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RESUMO

Os microrganismos endofiticos ocorrem naturalmente em todas as partes do cafeeiro e
produzem metabdlitos secundarios que podem influenciar as caracteristicas da
expressdo da bebida, bem como a resisténcia da planta as doencas e pragas. O
aumento da concentragdo atmosférica de CO2 vem sendo observado nas ultimas
décadas e pode afetar positiva, negativamente ou ser neutro na planta de café, e
também influenciar na comunidade de microrganismos endofiticos. A melhor forma de
se realizar os estudos com o aumento da concentracdo de CO:2 é por meio de
experimento tipo FACE (Free Air Carbon Dioxide Enrichement), o qual possibilita obter
uma resposta sem alterar o microclima em areas extensas de amostragens. Diante
disso, o presente trabalho teve por objetivo estudar a comunidade bacteriana endofitica
em folhas, frutos e ramos de cafeeiro da variedade Catuai Vermelho IAC 144,
cultivados no experimento ClimapestFACE da Embrapa Meio Ambiente, bem como
identificar as bactérias endofiticas presentes em frutos e ramos de café por meio de
sequenciamento em larga escala. O experimento FACE é composto por 12 anéis, dos
quais seis com a concentracdo atual de CO:z que é de aproximadamente 400 ppm e 0s
outros seis enriquecidos com CO2 até uma concentracdo de 550 ppm. Em cada anel,
foram coletados folhas, ramos e frutos nas safras de 2013 a 2015. Com os tecidos
amostrados foi realizada analises por meio da técnica de T-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), onde na amplificacdo do gene 16S rDNA de todas as amostras
foram utilizados primers especificos para bactérias universais. Para a identificacdo da
comunidade endofitica foi utilizado 16S rDNA de oito amostras de frutos e de trés
fragmentos de ramos, provenientes de quatro anéis com CO2 ambiente e quatro anéis
enriquecido com CO2 de uma mesma planta, dos dois anos de coleta, totalizando 16
amostras selecionadas para o sequenciamento realizado pela técnica lon Torrent. Os
dados da técnica de T-RFLP foram analisados pelo teste ANOSIM e observadas
diferencas quando comparados os agrupamentos entre folhas, frutos e ramos, contudo
nao foram observadas diferencas entre os tratamentos com CO:2 ambiente e com
enriqguecimento de CO2. A Analise de Componentes Principais veio a confirmar o

resultado do teste ANOSIM revelando que a estrutura das comunidades bacterianas



endofiticas apresentam maior dissimilaridade quando comparadas as partes das
plantas (folha, fruto e ramo). Mas ao comparar os tratamentos com CO2 ambiente e
com enriquecimento de CO2, houve uma similaridade e em alguns casos havendo
sobreposicdo, 0 que mostra que ndao houve distingdo das comunidades entre os
tratamentos. O sequenciamento em larga escala de amostras de frutos e ramos de
cafeeiro revelou que a microbiota endofitica, que habita estes tecidos vegetais, sdo na
sua grande maioria bactérias pertencentes aos filos Proteobactéria, Actinobactéria e
Firmicutes. Quando se comparou os tecidos em que estes microrganismos vivem (frutos
e ramos), a maior abundancia foi encontrada colonizando os tecidos dos ramos. As
plantas desenvolvidas na concentragdo de CO2 ambiente apresentaram maior
predominancia de bactérias endofiticas que as cultivadas em ambiente enriquecido com
COo..

Palavras chave: Microbiota endofitica. FACE. Café arabica. Polimorfismo. Didéxido de

carbono.



ABSTRACT

ENDOPHYTIC BACTERIA IN COFFEE TISSUES UNDER DIFFERENT CO2
CONCENTRATIONS

Endophytic microorganisms occur naturally in coffee plant and produce secondary
metabolites that can influence the beverage characteristics, as well as the resistance of
plant diseases and pests. The increase in the atmospheric CO2 concentration has been
observed in the last decades and can affect positively, negatively or be neutral to coffee
plant, and also influence the endophytic microorganisms. The best way to carry out the
studies with the increase of CO2 concentration is in FACE experiment (Free Air Carbon
Dioxide Enrichement). The objective of this study was to study the endophytic bacterial
community in leaves, fruits and branches of coffee grown in the ClimapestFACE
experiment at Embrapa Environment, as well as to identify the endophytic bacteria in
fruits and branches of through large-scale sequencing. The FACE experiment consists
of 12 rings, of which six maintains the ambient CO2 concentration (400 pm) and other six
enriched with CO2 at 550 ppm. In each ring were collected leaves, branches and fruit
between 2013 and 2015. Samples were analyzed using T-RFLP technique, where
specific universal bacteria primers were used in the amplification of 16S rDNA gene. For
identification of endophytic community sequencing was performed through lon Torrent
techniqgue. The data of T-RFLP techniqgue were analyzed by ANOSIM test and
differences were observed when comparing the groupings between leaves, fruits and
branches, however no differences were observed between treatments with or without
CO:2 enrichment. The Principal Component Analysis confirmed the ANOSIM test and
revealed that the structure of endophytic bacterial communities presents greater
dissimilarity when comparing leaf, fruit and branch. However, in the comparison between
treatments with and without CO2 enrichment there was a similarity and in some cases
overlap, which shows that there was no distinction between communities. The large-
scale sequencing of coffee fruit and branches revealed that endophytic microbiota,
which inhabits these plant tissues, are Proteobacteria, Actinobacteria and Firmicutes.

When comparing the community of microorganisms in the tissues, the branches present



greater abundance than the fruits. Plants developed in the ambient CO2 concentration
had a greater predominance of endophytic bacteria than those grown in an environment
enriched with COa.

Keywords: Endophytic microbiota. FACE. Coffee Arabica. Polymorphism. Carbon
dioxide.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador de café do mundo, além disso
também é um dos maiores consumidores da bebida. A cafeicultura envolve milhares de
empregos diretos e indiretos, que vai desde a producdo no campo até a
comercializacdo. Os principais paises consumidores sdo Estados Unidos, Brasil e
Japao. Os principais estados produtores de café no Brasil sdo Minas Gerais, Espirito
Santo, Sao Paulo e Bahia.

A importancia socioeconémica da cultura do café para o Brasil remonta dois
séculos, e mais recentemente se deve ao aumento do consumo no mercado interno,
melhores condi¢cbes econbmicas da populacédo e dedicacdo dos produtores para obter
um produto de qualidade, o que, consequentemente, reflete na qualidade da bebida.
Isso tem feito com que as pesquisas e 0s incentivos tenham aumentado nesse setor.

A gualidade da bebida do café é um aspecto de grande importancia que
depende da unido de diversos fatores, tais como, variedade da planta, ambiente,
manejo da cultura, processamento dos graos e outros. Todos estes fatores reunidos
sdo fundamentais para a prevaléncia da microbiota endofitica, a qual pode influenciar
na constituicdo final do fruto, isso podendo ter reflexo positivo ou negativo na qualidade
da bebida (PIMENTA, 2003; SILVA et al., 2005; SCHMIDT et al., 2008).

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que ndo causam doencas nas
plantas, sendo, em sua maioria, fungos e bactérias que podem ser obtidos de tecidos
vegetais superficialmente esterilizados (HALLMANN et al., 1997). Os endéfitos podem
proteger as plantas contra fitopatdgenos, insetos e animais, tanto devido a producéo de
toxinas, como também de fitormdnios e enzimas (AZEVEDO, 2000). Os endofiticos
ocorrem naturalmente nos frutos de café e podem produzir metabdlitos secundarios que
influenciam nas caracteristicas da expressao da bebida (JIMENEZ-SALGADO et al.,
1997).

Ha relatos no Brasil sobre os impactos das mudancas climaticas no cafeeiro
relacionados ao zoneamento agroclimatico (ASSAD et al., 2004), bem como as doencas
e pragas (POZZA e ALVES, 2008; GHINI et al., 2015). Contudo, as mudancas

climaticas podem influenciar positiva ou negativamente a microbiota endofitica e desta
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forma, o controle biologico por eles efetuados, inexistindo estudos com esses
microrganismos na cultura do cafeeiro considerando as mudancas climaticas.

Manning e Tiedemann (1995) afirmaram que o aumento da concentracao de
gases, como o COz, altera a composi¢cado das comunidades microbianas, o que faz com
gue a microbiota sofra mudancas e, com isso, também altere a ocorréncia de doencas
através do controle bioldgico natural (COAKLEY et al., 1999; GRUTER et al., 2006).

Para analisar o efeito do aumento da concentracdo de CO:2 podem ser
realizados experimentos em condi¢cdes controladas. Uma possibilidade, e mais
adequada, € a conducdo de experimentos em condi¢cdes de campo com a liberacdo de
COz2, que sao denominados experimentos do tipo Free Air Carbon Dioxide Enrichement
(FACE), que possibilita obter uma resposta sem que haja influéncia do microclima nas
areas extensas de amostragens.

O aumento da concentracdo de CO:2 pode alterar a ocorréncia das doencas
de plantas e também pode ter impacto sobre os agentes de controle biologico, além de
alterar o metabolismo, o0 crescimento e 0s processos fisiolégicos das plantas. De
maneira geral, o aumento da concentragdo de CO: causa efeitos benéficos diretos na
planta, como o0 aumento da biomassa e a densidade da copa (GHINI, 2005).

Agentes de controle biolégico tém sido encontrados em tecidos de varias
espécies de vegetais, podendo ser microrganismos endofiticos, os quais, em estreita
relacdo com seus hospedeiros, podem ser componentes naturais do controle biolégico
de doencas. Esses organismos ocupam um nicho ecoldgico parecido aos habitados por
patdgenos e apresentam potencial para o controle biologico.

No estado de Minas Gerais, Oliveira et al. (2013), relataram pela primeira vez
microrganismos endofiticos colonizando frutos de café ardbica, sendo os estudos
realizados por meio de técnicas independentes de cultivo, e assim verificaram uma
ampla diversidade de bactérias presentes nos frutos.

Estudos moleculares tém sido realizados visando a analise mais aprofundada
destes microrganismos endofiticos. Neste estudo foram empregadas algumas técnicas
gue vém sendo utilizadas para identificacdo desses microrganismos, como por exemplo

a de Polimorfismos do Tamanho de Fragmentos de Restricdo (T-RFLP) e o
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sequenciamento de DNA, a fim de acessar a diversidade genética em comunidades
endofiticas ao nivel de DNA.

Dessa forma, com o auxilio de técnicas moleculares, o presente trabalho teve
como objetivo realizar a caracterizagdo molecular da comunidade de microrganismos
endofiticos em folhas, frutos e ramos de cafeeiros cultivados condicdes em experimento

tipo FACE sob condicdes de alta concentracdo de COzdo ar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas gerais da cultura do café

O café é originario do sul da Etiopia e de la as primeiras sementes chegaram
ao Brasil no século XVIII, no ano de 1727, provavelmente trazidas da América e das
Guianas Francesas. A cafeicultura tornou-se uma das atividades agricolas mais
importantes no pais e foi a responsavel pelo crescimento das exportacbes brasileiras
(ASSOCIAC;AO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE - ABIC, 2016). O cafeeiro é um
dos representantes da familia Rubiaceae, sendo o género Coffea L. constituido por 104
espécies, das quais Coffea arabica e Coffea canephora apresentam grande importancia
comercial (DAVIS et al., 2007; DAVIS et al., 2006).

Em 2016, o Brasil possuia uma é&rea estimada plantada com café de
2.220.080 ha, sendo 1,3% menor do que em 2015. O café arabica é responsavel por
79,11% de area, enquanto que o conilon representa 20,89%. O maior produtor de café
ardbica, em 2015, foi Minas Gerais, ja o Espirito Santo foi o maior produtor de conilon
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIEMENTO - CONAB, 2016).

Na safra 2015, o Brasil foi 0 maior produtor e exportador mundial, além de
ser um dos maiores consumidores do produto. As exportacdes foram de 37,1 milhdes
de sacas de 60 kg, com receita de US 6 bilhdes, representando 7% das exportacdes do
agronegocio brasileiro (ABIC, 2016). A estimativa de producéo para 2016 foi de 49,64
milhdes de sacas de 60 quilos, com um aumento de 14,8% em relacdo a 2015, que foi
de 43,24 milhdes de sacas. Desse total o café arabica devera representar 83,2% da
producéo total (aproximadamente 41,29 milhdes de sacas, com um aumento de 28,8%),
sendo o restante de conilon, estimada em 8,35 milhGes de sacas (CONAB, 2016).

A cultura do café apresenta ciclo fenolégico bienal. Essa bienalidade é
originada da natureza fisiolégica da planta, sendo assim precisa vegetar por um ano
para poder produzir bem no proximo (RENA e MAESTRI, 1985). O periodo de
frutificacdo ocorre de outubro a maio, onde, neste momento, a planta exige uma maior
disponibilidade de agua; jA na época da colheita, a exigéncia por agua torna-se menor

sem haver prejuizo para a cultura (MATIELLO, 1991).
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Os estudos com melhoramento genético do cafeeiro no Brasil foram
decisivos para o seu desenvolvimento agrondmico e tecnolégico. Cultivares com alto
potencial de produtividade, além de outras caracteristicas de interesse, foram liberados
por diversas instituicbes brasileiras. As cultivares mais plantadas no Brasil sdo: Mundo
Novo, Bourbon, Icatu, Catuai, Obatd, Catuacai, Acaia e outras (SAKIYAMA et al.,
2015).

A qualidade da bebida € fundamental para obter um valor agregado no ato da
sua comercializacdo e esse aspecto ganha espaco no mercado mundial continuamente.
A qualidade da bebida do café é resultante de componentes genéticos (LEROY et al.,
2006), ecofisiolégicos (DaMATA et al., 2007), agrondmicos e edafoclimaticos (VAAST et
al.,, 2005), bem como dos processos de pré e pobs-colheita (armazenamento,
fermentacdo, torrefacdo, moagem, preparo da infusdo) e também da microbiota
associada (SCHMIDT et al., 2008; SOUZA e CARVALHO, 1997). A bebida café é uma
mistura de diversos compostos quimicos, incluindo alcaloides, compostos fendlicos,
vitaminas, carboidratos, lipideos, minerais, cafeina, aminoacidos e outros (HIGDON e
FREI, 2006).

Uma composicéo rica em nutrientes no mesocarpo mucilaginoso possibilita o
desenvolvimento de microrganismos tanto durante a maturacdo do fruto como na
fermentacdo do café (MASOUD e JESPERSEN, 2006). Bactérias, fungos e leveduras
estdo associados ao processamento do café e participam tanto da deterioracdo dos
frutos, como da producédo de enzimas pectinoliticas e de micotoxinas (PRADO et al.,
2004).

Estudos mostraram que a ocorréncia de bactérias endofiticas, presentes em
frutos de café, podem contribuir para a qualidade da bebida (VEGA et al., 2005). Em
café arabica, o primeiro relato de isolamento de um endofito foi da bactéria Acetobacter
diazotrophicus de raiz e caule (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997).
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2.2 Mudancas climéticas, CO:z e efeitos sobre as doencas de plantas

Desde o inicio da Revolucdo Industrial, as atividades antrOpicas e a
concentracdo de CO:2 atmosférico se intensificaram de modo acelerado, interferindo
diretamente no ambiente. Um exemplo sdo as observacfes sobre o derretimento das
geleiras da Antartica, onde as concentracdes de carbono registradas atualmente sdo as
maiores dos ultimos anos (MARENGO, 2006). A gqueima de combustiveis fosseis € um
dos motivos para o aumento da concentragao de COa.

Além disso, a modificagdo no uso da terra também promove a mudanca
climatica por meio da liberacdo de ozbénio (Os), Oxido nitroso (N20), monoéxido de
carbono (CO) e metano (CH4) (PAINEL INTERGOVERNAMENTAL DE MUDANCAS
CLIMATICAS — IPCC, 2007). Com isso, tornam-se evidentes as mudancas climaticas,
provocadas principalmente por fendmenos como secas extremas, furacdes e enchentes
(MARENGO, 2006).

Um dos setores que podera ser atingido pelas mudancas climéticas € a
agricultura (MACHADO e MARENGO, 2006). Em varios estudos realizados pelo IPCC
em 2013, a América do Sul é apontada como uma das areas do planeta que pode sofrer
com os impactos, principalmente em sua parte tropical. A América do Sul, por ser uma
regido fragil aos extremos climaticos, podera ser atingida frequentemente por eventos
climaticos extremos (MARENGO et al., 2010). Assim, a agricultura pode ser afetada por
diversas formas, como no comportamento das opera¢cdes do campo, na producdo e
produtividade das culturas, bem como na ocorréncia de doencas e pragas (MARENGO
e MACHADO, 2006; GHINI et al., 2008).

As mudancas climaticas podem provocar danos por alterar o comportamento
dos fitopatégenos, a distribuicdo das doencas no espaco geogréafico e no tempo, bem
como na eficacia do controle e nos microrganismos que interagem com Seus
hospedeiros (GHINI et al.,, 2008). Tanto o zoneamento agroclimatico das culturas
podera sofrer alteracbes, como o0s agentes fitopatogénicos e outros organismos
associados com o processo da doenca.

Com isto, em especificas regides, novas doencgas poderdo aparecer e outras,

passarem a nao ter importancia, principalmente se a planta migrar para outras areas
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(GHINI et al., 2011). As doencas de plantas sdo caracterizadas por ser um sistema
bioldgico complexo e os efeitos das mudancas climaticas séo incertos.

Microrganismos endofiticos sdo organismos que vivem no interior dos tecidos
dos hospedeiros, sem causar danos, e sao de grande importancia, pois desempenham
funcBes ecoldgicas por terem evoluido com as plantas. Os beneficios que as plantas
recebem pela presenca dos enddfitas sdo 0 aumento da sua capacidade competitiva;
resisténcia a estresses hidricos, a doencas e pragas, entre outros (HALLMANN et al.,
1997; SAIKKONEN et al., 1998).

Assim, uma elevacdo na concentracdo de CO:2 atmosférico, além de poder
afetar a relacdo entre a comunidade endofitica e a planta, pode, sem duvida, interferir
na associacao entre plantas com os microrganismos endofiticos (GHINI, 2005).

Nesse sentido, € importante que o patossistema seja analisado de modo a
permitir uma avaliagdo mais precisa dos diversos efeitos que o0 aumento da
concentracdo de CO:2 possa causar. As mudangas climaticas podem causar efeitos
diretos e indiretos, tanto sobre as plantas quanto sobre a microbiota presente e também
na interacdo de ambos. Uma das formas de se estudar o efeito do CO2 em um
determinado patossistema € por meio de experimentacées em campo, onde hi a
liberacdo de uma quantidade de CO2 em areas extensas.

O aumento da concentracdo de CO: pode influenciar a relacdo entre
hospedeiros-microrganismos, sejam eles patogénicos ou n&o. Desse modo, as
pesquisas sobre essas alteragdes tém como objetivo prever os efeitos do aumento da
concentracdo de CO:2 tanto nas doencas de plantas quanto nos microrganismos
benéficos associados as plantas. Segundo Manning e Tiedemann (1995), o incremento
das concentracdes de gases como o CO2 pode modificar as comunidades da microbiota
da filosfera e da rizosfera. Assim, considerando a grande biodiversidade de plantas e da
microbiota presente, as mudancas podem alterar a ocorréncia de doencas por meio do
biocontrole natural (COAKLEY et al., 1999; GRUTER et al., 2006).

Em experimentos tipo FACE, a liberacdo do CO2 no campo permite atingir
diferentes concentracdes do gas no ambiente. A vantagem principal desse tipo de
experimentacdo em campo é poder estudar os efeitos do aumento da concentracéo de

COz2 nos ecossistemas, sem alterar as condi¢cdes de microclima (GHINI, 2005). Sabe-se
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gue no mundo h& mais de 30 instalagfes tipo FACE, sendo no Brasil o Gnico com a
cultura do café (Projeto Climapest) (GHINI et al., 2015).

Meijer e Leuchtmann (2000) verificaram em seus estudos, em um
experimento realizado em instala¢cées do FACE na Suica, que tanto o fungo endofitico,
denominado Epichloé sylvatica, como a graminea Brachypodium sylvaticum foram
afetados com o aumento da concentracdo de CO2. Em um cenéario de mudanca
ambiental, os autores concluiram que, quando ambos foram submetidos a condicdes de
CO: elevado, foi possivel verificar que o CO2 favoreceu o crescimento do hospedeiro e
do fungo.

O aumento da concentracdo de CO2 atmosférico pode influenciar a fisiologia
das plantas, uma vez que em todos os processos fisioldgicos e metabdlicos ocorre a
diminuicdo ou aumento das rotas metabdlicas, implicando em mudancas em toda a
estrutura vegetal, sendo estas, em muitos casos, percebidas em fatores como
diferencas na producédo de tecidos vegetais ou incidéncia e severidade de doencas
(GHINI, 2005). Outro importante fator reportado por Ghini (2005) é que a expressao das
doencas em vegetais poderd ser atenuada de acordo com o ciclo da cultura e do
patdbgeno em elevadas concentracfes de CO2. Entretanto, existem poucos dados que
ponderem a interacdo patdgeno-hospedeiro em altas concentracdes de CO2, sendo
necessarias mais pesquisas na area para que cenarios possam ser tracados e assim,
em um futuro préximo, tecnologias sejam trabalhadas para melhorar os cultivos
agricolas nessas novas condi¢des (GHINI et al., 2011).

Santos (2015), trabalhando com concentracdes de CO:2 atmosférico
superiores ao ambiente, verificou maior crescimento e desenvolvimento de plantas de
alfafa (Medicago sativa), maior severidade de ferrugem (Uromyces striatus) e uma
diminuicdo da severidade da Fusarium oxysporum f. sp. medicagnis. Ghini et al. (2015)
verificaram maior desenvolvimento de plantas de café das variedades Catuai e Obata
desenvolvidas sob aumento da concentracdo do CO2 atmosférico.

Desse modo, para o futuro, os cenarios climaticos apontam para um aumento
da temperatura, o que podera alterar a resposta das plantas aos fitopatdogenos,
possivelmente devido a composi¢cdo genética das plantas e as alteracdes provocadas

nas comunidades de organismos que induzem resisténcia (GHINI et al., 2008).
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Logicamente, além dos fatores anteriormente descritos, outros podem sofrer
esta acao, sendo importante o estudo das relacdes entre as comunidades microbianas
envolvidas nesta interfase, dentre elas a comunidade endofitica que vive nos vegetais e

pode ser alterada por tais relacées ambientais.

2.3 Microrganismos endofiticos

Microrganismos endofiticos colonizam os tecidos de plantas vivas sem
causar doengas durante o seu ciclo de vida (WILSON, 1995). Os microrganismos
endofiticos diferem dos fitopatdbgenos por ndo causarem doencas e dos epifiticos por
nao viverem na superficie dos 6rgdos e dos organismos, o que pode dificultar sua
separacdo (AZEVEDO, 1998). Da mesma forma que os fitopatégenos, os endofiticos
possuem a capacidade de penetragcdo na planta e de disseminacdo ativando o
apoplasto da planta hospedeira (SALERMO et al., 2000).

A penetracdo dos endofiticos pode ser feita através de ferimentos causados
por tratos culturais e por aberturas naturais como estdmatos nas folhas e pontos de
emissao de raizes secundarias (SPRENT e JAMES, 1995). Com a colonizacdo
sistémica do hospedeiro, os endofiticos alteram as suas condicdes fisioldgicas e
morfologicas, e atuam sobre outros microrganismos que se encontram dentro da planta
(ANDREOTE et al., 2006). Esses organismos estdo presentes em todos o0s vegetais e
sdo encontrados em Orgdos e tecidos como folhas, frutos, ramos e raizes.

Existem relatos da presenca de endofiticos em batata (HOLLIS, 1951), feijdo
e soja (MUNDT e HINKLE, 1976), citros (GARDNER et al., 1982), algoddo e milho doce
(McINROY e KLOEPPER, 1995), cana-de-aglicar (CAVALCANTE e DOBEREINER,
1988), uva (BELL et al., 1995), canola e trigo (SICILIANO et al., 1998) e em café
(JIMENES-SALGADO et al., 1997). Estudos revelaram que enddfitos vivem em tecidos
sadios de frutos de cafeeiro, sendo na sua maioria bactérias (JIMENES-SALGADO et
al., 1997).

Uma das maiores biomassas do planeta é formada por microrganismos, 0s
quais Sa0 responsaveis por varios processos essenciais para a manutencao da vida. A

monumental diversidade genética e metabdlica torna os microrganismos endofiticos
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uma fonte potencial de bioprodutos, sendo essa diversidade genética dos
microrganismos endofiticos pouco estudada (STROBEL e DAISY, 2003; PROSSER et
al., 2007).

Microrganismos endofiticos sdo de grande importdncia na natureza e
também para uso humano, pois produzem metabolitos secundérios, os quais encontram
ampla aplicacdo na indastria de farmacos e agroquimicos. Assim, a atividade biologica
dos seus metabdlitos em associacdo com suas plantas hospedeiras vem sendo
estudada. Diversos produtos naturais oriundos de endofiticos tém sido descritos, como
antifingicos, antibiéticos, pigmentos, toxinas, imunossupressores, anticancerigenos,
agentes antioxidantes, moléculas com acao herbicida e diversas outras moléculas
bioativas (STROBEL e DAISY, 2003).

Os endofiticos em associacdo com as plantas podem promover o
crescimento do vegetal, a fixacdo de nitrogénio, o controle bioldégico de doencas e de
pragas, a producdo de antibidticos e sideroforos (VERMA et al., 2001; MADHAIYAN et
al., 2004; STROBEL e DAISY, 2003). Microrganismos endofiticos inibindo patdgenos de
plantas foram relatados por Shimizu et al. (2000), que descreveram que um
actinomiceto endofitico produziu substancias com capacidade de inibir o crescimento de
Sclerotinia homoeocarpa, Rhizoctonia solani, Phytophthora cinnamomi e Pythium
aphanidermatum.

Devido a producdo de metabdlitos secundarios por endofiticos,
pesquisadores investigam se a prevaléncia de microrganismos tipicos em frutos de café
€ responsavel por determinar a qualidade do café, o que possivelmente pode contribuir
para conferir caracteristicas desejaveis a bebida. Os endofiticos fazem parte da
microbiota que esta naturalmente associada aos frutos de café, e desse modo podem
produzir metabdlitos secundarios que interferem na composicao final da bebida (SILVA
et al., 2000; AVALLONE et al.,, 2001; VEGA et al.,, 2005). Estudos que associam
qualidade da bebida de café e a presenca de microrganismos mostram a ocorréncia de
microrganismos nao desejaveis, principalmente fungos (KRUG, 1941), produtores de
micotoxinas, como aflatoxina e ocratoxina (PRADO et al., 2004).

Os tecidos de plantas sadias do cafeeiro sdo naturalmente habitados por
bactérias, inclusive seus frutos (JIMENEZ-SALGADO et al.,, 1997). O mesocarpo
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mucilaginoso dos frutos é composto por polissacarideos complexos, aglcares simples,
lipideos, minerais e proteinas (PETRACO, 2005), os quais fornecem condi¢cbes que
favorece o desenvolvimento de fungos, bactérias e leveduras. Isto permite que os
microrganismos endofiticos, que existem naturalmente nos frutos de café, produzam
metabdlitos secundarios que podem interferir tanto positiva quanto negativamente na
qualidade da bebida.

Silva et al. (2000) verificaram a abundancia e a diversidade de endofiticos em
frutos de café no estddio cereja e constataram que o principal grupo € constituido por
bactérias, seguida por fungos e leveduras, presentes em todas as fases de secagem
dos gréos. Vega et al. (2005), em seus estudos de isolamento de endofiticos em folhas,
raizes e ramos de plantas de café, verificaram a presenca de bactérias Gram-positivas
e negativas, sendo que dentre elas 68% pertenciam ao grupo das Gram-negativas. Dos
87 isolados obtidos, houve predominio de Bacillus, Clavibacter, Burkholderia,
Pseudomonas, todas obtidas de frutos.

Outro estudo importante foi realizado na Zona da Mata em Minas Gerais,
onde Santos (2006) verificou a diversidade de microrganismos endofiticos em frutos de
café ardbica submetido ao processo de seca natural avaliado por meio de técnicas
moleculares como PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) e DGGE (Eletroforese em
Gel com Gradiente de Desnaturacdo). O resultado mostrou que ndo houve diferenca
guando foi analisada a diversidade no processo de secagem ao longo de 13 dias.

Cordero (2008), com o objetivo de conhecer a diversidade da comunidade
endofitica em plantios de café de alta altitude, caracterizou a comunidade microbiana
por sequenciamento de fragmentos do DNA da regido 16S, onde a por¢do nao
cultivavel foi analisada por PCR e DGGE. Para isto foram utilizados primers especificos
para Actinobactéria, Proteobactéria e Firmicutes. O autor constatou uma relacdo
positiva entre a densidade de bactérias endofitas nos frutos cultivados em plantios em
alta altitude.

Shebata et al. (2016) descreveram que microrganismos endofiticos,
provenientes de antigas e modernas variedades de milho, foram isolados e testados
como agentes de biocontrole de Sclerotinia homoeocarpa. Dentre os diversos
organismos, foi constatado que isolados distintos de Burkholderia gladioli apresentavam



26

esta capacidade natural, que poderia ser usado na colonizacdo de plantas de milho
para controlar a doenca.

A ampla diversidade da microbiota endofitica em café arabica traz diversos
guestionamentos, onde, consequentemente, a necessidade por mais estudos a respeito
desses microrganismos torna-se relevante, principalmente devido a capacidade de
transformar compostos precursores de sabor como um interesse para a producdo de
cafés de qualidade. Dessa forma, as abordagens moleculares para acessar essa
microbiota sdo fundamentais para identificar e entender a complexa cadeia que esta

associada a planta e aos endofiticos.

2.4. Principais filos de bactérias endofiticas de importancia para as plantas

As bactérias representam o grupo de microrganismos mais diversos e
abundantes na terra, que compreende mais de um milhdo de espécies (HORNER-
DEVINE et al., 2004). Entretanto, estima-se que apenas uma porcdo dessa diversidade
da comunidade bacteriana é conhecida (TORSVIK e OVREAS, 2002). A impressionante
atividade metabdlica, desses organismos, estd fundamentada em sua diversidade e
adaptabilidade genética, o que os tornam, ocupantes e colonizadores de todos os
nichos ecolégicos possiveis. As bactérias sdo importantes para o ambiente e auxiliam
na estabilidade dos ecossistemas, e assim, estdo presentes em todos os ambientes
terrestres, podendo afetar as propriedades fisicas e quimicas do ambiente, por meio de
suas atividades metabodlicas (NEWMAN e BANFIELD, 2002). Em plantas, bactérias
endofiticas foram isolados de diversas espécies vegetais. Portanto, a associacao entre
plantas e endofitos, fez com que esses microrganismos co-evoluissem de acordo com
seus hospedeiros (MISAGHI e DONNDELINGER, 1990).

O microbioma, também chamado fitomicrobioma, é definido como sendo
todos os microrganismos que colonizam todo o vegetal, desde a rizosfera até a filosfera,
incluindo neste nicho, todos os endofiticos e os epifiticos que estdo diretamente
associados aos seus hospedeiros (QUIZA et al., 2015). Os microrganismos endofiticos
foram pesquisados em diversas espécies vegetais, sendo alguns filos de grande

importancia presentes nas plantas, como Proteobactéria, Actinobactéria e Firmicutes,
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estes filos tem representantes identificados e amplamente distribuidos entre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

O fitomicrobioma endofitico foi estudado em uma ampla gama de espécies
vegetais, onde os principais representantes identificados estdo distribuidos entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Sendo exemplo de alguns géneros:
Agrobacterium, Actinomyces, Acinetobacter, Agromonas, Bacillus, Brachymonas,
Burkholderia, Brenneria, Comamonas, Corynebacterium, Enterobacter, Flavobacterium,
Herbaspirilum, Moraxella, Nocardia, Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas, Ralstonia,
Rizobacter, Rhizobium, Sphingobacterium, Streptomyces, Xanthomonas e Xylella entre
outros (LODEWYCKX et al., 2002).

Os filos Proteobactéria, Actinobactérias e Firmicutes sao responsaveis por
promoverem Varios beneficios as plantas, tais como: promoc¢do do crescimento,
desenvolvimento e estabelecimento das plantas em condigbes adversas, inclusive
acelerando a emergéncia de sementes, producdo de metabdlitos secundarios, e assim
obtém das plantas hospedeiras nutricio e protecdo (ARAUJO et al., 2002;
LODEWYCKX et al., 2002). Além disso, os microrganismos endofiticos pertencentes a
estes trés filos induzem a resisténcia contra fitopatégenos, metabolizam compostos de
carbono e, como agentes simbiontes de plantas, também tem a funcdo de fixar o
nitrogénio atmosférico, o que € essencial para a sobrevivéncia de varias espécies
vegetais (MANO e MORISAKI, 2008).

O filo Proteobactéria encontra-se dentro do dominio Bactéria, sendo o grupo
mais numeroso e reconhecido neste dominio (ETTEMA e ANDERSSON, 2009). Este
flo é dividido em trés grupos: Alfaproteobactéria, Betaproteobactéria e
Gammaproteobactéria, onde abrigam uma ampla gama de representantes, de habitats
e um conjunto de metabdlitos de interesse biotecnoldgico. Alguns representantes das
Proteobactérias como Rhizobium, Burkholderia e Pseudomonas ja foram estudados em
diversas culturas colonizando os tecidos vegetais. Martinez-Hidalgo (2017), em seus
estudos sobre o género Rhizobium, afirmou que analisar a interacdo de uma planta
leguminosa com uma espécie que fixe nitrogénio, pode sem duvida, contribuir para

entender como cultivar, fertilizar e proteger os vegetais de formar mais sustentavel,
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além disso, diversas bactérias ao atuarem juntas podem induzir a salude e a
sobrevivéncia das plantas, principalmente quando em situacfes de estresse ambiental.

Sharma et al. (2015) isolaram Bacillus spp. endofitica da rizosfera de
algumas culturas e verificaram que em condi¢des controladas uma formulacao liquida
dos isolados foi promissora ao biocontrole de Phytophthora capsici, que causa podridao
radicular em tomateiro, e reduziu a severidade da doenca em 83,3% e 66,7%, quando
considerada a presenca de um isolado ou uma mistura de quatro na formulacéo,
respectivamente.

As actinobactérias também foram estudada em diversas culturas agricolas,
devido a grande importancia na producdo de antibidticos e metabdlitos secundarios.
Marcon (2002), ao estudar a caracterizacdo e o0 isolamento de actinobactérias
endofiticas isoladas de citros, observou que o agente causal da CVC, a Xylella

fastidiosa, foi inibida em 88,2%.

2.5 Técnicas moleculares para estudos da diversidade genética de

microrganismos endofiticos

As técnicas baseadas na diversidade molecular usam as moléculas de DNA
ou RNA para inferir a capacidade funcional ou metabdlica da comunidade microbiana. A
principal vantagem da utilizacdo de estudos baseados na diversidade de moléculas de
DNA estda na possibilidade de analise das comunidades microbianas
independentemente do modo de cultivo (LACAVA et al., 2008). Diversos métodos de
estudo de microrganismos endofiticos sédo utilizados, variando desde o isolamento das
espécies em meio de cultivo até a analise de grupos de sequéncias clonadas a partir do
DNA extraido de amostras de plantas desinfestadas superficialmente.

Cada metodologia acessa diferentes por¢gdes da comunidade endofitica total
e fornece informacdes que, quando reunidas em uma andlise, acabam se
complementando. Alguns métodos como: Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
Amplified Length Fragments Polymorphism (AFLP), Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism (TRFL-P), Amplified Ribosomal DNA Rectriction Analysis



29

(ARDRA), Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturacdo (DGGE), construcao e
analise de bibliotecas de clones e sequenciamento sdo empregadas.

Na tese apenas serdo abordadas as técnicas de TRFL-P e sequenciamento
pelo método lon Torrent, pois essas técnicas foram utilizadas neste estudo para
analisar a diversidade de grupos de endofiticos, com a finalidade de complementar a
avaliacdo da diversidade da comunidade microbiana endofitica em tecidos de café
desenvolvidos em concentracdo de CO:2 elevada.

Com a descoberta da técnica de PCR (Reag¢do em Cadeia de Polimerase),
métodos moleculares ganharam forca nos estudos com microrganismos. A analise de
TRFL-P permite comparar diferentes comunidades de microrganismos provenientes de
diversos ambientes (MARSH, 1999). Essa técnica possibilitou a deteccdo de
organismos endofiticos ndo cultivados quebrando barreiras inerentes as técnicas de
isolamento e cultivo (GIRAFFA; CARMINATI, 2008). A técnica de TRFL-P tem sido
empregada na caracterizacdo das comunidades microbianas de folhas, caules e frutos
(THIES, 2007).

A técnica ganhou conhecimento por causa da alta reprodutibilidade e do
acesso a um grande nimero de unidades taxonémicas operacionais (UTQO’s). A TRFL-P
tem como funcdo determinar o comprimento dos fragmentos terminais de uma reacao
de restricdo, os quais provém dos produtos da amplificacdo, onde um dos primers é
marcado com fluorescéncia. Este método é sensivel as mudancas nas estruturas das
comunidades de microrganismos. Além disso, possui alta capacidade de
processamento, 0 que permite analisar grande quantidade de amostras (TIEDJE et al.,
1999).

Para a analise de TRFL-P é necessario realizar a extracdo de DNA das
comunidades microbianas de amostras ambientais, a PCR do gene 16S do DNA, a
reagcdo com enzima de restricdo e a analise dos fragmentos terminais de restricdo, 0s
chamados (T-RFs) por meio de sequenciador automatizado. Nesta técnica, pode ser
usado o screening de algum gene a fim de diferenciar comunidades de amostras
ambientais, com isto os fragmentos de restricdo terminal obtidos sdo medidos e
comparados entre as amostras, 0s quais sdo usados para estudo da analise de

componentes principais e matrizes de similaridade.
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Os primers especificos utilizados para dominio ou grupo sdo marcados com
fluoréforo que sdo detectados pelo sequenciador ABI (TIEDJE et al.,, 1999). Os
fluoréforos mais usados sdo FAM, HEX e ROX (THIES, 2007). Apds a obtencdo dos
produtos da PCR, os mesmos séo purificados em reacdes individuais e digeridos com
enzimas de restricdo, sendo que Hhal, MSPi e Rsal as principais enzimas que
determinam maxima resolu¢cdo em comunidades naturais, embora outras sejam usadas
em ocasifes especiais (MARSH et al., 2000).

A marcacdo com fluoroforo determina os tamanhos dos T-RFs que foram
marcados, e assim eles sdo convertidos em um eletroferograma, onde cada pico €
representado por um T-RF. Para processar o0os dados, a conversdo dos
eletroferogramas é realizada em uma matriz, onde cada coluna representa uma
amostra e cada linha corresponde a uma T-RF que é encontrada em uma amostra.
Alguns softwares foram desenvolvidos para analisar os dados gerados pelo
sequenciador, sendo eles: gene Scan™, Gene Mapper™ (ABI), GelCompar Il (Applied-
Maths) e Peak Scanner v 1.0 (Applied Biosystems). Estes programas de bioinformatica
permitem calcular o tamanho do fragmento de restricdo terminal e também a
intensidade de fluorescéncia. Assim, o comprimento do fragmento de restricdo é medido
por meio da base de dados ribossomais completa, o que pode proporcionar um ponto
de partida filogenético logico, e com isto também pode medir o fragmento de restricdo
para cada gene 16S rDNA. O padrdo do RFLP é reduzido e cada banda de DNA visivel,
ou seja, o fragmento representa uma Unica UTO. Isto pode proporcionar uma base
guantitativa para se estimar a diversidade, o que torna mais sensivel para medi¢cdes
com outros métodos (LIU et al., 1997).

Nenhum relato foi encontrado do uso da técnica para estudos em
comunidades endofiticas em tecidos de café desenvolvidos em condicfes de elevacdo
da concentracdo de CO:2 atmosférico, mas alguns trabalhos tém sido publicados com
outras amostras ambientais. Vasconcelos et al. (2013) utilizaram o método TRFL-P para
identificar indicadores de qualidade do solo em amostras de solo coletadas em quatro
areas de florestas durante o verdo e inverno. Para tanto utilizaram a enzima de restricao

Hhal. Os autores verificaram que houve grande similaridade da comunidade bacteriana
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nas amostras coletadas no verdo e no inverno e também constataram que o perfil de
TRFL-P n&o encontrou diferenca entre locais de coleta das amostras.

Outro exemplo da aplicacdo do T-RFLP pode ser verificado no trabalho de
Blackwood e Paul (2003). Os autores verificaram comunidades bacterianas distintas na
rizosfera em fragdes leves e pesadas do solo, sendo estas associadas a diferentes
fontes de matéria organica e também em sistemas agricolas distintos. Assim,
verificaram maior variabilidade na rizosfera, bem como no perfil do solo para milho e
alfafa em plantio organico, a qual foi maior do que em plantio convencional.

Em relacdo ao sequenciamento, os métodos utilizados em larga escala para
o estudo da diversidade microbiana de diferentes amostras ambientais s&o
fundamentais. A diversidade das técnicas moleculares para pesquisas em bactérias tem
sido elucidada e métodos modernos de sequenciamento com um alto rendimento sédo
usados. S&o vérias as plataformas de sequenciamento utilizadas, como, por exemplo,
Applied Biosystems SOLiIDtvm System, llumina Hiseq 2000, lon Torrent e Roche
454/FLX. Essas sdo semelhantes por apresentarem a capacidade de produzir milhGes
de sequéncias revelando uma grande diversidade de microrganismos presentes nas
comunidades, 0 que ndo é detectado no sequenciamento classico pelo método Sanger
(MARDIS, 2008).

A plataforma lon Torrente € uma técnica de sequenciamento singular, pois
usa um ion semicondutor e ndo faz uso de fluorescéncia. Seu funcionamento é baseado
na deteccdo da alteracdo de pH, o qual é gerado pela adicdo de um nucleotideo a
cadeia de DNA, em uma reacdo na qual ha a liberacao de hidrogénio (WHITELEY et al.,
2012). A preparacdo para o0 sequenciamento € realizada com a construcao de
bibliotecas e a ligacdo de adaptadores préprios nos finais das sequéncias. Com isso, 0s
fragmentos ligados aos adaptadores s@o unidos a microparticulas esféricas e
amplificados por PCR em emulsdo. As microparticulas com os fragmentos aderidos ja
amplificados sdo aplicados nos micros po¢os de um chip, que séo depositados por meio
da centrifugacdo (APPLIED BIOSYSTEMS, 2011). A solugdo contendo um tipo de
nucleotideo é transferida para cada poco do chip. Se esse nucleotideo for
complementar ao fragmento de DNA, que estd sendo sequenciado, havera a formacao

das pontes de hidrogénio entre eles, promovendo a liberacdo de prétons no meio,
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ocorrendo a alteracdo de pH. Essa mudanca, ao ser detectada, é convertida em sinal
digital identificando a incorporacdo dos nucleotideos presentes no micro po¢o naquele
exato momento. Os dados digitais gerados séo enviados ao servidor lon Torrent, onde
serdo processados e as sequéncias montadas por meio de base “calling algarithms”,
tendo como resultado a producao de milhdes de sequéncias.

A biodiversidade microbiana associada as plantas constitui um sistema
ecoldgico complexo, sendo considerada um superorganismo que se encontra agregado
ao genoma vegetal. Esse microbioma contém muito mais genes que o proprio vegetal.
Neste sentido, conhecer os microrganismos associados as plantas de café é de grande
relevancia, pois, com o auxilio de programas de sequenciamento, pode-se inferir na
caracterizacdo do microbioma, bem como na possivel interferéncia desses

microrganismos na ocorréncia de doencas e pragas e na qualidade da bebida.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area experimental, amostragem e desinfestac&o superficial do vegetal

A éarea experimental onde foram realizadas as amostragens esta localizada
na Embrapa Meio Ambiente, situada no municipio de Jaguariina, estado de Séo Paulo.
As coletas de ramos, folhas e frutas de cafeeiro foram realizadas no experimento
ClimapestFACE (GHINI et al., 2015) (Figura 1) e as atividades laboratoriais
desenvolvidas no laboratdrio de microbiologia ambiental.

Figura 1: Area experimental do projeto ClimapestFACE instalada na Embrapa Meio Ambiente. (A)
Localizagao dos anéis, onde CO:z+ e CO2 — correspondem aos tratamentos com enriquecimento de CO:z e

com CO2 ambiente, respectivamente. (B) Vista aérea no mapa dos anéis em campo.
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Amostras de folhas, frutos e ramos sadios de plantas de café Coffea arabica
cultivar Catuai Vermelho IAC 144 foram coletadas na area experimental do
ClimapestFACE que contém 12 anéis, sendo cada um com 10 metros de diametro.

Destes anéis, seis sdo enriquecidos com CO2. O CO2 provém de um tanque com
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capacidade para 20 toneladas. As concentracbes de CO:2 do experimento Sao
apresentadas na Figura 2.

A Figura 2 refere-se a frequéncia relativa de concentracbes de CO:2 nas
faixas 300-450 e 450-650 umol mol* [correspondentes a variagdo maxima de 20% em
relagdo as concentragdes alvo de 400 umol mol* (CO2 ambiente) e 550 ymol mol*
(CO2+) ] observada mensalmente nos anos 2013, 2014 e 2015. Observa-se nos
gréficos, onde os periodos de coletas das amostras estdo destacados em vermelho,
gue a frequéncia relativa, expressa em porcentagem, para a primeira coleta de folhas
no periodo de florada em 2013, foi de 60% na menor concentracdo e 43% na maior
concentracdo, ja na segunda coleta em 2014, no mesmo periodo, a frequéncia relativa
foi de 50% para a menor concentracdo e 55% na maior concentracdo. Ja para a
primeira coleta dos ramos, em 2014, também realizada no periodo de florada, a menor
e a maior concentragdo foram as mesmas das folhas, mas a segunda coleta dos ramos,
realizada na florada de 2015, teve uma frequéncia relativa de 25% e de 75% para a
menor e maior concentracdes, respectivamente. Quanto aos frutos, a frequéncia relativa
da menor e maior concentracdo na primeira coleta dos grdos em 2014, foi de 22% e
71%, respectivamente. A segunda coleta realizada na época de colheita dos graos, em
2015, obteve uma frequéncia relativa de 30% para a menor concentracédo e 65% maior
concentracdo de COo..

A coleta das folhas foi realizada em cinco plantas por anel, selecionadas
aleatoriamente dentro de cada anel, foram coletadas seis folhas por planta. As folhas
foram escolhidas por toda a planta, tanto na parte superior quanto na inferior, coletadas
no periodo da florada de 2013 e 2014. O mesmo procedimento foi adotado para a
coleta dos ramos, onde retirou-se seis fragmentos de ramos das mesmas plantas,
sendo as coletas realizadas na florada de 2014 e 2015. Os frutos foram coletados no
periodo de colheita dos graos, nos mesmos anos da coleta dos ramos, os quais foram
colhidos no estadio cereja. A colheita foi realizada nas mesmas cinco plantas, onde
foram coletados as folhas e os ramos, num total de 15 frutos por planta e selecionados

em toda a planta.
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Figura 2: Frequéncia relativa das concentracdes de CO:2 nas faixas 300-450 e 450-650 pmol mol?
[correspondentes a variagdo maxima de 20% em relagdo as concentragdes alvo de 400 umol mol! (CO2
ambiente) e 550 pmol mol?! (CO2+) ] observada mensalmente nos anos 2013, 2014 e 2015 no
ClimapestFACE, Jaguariuna-SP, Brasil.

100 12 Coleta de folhas
20 1 -
80 i =
70
g
S 60
£
3
; S0
-
&
2 4
g
£
30
20
10
0
Jan.2013 Fev.2013 Mar.2013 Abr2013 Maio2013  Jul.2013 Ago. 2013 Set. 2013 Out. 2013  Nov. 2013 Dez.2013
WCO2+ © CO2amb.
12 Coleta de frutos 22 Coleta de folhas e 12 de ramos
} -
. _
70
g
g 60
k-
T
s 50
T
g
40
H
30
20
) ‘ I I
o
g 8 8 8 8 8 88 R & 2|8 2|2 R g8 R)g K| 2 &8 ¥ § %]
! @ R R 9@ 8 ¢ 8 Q)R8 QR @ 8 Q|8 Q]88 ¢ 8 ¢ & @
Jan.2014 Fev.2014 Mar.2014 Abr.2014  Maio 2014 | Jun. 2014 Jul. 2014 Ago. 2014 | Set. 2014 JOut. 2014 Nov. 2014 Dez. 2014
m CO2+ CO2amb.
22 Coleta de frutos 22 Coleta de ramos
%0
. y
70
g 1
2
k]
; 50
§
40
g B
30
20
i I II
0
e R 2 2 2 ] 2 ! & R bl R g R 2 R e b 2 K e R
§ 3 8 8 8 3 8 2 8§ 8|8 218 2 8 818 3|8 8 8 3
Jan.2015 Fev.2015 Mar.2015 Abr.2015 Malo 2015 Jun. 2015 Jul. 2015 Ago. 2015 Set. 2015 Out. 2015 Nov. 2015

= Co2+ CO2amb.



36

As folhas foram desinfestadas superficialmente com &lcool 70% no momento
da coleta, ainda no campo, para evitar a oxidacdo das mesmas. Imediatamente as
folnas foram embaladas em papel aluminio e armazenadas em uma caixa térmica
contendo nitrogénio liquido. Ao término da desinfestacdo, as amostras foram
transportadas para o laboratério e armazenadas em ultra freezer a —80 °C. As amostras
de frutos e ramos passaram por uma pré-lavagem com detergente neutro e enxaguados
em agua corrente. Em seguida, foram lavados em agua destilada e depois submetidos
a desinfestagdo com &lcool 70%, por um minuto, seguido de lavagem em hipoclorito de
sédio a 5%, por dois minutos, e dois enxagues em agua destilada esterilizada. Ao
término do processo de desinfestacdo, os frutos e ramos foram descascados,

embalados em papel aluminio e armazenados em -80 °C (Figura 3).

Figura 3: Frutos de café arabica descascados apos a desinfestacdo (A) e ramos de café arabica sendo

embalados em papel aluminio depois de desinfestados e descascados (B).

3.2 Extracdo de DNA gendmico total de folhas de cafeeiro

A extracdo de DNA gendmico total de folhas de cafeeiro foi realizada de
acordo com o protocolo modificado de Doyle e Doyle (1987). Em nitrogénio liquido,
foram maceradas trés folhas até a obtencdo de um p6 fino. O mesmo foi rapidamente
transferido para microtubos de 2,0 mL, ao qual foi adicionado 750 pyL de tampéao de
extragcdo (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 Mm, EDTA 20 Mm, PVP 1% e B-
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Mercaptoetanol 0,2%). Em seguida, o tubo contendo a suspenséo foi incubado em
banho Maria a 65 °C por 30 minutos. Logo apods, foram adicionados 650 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v/v). Depois, a suspenséo foi centrifugada a 12.000
rpm, por 10 min. Em seguida, a suspenséo foi transferida para novos tubos contendo
650 pL de cloroférmio-alcool isoamilico, sendo este procedimento repetido por trés
vezes. Em seguida, foi realizada a precipitacdo do DNA com 700 pL de isopropanol
gelado e centrifugado a 12.000 rpm por 10 min. Apos descartar o sobrenadante, o DNA
foi lavado com 250 pL de etanol a 70%, por duas vezes, e centrifugado por trés minutos
a 12.000 rpm. Por ultimo, o DNA foi ressuspendido em 40 pL de éagua milli-Q
esterilizada mais 2 uL de RNAase A (10 mg/mL). A suspenséo foi incubada por 30

minutos em banho Maria a 37 °C e armazenada em freezer a -20°C.

3.3 Extracdo de DNA genbmico total de frutos e ramos de café, purificacdo e

guantificacdo de DNA

Para a extracdo de DNA de frutos e ramos de cafeeiro foi utilizado o
protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1987). Com o auxilio de um moedor de café,
amostras de frutos (oito frutos) e ramos (trés fragmentos de ramos), previamente
desinfestados e descascados, foram trituradas, para facilitar o processo de maceracao
(Figura 4). Em nitrogénio liquido, os gréos e os ramos triturados, foram macerados até
obtencdo de um po6 fino. O pé foi transferido para microtubos de 2,0 mL, onde foram
adicionados 830 uL de tampéo de extracdo (CTAB 4%, NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 mM,
EDTA 20 mM, PVP 1% e B-Mercaptoetanol 0,2%). Nas amostras resultantes, foram
adicionados 125 pL de lisozima mais 30 pL de proteinase k (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri). O tubo contendo a suspensdo foi incubado a 37 °C por uma hora e
transferido para nova incubacdo em banho maria por 20 min a 65 °C. Em seguida, a
suspensao foi mantida a temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, foram
adicionados 700 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v/v). Os tubos foram
invertidos gentilmente 50 vezes para homogeneizacdo, logo apos, a suspensédo foi
centrifugada a 12.000 rpm por 5 min, este procedimento foi repetido trés vezes. Foram

adicionados 420 pL de isopropanol, em seguida, o tubo foi mantido a temperatura
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ambiente por 30 min e centrifugado a 12.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o DNA foi lavado em 250 pL de etanol 70% e centrifugado por 3 min a
12.000 rpm, este procedimento foi repeti duas vezes. Apos o0 descarte do etanol, 0o DNA
secou a temperatura ambiente e foi ressuspendido em 40 pL de agua milli-Q
autoclavada mais 2 pL de RNAase A (10mg/mL). Por dltimo, as amostras foram

colocadas em banho maria a 37 °C por 45 min.

Figura 4: Frutos e ramos de café para triturar em moedor (Al e A2). Amostras trituradas (B1 e B2).

Para as amostras de DNA de folhas, frutos e ramos de café foi realizada a
purificacdo dos mesmos, adicionando 40 pL de fenol e centrifugando por 2 min a 10.000
rom, em seguida, o sobrenadante foi transferido para novos tubos e acrescenta 10
vezes a solucdo de acetato de sodio mais 2,5 vezes de &lcool absoluto. A solugéo foi
homogeneizada e armazenada a —80 °C por uma hora. Apds o descongelamento das
amostras, as mesmas foram centrifugadas por 30 min. a 10.000 rpm em seguida
descartado o sobrenadante e acrescentados 200 pL de alcool a 70% e centrifugado a
10.000 rpm por 15 min. Apoés o descarte do etanol as amostram secaram a temperatura
ambiente. O DNA purificado foi ressuspenso em 40 pL de agua milli-Q e armazenado
em geladeira. O DNA das amostras de folhas, frutos e ramos foi analisado em gel de
agarose a 0,8% em tampéo TAE 1X (Tris-HCI 40 mM, &cido acético 20 mM e EDTA 1
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Mm pH 8,0) e visualizado em transluminador (BBUVP Dual Intensity Transilluminator). O
DNA das amostras foi quantificado com auxilio do equipamento NanoDrop, o qual
permite estimar a concentragcdo de DNA da amostra, a mesma € determinada ao se
medir a absorbancia de 260 nanémetros. A absorbancia de uma densidade 6ptica (DO)
em Azeo corresponde a 50 pg/mL de DNA de fita dupla, onde o grau de pureza do DNA
é indicado pela fragdo Azso/A2s0 (&cidos nucleicos/proteinas), que corresponde a 1,8

para DNA puro.

3.4 Amplificacao de 16S rDNA de bactéria endofitica e purificacdo dos produtos
da PCR

A amplificacdo de 16S rDNA foi realizada utilizando primers universais para
bactérias, sendo estes: 27F (5GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3) (HEUER e
SMALA, 1997) marcado com FAM e o0 1378R (5’°CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA
ACG 3’) (HEUER et al., 1997). O preparo do mix da PCR foi realizado com Buffer 5X,
MgClz 25 mM, DNTPs a 10 mM (Promega), BSA 10 x 10 ng/uL, Taq DNA polimerase
(Promega) e agua milli-Q esterilizada para um volume final de 25 pL. As condi¢des para
a reacao de amplificacdo foram as seguintes: temperatura inicial de desnaturacdo a 95
°C durante 4 min, seguida de 30 ciclos de 95 °C em 30 segundos, 55 °C durante um
min para anelamento dos primers, 72 °C durante 2 min e por ultimo uma extensao final
de 72 °C por 10 min, realizada em termociclador modelo Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems). Em seguida, foi realizada a eletroforese para os produtos da
PCR, onde foi usado 5,0 uL do marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder
(Invitrogem) mais 5,0 pL de gel red e 3,0 pL do produto da PCR mais 3,0 puL de gel red.
ApOs aplicagdo das amostras no gel de agarose a 1%, o mesmo foi submetido a um
campo elétrico de 80 V por 40 min em uma cuba de eletroforese, visualizado e foto
documentado em um transluminador.

Apl6s a amplificacdo, os produtos da PCR passaram pelo processo de
purificacdo, onde nesta etapa foi realizada a mistura dos produtos da PCR das
amostras de DNA (volume de 25 pL), sendo que nesta etapa, as cinco amostras que

foram coletadas em cada um dos 12 anéis do experimento FACE foram misturadas
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formando uma amostra composta de cada concentragéo de CO2. Estes produtos foram
transferidos para tubos de 1,5 mL e neles foi adicionado 1 mL de isopropanol gelado e
centrifugado a 15.000 rpm por 15 min. Logo apéds, foi descartado o sobrenadante e
acrescentados 125 pL de etanol 80% gelado, centrifugado a 13.000 rpm, incubado por
um minuto em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram
mantidos em secagem até néao ter residuo de etanol. Apos isso, adicionou-se 50 pL de

agua milli-Q e armazenou-se em geladeira por 24 horas.

3.5 Digestdo com enzima de restricdo dos produtos de PCR para analise de TRFL-

P e precipitacdo dos produtos da digestao

Os produtos de PCR purificados foram digeridos com a enzima de restri¢ao,
Hhal (GCGC), que confere bons resultados de T-RFLP em bactérias (MARSH et al.,
2000). A reacédo de T-RFLP foi preparada com Buffer Tango 10x, a endonuclease Hhal,
o produto da PCR e agua milli-Q, para completar um volume final de 25 uL. O processo
de digestdo com enzima de restricdo foi realizado em um termociclador através da
seguinte condicdo: 37 °C durante 90 min em um estagio de dois ciclos e 68 °C por 10
min em dois estagios de um ciclo, para inativar a enzima. Os produtos da digestéao
passaram pelo processo de precipitacdo com etanol, EDTA e acetato de sodio, onde
foram adicionados as amostras de DNA 2 uL de EDTA (125 mM), 2 pyL de acetato de
sédio (3M) mais 50 L de etanol 100% e misturado tudo por inversdo. Em seguida, foi
incubado a temperatura ambiente por 15 min. e depois centrifugado a 3.000 g por 30
min. Logo apds, foi descartado o conteudo por inversdo e acrescentados 70 uL de
etanol 70%, seguido de centrifugacdo por 15 min a 2.300 g. Por dltimo, o etanol foi
descartado e as amostras secaram em temperatura ambiente e foram armazenadas a

temperatura de 4 °C envolvidas em papel aluminio.

3.6 Analise do polimorfismo dos fragmentos terminais de restricdo (TRFL-P) do
gene 16S de rDNA de bactérias endofiticas
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Logo apos a precipitacdo, os produtos da digestdo com enzima de restricao
foram encaminhados para o Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade
de Sao Paulo, onde foi analisado o polimorfismo dos fragmentos terminais de restricao
(T-RFLP) do gene 16S rDNA dos microrganismos endofiticos. Os produtos da digestédo
foram ressuspendidos em agua milli-Q e misturados a 8,925 pL de formamida Hidi e a
0,75 pL do padrdo GeneScan 500 ROX Size Standard Applied Biosystems mais 2,0 uL
do produto da digestdo, em seguida, aplicados no sequenciador automatico Applied
Biosystems (ABI 3730). Os dados do T-RFLP, ap6s terem sido analisados no
sequenciador automatico ABI, foram obtidos e processados utilizando-se o Peak
Scanner Software 2 (Applied Biosystems). Foi verificada a qualidade da corrida
visualmente, apos a confirmacdo da qualidade, foram exportados os dados em uma
matriz para o Excel e organizados para proceder a andlise multivariada. Para
discriminar os picos verdadeiros dos ruidos do “background”, foi utilizada uma linha
limite de 50 unidades de fluorescéncia para as amostras de DNA de bactéria de folhas,
frutos e ramos de cafeeiro. De todos os dados eliminou-se os T-RFs menores que 50
pares de bases e maiores que 800 (CULMAN et al., 2008).

O programa estatistico PAST foi utilizado para analisar os dados. A andlise
foi realizada pelo teste SIMPER, o qual pesa a contribuicdo dos T-RFs baseado na
similaridade e dissimilaridade entre amostras (MESEL et al.,, 2004). Outro teste de
similaridade utilizado foi 0 ANOSIM, sendo este calculado pela matriz de “Bray-Curtis”
que calcula um valor de R, o qual pode variar de -1 a 1, e assim, os valores que
estiverem préximos de 0 indicam uma hipotese nula de diferenca entre os
agrupamentos, ja os valores maiores que 1 indicam que ha diferenca entre 0os grupos
(BENNETT; KASEL; TIBBITS, 2008).

3.7 Reacdo de amplificacdo de 16S rDNA e purificagdo dos produtos da PCR de

frutos e ramos de cafeeiro para sequenciamento pela técnica lon Torrent

A amplificagédo foi realizada para 16 amostras de DNA para os frutos na
colheita das safras de 2014 e 2015 e para os ramos coletados no periodo de florada

dos anos descritos na Tabela 1. Das 16 amostras, oito foram obtidas de frutos e oito de
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ramos de cafeeiro, sendo quatro amostras de anéis com CO2 ambiente e quatro de
anéis enriquecidos com CO2+, onde, dessas quatro amostras duas sdo da mesma
planta, mas coletadas em periodos diferentes (Tabela 1). A selecdo das referidas
amostras foi feita de acordo com a qualidade da pureza do DNA. A amplificagao foi
realizada no laboratorio de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” com o objetivo de amplificar 16S de bactéria e eliminar na amplificagdo DNA
cloroplastidial. Para isto, utilizaram-se primers especificos para esta finalidade. A
reacao foi preparada fazendo-se um mix de PCR com os primers 799F (AAC MGG ATT
AGA TAC CCK G) e 1492R (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT) (CHELIUS,
TRIPLETT, 2001), a 10 mM, PCR Buffer 10X, MgCl. a 50 mM, BSA a 0,02 mg/mL,
DNTP’s a 2,5 mM, Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen) 5,0 U/uL, agua milli-Q e 1
pL do DNA para um volume final de 50 pL, como controle positivo foi usado DNA de

Clostridium sp. e como controle negativo com agua milli-Q.

Tabela 1: Amostras de frutos (Fr) e ramos (R) de cafeeiro coletadas em 2014 e 2015 e

selecionadas para sequenciar

Amostras* Anéis com CO2ambiente Anéis enriquecidos com COz2

Frutos Fr341, Fr342; FR641, Fr642  Fr841, Fr842; Fr1031, FR1032

Ramos R241, R242; R921, R922 R121, R122; R1151, R1152

*As amostras sdo de uma mesma planta e coletadas em dois anéis com CO2 ambiente e de uma
planta em dois anéis com enriquecimento de CO2. O primeiro nimero € referente ao nimero do

anel (de 1 a 12), o segundo da planta e o terceiro referente ao primeiro e ao segundo ano.

No termociclador as condicbes para a reacdo foram: temperatura de
desnaturacao de 95°C por 3 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, 53°C
a 40 segundos, 72°C a 40 segundos para anelamento dos primers e uma extensao final
a 72°C por 7 min, realizada em termociclador da Applied Biosystems By Life
Tecnologies. Em seguida, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1% para
verificar se os produtos de PCR foram amplificados. Para isto, foram aplicados no gel 3

pL de KB mais 3 pL de Syber Green e 5 pL do produto da PCR. A reacéo foi submetida
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a um campo elétrico de 80 V por 1:50 min, depois o gel foi visualizado e foto
documentado em transluminador. ApOs a eletroforese, para confirmacdo da
amplificacdo, outro gel foi preparado a 1,5%, para sacar as bandas de 16S rDNA
bacteriano de interesse, sendo que este gel foi submetido a um campo elétrico de 70 V,
por 3:00 horas. ApOs a visualizacdo do gel em transluminador, as bandas de DNA
contidas no gel foram cortadas com auxilio de bisturi e colocadas em tubos eppendorf
de 2,0 mL, os quais foram pesados antes e depois da deposicdo do gel em seu interior.
Para finalizar, o DNA foi purificado utilizando-se o kit lllustra™ GFX™ PCR DNA e Gel
Band Purification, de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

Vale ressaltar que oito amostras de folhas, também foram amplificadas com
este par de primers, mas ndo amplificou bandas de DNA no mesmo nivel de altura da
banda do controle positivo, ou seja do DNA de Clostridium sp. Assim, € necessaria uma
otimizagdo da PCR para que seja possivel amplificar DNA bacteriano para os referidos

primers.

3.8 Andlise da comunidade bacteriana em frutos e ramos de café do gene 16S
rDNA para sequenciamento pela técnica lon Torrent

Para a construcdo da biblioteca de amplificons do gene 16S rDNA de
bactérias, foram selecionadas oito amostras de frutos e oito de ramos de cafeeiro
cultivados em CO2 ambiente e com enriquecimento de CO2+, onde quatro amostras
foram oriundas de dois anéis sem injecdo de CO2 e mais quatro de dois anéis com
injecdo de COz2, tanto para frutos quanto para os ramos.

Essas amostras foram coletadas nas safras de 2014 e 2015, no periodo de
colheita dos graos, para os frutos, e na época de florada, para os ramos, assim, foram
utilizadas duas amostras da mesma planta, das duas épocas de coleta, de ambas as
partes, frutos e ramos (Tabela 2).

O DNA das 16 amostras foi amplificado com os iniciadores, 967F (CAA CGC
GAA GAA CCT TAC) e 1193R (CCT CTC TAT GGG CAG TCG GTG ATC GTC RTC
CCC RCC TTC C). Portanto, para o primer 967F foi sintetizado um oligonucleotideo
iniciador 967F diferente para cada uma das amostras, unindo a um tag de identificacéo
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conforme a Tabela 2. Cada barcode composto pelos cinco pares de base, teve a funcao
de identificar a origem de cada uma das sequéncias. Cada uma das bibliotecas de
amplicon foi gerada por meio do preparo da reacdo de amplificacdo, a qual continha 5,0
pL de tampéo 10x; 4,5 uL de MgClz; 0,4 uL de DNTP (2,5 mM); 0,5 pL de cada um dos
primers; 0,7 uL de Taq DNA Polimerase; 1,0 uL de DNA das amostras e agua milli-Q
autoclavada para completar um volume final de 50 pL. A amplificacdo das reacdes foi
realizada em um termociclador (Applied Biosystems —PCR System) de acordo com as
seguintes condi¢cOes: temperatura inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 min; seguida de
30 ciclos de 94°C por 30 seg, 57°C por 45 seg, 72°C por um minuto para anelamento
dos primers; e uma extenséo final de 72°C a 10 min (SOGIN et al., 2006).

Para conferir a qualidade das amostras amplificadas com barcodes, foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose 1,5%, onde o gel foi corado com LB mais
gel Red, e o marcador utilizado foi o Low Mass para identificar os tamanhos das bandas
de DNA. Apés finalizada a corrida do gel, o mesmo foi foto documentado em
transluminador.

A purificacdo das bibliotecas foi realizada com a utlizagdo do kit de
purificacdo Agencourt®AMpure® XP Reagent e barra magnética, conforme o protocolo
recomendado pela Life Technologies — lon Amplicon Library Preparation (Purify the
amplicon libraries). Uma vez purificadas, as bibliotecas passaram pelo processo de
guantificacéo, que utilizou o kit Qubit Molecular Probes (Invitrogen). A concentracao de
todas as amostras foi ajustada e um pool dessas amostras foi preparado com 10 pL de
cada amostra em um s6 tubo, totalizando assim 160 uL, o qual foi usado para aplicacdo
no E-Gel® EX With Sybr® Gold Il 2% Size Select da Invitrogen by Life Technologies,
como recomendado pelo fabricante, e por ultimo, foi feito o ajuste da concentracao de
DNA da biblioteca, a qual foi quantificada no Qubit. A biblioteca foi ajustada para um
fator de diluicio em pM, de onde 25 pL desse pool foram usados para a reacao de
amplificagcdo de emulséo, a PCR de emulsdo foi realizada pelo protocolo do kit lon
PGM™ Hi-Q™ View One Touch 2, de acordo com as recomendagdes fornecidas pela
Life Technologies (www. iontorrent.com), onde os fragmentos dos amplicons das

bibliotecas foram ligados as esferas.
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Tabela 2: Barcodes das amostras de frutos e ramos de café selecionados para

sequenciamento pela técnica lon Torrent.

Cédigo das amostras (ldentificacdo das amostras) Tag Barcode (5 pb)
Fr341 (Fruto, anel 3, planta 4, coleta 1) 1 GATCT
Fr342 (Fruto, anel 3, planta 4, coleta 2) 2 ATCAG
Fr641 (Fruto, anel 6, planta 4, coleta 1) 3 ACACT
Fr642 (Fruto, anel 6, planta 4, coleta 2) 4 AGCTA
Fr841 (Fruto, anel 8, planta 4, coleta 1) 5 CACAC
Fr842 (Fruto, anel 8, planta 4, coleta 2) 6 ACAGA
Fr1031 (Fruto, anel 10, planta 3, coleta 1) 7 AGATG
Fr1032 (Fruto, anel 10, planta 3, coleta 2) 8 CACTG
R241 (Ramo, anel 2, planta 4, coleta 1) 9 CAGAG
R242 (Ramo, anel 2, planta 4, coleta 2) 10 CGCAG
R921 (Ramo, anel 9, planta 2, coleta 1) 11 CTGTG
R922 (Ramo, anel 9, planta 2, coleta 2) 12 GTGAG
R121 (Ramo, anel 1, planta 2, coleta 1) 13 TCATG
R122 (Ramo, anel 1, planta 2, coleta 2) 14 AGCAT
R1151 (Ramo, anel 11, planta 5, coleta 1) 15 CAGCT
R1152 (Ramo, anel 11, planta 5, coleta 2) 16 CATGT

Depois que as esferas foram recuperadas, foi realizado o enriquecimento no
equipamento lon One Touch ES (Life Technologies) e, logo apds, preparo e
carregamento das esferas no chip 316 V2, de acordo com o seguinte protocolo de
sequenciamento: lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit, no sequenciador Personal

Genome Machine™ (PGM™) lon Torrent da Life Technologies.

3.9 Andlise das sequéncias geradas no sequenciamento
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Para a manipulacdo inicial das sequéncias que foram geradas no
sequenciamento, foi utilizada a plataforma Qiime online (https://
giime.or/documentation/file_formats.html), para transformar os dados brutos gerados no
sequenciador lon Personal Genome Machine™ (PGM™), sendo os dados convertidos
em sequéncias no formato fasta, para que assim pudessem ser manipulados, de acordo
com as analises de interesse. Todas as analises foram realizadas no programa QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (CAPOROSO et al., 2010). Para a analise
das unidades taxonémicas operacionais (UTOS), foi utilizado o ocomandopicy_otus.py,
a fim de classificar as sequéncias em UTOS, pelo método uclust. A separacdo das
sequéncias foi feita pelo comando, pick _rep_set.py, com o objetivo de separar uma sé
sequéncia como sendo a representante de cada umas das UTOS. O objetivo foi reduzir
0S numeros de sequéncias e facilitar o processo de alinhamento realizado pelo
comando align_seqs.py. A classificacdo taxondmica foi realizada por meio do comando
assing_taxonomy.py usando o método Blast. As Tabelas das OTUS foram obtidas
usando o comando make_otu_table.py. Ja para a obtencdo das Figuras e Tabelas
dessas mesmas  classificacbes taxon6micas foi usado o0 comando

sumarize_taxa_through_plots.py.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises do TRFL-P pelo teste ANOSIM e SIMPER e analise de Unidades

Taxondmicas Operacionais

Os dados dos testes estatisticos ANOSIM e SIMPER utilizados nos
resultados da andlise da técnica de TRFL-P com a enzima de restricdo Hhal sdo
apresentados na Tabela 3. Ambos os testes foram realizados calculando o coeficiente
de similaridade de Bray-Curtis. O teste ANOSIM é utilizado para avaliar se ha diferenca
na composicdo das comunidades e entre os tratamentos e avalia a diferenca entre
grupamentos de amostras de diferentes locais e tratamentos experimentais distintos
(DANOVARO et al., 2006).

A andlise de ANOSIM mostrou que houve diferenca quando se comparou as
comunidades bacterianas entre os tecidos do cafeeiro (Tabela 3). Nos tecidos Folha X
Fruto, Folha X Ramo e Fruto X Ramo a diferenca foi de 0,159, ou seja, igual para estes
ambientes, para as comunidades presentes, uma vez que o valor de r nao foi igual a
zero. Mas, quando se analisou os tratamentos com CO2 ambiente e enriquecidos com
CO2 (CO2 +) pelo teste ANOSIM, observa-se que ndo houve diferenca das
comunidades de bactérias em ambos os tratamentos, pois valores observados foram r =
0,0 e r = -0,003 (p < 0,05) para a enzima Hhal (quando o valor de r € igual a zero,
entende-se que a hipotese é nula, isto é, ndo existe diferenca entre as comunidades
bacterianas presentes).

O teste de similaridade SIMPER avalia a diferenca entre os grupos, sendo 0s
valores dos resultados expressos em porcentagens de dissimilaridade. Assim, quanto
maior estes valores, mais diferentes serdo as comunidades nos ambientes estudados,
uma vez que o valor indica dissimilaridade. O teste SIMPER identifica T-RFs que séo
responsaveis por aspectos particulares da estrutura microbiana encontrada na matriz de
similaridade de Bray-Curtis (WOLSING; PRIEME, 2004). Ao se comparar os resultados
dos dois indices, foi observado que um valor confirma o outro. Neste sentido, foi
observado que entre os tecidos Folha X Fruto a dissimilaridade foi de 90,28%, o que

indica uma diferenca entre esses dois 0rgdos vegetais. Para Folha X Ramo e Fruto X
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Ramo houve uma dissimilaridade de 92,49% e 92,42%, respectivamente, entre estes
tecidos, 0 que mostra que ambos sdo mais distintos que o primeiro grupo de tecidos.
Esses dados indicam que ha uma dissimilaridade maior entre eles. Entretanto, nos
tecidos onde as plantas de cafeeiro sdo submetidas as duas concentracdes de CO:2 a
dissimilaridade foi 89,87%, apresentando um valor mais baixo de dissimilaridade
guando comparado aos ambientes de folha, fruto e ramo entre eles, o que confirma o

valor obtido pela analise de ANOSIM.

Tabela 3: indice de similaridade pelos testes ANOSIM e SIMPER de comunidades

bacterianas obtidos por meio da técnica de T-RFLP.

ANOSIM? Valor de p SIMPER®
TECIDOS
Hhal
Folha X Fruto 0,159 0,0028 90,28%
Folha X Ramo 0,159 0,0028 92,49%
Fruto X Ramo 0,159 0,0028 92,42%
CO2+ e COz2ambiente - 0,003 0,4961 89,87%

2ANOSIM testa as diferencas entre amostras. Onde valores de r sdo expressos todos com p < 0,001.
Valores >0,75 sdo estatisticamente diferentes; >0,5 apresentam sobreposicdo e <0,5 diferem
estatisticamente. PSIMPER - quanto maior for a porcentagem, maior é a dissimilaridade entre as

amostras.

Cada membro da comunidade bacteriana tem como caracteristica atribuida o
comprimento do T-RF do amplicon da PCR digerida com a endonuclease de restricao.
Onde cada T-RF que é encontrado na andlise de fragmentos corresponde a uma
Unidade Taxondémica Operacional (UTO), mas isto ndo quer dizer que cada T-RFs seja
uma unica espécie ou uma unica UTO, uma vez que multiplos microrganismos
compartilham T-RFs similares ou até mesmo idénticas.

Desse modo, de acordo com o indice de similaridade de Bray-Curtis, foi
verificado que, no agrupamento por tratamentos, com CO2 ambiente e com

enriqguecimento de CO2 o numero de UTO’s encontradas foi 72. Quando se
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compararam 0s agrupamentos por partes da planta, 16 UTO’s foram encontradas no
agrupamento Folha X Fruto, 65 UTO’s para Folha X Ramo e 71 UTO’s no agrupamento
Fruto X Ramo. Isso mostra que varias sequéncias podem estar compartilhando o
mesmo comprimento de T-RF, o que pode ser observado nos graficos de PCA quando
ocorre sobreposicao de UTO’s das amostras analisadas pela enzima de restrigéo.

De modo geral, a propria estrutura das comunidades pode limitar quanto as
informacbes de dados, como por exemplo, se existe uma diversidade maior na
comunidade de bactéria presente nos ambientes com CO2+ e nos tecidos Folha X
Fruto, Folha X Ramo e Fruto X Ramo.

Diversas comunidades endofiticas tém sido estudadas por meio de métodos
independentes de cultivos e uma grande diversidade de novos taxons em diferentes
ambientes tem sido observada, seja eles em solos, em ambientes aquaticos, na
rizosfera, folhas e outros. Santana (2013) verificou a composicdo de comunidades
bacterianas endofiticas presentes em Baccharis dracuncufolia (alecrim do campo) por
meio da extracdo de DNA do material vegetal e amplificacdo da regido 16S para estudo
do perfil de restricdo. O autor verificou que os principais filos foram Proteobactéria,
Actinobactéria, Acidobactéria, Firmicutes e Bacteriodetes, os quais foram responséaveis
por 28,7%, 11,5%, 2,6%, 2,6% e 2,5%, respectivamente, das UTO’s que estado
presentes em bactérias endofiticas da raiz de B. dracuncufolia. Em frutos de café
arabica, Santos (2008) estudou as UTQO’s presentes em comunidades bacterianas
endofiticas, constatando 38 UTO'’s de bactérias endofiticas presentes em frutos de café,

sendo Proteobactéria, Firmicutes e Actinobactéria os principais filos encontrados.

4.2 Analise dos Componentes Principais dos perfis de T-RFLP

A estrutura de comunidades bacterianas foi analisada utilizando-se o0s
Componentes Principais dos perfis de TRFL-P (Figura 5). No gréafico de ordenacéo, as
amostras foram separadas de modo distintos, onde a variabilidade das amostras é
explicita no primeiro eixo plotado. No grafico de ordenacgéo, o agrupamento foi definido
para demarcar posi¢cdes correspondentes as partes da planta amostradas, folhas, frutos

e ramos de cafeeiro, considerando cinco tratamentos com e sem o incremento de COa.
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A construgcdo do topo global do grafico foi realizada por meio da enzima de restricdo
Hhal, a qual conferiu confiabilidade dos dados e apresentou uma definicdo melhor dos
agrupamentos.

Para o agrupamento de folhas e frutos, em ambos os ambientes, houve uma
maior similaridade entre estas partes das plantas desenvolvidas em ambiente
enriquecido ou ndo com CO2, uma vez que esse agrupamento mostra uma maior
proximidade. Enquanto que para as amostras de ramos em comparacao com folhas e
frutos o agrupamento apresentou-se de forma mais dispersa, mostrando que o
agrupamento dos ramos tem pouca similaridade com folhas e frutos, independente do
tratamento com CO2. Em alguns casos, ocorreu uma sobreposi¢cdo do mesmo tecido da
planta em ambas as condi¢cdes de COz, evidenciando uma similaridade maior nos dois
ambientes (Figura 5).

As comunidades bacterianas estudadas pela PCA em relacdo aos
tratamentos nos anéis com adicdo de CO2 (CO2+) e CO2 ambiente (COz2-) revelaram
gue nestes dois ambientes h4 uma grande similaridade (Figura 6), mantendo assim
uma ordenacdo semelhante a plotada para as comunidades de bactérias quando
analisadas no gréfico anterior para folhas, frutos e ramos. Porém, ao avaliar os
tratamentos, se observa que ha uma maior sobreposicdo das amostras em ambos o0s
tratamentos, o que permite inferir que ndo ha muita distingdo nos anéis com CO:
ambiente e com enriguecimento de CO2+, embora ainda seja possivel observar que
algumas amostras do tratamento CO2 ambiente apresentaram uma dispersao
evidenciando uma transi¢cdo das comunidades de bactérias neste ambiente.

O método molecular T-RFLP vem sendo amplamente utilizado para estudar
as comunidades microbianas em véarios ambientes (HARTMANN; WIDMER, 2008). No
entanto, esse é o primeiro relato de comunidades endofiticas em plantas de cafeeiro
cultivadas em ambiente com enriguecimento de CO2 simulando as mudancas
climaticas. Neste sentido, esta técnica mostrou ser adequada para avaliar como a
estrutura da comunidade bacteriana, proveniente de tecidos de café submetidos ao
aumento da concentracédo de COz2, encontrava-se estruturada. Por esta ser uma técnica
reproduzivel é eficiente para verificar alteracbes nas comunidades bacterianas
(DUNBAR; TICKNOR; KUSKE, 2000).



51

Figura 5: Analise de Componente Principal (PCA) realizada por partes da planta
coletados em periodos diferentes, onde frutos e ramos foram coletados no periodo de

florada de 2015 e os frutos na época de colheita dos graos da safra do mesmo ano, no

experimento FACE.

Legenda: Folha CO; + . Folha CO, ambiente
Fruto CO2 + . Fruto CO, ambiente

Ramo CO; + . Ramo CO; ambiente

PC1
75,19%

PC2
24,81%
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Figura 6: Andlise de Componente Principal em ambientes diferentes (CO2 + e COz2

ambiente) realizada em plantas de cafeeiro do experimento tipo FACE.

Legenda: COz+ [ CO, ambiente Q
COz+ . CO; ambiente Q
i co,+ M cozambiente )
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4.3 Identificacdo das Unidades Taxondmicas Operacionais (UTO’s) associadas a

amostras de frutos e ramos de cafeeiro

As analises das unidades taxondmicas operacionais que apresentaram
significativa relagdo com as amostras de frutos e ramos mostraram 0s principais grupos
que estdo associados nas amostras de frutos (FR341, FR342 Fr641, Fr642, Fr841,
Fr842, Fr1031, Fr1032) e nas amostras de ramos (R121, R122, R241, R242, R921,
R922, R1151 e R1152). Como observado na Figura 7, séo trés, os principais filos
taxondmicos identificados em amostras de frutos e ramos de cafeeiro, sendo eles:
Actinobactéria, Proteobactéria e Firmicutes. O filo Proteobactéria apresentou uma
porcentagem de 99,6% no total das amostras. Essa descricdo inclui também os filos

Firmicutes com 1,6% e Actinobactérias com 1,7%.

Figura 7: Distribuigéo total das unidades taxondmicas operacionais obtidas de 16S
rDNA de bactérias endofiticas em amostras de frutos e ramos de cafeeiro. Os niUmeros

em porcentagens correspondem aos filos taxondmicos encontrados.

Filos Taxonbmicos

1,1%

N

1,7% 1,6%

m Firmicutes

m Proteobacteria
Actinobacterias

m Outros

95,6%

Na Tabela 4, observa-se que todas as amostras analisadas tiveram uma

porcentagem dos mesmos filos de bactérias por amostras. Onde, a maior
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predominéncia esta associada as bactérias endofiticas do filo Proteobactérias, tanto em
amostras de frutos, quanto de ramos. Esta abundancia, pode estar relacionada a
espécie da planta colonizada e também as diversas espécies colonizadoras, ou seja,
uma grande variedade de bactérias endofiticas pode colonizar simultaneamente as
plantas (LODEWYCKX et al., 2002.). O mesocarpo mucilaginoso do fruto do cafeeiro é
composto por polissacarideos, proteinas, minerais e lipideos, possivelmente, configura
um Otimo meio para o crescimento de bactérias. Isso faz com que, os endofiticos que
ocorrem naturalmente nos frutos do café exercam um papel fundamental na producéao
de metabolitos secundarios que vai interferir na qualidade da bebida (DE CASTRO E
MARRACCINI, 2006; PETRACO, 2005).

Tabela 4: Distribuicdo das UTOS em filos, das sequéncias de bactérias do gene 16S
rDNA obtidas da comunidade endofitica de tecidos de café em amostras de frutos e

ramaos.
FILOS (%)
Tecidos da Planta Ano  Amostra Firmicutes Proteobactéria Actinobactérias Outros
1 Fr3.4.1 0,00 99,99 0,00 0,01
2 Fr3.4.2 1,30 98,60 0,00 0,10
1 Fr6.4.1 0,00 99,90 0,00 0,10
2 Fr6.4.2 0,00 99,80 0,00 0,20
Frutos 1 Fr8.4.1 0,00 99,90 0,00 0,10
2 Fr8.4.2 0,00 99,80 0,00 0,20
1 Fr10.3.1 0,00 99,90 0,00 0,10
2 Fr10.3.2 0,00 99,70 0,01 0,29
1 R1.2.1 0,00 99,70 0,00 0,30
2 R1.2.2 0,00 99,30 0,00 0,30
1 R24.1 0,00 99,70 0,00 0,70
2 R24.2 18,50 55,80 16,40 9,30
Ramos 1 R9.21 0,00 99,60 0,00 0,40
2 R9.2.2 5,80 79,00 9,90 5,30
1 R11.5.1 0,00 99,30 0,00 0,70
2 R11.5.2 0,00 99,20 0,00 0,80
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O filo Proteobactéria é formado por bactérias Gram-negativas, sendo este
dividido em trés classes Alfaproteobactéria (Rhizobiales), Betaproteobactéria
(Burkholderiales) e Gamaproteobactérias (Pseudomonas e Agrobacterias). As
alfaproteobactérias tém como representantes bactérias da ordem Rhizobiales, as quais
sdo frequentemente encontradas como endofiticas, sendo oxidadores, capazes de
formar biofilmes, tem resisténcia a metais pesados e outros estresses, e promovem 0
crescimento vegetal por meio da sintese de horménios (IVANOVA et al., 2001). As
Burkholderias séo representantes das betaproteobactérias e tipicamente endofiticas
que promovem diversos beneficios as plantas, tais como a degradacédo de poluentes
organicos, resisténcia ao estresse hidrico e promocao de crescimento e protecdo contra
doencas fungicas (ANDREOLLI et al., 2013; NAVEED et al., 2014; COMPANT et al.,
2005; FISHAL et al 2010). As gammaproteobactérias tém como representantes as
Pseudomonas, sendo estas encontradas em ambientes como o solo, as plantas e a
agua. Bactérias desse género foram identificadas como enddfitos em diversos estudos
(ANDREOTE et al., 2009; ASSUMPCAO et al., 2009).

O filo Firmicutes é formado por bactérias Gram positivas, e tem como
principais representantes Bacillus, Clostridium e Molicutes. Os membros desse filo
destacam-se por serem considerados um agente favoravel e seguro ao controle
biolégico de pragas, além de serem altamente especificos e ndo apresentarem
atividade toxica ao homem (PANG et al., 1992). Um de seus principais representantes
sdo os Bacillus. Essas bactérias tem a capacidade de promover o crescimento vegetal
através da producdo hormonal, defesa contra fitopatbgenos e estresses abidticos
(TIMMUSK et al., 1999).

J& as Actinobactérias, que também sdo Gram positivas, sdo representadas
por Streptomyces e Mycobacterias, sdo tidas como endofiticas por ser uma das
importantes fontes de metabdlitos secundéarios bioativos, como o0s antibioticos.
Geralmente, as actinobactérias sdo encontradas em solos e tem se revelado nestes
ambientes como microrganismos endofiticos. Os Streptomyces sdo representantes
desse filo, eles desempenham funcdes importantes em diferentes ecossistemas,
principalmente no solo, na rizosfera e nos tecidos vegetais (KIESER et al.,, 2000).

Assim, estes enddfitos, estimulam o crescimento do vegetal, promovem a fixacdo de
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nitrogénio, induzem resisténcia sistémica e agem no biocontrole de fitopatégenos entre
outros (COMPANT et al., 2005; BAILEY et al., 2006).

Vega et al. (2005) isolaram bactérias endofiticas de raizes, ramos e folhas de
plantas de café com uma porcentagem de 68% dos representantes. Nos frutos, a
porcentagem foi de aproximadamente 44%, sendo os principais géneros de bactérias
identificadas Bacillus, Burkholderia, Escherichia, Clavibacter, Pantoea, Micrococcus,
Pseudomonas e outros. Ja, Cordero (2008) relatou a diversidade de bactérias
endofiticas em frutos de cafeeiro desenvolvidos em altas altitudes e identificou
Actinobactéria, Proteobactéria e Firmicutes as quais apresentaram uma relagédo positiva
com a altitude. Os resultados observados nesse estudo sdo, portanto, semelhantes aos
observados por Vega et al. (2005) e Cordero (2008).

4.4 Identificacéo de Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) associadas aos

tecidos da planta de café

A andlise realizada por parte da planta mostra um predominio maior de
bactérias endofiticas encontradas nos ramos, como pode ser observado na Tabela 5. O
tecido da planta apresentou uma porcentagem de UTO’s de 95,60% do filo
Proteobactéria. Outros filos em menor abundancia também foram identificados, como
os Firmicutes com 1,5% e Actinobactérias com 1,6% das UTO’s encontradas.

Nos tecidos dos frutos, foram identificadas bactérias do filo Proteobacteria
representando 99,70% das OTUS, sendo que para os filos Firmcutes e Actinobactérias,
nao foram encontradas UTO’s neste tecido da planta.

As plantas possuem amplo nicho para bactérias endofiticas. Com isto, estes
microrganismos tém sido encontrados em tecidos de diversas espécies de plantas. Elas
colonizam os tecidos de modo ativo, local e sistémico, ou ainda em estado latente. De
acordo com Lodewyckx et al. (2002), a interacdo bactéria-planta ocorre em todas as
espécies de vegetais superiores. De modo geral, as bactérias endofiticas sdo oriundas
da comunidade rizosférica e filosférica e também de infestacdes originarias dos tecidos

de propagacédo vegetal e também das sementes (HALLMANN et al., 1997).
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Tabela 5: Propor¢cdo de grupos taxonémicos representados em filos de bactérias
endofiticas identificadas em frutos e ramos de plantas de café desenvolvidas em

concentragdes de CO2 ambiente e aumentado.

FILO (%)
Tecidos Firmicute Proteobactéria Actinobactéria Outros
Frutos 0,20 99,70 0,00 0,10
Ramos 1,50 95,60 1,60 1,30

As bactérias que ndo sdo transmitidas via sementes penetram na planta
pelas raizes. Entretanto, também as partes aéreas das plantas sdo porta de entrada
destes microrganismos (KOBAYASHI e PALUMBO, 2000). Possivelmente, a maior
predominancia de bactérias endofiticas encontradas nos ramos do que nos frutos se
deve a estes fatos, pois, no interior dos vegetais, as bactérias podem ou nao
permanecer localizadas no ponto de entrada, ou entdo, serem dispersadas de modo
sistémico na planta, podendo habitar ativamente 0s vasos condutores e 0 espaco
apoplastico (ZINNIEL et al., 2002; HALLMANN et al., 1997).

Alguns fatores importantes podem estar relacionados a menor abundéancia de
bactérias endofiticas nos tecidos dos frutos de cafeeiro, tais como: a distribuicdo do
endofito nas sementes, pois, a sua distribuicdo € aleatéria, isso faz com que a
quantidade por grama de sementes varie de acordo com a espécie vegetal, a anatomia
e a fisiologia da semente (CANKAR et al., 2005). Outro fator relevante é quanto a
maturacdo da semente, uma vez que, a diversidade de bactérias endofiticas antes da
maturacdo da semente é bem maior do que depois da maturacdo da semente. No
entanto, os microrganismos endofiticos que apresentam habilidade de entrar em estado
latente permanecem na semente durante a maturacdo, ja os demais, tém a tendéncia
de migrar para outros locais na planta (CANKAR et al., 2005). O tempo de dorméncia
e/ou armazenagem das sementes, também é mais um fator que pode ocasionar uma
diminuicdo na quantidade de bactérias endofiticas, sendo assim proporcional ao tempo
de armazenamento das mesmas. Dessa forma, estes fatores podem ter contribuido
para a diminuicdo da diversidade de bactérias endofiticas nos frutos de café (CANKAR

et al., 2005).
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4.5 Identificacdo de Unidades Taxonémicas Operacionais associadas ao cafeeiro

submetido a concentragfes de CO2e andlise de rarefacéo

As amostras de DNA do material vegetal foram oriundas dos seguintes anéis:
para frutos, anéis 3 e 6 (CO2 ambiente) e 8 e 10 (CO2+); para 0s ramos, as amostras
foram provenientes dos anéis 2 e 9 (COz2 ambiente) e 1 e 11 (CO2+). Com isto, a andlise
das UTO’s revelou que houve maior abundancia de UTO’s nos anéis com CO2
ambiente, onde na Tabela 6, pode ser observado que os anéis com CO2 ambiente
(tratamento negativo) apresentaram grande porcentagem de UTO’s, onde os
microrganismos identificados do dominio bactéria pertencem ao filo Proteobactéria
(96,00%). Além destes, os filos bacterianos Firmicute (1,60%) e Actinobactéria (1,50%),
foram identificados colonizando plantas de cafeeiro desenvolvidas em CO2 ambiente.

Nos anéis (1, 8, 10 e 11), com incremento de COz2 (tratamento positivo), ndo
houve uma grande abundancia de UTO’s. Pois, essa variedade esta em menor nimero
guando comparada ao tratamento negativo (CO2 ambiente). Assim, nas amostras dos
anéis com CO2+, foi possivel identificar que o filo Proteobactéria representa 99,60%,
das UTO’s. J& os filos Firmicute e Actinobactéria ndo apresentaram nenhuma UTO nos
anéis que receberam tratamento com CO..

A abundéancia observada nos tecidos de café cultivados com incremento de
CO:2 foi menor que a comparada ao CO2 ambiente. Isso provavelmente se deve ao fato
de que a elevagéo do nivel de CO2 atmosférico possa ter interferido na relacdo planta x
microrganismo endofitico, a0 mesmo tempo que a elevacao do nivel CO2+ possa ter
afetado negativamente essa relacdo da planta hospedeira com seus endofiticos. Com
isto, tais alteracdes no meio ambiente, possivelmente tenham provocado mudancas na

composicado nutricional e em fatores aleloquimico das plantas.

As concentracdes de CO2+ e CO2 ambiente nos anos de 2014 e 2015 (anos
das coletas de frutos e ramos), obtiveram uma frequéncia relativa de 22% e 71% para a
menor e maior concentragcdes de CO2, e 30% e 65%, sendo a menor e maior
concentragbes de CO:2 no periodo da coleta de frutos. Enquanto que as menores e

maiores concentragfes de CO2 na época das coletas dos ramos foram de 50%, 55% e
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25% e 75%, respectivamente, nos anos de 2014 e 2015, como mostra os graficos da
frequéncia relativa das concentracdes de CO2 na metodologia. Isto pode ter causado
maiores alteracdes nas comunidades bacterianas submetidas as altas concentracdes
de CO2. Precisa ser considerado que estes resultados s&o referentes a um curto
periodo de tempo, e se diversos ciclos da cultura tivessem sido avaliados certamente os

resultados poderiam ser diferentes.

Tabela 6: Proporcdo taxonémica dos filos de bactérias endofiticas, representando a
abundéancia das comunidades bacterianas presentes em parcelas com CO2 ambiente,

guando comparado as parcelas com enriquecimento de CO2 (CO2+).

FILO (%)
Tratamentos Firmicute Proteobactéria Actinobactéria Outros
CO2 Ambiente 1,60 96,00 1,50 0,90
CO2+ 0,00 99,60 0,00 0,40

Na Figura 8, a representacdo grafica que confirma os resultados descritos
acima, se observa que a curva de rarefacdo, ao se analisar a abundancia de UTO'’s nas
parcelas com CO2 ambiente (negativo), foi maior que nas parcelas com enriquecimento
de CO2+ (positivo), refletindo assim, a diversidade taxondmica, ou um maior nimero de
sequéncias de fragmentos de DNA na regido 16S existente nas amostras que foram
analisadas. A curva de rarefacdo foi plotada com o nimero de UTQO’s observadas na

biblioteca em relacdo ao niumero de sequéncias nas amostras.
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Figura 8: Curva de rarefacdo da biblioteca de DNA 16S de bactérias endofiticas em
frutos e ramos de cafeeiro cultivado em CO2 ambiente (400 ppm) e com enriquecimento
de em COz2+ (550 ppm).
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Por este ser o primeiro relato que identifica microrganismos endofiticos
colonizando tecidos de cafeeiro desenvolvidos em ambientes com incremento de COz,
ndo ha referéncias especificamente para a cultura do café. Entretanto, outros relatos
tém sido documentados em outros tipos de ambientes, como o solo, por exemplo, e até
mesmo para outras culturas. Em seus estudos, Zak et al. (2000) verificaram que a
abundancia da populacéo microbiana do solo n&o era alterada significativamente com a
elevacdo de CO2. Vega et al (2005) coletaram amostras de plantas de café na
Colébmbia, Havai e México e, por meio de técnica dependente de cultivo, isolaram
bactérias Gram positivas e Gram negativas, sendo que a maioria foi isolada dos frutos,
com predominancia de Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Pantoea, Pseudomonas,
Curtobacterium, Serratia e outras. Este foi o primeiro relato de bactérias endofiticas em

tecidos do cafeeiro nesses paises.
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Miguel et al. (2013) isolaram e identificaram de frutos de C. canephora
bactérias dos filos Proteobactéria, Actinobactéria, Firmicute e Bacteroides. Desta
comunidade, identificaram algumas bactérias pertencentes as espécies Bacillus
thuringiensis, Bacillus licheniformis e Enterobacter hormaechei. Também relataram que
a diversidade das bactérias foi observada em trés estadios de desenvolvimento da
planta, mas o maior numero foi em frutos verdes, com predominio de Bacillus subtilis.
Os grupos de organismos foram semelhantes aos observados no presente estudo.

No sudoeste do estado de Minas Gerais, Oliveira et al. (2013) verificaram a
diversidade da microbiota endofitica associada aos frutos de café a fim de compreender
a relacdo com a qualidade da bebida. Para isto, utilizaram técnicas independentes de
cultivo, o que possibilitou a identificacdo da comunidade endofitica constituida por
componentes dos dominios Proteobactéria, ea (Euryarchaeota e Crenarchaeota) e
Firmicutes (Bacillus, Staphylococcus e Paenibacillus). Também neste estudo confirmou
grupos semelhantes aos observados para o café Catuai, desenvolvidos nas duas
condicBes de CO:a.

Mais pesquisas sdo necessarias para comparar a biodiversidade microbiana
presente em frutos e ramos de cafeeiro desenvolvidos em ambientes com aumento das
concentracbes de CO2 uma vez que sdo essenciais nos estudos de ecologia desses
microrganismos, para se ter uma descricdo mais detalhada da diversidade das
comunidades bacterianas que habitam esses ambientes pouco explorados. Com essas
informacdes podera ser compreendida a transformacédo e a producdo de metabdlitos
precursores responsaveis pela qualidade da bebida, bem como se podera interferir na
reacao das plantas a doencas e pragas em ambiente dos cenarios previstos pelo IPCC
(2007).
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5 CONCLUSOES

A microbiota endofitica pode ser alterada pela elevacdo da concentracdo de
CO:2 atmosférico, sendo este o primeiro relato da possivel influéncia do CO2 em
comunidades endofiticas em tecidos de cafeeiro em experimento de campo tipo FACE.

Ha uma dissimilaridade na composicdo das comunidades de bactérias
endofiticas presentes em folhas, frutos e ramos de cafeeiros desenvolvidos em altas
concentracfes de COa.

A comunidade de bactérias endofiticas das plantas de cafeeiros
desenvolvidos em condicbes de altas concentracbes de CO:2 apresentou uma
similaridade com a presente nos cafeeiros desenvolvidos em CO2 ambiente, quando
analisados pela T-RFLP.

Trés filos de bactérias de importancia para as plantas foram identificados,
nas amostras de frutos e ramos de cafeeiro, sendo o de maior destaque
Proteobactérias, seguido de Actinobactéria e Firmicutes.

A maior abundancia de bactérias endofiticas foi encontrada colonizando os
ramos.

A biblioteca de bactérias endofiticas identificadas em frutos e ramos de
cafeeiro desenvolvidos no experimento ClimapestFACE mostrou que a abundancia
dentro das parcelas com CO2 ambiente &€ maior que nas parcelas enriquecidas com
COo..

A andlise da curva de rarefacdo indica que a biblioteca de bactérias
endofiticas de frutos e ramos de café foi bem representativa ao refletir uma maior

diversidade presente nos anéis com COz ambiente.
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