives
phylogenetically affiliated to the phyla Firmicutes and Proteobacteria, classes 3 and
y, for both cultivated and uncultivated microorganisms. The presence of endophytic
bacteria belonging to Burkholderia and Klebsiela oxytoca is suggested based on the

phylogenetic analyses of sequenced DNA fragments purified from the bands of the
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DGGE gels. A total of 50 clones of endophytic y-Proteobacteria and 25 clones of
endophytic Firmicutes from the 16S rDNA library were partially sequenced and
identified. The result of sequence analyses showed three genera of Firmicutes
among which 60% showed high identity with Bacillus, 8% with Staphylococcus, and
4% with Paenibacillus. Rarefaction and coverage analyses showed that the number
of clones screened from the bacterial clone library was sufficient to reflect the
diversity of endophytic Firmicutes in coffee cherries and that the number of unique
sequence types sampled from this library approached the total number of unique
sequences within the library. The populations of endophytic bacteria in coffee
cherries are diverse and cover different phyla. In this study, for the first time, a
library of 16S rDNA clones was constructed to access the diversity of endophytic
bacteria in coffee cherries, both of culturable and unculturable microorganisms. The
functional role of these bacteria in coffee cherries, as well as the genetic and
functional diversity of other groups of microorganisms, is under investigation. The
knowledge on this diversity is essential to determine the role of endophytic
microorganisms in the production and interchange of precursors metabolites
associated with the highest quality of the coffee beverage. Additionally, these
studies will help the understanding of the physiological and genetic principles
involved in the complex host-microorganism and microorganism-microorganism

interactions.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior produtor e exportador de café no mercado mundial, e o
segundo maior consumidor desse produto. A cadeia produtiva do café envolve
aproximadamente 10 milhées de pessoas, direta ou indiretamente, desde a
producao até a comercializacdo final. O Estado de Minas Gerais é o maior produtor
nacional de café, fato de relevancia e que é traduzido pelo seu papel no mercado
como gerador de emprego e de riqueza para o Estado, e como fator de fixagcdo da
mé&o-de-obra em cidades do interior € no meio rural.

A qualidade da bebida do café é o fator determinante de seu valor no
momento da comercializagao e, por isso, a oferta de café de qualidade superior
estd sendo ampliada no mercado. A expressao final da qualidade do café é
determinada por fatores como a espécie botanica, a variedade, a origem
geografica, o estadio de maturagédo e a interacdo entre os processos nas fases de
pré e poés-colheita. Todos esses fatores sdo potencialmente determinantes da
prevaléncia dos microrganismos tipicos do fruto de café que contribuem para as
caracteristicas sensoriais da bebida.

Os microrganismos endofiticos de ocorréncia natural em frutos de café
desempenham papel importante na producdo de metabdlitos secundarios que
interferem positiva ou negativamente na qualidade da bebida. Bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, leveduras e fungos filamentosos de ocorréncia natural
ja foram isolados em todos os estadios de desenvolvimento dos frutos de café. A
presenca de bactérias endofiticas cultivaveis ja foi demonstrada, ao contrario da

microbiota nao-cultivavel, pouco caracterizada.



A demonstracao da presencga de populagdes de microrganismos endofiticos
em frutos de café, associada a necessidade de melhor documentar essa
diversidade e elucidar o papel funcional dessa microbiota como produtora de
substancias precursoras das que conferem as caracteristicas sensoriais da bebida
do café, amplia, significativamente, e justifica o interesse no aprofundamento de
estudos desse sistema biolégico. O entendimento da conexdo entre genes da
planta e genes microbianos requer o conhecimento dos mecanismos que ditam a
interacao planta-microrganismo e como elas se modificam ou sao modificadas pelo
ambiente.

A diversidade, a atividade e a sucessao dessa microbiota, bem como os
metabdlitos produzidos durante o processo de maturagdo e secagem dos frutos,
podem ser melhor estudados com o uso das técnicas moleculares independentes
de cultivo atualmente disponiveis, com vista a melhoria do padrao de qualidade da
bebida. Das metodologias mais indicadas e utilizadas em estudos com essa
abordagem destacam-se as que se baseiam na analise do gene rDNA 16S, em que
se incluem a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de Eletroforese em
Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE), e clonagem e sequenciamento dos
genes que codificam os rDNAs 16S dos representantes da microbiodiversidade.

Esses métodos moleculares permitem a elucidacdo de relagdes
filogenéticas, bem como de estudos descritivos combinando informagdes
filogenéticas e fenotipicas, além de estudos ecoldgicos com o objetivo de revelar
espécies nao-cultivaveis de microrganismos, evitando os procedimentos
tradicionais de cultivo em que se baseavam os estudos classicos de Ecologia
Microbiana.

O presente trabalho propde: (1) avaliar a diversidade genética da
comunidade bacteriana presente em frutos de café (Coffea arabica L.), (2) construir
uma biblioteca de rDNAs 16S a partir de DNA extraido da comunidade bacteriana
presentes em frutos de café e (3) identificar e analisar filogeneticamente os
principais grupos bacterianos presentes em frutos de café.

Para atender a estes objetivos, esta dissertacao consta de trés capitulos. O
Capitulo 1 revisa a literatura sobre o tema central deste trabalho, bactérias
endofiticas em frutos de café e métodos de estudo; o Capitulo 2 consta de analise
da diversidade genética de bactérias endofiticas associada aos frutos de café por
PCR-DGGE; e o Capitulo 3 consta de identificagdo e filogenia de bactérias
endofiticas presentes em frutos de café por seqlenciamento de clones

pertencentes a uma biblioteca de rDNAs 168S.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

BACTERIAS ENDOFITICAS EM FRUTOS DE CAFE (Coffea arabica L.)



1.1. INTRODUCAO

A importancia historica, econdémica e social da atividade cafeeira no Brasil é
traduzida pelos beneficios trazidos ao processo de urbanizagédo e industrializagédo
do pais e pela consequente capacidade geradora de empregos, direta ou
indiretamente. Atualmente, o Brasil responde por aproximadamente um terco da
producdo e exportagdo mundial de café (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO — CONAB, 2008). Esse ¢ um dos mais importantes produtos
agricolas no comércio internacional e o segundo maior gerador de riquezas,
perdendo apenas para o petroleo (MOREIRA et al., 2000).

A determinacado da qualidade do café, o que define seu valor comercial no
mercado mundial, é o resultado de um conjunto de fatores combinados que definem
a prevaléncia de microrganismos tipicos no fruto de café e que contribuem para
conferir caracteristicas desejaveis a bebida. Dentre a microbiota naturalmente
associada aos frutos de café (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997; SILVA et al., 2000;
AVALLONE et al., 2001; SAKIYAMA, 2001; SAKIYAMA et al., 2001; VEGA et al.,
2005), os microrganismos endofiticos, conceituados como sendo aqueles que
podem ser isoladas de superficies desinfestadas de tecidos de plantas e que nao
sejam visivelmente prejudiciais a mesma (HALLMANN et al., 1997), tém um papel
destacado na produgdo de metabdlitos secundarios que interferem na composigcao
final da bebida.

As associagbes entre microrganismo endofiticos e seus hospedeiros sao
variadas, complexas (NEWMAN & REYNOLDS, 2005) e, ainda, pouco
compreendidas. Entretanto, o conhecimento da diversidade e da atividade dessa
microbiota, que precede o estudo dessas interagdes, pode ser aprofundado com o

uso das novas abordagens e técnicas de estudo atualmente disponiveis (MUYZER



& SMALLA, 1998; HANDELSMAN et al, 1998, HANDELSMAN, 2004;
RIESENFELD et al., 2004), com vista a melhoria do padrao de qualidade da bebida.

O desenvolvimento das abordagens moleculares para os estudos de
Ecologia Microbiana levou a concepc¢ao de novas tendéncias e a definicao de novos
conceitos que pretendem ultrapassar as limitagées e o reducionismo impostos pela

abordagem classica.

1.2. A IMPORTANCIA DA ATIVIDADE CAFEEIRA NO BRASIL

O cafeeiro é um arbusto da familia Rubiaceae originario da Abissinia, atual
Etidpia. As primeiras mudas e sementes de café foram introduzidas no Brasil, mais
precisamente em Belém, pelo Sargento-mor Francisco de Melo Palheta, no século
XVIII, por volta de 1727, trazidas da América Central e das Guianas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE — ABIC, 2008). Ja naquela época, o café
possuia grande valor comercial e tornou-se, rapidamente, a principal atividade
agricola do pais, responsavel por mais da metade da renda obtida com as
exportagcdes. No final do século XIX, o Brasil transformou-se no maior produtor
mundial de café e, a partir dai, a cafeicultura deixou de ter carater essencialmente
rural e passou a ser fonte de recursos para a urbanizagéo e industrializagao (ABIC,
2008).

O género Coffea reune aproximadamente 100 espécies (DAVIES et al.,
2006), sendo duas delas as dinfundidas para a produgao comercial de café, quais
sejam: Coffea arabica L., reconhecida pela qualidade potencial de sua bebida (KY
et al., 2001), e Coffea canephora Pierre ex Froehner, que compdem em torno de
70% e 30% do mercado internacional total, respectivamente (VIEIRA et al., 2006).
O café, atualmente produzido em mais de 60 paises, € um dos importantes
produtos agricolas no comércio internacional, sendo considerado como o segundo
maior gerador de riquezas do mundo, perdendo apenas para o petréleo (MOREIRA
et al., 2000; VIEIRA et al., 2006).

Com uma area plantada de 2,2 milhdes de hectares e exportagao média de
35 milhdes de sacas, o Brasil € o maior produtor mundial de café, seguido pelo
Vietna e Coldmbia, e responde por mais de um terco de toda a producdo mundial e
exportacao (VIEIRA et al., 2006; DaMATTA et al., 2007; CONAB, 2008). O setor &
responsavel pela geracdo de empregos diretos e indiretos no Pais, e por US$ 2,5
bilhdes na pauta de produtos exportados no ano (CONAB, 2008). Entre os Estados

produtores, Minas Gerais destaca-se como o maior produtor nacional de café,



responsavel por 50,1% da producao brasileira (Figura 1) (CONAB, 2008). Juntos,
Minas Gerais, Espirito Santo, Sao Paulo e Parana respondem por,
aproximadamente, 88,5% da producédo do café brasileiro (ABIC, 2008 e CONAB,
2008).
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Figura 1: Producao de café (safra 2008) por Unidade Federativa do Brasil.

Fonte: <http://www.conab.gov.br> COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO
- CONAB. Acesso em 10/06/2008.

1.3. A QUALIDADE DA BEBIDA DO CAFE

A bebida produzida a partir do café é considerada uma das mais populares
do planeta. A Associagdo Brasileira da Industria de Café (ABIC) prevé que o
consumo brasileiro de café devera atingir 21 milhdes de sacas em 2010, o que fara
do pais o maior consumidor do produto no mundo. Essa posi¢ao €, atualmente,
ocupada pelos Estados Unidos, que apresenta consumo médio anual de 20 milhdes

de sacas.



A qualidade da bebida do café é o fator determinante de seu valor no
momento da comercializagdo e, por isso, a oferta de café de qualidade superior
esta sendo ampliada no mercado mundial. A expressao final da qualidade do café é
uma resultante multifatorial dependente de componentes genéticos (KY et al., 2001;
LEROY et al., 2006), ecofisiolégicos (LERQOY et al., 2006; DaMATTA et al., 2007),
edafoclimaticos e agronémicos (GUYOT et al., 1996; DECAZY et al., 2003; VAAST
et al., 2005; SILVA et al., 2005) e da interagao entre os processos nas fases de pré
e pos-colheita, em que estdo incluidos a fermentacdo, o armazenamento, a
torrefacdo, a moagem e o preparo da infusdo (FERNANDES et al.,, 2001;
GONZALEZ-RIOS et al., 2007; SCHMIDT et al., 2008).

A composicao quimica dos frutos verdes de café € um indicador importante
utilizado para a avaliagdo da qualidade da bebida do café (MARTIN et al., 1998;
KOSHIRO et al., 2006). Acidos clorogénicos, cafeina, trigonelina, aminoacidos e
polifendis sdo considerados os principais constituintes que influenciam na qualidade
da bebida, embora a participagdo de todos esses compostos ainda ndo esteja
completamente esclarecida (KOSHIRO et al., 2006). Os cafés pertencentes as
variedades de arabica (C. arabica) sdo conhecidos por resultarem em bebida de
qualidade superior, em relacdo aos cafés das variedades de robusta (C.
canephora), principalmente, em razao das diferencas na composi¢do quimica dos
graos (KY et al., 2001).

As analises de graos despolpados de espécies selvagens de C. arabica,
originadas da Etidpia e do Quénia, e de C. canephora, cultivadas em cinco paises
africanos, quanto aos teores de sacarose, trigonelina, cafeina e acido clorogénico
mostraram que os gendtipos de C. arabica apresentaram claramente maiores
teores de sacarose e trigonelina, enquanto nos de C. canephora foram encontrados
0os maiores valores para os teores de cafeina, polifendis e acido clorogénico
(MARTIN et al., 1998; KY et al., 2001).

Entre os acgucares presentes nos frutos de café, a sacarose destaca-se
como sendo aquele encontrado em maior quantidade, e sua quantidade pode variar
entre espécies, origem e tipo de processamento (KY et al.,, 2001; FARAH et al.,
2006). Graos de café maduros da variedade arabica possuem o dobro de sacarose,
em torno de 9,2 %, da detectada em graos da variedade robusta (ROGERS et al.,
1999; KY et al., 2001). Had uma forte correlagdo positiva entre os teores de
trigonelina, de acido 3,4-dicafeoilquinicos, de cafeina, de extrato etéreo, de
aglcares e de proteina bruta com a qualidade da bebida, sendo estes compostos
precursores de substancias que compdem o sabor e aroma da bebida do café (DE
MARIA et al.,, 1999; MOREIRA et al., 2000; FARAH et al., 2006; LERQY et al.,



2006). Alguns desses autores verificaram a existéncia de diferengas na composigcéo

quimica de frutos verdes de café das espécies C. arabica e C. canephora (Tabela

1).

Tabela 1: Variagbes na composi¢cao de frutos verdes de

café pertencentes as espécies Coffea arabica e

Coffea canephora.

Componentes Coffea arabica Coffea canephora
pH 5,26 — 6,11 5,27 - 6,13
Minerais* 35-45 39-45
Lipideos* 13-17 72-11
Cafeina* 0,7 — 2 (média 1,4) 1,5 - 2,8 (média 2,2)
Acidos alifaticos* 1,5-2 1,5-2
Acidos clorogénicos* 4.80-6,14 5,34 - 6,41
Trigonelina* 1-1,2 0,6 -0,75
Oligossacarideos™ 6-8 5-7
Polissacarideos totais* 50 — 55 37 -47
Aminoacidos* 0,15-0,25 0,15-0,25

Proteinas*

11-13

11-13

* % de matéria seca

Fonte: MOREIRA et al. (2000) e LEROY et al. (20086).

Além da relagao dos determinantes genéticos na composi¢do quimica dos

frutos, é sabido que areas de maior altitude e sob sombreamento permitem o

estabelecimento de condigdes que

retardam a maturacdo e modulam

favoravelmente a acidez e os teores de acucares nos frutos, que sao fatores

importantes para a formagdo do aroma (GUYOT et al., 1996). Estudos realizados

em cafés da variedade arabica pertencentes a seis regibes produtoras de

Honduras, considerando a composi¢do quimica (teores de lipideos, cafeina,

trigonelina e acidos clorogénicos), caracteristicas agronémicas (forma dos frutos,

vigor das plantas e rendimento), fatores edafoclimaticos (indices pluviométricos,



altitude, latitude, longitude), e pardmetros de torrefacdo, aliados a classificagédo
sensorial da bebida indicaram que os melhores cafés foram obtidos nas altitudes
acima de 1.000 metros e onde os indices pluviométricos anuais permaneceram
abaixo de 1.500 mm (DECAZY et al., 2003).

Uma caracteristica interessante da bebida do café é o fato de nao possuir
valor nutricional relevante, sendo consumida basicamente em razdo dos efeitos
fisioldgicos e psicoldgicos relacionados a presenca da cafeina e, principalmente,
pelo prazer e satisfacdo que seu aroma e sabor sdo capazes de proporcionar (DE
MARIA et al.,, 1999; MOREIRA et al.,, 2000). Dos dois atributos sensoriais
mencionados, o aroma €, indubitavelmente, o0 mais complexo.

O aroma da bebida do café, que é basicamente formado por uma mistura
altamente complexa de compostos volateis e nao volateis, a exemplo de acidos,
aldeidos, cetonas, agucares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos e compostos
fendlicos, além dos gerados pela atividade de enzimas sobre alguns destes
constituintes (SARRAZIN et al., 2000), tem sido alvo de estudos sistematicos. A
contribuicdo de cada um desses compostos para o aroma final do café é variada e
resulta também de interagdes sinergisticas e antagbnicas entre esses diferentes
compostos. O café processado contém mais compostos volateis do que qualquer
outro alimento ou bebida, tendo sido ja identificados aproximadamente mil
compostos volateis nesse produto (DE MARIA et al., 1999; MOREIRA et al., 2000 e
SARRAZIN et al., 2000). A relagao das classes dos diferentes compostos quimicos
constituintes do aroma do café inclui os alifaticos, aliciclicos e aromaticos volateis,
cada um contribuindo com caracteristicas sensoriais definidas (MOREIRA et al.,
2000) (Quadro 1).



Quadro 1: Relacao das classes de diferentes compostos quimicos volateis constituintes do aroma do café e caracteristicas sensoriais a eles

atribuidas na composicédo da qualidade da bebida do café.

COMPOSTO QUANTIDADE

CARACTERISTICAS SENSORIAIS

EXEMPLOS"

FENOIS

ALDEIDOS

CETONAS

ALCOOIS

ETERES

40

29

68

18

Os fendis volateis, de maneira geral, sdo responsaveis pelo odor de matéria
queimada e também pela sensacao de amargor e adstringéncia.

Sao responsaveis por aromas acres e pungentes, sendo indesejaveis em
altas concentragdes. Os aldeidos de cadeia longa normalmente apresentam
um aroma agradavel e suave de frutas e flores.

Conferem odores de fruta e os que podem ser associados a acgucar

queimado, além de outros aromas similares ao da manteiga e ao de cha.
Associados a aromas florais e outros aromas relacionados a mel e cerveja
Os éteres volateis estdo presentes no café torrado em menor quantidade. A

quantidade de informagédo relacionada a origem e as propriedades

sensoriais dos éteres volateis no café ainda é reduzida.

4-vinil-guaiacol, guaiacol, fenol, 2-metilfenol, 3-metilfenol, 4-
metilfenol

hexanal, (Z)-2-nonenal, (E)-2-nonenal, (E, Z)-2,6-nonadienal

propanona, butano-2,3-diona, 3-hidroxi-2-metil-4H-pirano-4-
ona (maltol), 2-hidroxi-3-metil-2-ciclopenteno-1-ona
(cicloteno), B-damascenona
metanol, etanol, 3-metil-2-buteno-1-ol (alcool prenilico), linalol,
2-feniletanol, 3-mercapto-3-metilbutanol
metoxietano, 2-metdxi-2-metilpropano, éter difurfurilico,

dimetoxiclicloexano

4 Compostos encontrados em maior quantidade.

* Nao quantificada.

Fonte: MOREIRA et al. (2000).
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Quadro 1: (Continuagao).

COMPOSTO QUANTIDADE

CARACTERISTICAS SENSORIAIS

EXEMPLOS*

HIDROCARBONETOS 67

ACIDOS 22
CARBOXILICOS
AMINAS 17
ESTERES 29
LACTONAS 9

Nenhuma informagdo sobre as propriedades sensoriais dos

hidrocarbonetos foi encontrada na literatura relacionada ao aroma do
café. Aparentemente, a expressiva quantidade dos compostos desse

grupo na fragdo volatil do café torrado ndo impacta o aroma final.
Conferem ao café torrado os odores bem caracteristicos de queijo,
manteiga, creme e chocolate. Em geral, ndo s&o consideradas
substancias que impactam o aroma final do café torrado.

Poucas informacgdes relativas a origem e as propriedades sensoriais
das aminas volateis presentes no café torrado sdo encontradas na
literatura.

Os ésteres volateis apresentam odores variados, alguns sao

semelhantes a odores de pinho ou frutas, como damasco e péra.

Estdo amplamente distribuidas na natureza e conferem odores de

certos frutos, como damasco, péssego, morango e nectarina.

alcanos e alquenos de cadeia curta, etilbenzeno,

vinilbenzeno (estireno)

acido férmico, acido caprico, acido acético, acido
propandico, acido butirico, acido valérico

dimetilamina, metilamina, etilamina, 1,3,7-trimetilxantina
(cafeina), 3,7-dimetilxantina (teobromina), 1,3-
dimetilxantina (teofilina)
formato de metila, acetato de metila, acetato de etila,
salicilato de metila, butanoato de etila, isobutanoato de
etila, 2-metilbutanoato de etila
y-butirolactona, y-valerolactona, e d-lactonas

4 Compostos encontrados em maior quantidade.

* Nao quantificada.

Fonte: MOREIRA et al. (2000).
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Quadro 1: (Continuagéo).

CARACTERISTICAS SENSORIAIS

EXEMPLOS"

COMPOSTO QUANTIDADE
COMPOSTOS 65
SULFURADOS

ANIDRIDOS 3

Sao considerados de importancia para o aroma do café torrado, sendo
os limites de detecgdo extremamente baixos e os aromas potentes e
caracteristicos, tendendo a dominar o aroma total do produto quando
presentes.

Nenhuma informagéo sobre as propriedades sensoriais dos anidridos foi
encontrada na literatura relacionada ao aroma do café.

metanotiol, 3,3’-dimetil-4-oxo-1,2-ditiolano, 3-metil-2-
buteno-1-tiol,
3-mercapto-3-metilbutila, 3-mercapto-3-metilbutanol

anidrido metilmaléico, anidrido dimetilmaléico, anidrido

etilmetilmaléico

o Compostos encontrados em maior quantidade.

* Nao quantificada.

Fonte: MOREIRA et al. (2000).

12



Além dos componentes genéticos da espécie botanica, dos edafoclimaticos
e dos relacionados ao manejo da cultura e ao processamento, envolvidos na
expressao final da qualidade do café, a importante participagédo de microrganismos
na producao de compostos precursores que irdo resultar em compostos de aroma
no café processado deve ser considerada, uma vez que eles sao, historicamente,
reconhecidos responsaveis por conduzirem diversos processos fermentativos
determinantes de qualidade relacionados a produgcdo de componentes de flavour,
por exemplo, em produtos como vinho, vinagre, cerveja, vegetais fermentados e
produtos lacteos e carneos (LONGO & SANROMAN, 2006).

1.4. MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

1.4.1. CONSIDERACOES GERAIS

O estabelecimento das plantas em seus respectivos habitats depende, entre
outros fatores, da sua capacidade de interagir com diferentes espécies de seres
vivos. Entre essas possiveis interagdes destacam-se as associagdes mutualisticas
com os fungos especializados do solo e as associagdes com bactérias fixadoras de
nitrogénio. Além destas, interacées com microrganismos denominados endofiticos
tém recebido especial atencado pela importancia em relacdo a diferentes espécies
vegetais (PEIXOTO-NETO et al., 2002).

Endofiticos, ou enddfitos, sdo classicamente conceituados como sendo
aqueles microrganismos, principalmente fungos e bactérias, capazes de colonizar
tecidos das partes aéreas de vegetais em alguma fase do seu ciclo de vida, sem
causar danos a planta hospedeira. De forma pratica, sdo aqueles isolados ou
extraidos de tecidos vegetais desinfestados superficialmente e que, visivelmente,
nao causam dano a planta hospedeira (HALLMANN et al.,1997). Todos esses
conceitos, entretanto, s&do suficientemente amplos para incluir virtualmente qualquer
microrganismo que resida dentro de uma planta hospedeira (ZHANG et al., 2006).

As interagcbes entre plantas e microrganismos podem ser simbiodticas,
neutras ou antagbnicas. A distingdo entre microrganismos endofiticos, epifiticos
(aqueles que habitam as superficies das plantas) e fitopatdgenos é uma
classificagdo de ordem puramente didatica (AZEVEDO et al., 2000). As tentativas
de conceituar essas relagdes e diferencia-las nao sao definitivas, uma vez que a

relagdo benéfica ou patogénica depende das condi¢cdes ambientais ou do equilibrio
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com as outras populagbes de microrganismos. Sendo assim, uma bactéria
endofitica pode, dependendo das condi¢des e do gendtipo do hospedeiro, se tornar
um patégeno; e este pode, dependendo das fases do ciclo vital, viver em harmonia
com o hospedeiro (MISAGHI & DONNDELINGER, 1990). Ou ainda, uma bactéria
epifitica pode, eventualmente, penetrar na planta, tornando-se endofitica ou
patogénica (ANDREWS & HARRIS, 2000; SABARATNAM & BEATTIE, 2003). Da
mesma forma, os endofiticos tém primeiro que se localizar na superficie para
penetrarem no hospedeiro sendo, durante esse estagio, semelhantes a epifiticos,
conforme ocorre com o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana em milho
(WAGNER & LEWIS, 2000). Em suma, pode-se dizer que ha um gradiente
separando essas possiveis relacdes estabelecidas entre plantas e microrganismos
em que se torna dificil determinar claros limites para discriminar cada uma das trés
categorias mencionadas (AZEVEDO et al., 2000).

A denominagao de endofitico foi cunhada no inicio do século XIX para referir
a todos aqueles microrganismos que colonizam tecidos internos de plantas, sendo
De Bary, em 1866, quem primeiro delineou uma possivel distingdo entre eles e
patdgenos de plantas (PEIXOTO-NETO et al., 2002). Durante mais de um século
eles permaneceram ignorados pela comunidade cientifica, ou foram considerados
manter uma relagao neutra com seus hospedeiros, ndo causando beneficios nem
danos a planta, principalmente pelo fato de que se conhecia muito pouco sobre
suas reais fung¢des no interior dos vegetais e também por ndo produzirem em seus
hospedeiros, estruturas externas visiveis (AZEVEDO et al., 2000; PEIXOTO-NETO
et al., 2002). A importancia de microrganismo endofitico esta sendo destacada nos
ultimos 30 anos, a partir da demostragcédo de que tém capacidade para proteger seu
hospedeiro contra predadores e patdogenos (AZEVEDO et al., 2000).

Os microrganismos endofiticos encontram nas plantas um vasto e diverso
nicho (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006). As bactérias endofiticas
tém sido encontradas em uma variedade de tecidos de numerosas espécies
vegetais colonizando-os de forma ativa, local ou sistemicamente, ou em estado
latente. Esse tipo de interacéo planta-bactéria parece ocorrer na maioria, sendo em
todas, as espécies vegetais superiores (LODEWYCKX et al., 2002). A existéncia
ubiqua das bactérias endofiticas nos tecidos dos seus hospedeiros vegetais sugere
e permite especulagdes sobre suas possiveis origens, formas de penetragédo e de
dispersao desses enddfitos.

Em geral, bactérias endofiticas podem ser provenientes da propria
comunidade epifitica da rizosfera e filosfera, bem como de infestagdes endofiticas

das sementes e material de propagacéao vegetal (HUANG, 1986; HALLMANN et al.,
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1997; REINHOLD-HUREK & HUREK, 1998b). Com excec¢do daquelas que sao
transmitidas pelas sementes, as bactérias endofiticas entram na planta,
primeiramente através da raiz; entretanto, partes aéreas das plantas, como as
flores, caules e cotilédones podem também representar portas de entrada
(KOBAYASHI & PALUMBO, 2000). A penetracdao, nesses casos, ocorre
principalmente por meio de aberturas naturais, tais como estdbmatos, lenticelas,
regido de emissédo de raizes laterais, ou por aberturas provocadas por injurias
(HUANG, 1986; KLUEPFEL, 1993), como ferimentos causados por instrumentos
agricolas, microferimentos nas raizes ocasionados pelo atrito destas com as
particulas do solo, entre outras. Outra forma menos comum de penetracdo de
endofiticos ocorre por meio de insetos (KLUEPFEL, 1993). Além disso, as bactérias
endofiticas podem também penetrar ativamente nos tecidos de plantas usando
enzimas hidroliticas, por exemplo, celulases e pectinases (HALLMANN et al., 1997;
QUADT-HALLMANN et al., 1997; SHISHIDO et al., 1999; REINHOLD-HUREK et
al., 2006), como observado em Azoarcus sp. (HUREK et al., 1994), Azospirillum
irakense (KHAMMAS & KAISER, 1991) e Pseudomonas fluorescens (BENHAMOU
et al., 1996; QUADT-HALLMANN et al., 1997).

Dentro da planta as bactérias endofiticas podem permanecer localizadas no
ponto de entrada ou se dispersarem de forma sistémica para outras partes da
planta, habitando de forma ativa o espaco apoplastico, os vasos condutores
(HUREK et al., 1994; LAMB et al., 1996; HALLMANN et al. 1997; QUADT-
HALLMANN et al., 1997; CHELIUS & TRIPLETT, 2000; ZINNIEL et al., 2002) e, em
alguns casos, ocorre colonizagao intracelular (HUREK et al., 1994; QUADT-
HALLMANN & KLOEPPER, 1996).

A degradacédo enzimatica das paredes celulares de plantas por bactérias
endofiticas foi observada apenas durante a colonizacdo da epiderme da raiz, mas
nunca apos a colonizagdo dos espagos intercelulares do cértex da raiz (QUADT-
HALLMANN et al., 1997; LODEWYCKX et al., 2002). Esses resultados sugerem
que a produgao de celulases e pectinases pelos endofiticos é induzida
especificamente para a penetracdo no interior da planta hospedeira. Essas
observagdes indicam, ainda, a possibilidade de existéncia de mecanismos de
penetracdo ativa para algumas bactérias endofiticas, embora a origem e a
regulacdo dessas enzimas sejam pouco conhecidas. Assume-se que essas
bactérias possuem mecanismos de controle especificos que regulam tanto a
sintese quanto a atividade dessas enzimas, quantitativa e temporalmente
(LODEWYCKX et al., 2002).
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O fato de serem capazes de colonizar os tecidos internos das plantas
confere vantagem ecoldgica sobre outras bactérias capazes de colonizar apenas
epifiticamente seus hospedeiros. Nos tecidos internos o0 microrganismo encontra
condi¢cdes ambientais mais uniformes em que as variagdes de determinados fatores
limitantes de crescimento, como as de temperatura, de potencial osmaético e de
radiacdo ultravioleta, sdo menos estressantes (HALLMANN et al. 1997;
LODEWYCKX et al., 2002). Além disso, 0 modo de vida endofitico pode conferir
protecao contra a predagao por protozoarios do solo (LODEWYCKX et al., 2002).
Ainda, as populag¢des endofiticas, a semelhanca das populacdes rizosféricas ou
epifiticas, sdo condicionadas por fatores bibticos (outros microrganismos, parasitas
e planta hospedeira) e abioticos (nutrientes e outros fatores fisicos e quimicos do
ambiente), tanto em termos quantitativos quanto qualitativos (FUENTES-RAMIREZ
et al. 1999; HALLMANN et al. 1997; SICILIANO et al., 2001; REITER et al., 2002;
SEGHERS et al. 2004).

A microbiota endofitica ja foi estudada em diversas espécies de plantas,
sendo os principais representantes encontrados amplamente distribuidos entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Nela se incluem os géneros, a saber:
Acidovorax, Acinetobacter, Actinomyces, Aeromonas, Afipia, Agrobacterium,
Agromonas, Alcaligenes, Alcanivorax, Allorhizobium, Alteromonas, Aminobacter,
Aquaspirillum, Arthrobacter, Aureobacterium, Azoarcus, Azomonas, Azorhizobium,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Beijerinckia, Blastobacter, Blastomonas,
Brachymonas, Bradyrhizobium, Brenneria, Brevundimonas, Burkholderia,
Chelatobacter, Chromobacterium, Chryseomonas, Comamonas, Corynebacterium,
Delftia, Derxia, Devosia, Enterobacter, Erwinia, Flavimonas, Flavobacterium,
Flexibacter, Frankia, Halomonas, Herbaspirillum, Matsuebacter, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Moraxella, Nevskia, Nocardia, Ochrobactrum, Pantoea,
Pectobacterium, Phenylbacterium, Phyllobacterium, Photobacterium,
Porphyrobacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Psychrobacter, Ralstonia,
Renibacterium, Rhizobacter, Rhizobium, Rhizomonas, Rhodanobacter,
Rhodococcus, Shewanella, Sinorhizobium, Sphingobacterium, Sphingomonas,
Spirillum,  Stenotrophomonas, Streptomyces, Thauera, Variovorax, Vibrio,
Xanthomonas, Xylella, Zoogloea, Zymobacter, Zymomonas (HALLMANN et al.
1997; LODEWYCKX et al., 2002).

Essas bactérias endofiticas tém sido isoladas de uma ampla variedade de
plantas (LODEWYCKX et al., 2002) de relevante importadncia agrondmica, a
exemplo de algoddo (McINROY & KLOEPPER, 1995a; McINROY & KLOEPPER,
1995b), arroz (GYANESHWAR et al., 2001), batata (HOLLIS, 1951; DE BOER &

16



COPEMAN, 1974), café (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997; AVALLONE et al., 2001;
SAKIYAMA, 2001; SAKIYAMA et al.,, 2001; VEGA et al., 2005), cana-de-agucar
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988; LOIRET et al., 2004), canola (SICILIANO
et al., 1998), citrus (GARDNER et al., 1982; ARAUJO et al. 2001), feijaio (MUNDT &
HINKLE, 1976), milho (McINROY & KLOEPPER, 1995a; McINROY & KLOEPPER,
1995b; FISHER et al., 1992; ZINNIEL et al., 2002; RAI et al., 2007), soja (MUNDT &
HINKLE, 1976; ZINNIEL et al., 2002), trigo (SICILIANO et al., 1998; ZINNIEL et al.,
2002), uva (BELL et al., 1995), entre outras.

O procedimento de isolamento das bactérias endofiticas envolve cuidados
especiais e é de fundamental importancia para o enquadramento do organismo
como um endofitico. Teoricamente, qualquer procedimento que elimina a microbiota
epifitica e retrata as populagbes internas de forma completa deve ser considerado.
Como o carater endofitico é atribuido as bactérias isoladas, exclusivamente, a partir
de tecidos vegetais sadios superficialmente estéreis (HALLMANN et al., 1997), os
processos de desinfestacdo superficial sdo definitivos para manter o conceito e
delimitar o habitat endofitico. Entretanto, erros podem advir como resultado de uma
desinfestacao incompleta da superficie, da adsorsdao de células bacterianas por
estruturas celulares das plantas ou da penetracdo do agente esterilizante, no
interior dos tecidos da planta, resultando em perda de endofiticos (HALLMANN et
al., 1997).

Os tempos de tratamento e a concentracdo do agente desinfestante podem
variar de acordo com a textura do material a ser utilizado, raz&o pela qual devem
ser feitos testes preliminares de adequacdo da metodologia, para que apenas
sejam eliminados os microrganismos epifiticos. Além do processo de desinfestacao
superficial, as condicbes de cultivo devem ser apropriadas e particulares para o
grupo de endofitos que se deseja isolar. Qutras variaveis igualmente importantes
devem ser levadas em consideracdo, como a idade da planta e dos 6rgaos
utilizados, o local e a época da coleta, e a temperatura de incubacéao utilizada para
o isolamento (ARAUJO et al., 2002).

No entanto, o isolamento de bactérias a partir de tecidos superficialmente
desinfestados demonstra apenas de forma indireta o carater endofitico. A
confirmacdo do estado endofitico do isolado é uma exigéncia que,
obrigatoriamente, deve ser adotada como critério de reconhecimento da natureza
endofitica do microrganismo (HALLMANN et al., 1997). Faz-se necessario a
demonstragao da interagcado bactéria endofitica-planta in loco por meio de estudos
microscépicos (HALLMANN et al., 1997, ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO,

2006) e a diferenciacao entre a bactéria de interesse e a microbiota indigena. O uso
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do termo “endofiticos putativos” tem sido recomendado para classificar os isolados
que ndo atendem a este critério (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006).
A localizagao in situ de bactérias endofiticas pode também ser avaliada associando-
se as técnicas microscopicas as imunolégicas ou as moleculares, que empregam
sondas construidas a partir de genes marcadores especificos (REINHOLD-HUREK
& HUREK, 1998a). Adicionalmente, a fim de revelar o carater endofitico, é
recomendavel avaliar a recorréncia do isolado, o que significa avaliar sua
capacidade de reinfectar plantulas livre de microrganismos, (ROSENBLUETH &
MARTINEZ-ROMERO, 2006) e o reisolamento a partir do hospedeiro infectado.
Bactérias endofiticas em uma unica planta hospedeira ndo sao restritas a
espécies Unicas, mas compreendem diversos géneros e espécies (ROSENBLUETH
& MARTINEZ-ROMERO, 2006). A diversidade associada a essas bactérias
endofiticas existe ndo somente em relacdo as espécies de plantas colonizadas,
mas também em relacdo as diferentes espécies colonizadoras; o que significa que
plantas podem ser colonizadas simultaneamente por uma grande variedade de
bactérias endofiticas (LODEWYCKX et al.,, 2002). Em alguns casos, constata-se
uma especificidade enddfito-hospedeiro ou selecdo da populagado endofitica por
parte do hospedeiro (MAVINGUI et al., 1992; ROSENBLUETH & MARTINEZ-
ROMERO, 2006), em que poucas espécies sao encontradas, mas uma variedade
de géneros e espécies esta presente simultaneamente na maioria dos casos
(GARDNER et al., 1982; FISHER et al.,, 1992; ZINNIEL et al., 2002, RAI et al.,
2007). Nao se sabe se as comunidades dentro da planta interagem entre si, e tem
sido especulado que os efeitos benéficos ao hospedeiro sdo resultantes dos efeitos
combinados de suas atividades (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006).
Como resultado de estudos mais aprofundados de biologia e ecologia de
microrganismos endofiticos, é fato que eles podem conferir importantes
caracteristicas e trazem consequientes beneficios para as plantas com as quais se
associam. Pesquisas demonstraram que bactérias endofiticas alteram propriedades
anatdmicas e fisiolégicas das plantas, aumentam a resisténcia as condi¢des de
estresse, promovem o crescimento vegetal e reduzem os sintomas de doencgas
causadas por diversos fitopatégenos (HALLMANN et al., 1997; PILLAY & NOWAK,
1997; INIGUEZ et al., 2004). Os principais mecanismos pelos quais as bactérias
endofiticas exercem seus efeitos sdo, a saber, a fixacdo de nitrogénio (JIMENEZ-
SALGADO et al. 1997; SEVILLA et al., 2001; HUREK et al., 2002; INIGUEZ et al.,
2004), a producao de fitormonios, o controle bioldgico de fitopatdégenos na zona da
raiz, seja este pelo antagonismo direto da microbiota deletéria (por meio da

producdo de agentes antibacterianos e antifungicos, produgdo de sideréforos e
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competicdo por nutrientes) ou pela indugao de resisténcia sistémica no hospedeiro,
e 0 aumento na disponibilidade de minerais (HALLMANN et al., 1997; STURZ et al.,
2000; WENBO et al.,, 2001; LODEWYCKX et al., 2002; ROSENBLUETH &
MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Além dos efeitos benéficos para as plantas, diversos compostos de
interesse biotecnoldgico como, por exemplo, toxinas, antimicrobianos e outros
metabdlitos secundarios, imunossupressores, antitumorais, antioxidantes e
enzimas, produzidos por microrganismos endofiticos também tem sido isolados e
caracterizados. A expectativa é de que tais compostos sejam utilizados na medicina
moderna, agricultura e industria (STROBEL et al.,, 2004; GUNATILAKA, 2006;
ZHANG et al.,, 2006). Recentemente, bactérias endofiticas foram isoladas e
caracterizadas quanto ao seu potencial para uso em processos de fitoremediagao in
situ (NEWMAN & REYNOLDS, 2005; MOORE et al., 2006), em substituicao aos
processos fisico-quimicos tradicionais. A utilizacdo de estirpes de Burkholderia
cepacia endofitica geneticamente modificadas mostrou aumento da tolerancia das
plantas a tolueno (BARAC et al., 2004). Outros estudos mostraram a participagéo
de um recém-descoberto microrganismo, Methylobacterium populum sp nov.,
estirpe BJ0O01 (van AKEN et al., 2004a), na degradagao dos nitrocompostos 2,4,6-
trinitrotolueno (TNT), hexaidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX), octaidro-1,3,5,7-
tetranitro-1,3,5-tetrazocina (HMX) (van AKEN et al.,, 2004b). Em adigdo aos
aspectos econdmicos e biotecnoldgicos, o estudo de microrganismos endofiticos é
de grande interesse académico, pela possibilidade de descoberta de novas
espécies microbianas, principalmente quando hospedeiros de regides tropicais séo
investigados (AZEVEDO et al., 2000).

Em razdo das dificuldades inerentes relacionadas aos estudos de
isolamento e caracterizagdo, associadas as limitagdes das tradicionais técnicas de
cultivo, o conhecimento da biologia, ecologia e quimica das bactérias endofiticas
evolui lentamente. Essa evolugdo do conhecimento, entretanto, tem demonstrado o
potencial impar das bactérias endofiticas em diversos processos biotecnoldgicos e
em sistemas de producédo agricolas (HALLMANN et al., 1997; STURZ et al., 2000).
Assim, o emprego desses microrganismos nessas praticas tem aumentado
substancialmente nos ultimos anos, ja que eles representam substitutos desejaveis

de produtos quimicos, favorecendo, desta forma, a preservagcao do ambiente.
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1.4.2. MICRORGANISMOS ENDOFITICOS DE Coffea arabica L. E QUALIDADE
DA BEBIDA

Embora o café seja plantado comercialmente ha anos e uma quantidade
apreciavel de resultados de pesquisas sobre a producdo de café tenha sido
publicada, sabe-se pouco sobre 0s microrganismos associados com plantas de café
e, especialmente, os endoéfitos ndo sdo bem caracterizados.

Tradicionalmente, os estudos que relacionam qualidade de café e presenca
de microrganismos reportam a ocorréncia de microrganismos indesejaveis,
especialmente fungos filamentosos (KRUG, 1940; KRUG, 1941) produtores de
micotoxinas, como aflatoxina e ocratoxina (TANIWAKI et al., 2003; BATISTA, et al.,
2003; PARDO et al., 2004; VEGAS et al., 2006).

As bactérias habitam naturalmente os tecidos de plantas saudaveis,
incluindo os seus frutos (McINROY & KLOEPPER, 1995b; JIMENEZ-SALGADO et
al., 1997). A composicao do mesocarpo mucilaginoso de frutos de café maduros
inclui agucares simples, polissacarideos complexos, proteinas, lipideos e minerais
(AVALLONE et al., 2000; PETRACCO, 2005; DE CASTRO & MARRACCINI., 2006),
que possivelmente se constituem em excelente meio que favorece o crescimento
de bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Os microrganismos epifiticos e
endofiticos de ocorréncia natural em frutos de café desempenham um papel
importante na producdo de metabdlitos secundarios que interferem positiva ou
negativamente na qualidade da bebida.

O primeiro estudo de isolamento de microrganismos endofiticos em café
(JIMENEZ-SALGADO et al., 1997) mostrou a ocorréncia de bactérias diazotroficas
em diferentes partes da planta, inclusive nos frutos e na rizosfera de diferentes
cultivares e caracterizou, por meio de testes microbiolégicos, bioquimicos e
genéticos, o isolados como pertencentes a espécie Acetobacter diazotrophicus. Os
mesmos autores ressaltaram a importancia agronémica desses fixadores de
nitrogénio como potenciais fornecedores, pelo menos em parte, dos suprimentos de
nitrogénio requeridos pela planta. Posteriormente, outros trabalhos de isolamento e
caracterizagdo de microrganismos endofiticos em plantas de café foram realizados
e, especialmente, em frutos da planta.

Durante o processamento de C. arabica, bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, leveduras e fungos filamentosos epifiticos e endofiticos de ocorréncia
natural estdo presentes em grandes quantidades e ja foram isolados em todos os
estadios de desenvolvimento dos frutos de café (SILVA et al., 2000; AVALLONE et
al.,, 2001; SAKIYAMA, 2001; SILVA et al., 2008). Estudos de abundancia e
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diversidade de microrganismos cultivaveis em frutos de café no estadio cereja
mostram que as bactérias representam o grupo mais abundante em todos os
estadios da secagem, seguidas por fungos filamentosos e leveduras (SAKIYAMA,
2001; SILVA et al., 2000).

Bactérias endofiticas Gram-positivas e Gram-negativas ja foram também
isoladas de folhas, ramos e raizes de plantas de café, sendo que a maior
porcentagem dos representantes (68%) pertencia ao grupo das Gram-negativas. A
maior parte, entretanto, correspondente a, aproximadamente, 44% dos isolados, foi
obtida a partir dos frutos. Dos 87 diferentes isolados cultivaveis, houve predominio
dos géneros Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Escherichia, Micrococcus, Pantoea,
Pseudomonas, Serratia e Stenotrophomonas (VEGA et al., 2005).

As comunidades de fungos endofiticos e epifiticos em folhas de café
originarios de Porto Rico foram estudadas, por sequenciamento da regido
espacadora intergénica (ITS), para verificar as possiveis diferencas em suas
composicdes (SANTAMARIA & BAYMAN, 2005). Os resultados mostraram que,
apesar de estarem separadas espacialmente por milimetros de distancia, as duas
comunidades diferiram significativamente e diferentes fungos predominaram nas
distintas comunidades, sendo que a endofitica, surpreendentemente, mostrou mais
morfotipos do que a epifitica.

Atualmente existe um grande esfor¢o no Brasil para a produgao de café em
que a qualidade da bebida seja superior, para atender as exigéncias de um
mercado consumidor, interno e externo, cada vez mais exigente. Na Universidade
Federal de Vigosa, o estudo da contribuicdo dos microrganismos, especialmente
dos endofiticos, associados aos frutos de café vem sendo desenvolvido pelo
Departamento de Microbiologia, a fim de se verificar os possiveis efeitos positivos
da atividade microbiana sobre a qualidade da bebida do café. Os resultados obtidos
a partir dos trabalhos iniciados justificam os interesses no aprofundamento dos
estudos desse sistema bioldgico.

Klebsiella oxytoca endofitica isolada de frutos de café sadios foi
caracterizada com relacdo ao crescimento em meio minimo, adicionado de pectina
citrica e a producgao intracelular de pectato-liase por esta estirpe foi demonstrada
(GENARI, 1999). As caracteristicas do crescimento observadas e a sintese
induzida da pectinase indicam as potencialidades de K. oxytoca em contribuir para
os processos fermentativos em graos de café. Embora produtora de pectato-liase, a
bactéria ndo causa dano a planta e deve possuir mecanismo regulatério para

controlar a sintese e a atividade da enzima.
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A presenca e distribuicAo de bactérias e leveduras em frutos de café
desinfestados superficialmente foram observadas, utilizando-se técnicas de
microscopia e imunolégicas (YAMADA, 1999). O estudo mostrou a existéncia de um
gradiente de distribuicdo de bactérias e leveduras na polpa dos frutos, com
predominio de leveduras na porgdo mais externa da polpa do café e de bactérias
nas sementes.

Paenibacillus amylolyticus € outra espécie endofitica produtora de pectina-
liase isolada do interior de frutos maduros de café provenientes da regido da Zona
da Mata no Estado de Minas Gerais (PAULA, 2001). Pectina-liases sdo mais
comumente encontradas em fungos e menos freqliente em bactérias. Assim sendo,
este isolado € um modelo promissor para estudos de regulagao metabdlica dessas
enzimas (SAKIYAMA et al., 2001).

A colonizacdo de explantes da cultivar Catuai Vermelho de C. arabica L. e
da cultivar Apoatad de C. canephora Pierre ex Froenhe por bactérias endofiticas
isoladas de frutos maduros, comprovada in situ por imunofluorescéncia e posterior
recuperacao das bactérias endofiticas inoculadas, mostrou o potencial de alguns
desses isolados como promotores de crescimento (SAKIYAMA, 2001).

A diversidade e sucessdo de microrganismos epifiticos e endofiticos em
frutos de café C. arabica L. da Zona da Mata Mineira durante a seca natural em
dois diferentes sistemas foi avaliada por PCR e Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante (DGGE) (SANTOS, 2006). Os resultados mostraram que os valores
de Riqueza, indice de Diversidade de Shannon-Weaver e Eqiitabilidade nao
diferiram significativamente entre si (p 2 0,05) nos dois tratamentos ao longo dos 13
dias do processo de secagem.

A diversidade de bactérias endofiticas associadas aos frutos de café C.
arabica L. também foi estudada em quatro cultivares de diferentes altitudes na Zona
da Mata Mineira (CORDERO, 2008). Foram identificados e descritos 48 diferentes
morfotipos de bactérias entre os 134 isolados de endofiticas do banco de cultura. A
caracterizacdo dos isolados foi feita, fenotipicamente, por métodos culturais e
analise de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) e, genotipicamente, pelo
sequenciamento de fragmentos do rDNA 16S. A porcdo ndo-cultivavel da
diversidade foi acessada por PCR-DGGE utilizando primers especificos para
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria classes a, B e y. Os resultados
mostraram que a altitude da lavoura influencia na densidade de bactérias
endofiticas nos frutos, assim como o tipo da cultivar. Foi constatada a existéncia de

uma relagao positiva entre a densidade de bactérias endofiticas e a altitude.
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A demonstragdo da diversidade de microrganismos endofiticos em C.
arabica levanta tantas questdes quanto as soluciona e exige, conseqlentemente,
estudos funcionais desta microbiota, especialmente com relagao a sua capacidade
de sintetizar ou transformar compostos precursores de sabor e aroma que sejam de
interesse para producdo comercial de cafés de qualidade superior. Novas
estratégias e abordagens de estudo dessa microbiota surgem como alternativas as
metodologias tradicionais para melhor entender, frente a Era Pds-Genbmica, a

complexa teia que resulta dessas interagdes.

1.5. ECOLOGIA MICROBIANA NA ERA POS-GENOMICA

Os procariotos sao essenciais para o meio ambiente e contribuem para a
estabilidade dos ecossistemas, sendo responsaveis por conduzirem transformagoes
impares e indispensaveis para a continuidade dos ciclos biogeoquimicos
(WHITMAN, 1998). Eles estao presentes em todos os ambientes terrestres e, por
meio de sua atividade metabdlica, afetam as propriedades quimicas e fisicas de
todo o ambiente a sua volta (NEWMAN & BANFIELD, 2002). A extraordinaria
atividade desses microrganismos estd baseada em sua notavel diversidade
metabdlica e adaptabilidade genética, o que os permite ocupar e colonizar todos os
nichos possiveis; e os torna uma importante fonte de recursos genéticos para o
avanco biotecnoldgico e para o desenvolvimento sustentavel.

As bactérias representam o grupo de organismos mais abundante e diverso
na Terra, compreendendo mais de um milhdo de espécies (WHITMAN, 1998;
HORNER-DEVINE et al., 2004). Estima-se, entretanto, que apenas uma pequena
fragcdo dessa diversidade bacteriana seja conhecida (TORSVIK et al.,, 2002). O
numero total de bactérias na Terra é estimado estar entre 4 e 6 x 10*°, com a maior
proporcdo de células bacterianas, possivelmente, residindo nas subsuperficies
oceanica e terrestre (3,4 x 10%* e 0,25-2,5 x 10>, respectivamente) (WHITMAN,
1998).

Classicamente, a investigacdo da diversidade microbiana e dos diversos
processos biolégicos conduzidos por microrganismos nos diferentes ambientes
requer, como passo primordial, a obtengdo de culturas puras. Essa abordagem
tradicional, que emprega técnica dependente de cultivo, entretanto, permite que
apenas uma pequena fragdo, 1% ou menos, da diversidade microbiana seja

acessivel, limitando as analises aqueles microrganismos que crescem sob

23



condigbes de laboratério (TORSVIK et al., 1990; AMANN et al., 1995; PACE, 1997;
HUGENHOLTZ, 1998; TORSVIK et al., 2002).

As primeiras evidéncias de que as técnicas de cultivo ndo representavam
fielmente a diversidade microbiana nos diferentes ambiente foi a discrepancia
observada entre os resultados obtidos quando se utilizavam diferentes técnicas de
contagem de microrganismos. Um dos indicadores de que microrganismos
cultivaveis nao representam muito do mundo microbiano foi a chamada “grande
anomalia da contagem em placa”, que se refere a discrepancia encontrada entre o
tamanho da populagdo estimada por plaqueamento e por contagem direta em
microscopia. Esta discrepancia é particularmente dramatica em alguns ambientes
aquaticos, no qual a contagem em placa e a estimativa de células viaveis, utilizando
laranja de acridina, diferem em 4 a 6 ordens de magnitude, e em solo, no qual
apenas 0,1 a 1% das bactérias sdo passiveis de cultivo em meios comuns sobre
condigcbes padrdo (AMANN et al., 1995).

A utilizacdo de técnicas moleculares para os estudos de populagdes
microbianas que ndo sao cultivaveis e que apresentam as mais variadas exigéncias
em relagao aos fatores nutricionais, quimicos e fisicos, se constitui em alternativa
para o estudo da diversidade genética de espécies microbianas na natureza
(MUYZER & SMALLA, 1998; DelLONG, 2004). O desenvolvimento e o
aprimoramento dessas metodologias independentes de cultivo para aplicagcdo em
Ecologia Microbiana oferecem oportunidade para estimar, de forma mais real, a
diversidade microbiana existente e tem levado a uma drastica mudanca na
perspectiva desses estudos (MUYZER & SMALLA, 1998; RAPPE e GIOVANNONI,
2003).

Os beneficios cientificos, econbmicos e estratégicos esperados de um
melhor conhecimento da diversidade microbiana sao extensos (COLWELL, 1997;
HUNTER-CEVERA, 1998) e envolvem, entre outros, o melhor entendimento das
funcbes exercidas pelas comunidades microbianas nos ambientes e o
conhecimento das suas interagdes com outros componentes da biodiversidade
(TYSON et al., 2004; VENTER et al., 2004; DANIEL, 2005; WOYKE et al., 2006;
DINSDALE et al., 2008), a descoberta de microrganismos potencialmente
exploraveis nos processos biotecnolégicos e otimizagdo das capacidades
microbianas conhecidas (HENNE et al., 2000; GILLESPIE et al., 2002; COURTOIS
et al., 2003; LORENZ & ECK, 2005; SUENAGA et al., 2007), e o progndstico e a
prevencao de doengas emergentes (FURRIE, 2006; MANICHANH et al., 2006).

Uma estratégia amplamente utilizada na atualidade para acessar a

diversidade genética e fisiolégica de microrganismos nao cultivaveis € baseada no
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isolamento e clonagem de DNA diretamente a partir de amostras ambientais para a
construcao de bibliotecas metagenémicas. Essa abordagem baseada na analise,
em larga escala, de genomas de microorganismos no seu habitat natural é
denominada metagendmica (HANDELSMAN et al., 1998; HANDELSMAN, 2004;
RIESENFELD et al., 2004) e, embora seja um conceito relativamente novo, a idéia
de que microrganismos poderiam ser identificados sem a utilizagdo de técnicas de
cultivo, pela recuperacgao e sequenciamento direto a partir de amostras do ambiente
€ bem mais antigo (PACE et al., 1985; SCHIMIDT et al., 1991).

Essa nova abordagem permite o maior acesso a recursos genéticos
presentes nos diferentes ambientes (HANDELSMAN, 2004; RIESENFELD et al.,
2004) e, assim, aumenta sobremaneira o conhecimento da diversidade e das
potencialidades dos microrganismos nesses ambientes. Enquanto a analise
funcional dos metagenomas preocupa-se em prospectar novas enzimas e
compostos de interesse biotecnolégico, a analise baseada em sequéncias oferece
oportunidade de se conhecer a microbiodiversidade e o potencial metabdlico de
uma comunidade ambiental por analise e comparacdo das sequéncias obtidas
(HANDELSMAN, 2004; RIESENFELD et al., 2004). Considerando as possibilidades
oferecidas por esta nova abordagem de estudo, pode-se dizer que a metagenémica
ainda estd nos estagios iniciais da construgdo do inventario da microbiodiversidade
€ sera necessaria a integracao de diversas outras ciéncias técnicas para entender a
complexidade das interagbes microbianas em sua totalidade e nos seus diversos
ambientes (O'MALLEY e DUPRE, 2007).

As plantas constituem verdadeiro sistema ecoldgico com grande diversidade
microbiana associada e, por isso, podem ser consideradas um superorganismo.
Agregado ao genoma vegetal propriamente dito existe o0 genoma bacteriano
suplementar, denominado em conjunto “microbioma”, que contém, provavelmente,
centenas de vezes mais genes do que o da proépria planta.

Conhecer os componentes desse microbioma em plantas de café é de
fundamental importancia porque aliado aos programas de sequenciamento (VIEIRA
et al., 2006) e melhoramento genético do cafeeiro podem auxiliar no
desenvolvimento de cultivares com caracteristicas vegetativas associadas a um
elevado potencial produtivo, possibilitando ainda a producido de cafés com menor
custo e reduzida aplicacdo de agrotdxicos no controle de pragas e doengas. A
caracterizacdo do microbioma dos frutos adiciona a estas caracteristicas ideais, a
possibilidade de producdo de cafés de qualidade, tanto do ponto de vista

agrondmico, quanto da bebida.
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CAPITULO 2

DIVERSIDADE GENETICA DA COMUNIDADE DE BACTERIAS ENDOFITICAS
ASSOCIADA A FRUTOS DE CAFE (Coffea arabica L.) POR PCR-DGGE
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RESUMO

O presente estudo foi realizado para investigar a possivel diversidade de
bactérias endofiticas associadas aos frutos de café (Coffea arabica L.) coletados
em fazenda localizada na Zona da Mata Norte de Minas Gerais, Brasil. A estratégia
experimental envolveu PCR de fragmentos do gene rDNA 16S amplificados a partir
de DNA extraido diretamente da comunidade microbiana presente em frutos de
café, usando primers especificos para Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria
pertencentes as classes q, B e y, seguida de Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante (DGGE). As bandas dominantes observadas em gel de DGGE foram
purificadas e usadas como molde para re-amplificacdo por PCR. Os produtos da
PCR purificados foram seqlienciados para analise comparativa com seqliéncias
disponiveis no banco de dados GenBank por meio do algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool). As arvores filogenéticas reconstruidas com base nos
genes de interesse, pelo método de Maxima Parciménia utilizando o programa
MEGA versdo 4.0°, mostraram o padrdo filogenético dos grupos dominantes de
ocorréncia nos frutos de café. O padrao de bandas no gel de DGGE concorre para
a afirmacao de que a comunidade de bactérias endofiticas presentes nos frutos de
café é composta, entre outros, por representantes relacionados filogeneticamente a
Proteobacteria pertencentes as classes B e y e por representantes relacionados ao
filo Firmicutes, dentre os quais se destacam microrganismos cultivaveis e nao-
cultivaveis. A presenca de bactérias endofiticas pertencentes ao género
Burkholderia e a espécie Klebsiela oxytoca é sugerida, com base no alinhamento e
nas analises filogenéticas das sequéncias nucleotidicas obtidas a partir da DGGE.

O papel desses microrganismos nos frutos de café continua sendo investigado. O
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conhecimento dessa diversidade é etapa fundamental para estudo do papel
funcional dos endofiticos na produgao de precursores de compostos que compdem

o café para bebida com qualidade superior.
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2.1. INTRODUCAO

A Ecologia Microbiana esta se consolidando como uma das areas da
Microbiologia que expande os horizontes do conhecimento de forma inovadora,
desenvolvendo e aprimorando meétodos moleculares para a identificacdo e o
monitoramento de microrganismos em ecossistemas naturais, com vista em estudo
do papel funcional dessa microbiota. Durante os ultimos anos, a identificacdo de
microrganismos com o uso de métodos que se baseiam em analise de sequéncias
dos genes que codificam o RNA ribossomal (rRNA) 16S tornou-se uma ferramenta
importante em estudos de comunidades bacterianas em amostras ambientais
(GIOVANNONI et al., 1990; WARD et al., 1990; MUYZER et al., 1993; LUDWIG &
SCHLEIFER, 1994; AMANN et al., 1995; HEAD et al., 1998). Esses métodos
moleculares tornaram-se, inclusive, um precioso suporte para as técnicas
tradicionais de identificacdo, que ainda sao freqlentes na rotina dos laboratérios de
pesquisa.

Técnicas de fingerprinting genético sdo capazes de fornecer o perfil que
representa a diversidade genética de uma comunidade microbiana em um ambiente
especifico, incluindo o dos n&o-cultivaveis. Esses métodos sio diferenciados das
técnicas tradicionais pela sua rapidez e reprodutibilidade (ERCOLINI, 2004). Todos
eles sdo baseados na amplificagdo, por PCR, e na resolugdo das diversas
sequéncias amplificadas, simplesmente por migracao eletroforética diferencial em
gel de agarose ou de poliacrilamida, de acordo com o tamanho [Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analysis (ARDRA), terminal-Restriction Fragment
Length Polymorphisms (t-RFLP), Ribossomal Intergenic Spacer Analysis (RISA),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)] ou com a seqiiéncia [Denaturant
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Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), Temperature Gradient Gel Electrophoresis
(TGGE), Temporal Temperature Gel Electrophoresis (TTGE), Single-Strand
Conformation Polymorphism (SSCP)] (MUYZER & SMALLA, 1998; RANJARD et al.,
2000; KIRK et al., 2004; HORI et al., 2006).

Dentre as técnicas de fingerprinting genético independentes de cultivo,
DGGE ¢é uma das mais freqlientemente utilizadas em estudos de Ecologia
Microbiana para se obter uma representagido qualitativa da presenga e abundancia
de diferentes filotipos na amostra. Ela oferece oportunidade para se efetuar
estimativa mais real da diversidade microbiana existente (MUYZER & SMALLA,
1998). O potencial desta metodologia para a distingdo de sequiiéncias que se
diferenciam entre si pela substituicio de um unico residuo de nucleotideo foi
derivado de estudos de caracterizagdo de mutagdo génica aplicados na area de
medicina humana, e permitiu a detecgao de mutacdo em individuos portadores de
B-talassemia (MYERS et al., 1985a; MYERS et al., 1985b). A primeira descri¢cdo do
uso de DGGE em estudos de Ecologia Microbiana data de 1993 (MUYZER et al.,
1993).

A técnica de DGGE baseia-se na separacao eletroforética diferencial de
amplicons, obtidos por PCR, quanto a susceptibilidade da molécula de DNA a
desnaturagao parcial promovida por agentes desnaturantes, e discrimina amplicons
de tamanhos similares, de acordo com suas seqliéncias de pares de bases
(MUYZER et al., 1993). Ela permite o estudo simultdneo de um grande numero de
amostras, € uma técnica confiavel, rapida e que possui reprodutibilidade
(DAHLLOF, 2002 e KIRK et al., 2004). A capacidade dessa técnica de eletroforese
desnaturante em discriminar sequéncias de DNA de fragmentos de mesmo
tamanho, mas que diferem em apenas um unico par de nucleotideos (FISHER &
LERMAN, 1983), permite a geracao de padrdes de bandas variaveis de acordo com
a composi¢cdo de microrganismos em diferentes amostras ambientais em estudos
de Microbiologia Ambiental e Ecologia Microbiana (MUYZER & SMALLA, 1998).

A versatilidade desta técnica de DGGE tem sido demonstrada com sucesso
em Ecologia Microbiana, para conhecimento da estrutura genética e complexidade
de comunidades microbianas (MUYZER et al., 1993; @VREAS E TORSVIK, 1998);
em estudo da estrutura genética de um grupo filogenético e funcional particular
(HEUER et al., 1997; ROESELERS et al., 2007); na analise da distribuicdo espacial
e das mudancas na composi¢ao das populacdes bacterianas como resultado de
impactos ambientais ou de praticas agricolas (JVREAS et al., 1998; GELSOMINO
& CACCO, 2006); na caracterizagdo da diversidade e/ou sucessdao de

microrganismos em diferentes alimentos (ERCOLINI, 2004), especialmente os
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sujeitos a alguma etapa de fermentacado durante o processamento, a exemplo de
café (MASOUD et al.,, 2004; NIELSEN et al., 2005), queijos (ERCOLINI et al.,
2002), polvilho azedo (MEROTH et al.,, 2003; LACERDA et al., 2005), salame
(COCOLIN et al., 2001), vinho (SPANO et al., 2007) e vinagre de arroz (HARUTA et
al., 2006); e elucidacdo da participagdo da microbiota comensal de animais e
humanos no estado de saude e de doenca (ZHANG et al., 2007; LI et al., 2008).
PCR-DGGE também tem sido uma estratégia aplicada com sucesso para a
caracterizagcdo da diversidade que compdem as populagbes de bactérias
endofiticas de diferentes plantas, a exemplo de batata (GARBEVA et al., 2001;
SESSITSCH et al., 2002) e citrus (ARAUJO et al., 2002), independentemente da
capacidade desses microrganismos crescerem ou nao em meio de cultura.

Estudos de diversidade microbiana em cafeeiro e em frutos dessa planta
nas fases de pré e pos-colheita com uso de DGGE sdo da maior importancia para
se conhecer a participacdo da por¢cdo nao-cultivavel nesses processos. Ela ja foi
empregada para avaliar a diversidade e sucessao de microrganismos durante dois
diferentes processos de seca natural dos frutos de café e mostrou que ndo ha um
padrdo previsivel de sucessdo da microbiota indigena ao longo dos dias de
secagem (SANTOS, 2006). A porcado nao-cultivavel das bactérias endofiticas
também ja foi acessada por PCR-DGGE, com a utilizagdo de primers especificos
para diferentes grupos bacterianos, e os resultados mostraram que a altitude da
lavoura, assim como a cultivar de café, influenciam na diversidade de bactérias
endofiticas nos frutos. Foi constatada, também, a existéncia de uma relacao
positiva entre a densidade de bactérias endofiticas e a altitude (CORDERO , 2008).

A avaliacao da diversidade microbiana pela técnica de DGGE representa a
variabilidade, inter e intra-especifica, presente na comunidade amostrada. Como o
conceito de espécie microbiana esta atrelado a parcela de microrganismos
cultivaveis, a quantificacdo da diversidade requer que os elementos individuais
sejam agrupados em classes, visto que a diversidade é fungdo do numero total de
diferentes classes, denominado Riqueza, e da abundancia relativa dos elementos
individuais em cada classe, denominada Equitabilidade (NUBEL et al., 1999).

Entretanto, & necessario considerar que as bandas exibidas no perfil
eletroforético podem nao corresponder a diferentes espécies bacterianas, ja que
algumas espécies possuem multiplas cépias do operon rrn cujas seqiéncias
apresentam microheterogeneidade. Dessa forma, e considerando a base da
técnica, uma Unica espécie pode mostrar um perfil com multiplas bandas. (NUBEL
et al., 1999; KIRK et al., 2004). As bandas resultantes do fingerprint em DGGE sao

referidas como Unidades TaxonOmicas Operacionais (UTOs). Essas UTOs
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correspondem as classes, que juntas compdem a riqueza, € a intensidade de uma
delas representa a Equitabilidade. A diversidade da comunidade microbiana é
medida pelo calculo dos indices de diversidade, como o indice de Shannon-
Weaver, que é o indice mais comumente utilizado em estudos de Ecologia. (NUBEL
et al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade de bactérias endofiticas
cultivaveis e nao-cultivaveis em frutos de café (Coffea arabica L.), pela utilizagdo de
de técnicas moleculares baseados na extracdo direta de DNA das bactérias
presentes nos frutos de café, seguida de PCR-DGGE e do sequenciamento e

analise filogenética das bandas selecionadas a partir do gel.
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2.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Ecologia Microbiana (LEM), no
Laboratério de Microbiologia Industrial (MIND) e no Laboratério de Biotecnologia e
Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) do Departamento de Microbiologia,
localizados no Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, da

Universidade Federal de Vigosa - UFV, Vigosa - Minas Gerais.

2.2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado em area georeferenciada da Fazenda Serra do Boné,
no municipio de Araponga, cidade da Zona da Mata Norte do Estado de Minas
Gerais, Brasil, compreendida entre as coordenadas 42°36°'35” W a 42°22’48” W de
longitude, e 20°34'12” S a 20°46’48” S de latitude (Figura 2).

2.2.2. Amostragem

As amostras de frutos sadios de café (Coffea arabica L.) da cultivar Catuai
Vermelho foram coletadas no estadio cereja, das safras de 2005 e 2008 (Figura 3A-
C). A regido de coleta das amostras esta compreendida nas coordenadas 42°27°32”
W de longitude e 20°39’16,3” S de latitude, e 1.013 metros de altitude.

A amostragem foi feita pela coleta individual de frutos sadios no estadio

cereja. O terco médio de alguns galhos de cafeeiros tipicos da cultivar foram
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coletados aleatoriamente na lavoura, de acordo com o registro das coordenadas
geograficas e altitude em aparelho de GPS, Garmin® modelo Vista C. A amostra
coletada foi acondicionada em isopor contendo gelo, embalada a vacuo e mantida a
-20°C até o inicio dos procedimentos experimentais. A amostra referente a safra de
2008 foi armazenada a 4°C e processada em até 24 horas apos a coleta.

Segundo Portaria n® 773, de 12 de maio de 2006 do Instituto Mineiro de
Agropecuaria, o café da regido sob estudo é comercializado com a denominacgao

“Café das Montanhas de Araponga”.
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Figura 2: Imagem por satélite referente a regiao do municipio de Araponga, cidade
da Zona da Mata Norte do Estado de Minas Gerais, Brasil, compreendida
entre as coordenadas 42°36'35" W a 42°22'48” W de longitude, e
20°34'12” S a 20°46'48” S de latitude.

Fonte: <http://maps.google.com.br/> Acesso em 26/05/2008.
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Figura 3: (A) Vista aérea de area georeferenciada da Fazenda Serra do Boné, no

municipio de Araponga. (B) Frutos sadios de café (Coffea arabica L.) no
estadio cereja do denominado “Café das Montanhas de Araponga”. (C)

Detalhe dos frutos maduros.
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2.2.3. Desinfestacao superficial de frutos de café

A desinfestacido superficial dos frutos de café foi feita segundo protocolo
estabelecido por Sakiyama et al. (2001). Os frutos de café congelados foram
submetidos ao descongelamento lento antes do procedimento de desinfestacéo.

Inicialmente, frutos tomados aleatoriamente na amostra foram pré-lavados
em 50 mL de agua destilada adicionada de 4 gotas de detergente neutro e, em
seguida, lavados, durante 1 minuto, por quatro vezes, em agua destilada corrente
para retirada de impurezas. Todos os procedimentos referentes ao processo de
desinfestagcdo foram realizados em condicbes assépticas. Os frutos foram
submetidos, individualmente, as seguintes etapas de lavagem: duas lavagens em
agua destilada esterilizada; seguindo-se a agitagdo por 15 minutos em solugéo
tampéao fosfato de potassio 0,05 M (pH 7,0); imersao, por 1 minuto, em alcool 70%;
agitacéo por 5 minutos em solugado de hipoclorito de sédio 5% e Tween 0.05%;
imersao por 1 minuto em &alcool 70% seguida da flambagem dos frutos e agitagéo
final por 15 minutos em solugcédo tampéao fosfato de potassio 0,05 M (pH 7,0). Esse
procedimento foi repetido e os frutos lavados, por duas vezes, em agua destilada
esterilizada.

Simultaneamente, foi realizado um segundo procedimento de desinfestacéo
de frutos de café, em que lisozima (150 pyg mL™) foi adicionada ao final do processo
de desinfestagdo. Os frutos foram incubados a 37°C por 1 hora na solugdo
contendo a enzima e, em seguida, lavados, por duas vezes, em agua destilada
esterilizada.

Como controle para avaliacgio do sucesso do procedimento de
desinfestagao, aliquotas de 100 pL da ultima agua de lavagem dos frutos foram
espalhadas em duplicata em meio de cultura R2A (REASONER & GELDREICH,
1985) e as placas incubadas a 28°C durante 72 horas. Além desse controle, os
frutos desinfestados foram colocados em tubos contendo meio de cultura liquido
R2A e incubados a 28°C durante 72 horas. Apds o tempo de incubacgao, os frutos
cujo processo de desinfestagdo mostrou-se bem sucedido foram selecionados para
extracdo de DNA das bactérias endofiticas totais. Os frutos dos tubos teste nos

quais se observou crescimento microbiano foram descartados.
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2.2.4. Extracao de DNA total de bactérias endofiticas

A extracdo de DNA total de bactérias endofiticas associadas aos frutos de
café foi realizada pelo método de lise direta, utilizando-se o protocolo estabelecido
por Fungaro et al. (2004), com modificagdes incorporadas no LEM, para favorecer a
extracdo dos DNAs bacterianos.

Oito frutos de café desinfestados superficialmente foram macerados em
nitrogénio liquido até a obtengcdo de um po fino, seguindo-se a transferéncia para
um tubo de microcentrifuga esterilizado e adigdo de 830 uL de tampao de extragéo
(CTAB 4%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, PVP 1%), 4 uL de B-
mercaptoetanol e lisozima (150 pg mL"). O tubo contendo a suspensdo foi
incubado a 37°C por 1 hora e transferido para nova incubagao em banho-maria a
65°C por 20 minutos. A suspensao, em seguida, foi mantida a temperatura
ambiente por 10 minutos. O volume contido no tubo foi dividido em dois novos
tubos, antes da adigdo de 700 pL (1 volume) de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1,v/v). Os tubos foram ocasionalmente invertidos gentilmente por periodo de 5
minutos. A suspensao foi centrifugada a 10.000 g por 5 minutos e o sobrenadante
transferido para um novo tubo. Ao sobrenadante foi adicionado 0,6 volume de
isopropanol e o tubo foi incubado a temperatura ambiente por 30 minutos,
seguindo-se a centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos e o descarte do
sobrenadante. O sedimento foi lavado 2 vezes com etanol 70% gelado e mantido a
temperatura ambiente. Apds a lavagem, o sedimento foi ressuspendido em 30 pL
de tampao TE [Tris-HCI 100 mM (pH 8.0) e EDTA 1 mM] (pH 8.0), 20 ug mL™" de
RNase (Sigma-Aldrich) foram adicionados e a suspensao incubada a 37°C por 1
hora.

As amostras de DNA extraidas foram analisadas em gel de agarose (Sigma-
Aldrich) 0,8% em tampao TAE 1X [Tris-HCI 40 mM, &cido acético 20 mM e EDTA 1
mM (pH 8,3)] e brometo de etidio (0,25 ng mL™") (SAMBROOK et al., 1989). A
quantificacao foi feita por comparagdo com marcadores de quantidade de DNA de
fago A nas concentragdes de 25 ng uL™", 50 ng uL”" e 100 ng pL™.

O DNA extraido foi visualizado no sistema de digitalizacdo de imagem Eagle

Eye™ (Stratagene).

49



2.2.5. Analise da diversidade genética da comunidade bacteriana endofitica

2.2.5.1. Estudo do perfil genético da comunidade bacteriana endofitica por
PCR-DGGE

O perfil genético das diferentes populagdes bacterianas presentes nas
amostras de frutos de café foi avaliado pela técnica de Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante — DGGE (MUYZER et al., 1993).

2.25.1.1. Amplificacdo dos rDNAs 16S de representantes do dominio
Eubacteria

Fragmentos do gene codificador dos rRNAs 16S de grupos microbianos
especificos representantes do dominio Eubacteria foram amplificados por PCR. O
molde utilizado para as reagdes de amplificacao foi o DNA total bacteriano extraido
dos frutos de café desinfestados superficialmente.

Para amplificar a regido dos genes rDNA 16S de Eubacteria,
correspondente as posicoes 341 a 534 do rDNA 16S de Escherichia coli, e avaliar
as possiveis diferencas nos dois métodos de desinfestagao confrontados, foram
utilizados os primers universais para eubactérias p3/p2 (MUYZER et al.,, 1993)
(Quadro 2 e Figuras 4 e 5). A reacdo de PCR foi realizada em tubos de 200 pL para
um volume final de 25 pL. A mistura de reacéao foi preparada com 5 uL do tampao
GoTaq® Reaction Buffer (Promega, Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio
(MgCl,) (Promega, Madison, USA), 200 uM de desoxirribonucleotideos trifosfatados
(dNTP’s), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 5 pg de albumina
sérica bovina (BSA) (Invitrogen), 2% (v/v) de formamida desionizada, 1,5 U de Taq
DNA polimerase (Promega, Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada
(MilliQ) esterilizada para completar o volume final. A PCR foi realizada sob as
seguintes condigbes (MUYZER et al., 1993, com modificagdes): temperatura inicial
de desnaturagdo a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto
para a desnaturagéo, 55°C por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por 2
minutos para a extensao dos primers. O ciclo de amplificagdo foi seguido por uma
extensao final a 72°C por 10 minutos.

Para amplificar fragmentos dos rDNAs 16S de diferentes grupos especificos
de Eubacteria foi utilizada a técnica de Nested-PCR (HEUER et al., 1997 e GOMES
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et al.,, 2001) com o sistema de primers F203a/R1492 para a-Proteobacteria,
F948B/R1492 para B-Proteobacteria, fD2/RP1 ou fD2/R1492 para y-Proteobacteria,
BLS342F/1392R para Firmicutes, e F243HGC/R1378 ou F243HGC/R1492 para
Actinobacteria (Quadro 2). Essa técnica consiste na realizagao de duas reagdes de
amplificacdo. A primeira fornece os fragmentos especificos para cada um dos
grupos estudados, que servem como molde para uma segunda etapa de
amplificacdo, a partir de primers universais para Eubacteria (Figura 6).

A amplificacdo de fragmentos dos rDNAs 16S de grupos especificos de
Eubacteria pertencentes as classes a-Proteobacteria e [-Proteobacteria foi
realizada com o uso dos primers especificos F203a0/R1492 e F9483/R1492,
respectivamente (HEUER et al., 1997; GOMES et al., 2001) (Quadro 2). A mistura
de reacdo foi preparada com 5 pL do tampdo GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA),
200 pM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s), 0,2 uyM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 5 pg de albumina sérica bovina (BSA)
(Invitrogen), 2% (v/v) de formamida desionizada, 1,5 U de Tag DNA polimerase
(Promega, Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada (MilliQ)
esterilizada, para completar o volume final. A PCR foi realizada sob as seguintes
condigbes (GELSOMINO & CACCO, 2006): temperatura inicial de desnaturagao a
94°C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos de 94°C por 1 minuto para a
desnaturagao, 56°C (a-Proteobacteria)/ 61°C (B-Proteobacteria) por 1 minuto, para
anelamento dos primers, e 72°C por 2 minutos para a extensao dos primers. O ciclo
de amplificagéo foi seguido por uma extensao final a 72°C por 10 minutos. DNA de
Agrobacterium tumefaciens ATCC 12136 e de Alcaligenes xylosoxidans ATCC
13138 foram utilizados como controle positivo para as reagbes de amplificacdo de
a-Proteobacteria e B-Proteobacteria, respectivamente.

A amplificacdo de fragmentos dos rDNAs 16S de grupos especificos de
Eubacteria pertencentes a classe y-Proteobacteria foi realizada com o uso dos
primers especificos fD2/rP1 (WEISBURG et al., 1991) (Quadro 2). A mistura de
reacdo foi preparada com 5 pL do tampdo GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA),
250 pM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s), 0,21 yM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 1,5 U de Tag DNA polimerase (Promega,
Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada (MilliQ) esterilizada, para
completar o volume final. A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢cdes (BUNGE
& LECHNER, 2001): temperatura inicial de desnaturagdo a 94°C por 2 minutos,

seguida de 30 ciclos de 94°C por 15 segundos para a desnaturagao, 52°C por 30
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segundos para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para a extensao dos
primers. As ultimas 20 etapas de extensao foram realizadas usando incrementos na
temperatura de 20 segundos por ciclo. DNA de Pseudomonas putida ATCC 15176
foi utilizado como controle positivo da reagao de amplificacao.

A amplificacdo de fragmentos dos rDNAs 16S de grupos especificos de
Eubacteria pertencentes ao filo Firmicutes foi realizada com o uso de primers
especificos BLS342F/1392R (BLACKWOOD et al., 2005) (Quadro 2). A mistura de
reacdo foi preparada com 5 pL do tampdo GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA),
160 pM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s), 0,1 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 2,5 ug de albumina sérica bovina (BSA)
(Invitrogen), 1,5 U de Taq DNA polimerase (Promega, Madison, USA), 20 ng de
DNA total e agua desionizada (MilliQ) esterilizada, para completar o volume final. A
PCR foi realizada sob as seguintes condicbes (BLACKWOOD et al., 2005):
temperatura inicial de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
94°C por 30 segundos para a desnaturacdo, 57°C por 30 segundos para
anelamento dos primers e 72°C por 90 segundos para a extensdo dos primers. O
ciclo de amplificacéo foi seguido por uma extensao final a 72°C por 7 minutos. DNA
de Bacillus subtilis ATCC 23858 foi utilizado como controle positivo da reacao de
amplificagéo.

A amplificagdo de fragmentos dos rDNAs 16S de grupos especificos de
Eubacteria pertencentes ao filo Actinobacteria foi realizada com o uso de primers
especificos F243HGC/R1492 (HEUER et al., 1997) (Quadro 2). A mistura de reagao
foi preparada com 5 pL do tampao GoTaq® Reaction Buffer (Promega, Madison,
USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA), 200 uM
de desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTP’s), 0,1 uM de cada oligonucleotideo
iniciador (Quadro 2), 2,5 ug de albumina sérica bovina (BSA) (Invitrogen), 2% (v/v)
de formamida desionizada, 1,5 U de Tag DNA polimerase (Promega, Madison,
USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada (MilliQ) esterilizada, para completar o
volume final. A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢cbes (HEUER et al., 1997):
temperatura inicial de desnaturagao a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
94°C por 1 minuto para a desnaturagao, 63°C por 1 minuto para anelamento dos
primers e 72°C por 2 minutos para a extensao dos primers. O ciclo de amplificagcdo
foi seguido por uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos de PCR obtidos nas reagdes para os 5 grupos de Eubacteria
estudados, a partir dos diferentes grupos de primers especificos para cada grupo,

foram usados como molde de DNA para uma segunda reagdo de PCR, Nested-
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PCR (HEUER et al., 1997 e GOMES et al., 2001). Nesta reagéo foram utilizados os
primers universais para bactérias F984GC/R1378 (HEUER et al., 1997) (Quadro 2).
A mistura de reacdo foi preparada com 5 pL do tampdo GoTaq® Reaction Buffer
(Promega, Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega,
Madison, USA), 200 uM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s), 0,2 uM
de cada oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 5 pug de albumina sérica bovina
(BSA) (Invitrogen), 2% (v/v) de formamida desionizada, 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Promega, Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada
(MilliQ) esterilizada, para completar o volume final. A PCR foi realizada sob as
seguintes condicbes (GELSOMINO & CACCO, 2006): temperatura inicial de
desnaturacgao a 94°C por 5 minutos, seguida de 20 ciclos de 94°C por 1 minuto para
a desnaturacado, 53°C por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por 2
minutos para a extensio dos primers. O ciclo de amplificacdo foi seguido por uma
extensao final a 72°C por 10 minutos.

A amplificagdo dos fragmentos de rDNA 16S foi feita também diretamente a
partir de primers universais F984GC/R1378 (HEUER et al., 1997) (Quadro 2) para
estudo da estrutura das comunidades de eubactérias endofiticas totais. A mistura
de reacéo foi preparada com 5 uL do tampdo GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA),
200 pM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s), 0,2 uyM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 5 pg de albumina sérica bovina (BSA)
(Invitrogen), 2% (v/v) de formamida desionizada, 1,5 U de Tag DNA polimerase
(Promega, Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada (MilliQ)
esterilizada para completar o volume final. A amplificagcao foi feita por meio de
“touchdown” PCR (DON et al., 1991; GELSOMINO & CACCO, 2006). Durante o
“touchdown” PCR, a temperatura de anelamento (65°C), que é inicialmente 10°C
acima da temperatura de anelamento adequada esperada para o par de primers
utilizados, sofre decréscimos de 2°C a cada dois ciclos até um “touchdown” de
55°C; temperatura na qual 25 ciclos adicionais sao desenvolvidos. As condi¢des a
partir desta etapa sédo as seguintes (GELSOMINO & CACCO, 2006): temperatura
inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1
minuto para a desnaturacéo, 1 minuto a temperatura adequada de anelamento dos
primers e 72°C por 2 minutos para a extensao dos primers. O ciclo de amplificacdo
foi seguido por uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Em todas as reagdes para os diferentes grupos foi utilizado controle
negativo sem DNA molde. As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador

Mastercycler® Gradient (Eppendorf).
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Os amplicons resultantes da amplificacdo por PCR foram analisados em gel
de agarose (Sigma-Aldrich) 1,2% em tampao TAE (Tris-acetato 40 mM e EDTA 1
mM) e brometo de etidio (0,25 ug mL™") (SAMBROOK et al., 1989). Marcador de
tamanho 100 pb DNA Ladder (Promega, Madison, USA) foi utilizado para estimativa

dos tamanhos dos diferentes amplicons.
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Quadro 2: Sequéncia dos primers usados para amplificar fragmentos de genes rDNA 16S nos experimentos de PCR.

Primer® rDNA 16S alvo Sequéncia (5°—3) Referéncia
(Posicéo)®
p3 Eubacteria gc.-CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993
(341-357)
p2 Eubacteria ATTACCGCGGCTGCTGG Muyzer et al., 1993
(518-534)
F203a a-Proteobacteria CCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGATTTAT Gomes et al., 2001
(174-203)
F948p3 B-Proteobacteria CGCACAAGCGGTGGATGA Gomes et al., 2001
(931-948)
R1492 Eubacteria TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT Heuer et al., 1997
(1492-1513)
fD2 Bactérias entéricas AGAGTTTGATCATGGCTCAG Weisburg et al., 1991
(8-27)
rP1 Bactérias entéricas ACGGTTACCTTGTTACGACTT Weisburg et al., 1991
(1492-1512)
BLS342F Gram-positivas de baixo conteudo G+C CAGCAGTAGGGAATCTTC Blackwood et al., 2006
(325-342)
1392R Eubacteria ACGGGCGGTGTGTACA Blackwood et al., 2006

(1392-1406)

# gc.: seqiiéncia rica em G+C (Grampo-GC) ligada a extremidade 5’ (MUYZER et al., 1993).

¥ posigao no genoma de Escherichia coli (BROSIUS et al., 1981).
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Quadro 2: (Continuagéo)

Primer® rDNA 16S alvo Sequéncia (5°—3) Referéncia
(Posig&o)®
F243HGC Actinomycetales GGATGAGCCCGCGGCCTA Heuer et al., 1997
(226-243)
F984GC Eubacteria gc.-AACGCGAAGAACCTTAC Heuer et al., 1997
(968-984)
R1378 Eubacteria CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
(1378-1401)
_gc.
Mac
¥p

osi¢cdo no genoma de Escherichia coli (BROSIUS et al., 1981).

CGCCCGGGGCGCGCCCLCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGEG
.. seqiiéncia rica em G+C (Grampo-GC) ligada a extremidade 5 (MUYZER et al., 1993).

Heuer et al., 1997

Muyzer et al., 1993
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Figura 4: Diagrama esquematico da regido do rDNA 16S amplificada por PCR para
avaliagdo das possiveis diferencas nos dois métodos de desinfestacao

confrontados.
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Figura 5: Diagrama esquematico da técnica de PCR-DGGE utilizada para avaliagéo
das possiveis diferencas nos dois métodos de desinfestacao

confrontados.
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Figura 6: Diagrama esquematico da técnica de Nested-PCR utilizada para analise
prévia da diversidade de Eubacteria em frutos de café (Coffea arabica L.)
por PCR-DGGE.
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2.2.5.1.2. Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

A Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) foi realizada
utilizando-se o equipamento “DCode™ Universal Mutation Detection System” (BIO-
Rad — Califérnia USA).

Foram aplicados 20uL dos produtos de PCR, juntamente com 20uL do
tampéo da amostra (azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%, glicerol 70% e
TAE 1X), em gel de poliacrilamida (acrilamida:N,N’-metilenobisacrilamida 37,5:1)
vertical a 8% (p/v) em tampao TAE 1X, para fragmentos de tamanhos variando de
200 pb a 400 pb, ou 6% (p/v) para os de 300 pb a 1.000 pb. O gradiente
desnaturante variou linearmente de 45% a 60% para a analise dos fragmentos de
menor tamanho e de 40% a 58% para os de tamanho maior.

O gradiente foi formado a partir da mistura de duas solugbes estoque de
poliacrilamida a 8% ou 6%, dispensadas pelo formador de gradiente (Modelo 475
Gradient Delivery System — BIO-Rad Califérnia, USA), uma com 100 % dos agentes
desnaturantes, que corresponde a uréia 7 M e formamida desionizada 40% (v/v), e
outra sem esses agentes. Além das solugbes-estoque para a formagao do
gradiente, foram utilizados 0,03% (p/v) de persulfato de amdnio [polimerizador],
0,17% (v/v) de TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletileno diamino) [catalisador] e 50uL de
corante (azul de bromofenol 0,5%, xileno cianol 0,5% e TAE 1X) para visualizagédo
do gradiente. O tempo de polimerizacdo do gel, antes da aplicagdo das amostras,
foi de 3 horas.

Uma mistura de fragmentos de rDNA 16S das seguintes espécies
bacterianas foram utilizadas como marcadores especificos para os diferentes filos:
Alcaligenes xylosoxydans ATCC 13138, Agrobacterium tumefaciens ATCC 12136,
Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 23858, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas fluorescens ATCC
13525, Pseudomonas putida ATCC 15176 e Staphylococcus aureus ATCC 12692.

A eletroforese foi conduzida em temperatura de 60°C e voltagem constante
de 50V, durante 16 horas. O gel foi corado por 20 minutos com solugdo de SYBR®
Gold (Invitrogen), conforme as recomendacgdes do fabricante. A imagem do gel foi
visualizada no sistema de digitalizagdo de imagem Eagle Eye™ (Stratagen).

A analise dos perfis de banda dos géis obtidos apés a DGGE para
determinacgao prévia da diversidade genética foi realizada utilizando as imagens

obtidas pelo sistema de digitalizagdo, com o auxilio do programa Gel Pro Analyser®
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3.1 (Media Cybernetics Inc., Maryland - USA). Os ajustes basicos feitos no
programa foram os seguintes:

- largura da raia: 10 pixels;

- altura minima de banda: 1%;

- separagcao minima de bandas: 0,5% Rf

- raias retilineas;

- correcao de “Background”: nenhuma;

- raias contendo padr&o: nenhuma;

Os ajustes feitos, de modo interativo, foram os que propiciaram a maior
concordancia entre as bandas detectadas pelo programa e as bandas detectadas
visualmente. Obtidos os valores para os ajustes referidos, nos poucos casos em
que as bandas detectadas pelo programa nao correspondiam aquelas detectadas
visualmente, utilizou-se do recurso do programa para adicdo ou exclusdo manual
de bandas.

Apos identificagdo visual e detec¢ao pelo programa, as bandas dominantes
de cada um dos grupos especificos evidenciados foram excisadas do gel de DGGE
com o auxilio de um bisturi cirdrgico e as por¢des excisadas foram individualmente
colocadas em 20 pL de agua desionizada (Milli Q) esterilizada e armazenadas, por
24 horas, a 4 °C para eluigdo do DNA. Subsequentemente, o DNA contido na agua
de eluicao foi utilizado como molde para re-amplificagdo, conforme previamente
descrito para o segundo ciclo de amplificagdo do método de Nested-PCR. Os
produtos de PCR obtidos foram submetidos novamente a DGGE para confirmacgao
da pureza e da posigao relativa em comparagao as bandas a partir das quais elas
foram originalmente excisadas.

Os produtos da re-amplificagao foram purificados com uso do kit ExoSAP-

IT®, de acordo com as recomendacbes do fabricante.

2.2.5.2. Sequenciamento dos fragmentos dos rDNAs 16S re-amplificados e
purificados

As reacdoes de sequenciamento foram realizadas no Laboratério de
Clonagem e Sequienciamento de DNA da UFV com o kit DYEnamic™ ET Dye
Terminators (GE Healthcare, Freiburg, Germany). Foram utilizados em cada uma
das reacgbes 75 ng a 100 ng de DNA, 0,5 yM do oligonucleotideo iniciador R1378,
2,0 yL de DYEnamic™ ET Terminator Sequencing Pre-Mix para um volume final de

5 uL. As condigbes da PCR foram 35 ciclos de 95°C por 10 segundos, 50°C por 5
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segundos e 60°C por 2 minutos. Em seguida, o DNA foi precipitado adicionando-se
27,5 UL de etanol absoluto e acetato de aménio para uma concentracéo final de
0,75 M. Apés 10 minutos em temperatura ambiente, as reagdes foram centrifugadas
por 45 minutos a 2.000 g. O DNA sedimentado foi lavado com 100 uL de etanol
70%, centrifugadas por 10 minutos a 2.000 g e armazenado em temperatura
ambiente por 10 minutos para secar. Posteriormente, o DNA foi ressuspendido em
5 pL de Loading Buffer (GE Healthcare). A leitura das amostras foi realizada em

sequenciador automatico MegaBACE™ 500 de 48 capilares (GE Healthcare).

2.2.5.3. Anélise comparativa das sequéncias dos rDNAs 16S da comunidade
bacteriana associada aos frutos de café

Todas as sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas disponiveis
no banco de dados GenBank (NCBI). Para cada gene foi feita uma busca de
identidade com a utilizacdo do algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) para nucleotideos (ALTSCHUL et al.,
1990). Multiplas seqiiéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTALW, e
analisadas filogeneticamente com reconstrucdo de arvores filogenéticas pelo
método da Maxima Parcimoénia, utilizando o método de distdncia p com auxilio do
programa MEGA 4.0° (TAMURA et al., 2007), para esclarecer o padrdo filogenético

dos grupos dominantes.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Avaliacdo do processo de desinfestacdo superficial de frutos de café

O protocolo para a desinfestagao superficial dos frutos de café utilizado
neste estudo mostrou-se eficaz para ser utilizado no estudo de bactérias
endofiticas, cultivaveis e ndo-cultivaveis. Isso foi comprovado pela constatacao da
auséncia de crescimento microbiano em meio R2A inoculado com a ultima agua de
lavagem dos frutos e, também, no meio de cultura em que os frutos desinfestados
superficialmente permaneceram incubados por 72 horas a 28°C. Apenas os frutos
com comprovada auséncia de crescimento microbiano foram utilizados para a
extracdo do DNA total de bactérias endofiticas totais. A presenca de bactérias
endofiticas cultivaveis foi confirmada por métodos culturais em meio R2A (dados
nao mostrados).

A escolha da amostra de Catuai Vermelho para o estudo foi baseada em
estudos prévios de determinagdo de densidade populacional de bactérias
endofiticas isoladas de frutos das cultivares Catuai Amarelo, Catuai Vermelho,
Bourbon Amarelo e Bourbon Vermelho obtidos de areas georeferenciadas de
diferentes altitudes de propriedades produtoras localizadas na Zona da Mata Norte
do Estado de Minas Gerais, Brasil (CORDERO, 2008). Nesse trabalho, foi
demonstrado que os valores de densidade populacional de bactérias endofiticas em
frutos de café diferem (p < 0,05) entre cultivares e também quanto a altitude em que
se situam. Concluiu-se a partir desse estudo que, quanto maior a altitude, maior a

densidade de endofiticos para Catuai Vermelho (1.187 metros) e para Bourbon
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Vermelho (1.101 metros), enquanto nas altitudes inferiores a 1.000 metros, os
valores para essas mesmas cultivares sao consistentemente (p < 0,05) menores. A
densidade de bactérias totais em frutos de Catuai Vermelho, que incluem as
epifiticas e endofiticas, situou-se em torno de 6,0 x 10° UFC fruto” (CORDERO,
2008), valor considerado expressivo mesmo quando comparado ao de bactérias
endofiticas indigenas em tecido da maioria das espécies vegetais, em torno de 10° a
10° UFC g™ de tecido fresco (HALLMANN et al., 1997).

Os resultados dos dois protocolos de desinfestacao superficial adotados
(Figura 7) mostram, pelos perfis genéticos resultantes da DGGE, que 0s processos
de desinfestacao apresentaram eficiéncia similar, tanto por observagao direta do gel
como pelas andlises de imagem obtidas com o programa Gel Pro Analyser® 3.1.
Considerando que o DNA proveniente da microbiota epifitica nao estaria
contaminando o pool de DNA metagenémico de interesse, a opgado foi a de se
utilizar o protocolo de desinfestacao mais simples; ou seja, aquele em que nao ha a

etapa de incubacgao do fruto na presenca de lisozima.
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Figura 7: Perfil eletroforético em DGGE de fragmentos do gene rDNA 16S de
bactérias endofiticas, presentes em frutos de café (Coffea arabica L.),
obtido apds amplificagdo utilizando primers universais para Eubacteria
(1). A: Processo de desinfestagdo sem a etapa de adi¢cédo de lisozima; B:
Processo de desinfestacdo em que houve a etapa de adicao de lisozima;
n: Branco da reacdo de PCR; M: Marcador preparado com a mistura de
fragmentos do gene rDNA 16S das bactérias-padrao (l) Staphylococcus
aureus ATCC 12692; (II) (lll) e (V) Escherichia coli ATCC 29922; (IV) e

(V1) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Imagem de cores invertida

(2)
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2.3.2. Analise da diversidade de bactérias endofiticas totais por PCR-DGGE

A amostra de DNA total extraida de bactérias presentes em frutos de café
com a utilizagao de protocolo (FUNGARO et al., 2004) modificado no LEM mostrou-
se com qualidade adequada para as analises do DNA das populagdes dos
diferentes grupos de bactérias endofiticas.

A contaminag&o com polissacarideos e polifenéis € um problema comum do
processo de extracdo de DNA de amostras vegetais em geral, especialmente
quando estocadas extensivamente a 0°C (MANNING, 1991; DEMEKE & ADAMS,
1992), e pode interferir negativamente nos procedimentos e nas analises
posteriores. Além disso, os compostos organicos presentes nos frutos de café e
alguns dos reagentes do tampao de extracdo de DNA, como SDS e CTAB, ou os
sais e solventes organicos utilizados no processo de extracdo, possivelmente
formam complexos com proteinas e interferem , inibindo ou diminuindo, na
eficiéncia da reacdo de PCR ao estabelecer interagdes com a DNA polimerase.
Contudo, as alteragdes no procedimento de extragdo de DNA total de bactérias
endofiticas asseguraram a obtencdo de DNA com a qualidade desejavel para
utilizacdo em PCR.

As condicbes sob as quais foram realizadas as reacbes de PCR foram
satisfatérias para as analises em DGGE, nido havendo, aparentemente,
amplificacdo de bandas inespecificas ou formacdo de produtos quiméricos. A
técnica utilizada envolve a realizagao de duas reag¢des de amplificacao.

O produto da primeira reagcado de PCR, utilizada para amplificar fragmentos
especificos dos rDNAs 16S de a-Proteobacteria, B-Proteobacteria e Actinobacteria,
nao foi detectado visualmente em gel de agarose (Figura 8), mas, ainda assim, o
produto obtido nesta primeira reacdo foi utilizado para uma segunda etapa de
amplificacao a partir de primers universais para Eubacteria.

O produto da primeira reagéo utilizada para amplificacdo de fragmentos
especificos do rDNA 16S de y-Proteobacteria e Firmicutes resultaram em amplicons
de tamanhos compativeis com os esperados. A primeira reacdo de amplificagao de
fragmentos especificos do rDNA 16S de Firmicutes resultou em amplicons numa
concentracao bem inferior a do controle positivo utilizado (Figura 8).

A técnica de PCR utilizada nao é quantitativa, mas, pelos resultados, infere-

se que as populagdes dominantes sao de y-Proteobacteria e Firmicutes.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1,2% do produto de amplificacdo por
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PCR, utilizando primers especificos, dos fragmentos dos rDNAs 16S de
bactérias endofiticas presentes em frutos de café (Coffea arabica L.)
pertencentes a a-Proteobacteria (A), p-Proteobacteria (B), vy-
Proteobacteria (C), Firmicutes (D) e Actinobacteria (E). 1: Produtos de
amplificagcbes a partir de amostras de DNA extraido de frutos de café, 2:
Repeticdo. Eletroforese em gel de agarose 1,2% do produto da segunda
etapa de amplificacdo por PCR, utilizando primers universais (Nested-
PCR), dos fragmentos dos rDNAs 16S de bactérias endofiticas presentes
em frutos de café (Coffea arabica L.) pertencentes a a-Proteobacteria (1),
B-Proteobacteria (2), y-Proteobacteria (3), Firmicutes (4) e Actinobacteria
(5). M: 100 pb DNA Ladder; n: Branco da reagao de PCR.
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A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) mostrou a
existéncia de um variado perfil de diversidade genética na amostra de DNA (Figura
9), com a existéncia de pelo menos 2 UTOs para cada um dos grupos analisados. A
comprovagao da origem microbiana da seqliéncia requer a confirmagao por meio
de sequienciamento das bandas correspondentes do gel.

Todos os fragmentos de DNA evidenciados no gel apresentam o mesmo
tamanho, em pares de bases, mas diferem quanto a seqliéncia de bases. Quanto
maior o conteudo G+C presente na seqiiéncia, maior € a mobilidade eletroforética
da banda, considerando o gradiente desnaturante formado ao longo do gel de
DGGE. A intensidade de cada banda capturada na imagem do gel de DGGE
corresponde a D.O. (em pixels) maxima, e esta diretamente relacionada com a
abundancia relativa da UTO que representa (Tabela 2). O corante utilizado para
visualizagdo das bandas no gel de DGGE, SYBR® Gold (Invitrogen), permitiu a
observacao de fragmentos de DNA menos dominantes.

O resultado observado no perfil eletroforético em DGGE (Figuras 9 e 10)
quando comparado com o obtido de frutos da mesma cultivar e localidade
(CORDERO, 2008), ndo apenas complementa o resultado desse autor como
também comprova que o periodo de estocagem, 2005 a 2008, e o modo de
conservagdo das amostras, selagem a vacuo e congelamento a -20°C, néo
interferiram no perfil genético observavel da comunidade de bactérias endofiticas.

A analise da imagem do gel de DGGE no programa Gel Pro Analyser® 3.1
revelou nos perfis genotipicos a presenca de 2 UTOs referentes a a-Proteobacteria,
16 UTOs a B-Proteobacteria e 13 UTOs a classe y-Proteobacteria, além de 20
UTOs referentes ao filo Firmicutes e 2 UTOs referentes ao filo Actinobacteria. As
UTOs correspondentes a a-Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria foram
numericamente equivalentes as detectadas visualmente no gel (Tabela 3).

A diversidade de bactérias endofiticas totais avaliada com a utilizagao da
PCR-DGGE por meio da amplificacdo dos rDNA 16S a partir de primers universais
F984GC/R1378 (Figura 10) nado revelou o real perfil da diversidade genética
bacteriana existente nos frutos de café, como se concluiu pela comparagdo com o
obtido por amplificagdo a partir de primers especificos na etapa de Nested-PCR
(Figura 9). Esse resultado mostra a necessidade e a importancia da utilizagdo de
duas etapas de amplificacdo consecutivas com primers especificos e universias

para esclarecer a real diversidade genética no sistema em estudo.
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Figura 9: Perfil eletroforético em DDGE de fragmentos do gene rDNA 16S de
bactérias endofiticas presentes em frutos de café (Coffea arabica L.),
obtido apds amplificacdo enzimatica utilizado primers especificos para
diferentes filos de Eubacteria e primers universais para Eubacteria, pela
técnica de Nested-PCR. A: a-Proteobacteria; B: B-Proteobacteria; C: y-
Proteobacteria; D: Firmicutes; E: Actinobacteria; n: Branco da reagao de
PCR; M: Marcador preparado com a mistura de fragmentos do gene
rDNA 16S das bactérias-padrao (I) Staphylococcus aureus ATCC 12692;
(1) (1) e (V) Escherichia coli ATCC 29922; (IV) e (VI) Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; (VII) Pseudomonas putida ATCC 15176; (VIII)
Bacillus subtilis ATCC 23858.

68



.
s

-4

Figura 10: Perfil eletroforético em DDGE de fragmentos do gene rDNA 16S de
bactérias endofiticas presentes em frutos de café (Coffea arabica L.),
obtido apds amplificagdo enzimatica utilizado primers universais para
Eubacteria. A: Eubacteria; n: Branco da reagdo de PCR; M: Marcador
preparado com a mistura de fragmentos do gene rDNA 16S das
bactérias-padrao (I) Staphylococcus aureus ATCC 12692; (1l) (lll) e (V)
Escherichia coli ATCC 29922; (IV) e (VI) Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853; (VIlI) Pseudomonas putida ATCC 15176; (VIII) Bacillus
subtilis ATCC 23858.
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Tabela 2: Abundancia das Unidades Taxonémicas Operacionais (UTO),

correspondentes aos diferentes grupos, em gel de DGGE.

UTo Filos de Eubacteria

a-Proteobacteria B-Proteobacteria y-Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria

Abundancia [Densidade 6ptica (pixels?)]

1 12.362

2 11.860

3 11.625

4 9.955

5 6.851

6 13.424

7 8.104

8 7.676

9 6.489

10 8.014

1" 5.067

12 8.450

13 9.006

14 22177

15 32.779

16 15.253

17 13.174

18 25.320

19 8.768

20 15.981

21 16.083

22 17.963

23 8.597

24 6.928

25 12.703

26 10.808

27 17.479

28 26.401

29 9.483

30 33.410

31 13.830

32 9.145

33 16.158

34 15.728

35 10.098

36 12.942

37 9.939

38 8.074
SOMA 24.222 72.138 92.732 3,01E+05 18.013
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Tabela 3: Numero de Unidades Taxonémicas Operacionais (UTO), correspondentes

aos diferentes filos de Eubacteria estudados, observada em gel de

DGGE.
Numero de UTOs visualizadas no gel de DGGE para cada um dos
filos de Eubacteria estudados
Detecgao com auxilio do Detecgéo visual®
programa Gel Pro Analyser®3.1
a-Proteobacteria 2
B-Proteobacteria 16 8
y-Proteobacteria 13 6
Firmicutes 20 20
Actinobacteria 2 2

4 Corresponde ao numero de bandas que foram purificadas do gel de DGGE para re-amplificacdo por PCR e
sequenciamento.

A deteccao visual foi o critério utilizado para enumeracdo das bandas
(Figura 9) e purificagdo, a partir do gel de DGGE, para uso na re-amplificagdo e

sequenciamento.

2.3.3. Filogenia de bactérias endofiticas presentes em frutos de café

Todas as UTOs visualizadas em gel de DGGE e purificadas foram re-
amplificadas. A pureza e a posi¢cao relativa de cada um dos amplicons foram
confirmadas por DGGE (dados ndo mostrados) antes do seqienciamento.

Do total de 38 bandas purificadas a partir do gel de DGGE, foi possivel
sequenciar 22. Dessas, 10 bandas, correspondentes aos numeros 1, 2, 8, 9, 15, 16,
35, 36, 37 e 38, mostraram alta identidade (98%) com seqiiéncias de rDNA 16S de
cloroplasto de C. arabica L. (EF044213) e, embora também apresentassem alta
identidade com grupos de bactérias nao cultivaveis, ndo foram utilizadas para as
analises. Esse resultado mostra que, embora os primers utilizados fossem
especificos para os grupos individuais, ha uma limitacdo associada a amplificagédo
de rDNAs 16S de cloroplasto. A recomendacao é a de que, futuramente, outros
conjuntos de primers especificos ou universais sejam construidos para minimizar a

interferéncia do DNA de origem vegetal. Adicionalmente, deve-se procurar um
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protocolo que possibilite o fracionamento seletivo das diferentes fontes de DNA dos
frutos para separar bactérias.

A arvore filogenética reconstruida pelo método da Maxima Parcimdnia com
as sequéncias obtidas a partir de fragmentos de DNA purificados do gel de DGGE
agrupou todas as bandas de acordo com o filo e classes aos quais elas pertencem,
considerando a especificidade dos primers utilizados (Figura 11). Esse resultado foi
interpretado como uma garantia de que as sequéncias apresentaram a qualidade

minima adequada para serem utilizadas na analise filogenética.

4100| Banda 05 :[ B
83 B .
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—— Banda 33
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Banda 17 Firmicutes
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93 IBanda 21
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Banda 30 -
Anabaena variabilis (DQ234827)

Figura 11: Arvore filogenética mostrando a afiliagdo filogenética das seqiiéncias dos
genes rDNA 16S obtidas a partir de fragmentos de DNA purificados do
gel de DGGE. Anabaena variabilis foi utilizada como grupo externo. A
barra de escala indica 5% de divergéncia. Valores de bootstrap (1000
replicatas) maiores que 50 sdo mostrados nos nds dos ramos. A histéria
evolucionaria foi inferida pelo método da Maxima Parcimdnia, utilizando
o parametro Nearest Neighbor Interchange (NNI), para uma busca
heuristica. Analises filogenéticas foram conduzidas no programa MEGA
versdo 4.0°. O numero indicado entre parénteses refere-se ao nimero

de acessos no banco de dados GenBank.
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A arvore filogenética reconstruida pelo método da Maxima Parcimdnia com
as seqléncias dos genes rDNA 16S pertencentes a classe B-Proteobacteria obtidas
a partir de fragmentos de DNA purificados do gel de DGGE agrupou as seqiéncias
referentes as Bandas 05 e 06 no mesmo ramo e nao mostrou diferenca entre as
mesmas (Figura 12). Elas foram definidas como um grupo irmao das bactérias nao-
cultivaveis EF050123 e DQ532154.

— Pseudomonas mephitica (AM748811)
83 L Janthinobacterium lividum (EU330449)
99 bactéria ndo-cultivavel (EF205487)

Burkholderia sp. (AY568509)

bactéria ndo-cultivavel (EF516890)

83
| 63 [beta proteobactéria ndo-cultivavel (AF336362)

100 | Banda 05
|Banda 06

93 bactéria ndo-cultivavel (EF050123)

100 | pactéria ngo-cultivavel (DQ532154)

Escherichia coli (U00096)

Figura 12: Arvore filogenética mostrando a afiliagdo filogenética de B-
Proteobacteria. As sequiéncias dos genes rDNA 16S foram obtidas a
partir de fragmentos de DNA purificados do gel de DGGE. Escherichia
coli foi utilizada como grupo externo. A barra de escala indica 5% de
divergéncia. Valores de bootstrap (1000 replicatas) maiores que 50
séo mostrados nos nés dos ramos. A histéria evolucionaria foi inferida
pelo método da Maxima Parcimoénia, utilizando o parametro Nearest
Neighbor Interchange (NNI), para uma busca heuristica. Analises
filogenéticas foram conduzidas no programa MEGA versdo 4.0°. Os
numeros indicados entre parénteses referem-se aos numeros de

acessos no banco de dados GenBank.
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O fato de duas bandas originalmente posicionadas em locais diferentes no
gel de DGGE apresentarem a alta identidade verificada no alinhamento entre as
Bandas 05 e 06 (dados ndo mostrados) e estarem agrupadas da forma como
mostrado na reconstrucao filogenética (Figura 12) foi atribuido a possivel existéncia
de polimorfismo em multiplos operons rrn da espécie. Estudos sobre diversidade
mostram que em um gel de DGGE bandas distintas podem nao corresponder a
diferentes espécies bacterianas, uma vez que uma espécie pode conter multiplos
operons rm que apresentam polimorfismo, resultante de microheterogeneidade
nesses operons (NUBEL et al., 1999; VALLAEYS et al., 1997; KIRK et al., 2004).

Das sequéncias pertencentes as bactérias endofiticas cultivaveis
representadas na arvore, a que mostrou maior identidade (99%) com as Bandas 05
e 06 foi a correspondente a Burkholderia sp. (AY568509). O género Burkholderia
compreende 19 diferentes espécies, que incluem bactérias do solo e da rizosfera,
bem como patégenos de humanos e plantas (VANDAMME et al., 1997; ESTRADA-
DE LOS SANTOS et al.,, 2001). Muitas espécies desse género sdo também
importantes agentes de biocontrole, fixadores biolégicos de nitrogénio e tém a
capacidade de produzir compostos com atividade antimicrobiana e de degradar
pesticidas (DAUBARAS et al., 1996; BEVIVINO et al., 1998; CHIARINI et al., 1998;
PERIN et al., 2006). A presenca de Burkholderia endofiticas em frutos de café
originarios da Coldmbia ja foi relatada, a exemplo de B. cepacia, B. gladioli, B.
glathei e B. pyrrocinia (VEGA et al., 2005).

A arvore filogenética reconstruida pelo método da Maxima Parcimdnia com
as sequéncias dos genes rDNA 16S pertencentes a classe y-Proteobacteria obtidas
a partir de fragmentos de DNA purificados do gel de DGGE agrupou a sequéncia de
Klebsiela oxytoca (AJ871856) e da Banda 13 no mesmo ramo, pertencentes ao
clado da Banda 14 (Figura 13). A seqiiéncia referente a Banda 13 mostrou
identidade de 98% com a de K. oxytoca (AJ871856).

Klebsiela oxytoca também ja foi isolada de frutos de café sadios,
caracterizada com relagao ao crescimento em meio minimo adicionado de pectina
citrica e teve demonstrada a produgcdo de pectato-liase intracelular. As
caracteristicas do crescimento e a sintese induzida da pectinase sao caracteristicas
funcionais que possivelmente contribuem para os processos metabdlicos que
resultam em compostos precursores de café com qualidade superior. Embora
produtora de pectato-liase, a bactéria deve apresentar algum mecanismo
regulatério para controlar a sintese e a atividade da enzima, ja que ndo causa
danos visiveis a planta (GENARI, 1999; SAKIYAMA, 2001).
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96 |Klebsiella oxytoca (AJ871856)
53 | bactéria ndo-cultivavel (DQ816867)

Banda 13

80

Banda 14

bactéria ndo-cultivavel (EU344929)

99 |bactéria nao-cultivavel (EF511611)

L Bacillus subtilis (X60646)

5

Figura 13: Arvore filogenética mostrando a afiliagdo filogenética de -
Proteobacteria. As sequéncias dos genes rDNA 16S foram obtidas a
partir de fragmentos de DNA purificados do gel de DGGE. Bacillus
subtilis foi utilizado como grupo externo. A barra de escala indica 5%
de divergéncia. Valores de bootstrap (1000 replicatas) maiores que 50
s&o mostrados nos nés dos ramos. A historia evolucionaria foi inferida
pelo método da Maxima Parcimoénia, utilizando o parametro Nearest
Neighbor Interchange (NNI), para uma busca heuristica. Analises
filogenéticas foram conduzidas no programa MEGA versdo 4.0°. Os
numeros indicados entre parénteses referem-se aos numeros de

acessos no banco de dados GenBank.

Espécies de Klebsiela endofiticas ja foram isoladas de C. arabica L.
originarios da Colémbia, a exemplo de K. planticola, K. pneumoniae, K. trevisanii
(VEGA et al.,, 2005). Klebsiela pneumoniae também ja foi encontrada como
endofitica em milho (CHELIUS & TRIPLETT, 2000) e, quando inoculada na
rizosfera de Arabidopsis e trigo, mostrou altos niveis de colonizagdo e capacidade
de promover crescimento (DONG et al., 2003).

A arvore filogenética reconstruida pelo método da Maxima Parcimdnia com

as sequéncias dos genes rDNA 16S pertencentes ao filo Firmicutes obtidas a partir
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de fragmentos de DNA purificados do gel de DGGE agrupou a sequéncia de uma
bactéria de solo (AF083571) e da Banda 31 no mesmo ramo e como pertencentes
ao clado da Banda 17 (Figura 14). A seqUéncia referente a esta bactéria € originaria
de um estudo nao publicado que contrasta microrganismos cultivaveis e nao-

cultivaveis de solos amazbnicos.

67 r Banda 31
54 bactéria de solo (AF083571)
51 Banda 17

Banda 33

% Banda 19

8 |Banda 21

99

Banda 32
56

Banda 30

Banda 24

55 — Bacillus hemicellulosilyticus (AB43846)
bactéria endofitica (EU088077)
Bacillus alkalidiazotrophicus (AB043846)
bactéria ndo-cultivavel (DQ351921)
Escherichia coli (U00096)

99

5

Figura 14: Arvore filogenética mostrando a afiliagao filogenética de Firmicutes. As
sequiéncias dos genes rDNA 16S foram obtidas a partir de fragmentos
de DNA purificados do gel de DGGE. Escherichia coli foi utilizada como
grupo externo. A barra de escala indica 5% de divergéncia. Valores de
bootstrap (1000 replicatas) maiores que 50 sao mostrados nos nés dos
ramos. A historia evolucionaria foi inferida pelo método da Maxima
Parciménia, utilizando o parametro Nearest Neighbor Interchange (NNI),
para uma busca heuristica. Analises filogenéticas foram conduzidas no
programa MEGA versdo 4.0°. Os numeros indicados entre parénteses

referem-se aos numeros de acessos no banco de dados GenBank.
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De acordo com a analise, em um clado se agrupam as sequéncias das
Bandas 17 e 31 e, no outro, as sequéncias das Bandas 33, 19 e 21 (Figura 14). As
sequéncias referentes as Bandas 19 e 21 foram agrupadas no mesmo ramo e nao
mostraram diferenga entre si pelo alinhamento (dados ndo mostrados). Todas as
sequéncias referentes as bandas purificadas do gel de DGGE sao apresentadas como
sendo um grupo irmao de Bacillus. Nesse género incluem-se isolados de endofiticas do
café, a exemplo de B. subtilis, B. megaterium e B. cereus (VEGA et al., 2005).

A diversidade observada em DGGE é um indicativo da possivel composi¢cao
e complexidade das populagbes endofiticas presentes nos frutos de café. Contudo,
faz-se necessario ressaltar que a resolucdo dos perfis genotipicos obtidos em
DGGE, em termos de numero de UTOs no gel, nem sempre é suficiente para
ilustrar a real diversidade microbiana mesmo sendo a técnica de PCR-DGGE
incluida entre as mais indicadas para estudos de ecologia ou fingerprinting de

populacdes microbianas.
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2.4. CONCLUSOES

As populagbes de bactérias endofiticas associadas aos frutos de café
apresentam variado perfil genotipico, como demonstrado na anadlise por
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE).

A presenca de bactérias endofiticas pertencentes ao género Burkholderia e
a espécie Klebsiela oxytoca ¢é inferida com base no alinhamento e nas analises
filogenéticas das sequéncias nucleotidicas.

O maior conhecimento da diversidade genética e funcional de
microrganismos que, possivelmente, contribuam para as caracteristicas sensoriais
da bebida do café devera ser obtido por estudos de metagenOmica, para

determinagdo do microbioma dos frutos de café.
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CAPITULO 3

CONSTRUCAO E ANALISE DE UMA BIBLIOTECA DE CLONES rDNA 16S DE
BACTERIAS ENDOFITICAS DE FRUTOS DE CAFE (Coffea arabica L.)
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RESUMO

A complexidade da microbiota epifitica e endofitica presente nos graos de
café (Coffea arabica L.) e o limitado conhecimento dos microrganismos envolvidos
nas diferentes etapas do processamento dos frutos dificultam a avaliagdo
conclusiva dos fatores que interferem com a qualidade da bebida do café. A
diversidade bacteriana em frutos de café da Zona da Mata Norte de Minas Gerais,
Brasil foi analisada pela construcdo de uma biblioteca de rDNAs 16S. Ela foi obtida
pela clonagem de fragmentos dos rDNAs 16S amplificados a partir de
oligonucletideos iniciadores especificos e DNA metagendmico extraido diretamente
dos frutos de café, como molde. Um total de 50 clones positivos da biblioteca de
rDNAs 16S de y-Proteobacteria endofiticas e 25 clones positivos da biblioteca de
rDNAs 16S de Firmicutes endofiticas foram parcialmente seqlienciados e
identificados. O resultado da analise das sequéncias mostrou 3 géneros de
Firmicutes na biblioteca de rDNAs 16S, sendo que 60% corresponderam ao género
Bacillus, 8% ao género Staphylococcus e 4% ao género Paenibacillus. Os testes
conduzidos mostraram que a biblioteca foi representativa e suficiente para refletir a
diversidade de Firmicutes endofiticos de frutos de café. A seqliéncia Unica
detectada na amostra aproxima-se do numero total de sequéncias unicas dentro
desta biblioteca. O alinhamento das sequéncias obtidas mostrou que 44% das
sequéncias contidas na biblioteca apresentam 96% de identidade com sequéncias
de Bacillus firmus, 16% apresentam 98% de identidade com sequéncias de Bacillus
cereus, 8% apresentam 98% de identidade com sequéncias de Staphylococcus
epidermidis, e 4% apresentam 100% de identidade com sequéncias de

Paenibacillus sp.. As sequéncias contidas na biblioteca de rDNAs 16S de
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representantes do filo Firmicutes foram utilizadas para analise comparativa com
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank por meio do algoritmo BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool). Arvore filogenética reconstruida pelo método
de Maxima Parciménia utilizando o programa MEGA versao 4.0®° mostrou o padrio
filogenético dos grupos dominantes de ocorréncia na biblioteca. Estudos mais
aprofundados de genética comparativa e funcional, assim como estudos de
ecologia microbiana em frutos de café, devem ser realizados utilizando-se uma
abordagem metagendmica para a determinagdo do microbioma de frutos do café.
Estudar o pool de genes, assim como a funcionalidade microbiana em frutos de
café (C. arabica L.), pode auxiliar no conhecimento da complexidade de
microrganismos associados aos frutos e fornecer evidéncias da participacao destes
microrganismos na produgcdo de compostos possivelmente envolvidos na
interconversdo de metabdlitos precursores daqueles sensoriais que conferem
qualidade a bebida. Além disso, essa abordagem pode auxiliar no entendimento
dos principios fisiologicos e genéticos envolvidos nas relagbes microrganismo-

hospedeiro e microrganismo-microrganismo.
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3.1. INTRODUCAO

Atualmente, as estimativas sdo de que menos de 1% dos microrganismos
existentes tenham sido descritos e caracterizados (TORSVIK et al., 1990; AMANN
et al., 1995). Assim, o conhecimento da biodiversidade e a bioprospecc¢ao de novos
microrganismos tornaram-se focos importantes da era biotecnoldgica ao descortinar
novas formas de utilizacdo desses microrganismos em areas como a de alimentos,
saude, meio ambiente e industria. Frente a vasta diversidade representada pelos
microrganismos ainda n&o cultivados, e as limitagdes de cultivo e manipulagéo,
torna-se premente a adocdo de novas estratégias para a exploragdo plena e
preservacado desses recursos (LORENZ & ECK, 2005; STEELE & STREIT, 2005;
SCHMEISSER et al., 2007).

O entendimento da conexdo entre os genes microbianos e o ambiente
implica no repensar dos sistemas agua, solos, seres vivos e atmosfera, a partir de
dados sobre comunidades microbianas nao cultivaveis, da quantificacdo da
expressao e atividade de genes; e da identificagdo de microrganismos em nivel de
espécies. Esses dados em conjunto estardo contribuindo para a construgcao de
propostas de modelagens bioquimicas e fisioldgicas que demonstrem como
funcionam as comunidades e como elas se modificam ou sao modificadas pelo
ambiente (ALLEN & BANFIELD, 2005). A predicéao in silico, a analise de homologia
com genes previamente caracterizados, a manipulagdo genética e os experimentos
biogeoquimicos fornecem elementos para lidar este novo desafio.

A viabilizagao das bibliotecas metagenémicas como um método de estudo
de diversidade e fungdo microbiana, e para a selegcdo de novos compostos de

interesse, depende de uma abordagem integrada que combine metodologias de
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triagem de alto desempenho (highthroughput), como os recém-desenvolvidos
ensaios enzimaticos miniaturizados e tecnologia de hibridizagdo em microarranjos
de DNA, associadas ao sequenciamento em larga escala, a bioinformatica e aos
ensaios in situ (ALLEN & BANFIELD, 2005; XU, 2006). Esta nova abordagem
substitui a atitude reducionista de analisar os genes e os produtos génicos um a
um, por uma postura holistica de estudo da microbiologia no ambiente.

O estudo do rDNA 16S tem sido a base para a constru¢gao do conhecimento
da diversidade procariética e tem criado uma riqueza consideravel de informacoes
para a Ecologia Microbiana ao permitir a identificacdo de condi¢des ambientais que
afetam essa diversidade (AMANN, 2000; THERON & CLOETE, 2000). Analise das
comunidades microbianas por meio desta abordagem tem contribuido para
aumentar o conhecimento das relagbes funcionais e biogeograficas de
microrganismos nos mais diferentes ambientes (SINGLETON et al., 2001; KEMP &
ALLER, 2004), revelando que essa diversidade & muito maior do que inicialmente
se imaginava (PACE et al., 1985; PACE, 1997; KEMP & ALLER, 2004; LOZUPONE
& KNIGHT, 2005).

Esta abordagem para acessar as populagdes microbianas diretamente nos
diferentes ecossistemas tem sido utilizada com sucesso para caracterizacdo da
comunidade de fitoplancton marinho (SCHMIDT et al, 1991), estudo de
biodiversidade em lodo ativado (SUENAGA et al., 2007), comparagcao da
diversidade microbiana em diferentes tipos de solo (DUNBAR et al., 1999) e em
diferentes partes do trato intestinal humano (WANG et al., 2005), entre outras. A
construcao de bibliotecas de rDNA 16S tem sido também utilizada para
investigacdo da comunidade endofitica em milho (CHELIUS & TRIPLETT, 2001),
batata (SESSITSCH et al.,, 2002) e, mais recentemente, em arroz (SUN et al.,
2008). Nenhum estudo semelhante foi ainda realizado para acessar a microbiota
endofitica presente em frutos de café. Essa estratégia de estudo é utilizada em
combinacdo com outros métodos de analise baseados no rDNA 16S, a exemplo de
DGGE/TGGE, T-RFLP e ARDRA (CHELIUS & TRIPLETT, 2001; SESSITSCH et al.,
2002; SUN et al., 2008).

A analise de comunidade microbiana por meio de bibliotecas de sequiéncias
de rDNA 16S baseia-se, resumidamente, na amplificacdo de fragmentos do rDNA
16S, a partir de DNA metagenbmico, utilizando-se primers universais ou
especificos, clonagem dos amplicons obtidos em vetores apropriados e
sequenciamento dos insertos (AMANN, 2000; THERON & CLOETE, 2000;
DAHLLOF, 2002; HUR & CHUN, 2004).
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A caracterizagdo da seqiéncia do 16S rRNA tem sido amplamente utilizada
em estudos evolucionarios, taxondmicos e ecoldgicos. Ha razdes definitivas que
justificam a utilizacdo de rRNAs para exploracao filogenética; eles sao considerados
crondbmetros moleculares nos estudos de evolugdo por preencherem todos os
requisitos que definem um marcador filogenético (PACE et al., 1985; LUDWIG &
SCHLEIFER, 1994; LAWRENCE et al., 2005). Além disso, ha um grande numero
de sequéncias disponiveis nos bancos de dados acreditados e de acesso remoto
aberto, 0 que permite a realizagdo de alinhamento de seqliéncias e a identificagao
das regides distintas.

A avaliacdo da diversidade e a comparagao das comunidades microbianas
sdo baseadas no grau de identidade entre sequiéncias de rDNA 16S, as quais séo
agrupadas em Unidade Taxondémicas Operacionais (UTO) ou filotipos (NUBEL et
al., 1999). Sequiéncias de rDNA 16S com identidade maiores do que 97% sao
considerados como sendo da mesma espécie, embora esse nivel de identidade nao
seja consenso na literatura (NUBEL et al., 1999; KEMP & ALLER, 2004;
LOZUPONE & KNIGHT, 2005). Como os niveis de identidade entre as sequéncias
de rDNA 16S nao sdo consensuais para a definicdo de UTO, a estimativa da
diversidade deve sempre ser cautelosamente interpretada. Além disso, uma das
limitacbes da utilizagdo de PCR para obtencdo de clones representativos de uma
comunidade ¢é a amplificagcao preferencial de algumas populagdes mais
abundantes, em detrimento das menos abundantes (HEAD et al., 1998).

A estratégia para se estudar a microbiodiversidade com a utilizacédo de
sequéncias de rDNA 16S, de modo geral, confirma os resultados obtidos por uma
série de outras abordagens, inclusive a de taxonomia polifasica com um grande
numero de estirpes (VANDAMME et al.,, 1996) e, mesmo se considerando as

limitacbes, o seu valor é inquestionavel.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Extracao de DNA total, em média escala, de microrganismos endofiticos

associados aos frutos de café

A extracdo de DNA total de microrganismos endofiticos associados aos
frutos de café foi realizada pelo método de lise direta utilizando-se o protocolo
estabelecido por Fungaro et al. (2004), com modificagbes, efetuadas no LEM para
favorecer a extragdo dos DNAs bacterianos, em media escala e com maior pureza.

Oito frutos de café desinfestados superficialmente foram macerados em
nitrogénio liquido até a obtengdo de um pé fino. O pé fino resultante foi transferido
para um tubo de polipropileno esterilizado e 10 mL de tampao de extracdo (CTAB
4%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, PVP 1%), 48 uL de B-
mercaptoetanol e lisozima (150 pyg mL™") foram adicionados. A suspensdo foi
incubada a 37°C por 1 hora e o tubo transferido para novo periodo de incubacdo em
banho-maria a 65°C por 20 minutos, seguido de resfriamento a temperatura
ambiente por 10 minutos. A suspensé&o contida no tubo foi adicionado 1 volume de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1,v/v) e durante 5 minutos o tubo sofreu inversdes
ocasionais. A suspenséo foi submetida a centrifugacéo, 10.000 g por 30 minutos, e
o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Ao sobrenadante foi adicionado
0,6 volume de isopropanol acondicionado em temperatura ambiente e a preparacao
foi incubada nessa temperatura por 10 minutos. Em seguida, a preparagéo foi
centrifugada a 2.000 g por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O sedimento foi

lavado 2 vezes com etanol 70% gelado e ressuspendido em 500 pyL de tampao TE
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[Tris-HCI 100mM (pH 8.0) e EDTA 1mM] (pH 8.0), sendo a suspensao transferida
para tubo de microcentrifuga. Nele foram adicionados 100 pg mL™' de RNase
(Sigma-Aldrich) e realizada nova incubagéo a 37°C por 1 hora, seguida da adigéo
de 500uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1,v/v), para proceder a
desproteinizacdo. A solucao foi misturada gentilmente por 5 minutos e centrifugada
a 10.000 g por 5 minutos. A fase superior foi transferida para outro tubo de
microcentrifuga e 500 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1,v/v) foram
adicionados. A solucado foi agitada gentiimente, por 5 minutos, e centrifugada a
10.000 g por 5 minutos. A fase superior foi coletada e transferida para um tubo de
microcentrifuga novo. Neste, adicionou-se 0,6 volume de isoprapanol e a
suspensdo foi mantida por 10 minutos em temperatura ambiente, seguindo-se a
centrifugacdo durante 5 minutos a 10.000 g a 4°C. O sedimento de DNA foi
finalmente ressuspendido em 30 uL de agua desionizada (Milli Q) esterilizada.

As amostras de DNA extraidas foram analisadas em gel de agarose (Sigma-
Aldrich) 0,8% em tampao TAE 1X [Tris-HCI 40 mM, &cido acético 20 mM e EDTA 1
mM (ph 8,3)] e brometo de etidio (0,25 pg mL") (SAMBROOK et al., 1989). A
quantificagao foi feita por comparagdo com marcadores de quantidade de DNA de
fago A nas concentragdes de 25 ng uL™", 50 ng uL" e 100 ng pL™.

O DNA extraido foi visualizado no sistema de digitalizacdo de imagem Eagle

Eye™ (Stratagene).

3.2.2. Construcéo de bibliotecas de rDNAs 16S das popula¢cdes bacterianas

associadas aos frutos de café

3.2.2.1. Amplificacdo dos rDNAs 16S

O DNA metagendmico foi utilizado como molde para amplificar fragmentos
dos rDNAs 16S dos grupos especificos de Eubacteria avaliados neste estudo. Com
base nos resultados prévios sobre a aparente auséncia de representantes da
classe a do filo Proteobacteria e do filo Actinobacteria, ndo houve tentativa de se
clonar os produtos de PCR obtidos a partir de primers especificos para os referidos
grupos.

A amplificacdo de fragmentos dos rDNAs 16S de grupos especificos de
Eubacteria pertencentes a classe [B-Proteobacteria foi realizada com o uso dos
primers especificos F9483/R1492 (HEUER et al.,, 1997; GOMES et al., 2001)
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(Quadro 3). A mistura de reacdo foi preparada com 5 pL do tampdo GoTaq®

Reaction Buffer (Promega, Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,)
(Promega, Madison, USA), 200 pM de desoxirribonucleotideos trifosfatados
(dNTP’s), 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Quadro 3), 5 pg de albumina
sérica bovina (BSA) (Invitrogen), 2% (v/v) de formamida desionizada, 1,5 U de Taq
DNA polimerase (Promega, Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada
(Milli Q) esterilizada, para completar o volume final. A PCR foi realizada sob as
seguintes condicbes (GELSOMINO & CACCO, 2006): temperatura inicial de
desnaturagao a 94°C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos de 94°C por 1 minuto para
a desnaturacao, 61°C por 1 minuto, para anelamento dos primers, e 72°C por 2
minutos para a extensado dos primers. O ciclo de amplificagdo foi seguido por uma
extensao final a 72°C por 10 minutos. DNA de Alcaligenes xylosoxidans ATCC
13138 foram utilizados como controle positivo para as reagbes de amplificacao.

A amplificagdo de fragmentos dos rDNAs 16S de grupos especificos de
Eubacteria pertencentes a classe y-Proteobacteria foi realizada com o uso dos
primers especificos fD2/rP1 (WEISBURG et al.,, 1991) (Quadro 3). A mistura de
reagdo foi preparada com 5 pL do tampdo GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA),
250 pM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s), 0,21 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 3), 1,5 U de Tag DNA polimerase (Promega,
Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada (Milli Q) esterilizada, para
completar o volume final. A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢des (BUNGE
& LECHNER, 2001): temperatura inicial de desnaturagdo a 94°C por 2 minutos,
seguida de 30 ciclos de 94°C por 15 segundos para a desnaturagao, 52°C por 30
segundos para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para a extensao dos
primers. As ultimas 20 etapas de extensao foram realizadas usando incrementos na
temperatura de 20 segundos por ciclo. DNA de Pseudomonas putida ATCC 15176
foi utilizado como controle positivo da reagao de amplificacao.

A amplificacdo de fragmentos dos rDNAs 16S de grupos especificos de
Eubacteria pertencentes ao filo Firmicutes foi realizada com o uso de primers
especificos BLS342F/1392R (BLACKWOOD et al., 2005) (Quadro 3). A mistura de
reagdo foi preparada com 5 pL do tampdo GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Madison, USA), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA),
160 pM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s), 0,1 yM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 3), 2,5 yg de albumina sérica bovina (BSA)
(Invitrogen), 1,5 U de Taq DNA polimerase (Promega, Madison, USA), 20 ng de

DNA total e agua desionizada (Milli Q) esterilizada, para completar o volume final. A
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PCR foi realizada sob as seguintes condicbes (BLACKWOOD et al.,, 2005):
temperatura inicial de desnaturagao a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
94°C por 30 segundos para a desnaturacdo, 57°C por 30 segundos para
anelamento dos primers e 72°C por 90 segundos para a extensado dos primers. O
ciclo de amplificacao foi seguido por uma extensao final a 72°C por 7 minutos. DNA
de Bacillus subtilis ATCC 23858 foi utilizado como controle positivo da reacao de
amplificacéo.

Em todas as reagdes para os diferentes grupos foi utilizado controle
negativo sem DNA molde. As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador
Mastercycler® Gradient (Eppendorf).

Os amplicons resultantes da amplificacdo por PCR foram analisadas em gel
de agarose (Sigma-Aldrich) 1,2% em tampao TAE (Tris-acetato 40 mM e EDTA 1
mM) e brometo de etidio (0,25 pg mL™") (SAMBROOK et al., 1989). Marcador de
tamanho 100 pb DNA Ladder (Promega, Madison, USA) foi utilizado para estimativa

dos tamanhos dos diferentes amplicons.
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Quadro 3: Sequéncia dos primers usados para amplificar fragmentos de genes rDNA 16S nos experimentos de PCR.

Primer® rDNA 16S alvo Sequéncia (5°—3) Referéncia
(Posicéo)®
F948p3 B-Proteobacteria CGCACAAGCGGTGGATGA Gomes et al., 2001
(931-948)
R1492 Eubacteria TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT Heuer et al., 1997
(1492-1513)
fD2 Bactérias entéricas AGAGTTTGATCATGGCTCAG Weisburg et al., 1991
(8-27)
rP1 Bactérias entéricas ACGGTTACCTTGTTACGACTT Weisburg et al., 1991
(1492-1512)
BLS342F Gram-positivas de baixo conteudo G+C CAGCAGTAGGGAATCTTC Blackwood et al., 2006
(325-342)
1392R Eubacteria ACGGGCGGTGTGTACA Blackwood et al., 2006

(1392-1406)

# gc.: seqiiéncia rica em G+C (Grampo-GC) ligada a extremidade 5’ (MUYZER et al., 1993).
¥ posigao no genoma de Escherichia coli (BROSIUS et al., 1981).
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3.2.2.2. Clonagem e seqlienciamento dos rDNAs 16S

Os amplicons obtidos foram separadamente ligados ao vetor pGEM®-T Easy
Vector System | (Promega, Madison, USA), conforme recomendagdes do
fabricante.

Células de Escherichia coli DH5a foram feitas competentes pelo método de
cloreto de calcio (SAMBROOK et al., 1989). Ao tubo contendo as células
competentes adicionou-se 0,06 ng de DNA ligado ao vetor pGEM®-T Easy Vector
System | (Promega, Madison, USA) e o tubo foi mantido em gelo por 30 minutos. A
suspensao foi submetida a um choque térmico a 42°C por 45 segundos e, em
seguida, foram adicionado 600 uL de SOC (2% Triptona, 0,5% Extrato de levedura,
0,05% NaCl, 0,25 M KCI, 2 M MgSO,, 5 M NaOH e 1 M Glicose) pré-aquecido a
37°C e o tubo de microcentrifuga contendo a suspensao foi incubado em banho-
maria a 37°C por uma hora sob agitacao.

Foram espalhados 100ul desta cultura na superficie de placas contendo o
agar Luria Bertani (LB), como o controle positivo de viabilidade, e agar LB
adicionado de Ampicilina (50 pg mL"), X-gal [5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactosideo] (80 ug mL™) e IPTG [isopropiltio-B-D-galactosideo] (200 ug mL™). Um
segundo controle foi feito pelo espalhamento de E. coli DH5a competente na
superficie de placas contendo agar LB e agar LB adicionado de Ampicilina (Sigma-
Aldrich) na concentragao de 100 ug mL™. As placas foram incubadas a 37°C por 12-
16 horas.

A confirmagao do fendtipo adquirido foi feita realizando-se estrias multiplas
em placa contendo o antimicrobiano na concentragdo de 100 ug mL™, adicionado
de X-gal e IPTG nas concentragdes anteriormente citadas. Pelo menos 500 clones
positivos de cada grupo foram repicados e a presenga do inserto clonado foi
confirmada pelo método de lise rapida e por amplificagao a partir dos primers para o
vetor utilizado, M13F e M13R (Promega, Madison, USA). Todos os clones contendo
inserto do tamanho correto foram armazenados a -80°C em meio LB adicionado de
glicerol 20% (v/v).

A extracdo de plasmideos para o seqienciamento do inserto clonado foi
realizada com uso do Wizard® SV Minipreps DNA Purification System (Promega,
Madison, USA). Foram extraidos os plasmideos de pelo menos 25 clones de cada
biblioteca de rDNA 16S construida.
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As reacdes de sequenciamento foram realizadas no Laboratério de
Clonagem e Sequenciamento de DNA da UFV com o kit DYEnamic™ ET Dye
Terminators (GE Healthcare, Freiburg, Germany). Foram utilizados em cada uma
das reagdes 100 ng a 150 ng de DNA, 0,5 uM do oligonucleotideo iniciador M13F
ou M13R (Promega, Madison, USA), 2,0 yL de DYEnamic™ ET Terminator
Sequencing Pre-Mix para um volume final de 5 uL. As condigbes da PCR foram 35
ciclos de 95°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 2 minutos. Em
seguida, o DNA foi precipitado adicionando-se 27,5 uL de etanol absoluto e acetato
de amoénio para uma concentragdo final de 0,75 M. Apds 10 minutos em
temperatura ambiente, as reagdes foram centrifugadas por 45 minutos a 2.000 g. O
DNA sedimentado foi lavado com 100 pL de etanol 70%, centrifugadas por 10
minutos a 2.000 g e armazenado em temperatura ambiente por 10 minutos para
secar. Em seguida, o DNA foi ressuspendido em 5 pyL de Loading Buffer (GE
Healthcare). A leitura das amostras foi realizada em seqUenciador automatico
MegaBACE™ 500 de 48 capilares (GE Healthcare).

3.2.3. Andlise comparativa das seqUéncias dos rDNAs 16S das populacdes

bacterianas associadas aos frutos de café

Todas as seqléncias obtidas foram comparadas com aquelas disponiveis
no banco de dados GenBank (NCBI). Para cada gene foi feita uma busca de
identidade com a utilizagdo do algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para nucleotideos (ALTSCHUL et al.,
1990). Multiplas seqiéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTALW, e
analisadas filogeneticamente com reconstrucdo de arvores filogenéticas pelo
método da Maxima Parcimoénia, utilizando o método de distadncia p com auxilio do
programa MEGA 4.0° (TAMURA et al., 2007), para esclarecer o padrao filogenético

dos grupos dominantes.

3.2.4. Estimativa da diversidade e representatividade de clones na biblioteca

metagendmica

A diversidade de clones na biblioteca foi investigada por analise de
rarefacdo. A curva de rarefacdo foi calculada usando o programa Analytic

Rarefaction 1.3 (aRarefactWin). Uma UTO foi definida como o grupo de clones que
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apresentaram a mesma sequéncia de rDNA 16S apds o alinhamento utilizando o
programa CLUSTALW.
Para estimar a representatividade dos ribotipos, a cobertura (C) dos clones

analisados foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

C=1-(n4/N)
Em que:
n, = é o nimero de clones Unicos’;

N = é o numero total de clones examinados.

1 - . . A L
Clones unicos foram considerados aqueles cuja seqiiéncia sé foi encontrada uma Unica vez entre todos os clones

analisados da biblioteca.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Sequenciamento das bibliotecas de rDNAs 16S das populacdes

bacterianas associadas aos frutos de café

A construgdo de uma biblioteca com fragmentos de rDNAs 16S de
representantes da classe B-Proteobacteria tornou-se inviavel pela dificuldade em se
obter amplicons com qualidade e concentragdo adequadas para os procedimentos
de clonagem padréo.

As sequéncias de 50 clones positivos, aleatoriamente analisados na
biblioteca construida com fragmentos de rDNAs 16S amplificados a partir do DNA
metagendmico com primers especificos para a classe y-Proteobacteria mostrou,
para todos os clones, 100% de identidade com DNA de cloroplasto de C. arabica L.
(EF044213). Ressalta-se, novamente, a necessidade de, no futuro, construir novos
conjuntos de primers especificos ou universais para minimizar a interferéncia do
DNA de origem vegetal neste tipo de estudo. Estudos de diversidade de
microrganismos endofiticos em tubérculos de batata (SESSITSCH et al.,, 2002)
detectaram o mesmo problema resultante da amplificagdo de DNA de cloroplasto.
Em outros estudos de diversidade de microrganismos em raizes de milho
(CHELIUS & TRIPLETT, 2001) e de arroz (SUN et al.,, 2008), um conjunto de
primers (799F/1492R) foi utilizado com sucesso e néo foi detectado nenhum clone
carregando fragmentos de rDNA 16S de mitocdndria ou cloroplasto.

O seqlienciamento de 25 clones positivos, aleatoriamente analisados na

biblioteca construida com fragmentos de rDNAs 16S amplificados a partir do DNA
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metagendmico com primers especificos para o filo Firmicutes, mostrou a ocorréncia
de trés géneros na biblioteca (Figura 15), de acordo com a busca de identidade
com sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank utilizando o algoritmo
BLASTn. Entre os géneros encontrados, 60% corresponderam ao género Bacillus,

8% ao género Staphylococcus e 4% mostraram alta identidade com Paenibacillus.

0% 20% 40% 60% 80% 100%

[0 Bacillus
[0 staphylococcus
[ Paenibacillus

I DNA de cloroplasto de Coffea arabica L.

Figura 15: Frequéncia de representagdo dos géneros de Firmicutes endofiticos de
frutos de café (Coffea arabica L.), com base na afiliagao filogenética. As
sequéncias dos genes rDNA 16S foram obtidas com o sequenciamento
de clones (n=25) da biblioteca construida com fragmentos dos rDNAs
16S, presentes no DNA metagenémico, amplificados a partir de primers
especificos para o filo Firmicutes.

Do total de sequéncias analisadas para o filo Firmicutes, 28% mostraram
identidade com DNA de cloroplasto de C. arabica L. (EF044213).
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3.3.2. Andlise do tamanho da amostra e da diversidade de ribotipos na

biblioteca de clones rDNA 16S de Firmicutes endofiticos de frutos de café

O célculo de uma curva de rarefagao requer tanto dados qualitativos quanto
quantitativos para todos os tipos de seqiéncia em uma biblioteca de clones. Se
nenhuma etapa do processo (extragcdo de DNA, PCR, clonagem) é limitante, esta
curva reflete a diversidade taxondmica, ou seqiéncias de fragmentos de rDNA 16S,
dentro da amostra (SIMBERLOFF, 1978 citado por CHELIUS & TRIPLETT, 2001).
No presente trabalho, essa técnica estatistica € mais apropriadamente aplicada
para medir a diversidade dentro da biblioteca de clones e inferir qual o tamanho da
amostra que resulta numa determinada fragao das espécies presentes.

A curva de rarefagao tendeu ao plateau, indicando que o niumero de clones
analisados na biblioteca de clones rDNA 16S de Firmicutes endofiticos de frutos de
café mostrou-se suficiente para revelar o numero total de diferentes tipos de
sequéncia dentro desta biblioteca e também que a biblioteca foi completamente

amostrada (Figura 16).
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Figura 16: Curva de rarefacdo de clones rDNA 16S de Firmicutes endofiticos de

frutos de café (Coffea arabica L.).
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Para a biblioteca de clones rDNA 16S de Firmicutes endofiticos de frutos de
café, a cobertura correspondeu a 96%, portanto, infere-se que o numero de
seqlUéncias Unicas detectadas na amostra aproxima-se do numero total de
sequUéncias unicas dentro desta biblioteca. A cobertura mostra a quantidade
estimada de quao bem o tamanho da amostra reflete a aparente diversidade dentro
da biblioteca de clones (CHELIUS & TRIPLETT, 2001).

3.3.3. Filogenia de bactérias endofiticas presentes em frutos de café

A arvore filogenética reconstruida pelo método da Maxima Parciménia, com
as sequéncias dos genes rDNA 16S pertencentes ao filo Firmicutes obtidas a partir
de clones componentes da biblioteca, agrupou 60% das sequéncias com
sequéncias de bactérias do género Bacillus (Figura 17). Destas, 44% mostraram,
de acordo com o alinhamento, identidade de 96% com Bacillus firmus (AJ491843) e
16% mostraram 97% de identidade com Bacillus cereus (EU871042) (Quadro 4). B.
cereus endofiticos ja foram isolados de folhas de plantulas de café provenientes da
Colémbia (VEGA et al., 2005) e de citrus (ARAUJO et al., 2001).

Quadro 4: Identificacdo dos clones presentes na biblioteca de rDNA 16S

pertencentes ao filo Firmicutes.

Clone Numero de clones Seqliéncia mais similar % de identidade Numero de acesso

(% do total de clones)  presente no banco de dados”

F1.23 11 (44%) Bacillus firmus 96 (AJ491843)
F6.4 4 (16%) Bacillus cereus 98 (EU871042)
F3.47 1 (4%) Paenebacillus sp. 100 (DQ444989)
F3.14 2 (8%) Staphylococcus epidermidis 98 (AM157439)

# NCBI, National Center for Biotechnology Information.

A analise também agrupou 8% das seqiéncias com a de Staphylococcus
epidermidis (AM157439) (Figura 17), e o alinhamento mostrou identidade de 98%

entre elas (Quadro 4).
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Embora o género Staphylococcus nao seja freqiientemente observado em
estudos de isolamento de microrganismos endofiticos (HALLMANN et al. 1997;
LODEWYCKX et al., 2002) e n&o tenha o carater endofitico confirmado, estudos de
isolamento e identificagdo por analise de acidos graxos das bactérias endofiticas de
algodao e milho (McINROY & KLOEPPER, 1995) mostraram a ocorréncia de 39
isolados representando as espécies Staphylococcus capitis subsp. capitis, S. capitis
subsp. ureolyticus, S. cohnii, S. epidermidis, S. hominis e S. warneri.
Adicionalmente, estudos de avaliacdo da resposta da comunidade de bactérias
endofiticas a infeccao com Erwinia carotovora em batata mostrou a presenca de
clones de rDNAs 16S com alta identidade com seqléncias de S. warneri
(SW16SRRNA) e S. xylosus (SS1F0916S) (REITER et al., 2002). O destaque do
resultado como o primeiro relato de identidade de seqUéncias com a de
Staphylococcus epidermidis (AM157439) em fruto de café requer o cuidado de se
efetuar outras analises para comprovagao mais segura da natureza endofitica da
bactéria. A constatacdo de S. epidermidis como endofitica em frutos de café
representaria relato novo sobre nicho de ocorréncia do género e espécie.

As sequéncias agrupadas de 4% dos clones (Figura 17) mostraram 100% de
identidade no alinhamento (dados ndo mostrados) com a seqUéncia de
Paenebacillus sp. (DQ444989) (Quadro 4). Sakiyama et al. (2001) isolaram e
caracterizaram fenotipica e genotipicamente uma bacteria pectinolitica endofitica de
café, cuja sequéncia parcial do rDNA 16S mostrou 96% de identidade com a
sequéncia de Paenibacillus amylolyticus e 90% a 95% de identidade com a

sequéncia do rDNA 16S de P. pabuli, P. acquariensis e P. lautus.
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F1.23 [11/25]

Bacillus firmus (AJ491843)

Bacillus pumilus (EU647705)
Lysinibacillus sphaericus (EU379311)

F6.4 [4/25]

87] 54| Bacillus cereus (EU871042)

bactéria endofitica (EU088030)

99 | — F3.47 [1/25]

Paenibacillus sp. (DQ444989)

— Staphylococcus epidermidis (AM157439)

99l F3.14 [2/25]

Escherichia coli (U00096)

Figura 17: Arvore filogenética mostrando a afiliagdo filogenética de Firmicutes. As
sequéncias dos genes rDNA 16S foram obtidas a partir de clones
componentes da biblioteca de rDNAs 16S. Escherichia coli foi utilizada
como grupo externo. A barra de escala indica 5% de divergéncia.
Valores de bootstrap (1000 replicatas) maiores que 50 sdo mostrados
nos nés dos ramos. A histéria evolucionaria foi inferida pelo método da
Maxima Parciménia, utilizando o parametro Nearest Neighbor
Interchange (NNI), para uma busca heuristica. Analises filogenéticas
foram conduzidas no programa MEGA versdo 4.0°. Os numeros
indicados entre parénteses referem-se aos numeros de acessos nho

banco de dados GenBank.
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3.4. CONCLUSOES

Foram identificados 3 géneros de Firmicutes na biblioteca de rDNAs 168S,
sendo que pela analise das sequéncias , 60% corresponderam a Bacillus, 8% a
Staphylococcus e 4% mostraram alta identidade com Paenibacillus.

A curva de rarefacdo demonstra que a biblioteca foi representativa o
suficiente para refletir a diversidade de Firmicutes endofiticos de frutos de café.

O teste de cobertura mostrou que a sequUéncia Unica detectada na amostra
aproxima-se do numero total de seqliéncias unicas dentro desta biblioteca.

O estudo filogenético mostrou que as sequéncias contidas na biblioteca de
rDNAs 16S agrupam com seqUéncias de Bacillus firmus, Bacillus cereus,
Staphylococcus epidermidis e Paenibacillus sp..

A confirmagao da presenga de Staphylococcus epidermidis requer o cuidado
de se efetuar outros estudos para comprovagao mais segura da natureza endofitica

da bactéria.
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“Todos os fins sdo também comecos. Apenas
ndo sabemos disso.”
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