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RESUMO

VALE, Helson Mario Martins do, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2009. Diversidade de leveduras endofiti cas e epifiticas em frutos de
café cereja (Coffea arabica L.) e sucessdo durante a seca natural
Orientador: Arnaldo Chaer Borges. Co-orientadores: Marcos Rogério Tétola
e Mauricio Dutra Costa.

A diversidade de leveduras endofiticas e epifiticas em frutos de café
cereja das cultivares Catuai Vermelho, Catuai Amarelo, Bourbon Vermelho e
Bourbon Amarelo em lavouras situadas a diferentes altitudes na Zona da Mata
Norte em Minas Gerais, Brasil, foi estudada por metodologias dependentes e
independentes de cultivo. A densidade de leveduras epifiticas e endofiticas em
frutos de café & variavel, menos de 25 UFC.fruto™" a 6,5 x 10% UFC.fruto™. As 36
leveduras isoladas foram agrupadas em doze morfotipos e a arvore filogenética
reconstruida com dados de sequéncias de bases de rDNA 26S mostrou o
agrupamento com as sequéncias de Candida smithsonii, Pichia guilliermondii,
Cryptococcus flavescens, Meira geulakonigii, Pseudozyma sp e
Sporobolomyces sp., ja depositadas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI). O isolado LEM 647-9, proveniente de Bourbon Vermelho,
1101 m, foi o unico com identidade correspondente a Meira geulakonigii, um
fungo yeast-like classificado em Ustilaginales, a mesma ordem de
Pseudozyma. A ocorréncia de um sO6 morfotipo de leveduras endofiticas
cultivaveis em Malt yeast glucose peptone medium (MYGP), contendo
cloranfenicol, em apenas 4 amostras de café cereja € considerada baixa. As
endofiticas foram identificadas com base no perfil de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME), pelo sistema de identificacdo Sherlock® (MIDI), e por
analise filogenética de sequéncias de rDNA 26S. As sequencias parciais de
rDNA destes isolados mostraram identidade entre 96 e 100 % com as
correspondentes a Candida, Pichia e Brettanomyces. Pela analise filogenética
a maior identidade foi com Candida e Pichia. A constatagdo de C. diddensiae
P. guilliermondii e C. parapsilosis como endofiticas em frutos de café sadios no

estadio cereja se configura como relato novo sobre nicho de ocorréncia das
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espécies. Clones de uma biblioteca de rDNA 26S obtida por amplificagdo de
DNA metagendmico de frutos cereja da C.Vermelho, coletada a 1189 m, foram
sequenciados. Doze clones mostraram 98-99% de identidade com rDNAs de
fungos filamentosos. Estes correspondem a Mycosphaerella, Glomerella,
Microdiplodia e Phaeophaeria e a alguns fungos filamentosos potencialmente
endofiticos e ainda nao identificados, cujas sequéncias estdo presentes no
GenBank. A DGGE da sucessdo de leveduras associadas aos gréos de C.
arabica durante os 14 dias do periodo de secagem natural no terreiro de
cimento revelou UTOs dominantes ja nos 4 primeiros dias. A analise com o
programa GelCompar 11® demonstrou que o perfil de UTOs da comunidade é
alterado a cada dois dias, até o 12° dia de secagem. A determinacédo de
ocorréncia e diversidade de leveduras endofiticas nos frutos de café cereja se
constitui em etapa fundamental para identificar a sintese de metabdlitos
produzidos por esses microrganismos e para desenvolver processo

biotecnoldégico que assegure a qualidade superior da bebida do café.
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ABSTRACT

VALE, Helson Mario Martins do, D Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2009. Diversity of endophytic and epiphy tic yeasts in coffee cherries
(Coffea arabica L.) and sucession during natural drying . Adviser:
Arnaldo Chaer Borges. Co-Advisers: Marcos Rogério Tétola and Mauricio
Dutra Costa.

Diversity among endophytic and epiphytic yeasts in coffee cherries
(Coffea arabica L.) from the cultivars Catuai Vermelho, Catuai Amarelo,
Bourbon Vermelho, and Bourbon Amarelo, sampled from plantations located at
different altitudes in the Zona da Mata Norte, Minas Gerais State, Brazil, were
studied using culture-dependent and culture-independent methods. Density of
epiphytic and endophitic yeasts in coffee cherries varied from less than 25 CFU.
cherries™ to 6,5.10* CFU.cherries™. Thirty six isolated yeasts were grouped in
12 morphotypes. The reconstructed phylogenetic tree, obtained with 26S rDNA
sequence data, grouped the sequences with those of Candida smithsonii,
Pichia guilliermondii, Cryptococcus flavescens, Meira geulakonigii, Pseudozyma
sp and Sporobolomyces sp. present in the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) database. The isolate LEM 647-9, from Bourbon Vermelho
collected at 1101 m, was identified as Meira geulakonigii, a yeast-like fungus
classified among the Ustilaginales, the same order of Pseudozyma. Five yeast
colonies of the same morphotype were selected and identified using the fatty
acid methyl ester profiling (FAME) by the Sherlock® identification system (MIDI).
The isolates were phylogenetically clustered using 26S rDNA sequences
analyses. Partial 26S rDNA sequences showed 96 % and 100 % similarity to
rDNA from yeast species belonging to Candida, Pichia, and Brettanomyces.
However, phylogenetic cluster analyses showed that the rDNA sequences from
the isolates were more closely related to rDNA sequences from the genera
Candida and Pichia. The presence of C. diddensiae, P. guilliermondii e C.
parapsilosis as endophytes in wholesome coffee cherries is reported here and
thus a new niche for these species. Sequencing of clones obtained from a 26S

rDNA library of amplified metagenomic DNA from Catuai Vermelho coffee
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cherries, collected at 1189 m, yielded 12 clones with 98-99% identity with
filamentous fungi. They corresponded to the genera Mycosphaerella,
Glomerella, Microdiplodia e Phaeophaeria, and also to some potentially
endophytic fungi yet to be identified and that have sequences already in
GenBank. DGGE fingerprint of yeasts in C. arabica during 14 days of natural
drying revealed dominant OTUs already in the four first days. GelComparll
analysis demonstrated that the OTU profile is altered each two days up to the
12™ day. Knowledge on the occurrence and diversity of endophytic yeasts, as
well as on the secondary metabolites that they produce should contribute to the
development of biotechnological processes aimed at improving the quality of

coffee beverages.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro foi introduzido no Brasil no século XVIII, proveniente da
Guiana Francesa, e, a partir de entdo, a cultura dessa planta expandiu-se,
sendo considerada como o pilar de sustentacdo do desenvolvimento
econdmico, social e politico do pais. O café é produzido em mais de sessenta
paises e transformou-se numa das bebidas mais consumidas no mundo, sendo
o Brasil o atual lider mundial em producéo e exportacdo desse produto, além
de ser 0 segundo maior consumidor. No género Coffea encontram-se cerca de
100 espécies, sendo a C. arabica a de maior importancia econémica e
responsavel por 70% da produgao mundial de café.

O Estado de Minas Gerais destaca-se no contexto nacional como o
maior produtor, sendo grande o potencial de produgédo de cafés diferenciados
em termos de qualidade da bebida em razdo das condicbes ambientais e
cultivares plantados.

A qualidade da bebida do café € um dos fatores mais importantes para o
valor de mercado do produto, sendo que a identidade e a qualidade sao
determinadas pelas caracteristicas sensoriais de aroma, fragrancia, amargor,
corpo, sabor, sabor residual, influéncia dos graos defeituosos, acidez,
adstringéncia, qualidade da bebida e qualidade global.

Os microrganismos contribuem de varias formas para a qualidade da
bebida. As leveduras, por exemplo, podem ser agentes de controle de fungos
que produzem micotoxinas ou atuar no processo de degradacdo de
componentes dos frutos e produzir precursores de compostos que contribuem
para as caracteristicas que compdem a qualidade final da bebida de café.

Os frutos sdo considerados como excelente habitat para leveduras em
razao da concentragao elevada de carboidratos e outros compostos que esses
microganismos  utilizam como substrato, especialmente durante o
processamento pos-colheita. As leveduras cultivaveis e nao-cultivaveis que
habitam o interior de érgaos ou tecidos das plantas hospedeiras sem causar

danos aparentes sao as denominadas leveduras endofiticas.



Tradicionalmente, o estudo de diversidade de leveduras em frutos de
café tem sido feito por meio de isolamento e cultivo, para posterior identificacdo
por critérios morfologicos e fisioldgicos. Esses procedimentos, que exigem o
cultivo do microrganismo, além de tediosos, nem sempre refletem a real
diversidade das leveduras no ambiente em estudo. Em adigdo aos métodos
fenotipicos, os atuais métodos de deteccao e identificagdo molecular retratam
de forma mais completa a diversidade desse importante grupo de
microrganismos. Com o desenvolvimento desses métodos tornou-se possivel a
descoberta, classificacao e a identificacido de novas espécies.

A ocorréncia e a diversidade de leveduras endofiticas naturalmente
encontradas nos frutos de café, bem como o papel funcional desses
microrganismos na produgdo de precursores de compostos que contribuam
para as caracteristicas desejaveis da qualidade da bebida do café, sao
conhecimentos fundamentais para o desenvolvimento de possiveis processos
biotecnolégicos para a melhoria natural da qualidade da bebida do café

brasileiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

O cafeeiro é originario da provincia de Kaffa na Etiopia e a sua
introdugéo no Brasil ocorreu no século XVIIlI (Encarnagdo & Lima, 2003). As
espécies Coffea arabica e Coffea canephora var. robusta sdo as cultivadas
comercialmente em paises tropicais, sendo os seus frutos utilizados no preparo
de uma das bebidas mais consumidas no planeta. No Brasil, a pesquisa revela
que 97% da populagao declaram tomar café regularmente, o que representa a
comercializagao de 17,66 milhdes de sacas por ano (ABIC, 2009).

O Brasil € o maior produtor mundial, com produ¢cdo média anual de 38
milhdes de sacas de 60 kg (1/3 da produgdo mundial) (ABIC, 2009), e a
producdo representa U$ 2,5 bilhdes na pauta de produtos exportados no ano
(CONAB, 2007). A producao nacional da safra 2006/2007 atingiu 42,5 milhdes
de sacas de café beneficiado, sendo 33,0 milhées da arabica (C. arabica) e 9,5
milhdes da robusta (C. canephora) (CONAB, 2007). A importancia social da
cultura no Brasil pode ser aferida pelo numero de empregos diretos gerados na
cadeia produtiva, 5 milhdes de pessoas e sustento para uma populagao de
cerca de 15 milhdes (Encarnagao & Lima, 2003).

O café beneficiado cru tem em sua constituicdo, aproximadamente, 50 a
60% de carboidratos, onde se incluem agucares redutores (1%), sacarose (7%)
e pectina (2%), varios poli- e oligossacarideos constituidos principalmente por
glicose, manose, arabinose e galactose; proteinas (13%); acidos clorogénicos;
glicerideos; cafeina e trigonelina; e minerais (Franga et al., 2001; Petracco,
2005). As principais diferencas na composi¢cdo do café robusta referem-se ao
menor teor de lipideos (11%) e aos maiores teores de cafeina (2%) e acidos
clorogénicos (10%) (Franga et al., 2001; Petracco, 2005).

A qualidade do café é fator determinante de preco e aceitagdo nos
mercados, nacional e internacional. Essa qualidade é definida pelos atributos
fisicos dos graos, beneficiados crus (cor, tamanho, integridade, densidade e
uniformidade) e do torrado (homogeneidade na cor do grédo), além da
combinagdo dos constituintes quimicos (agucares, acidos organicos,

compostos fendlicos, cafeina, compostos volateis, acidos graxos, proteinas e



algumas enzimas) cujas presencas, teores e atividades conferem ao café uma
qualidade peculiar (Pimenta, 2003; Costa & Chagas, 1997). Os teores de
potassio dos graos e a qualidade de bebida se correlacionam de forma positiva
e significativa (Alves, 2005).

Entre os fatores que podem interferir na qualidade da bebida do café
citam-se: a genética da planta; a exposigdo da lavoura em relagdo ao sol
nascente; as condi¢des edafoclimaticas; o manejo da lavoura; os cuidados na
colheita, secagem, beneficiamento e armazenamento, além da atividade da
microbiota nas fases pré e pdos-colheita (Alves, 2005; Pimenta, 2003; Souza &
Carvalho 1997).

Os frutos de café sadios no estadio cereja, ponto ideal de colheita, s&o
0S que se encontram com a composi¢cdo quimica adequada para que o
processamento pos-colheita possa resultar em graos contendo os precursores
de compostos que conferem as caracteristicas de aroma, fragrancia, amargor,
corpo, sabor, sabor residual, acidez, adstringéncia, qualidade da bebida e
qualidade global do café (MAPA, 2008). Nesses frutos, durante o processo de
secagem natural, as atividades de enzimas préprias da planta e as originarias
do metabolismo de microrganismos resultam em componentes que tem
reflexos na qualidade da bebida.

A qualidade da bebida em cafés de mesma espécie e cultivar pode
variar em fung¢ao da regiao de origem, a exemplo de cafés finos produzidos em
regides distintas no estado de Minas Gerais, como: Triangulo Mineiro, Alto
Paranaiba e regido Sul. Nos ultimos anos, a Zona da Mata Norte do Estado de
Minas Gerais vem se destacando como regido produtora de cafés com as
caracteristicas de qualidade de bebida requerida no mercado mundial, a
exemplo dos produzidos em locais de altas altitudes do municipio de Araponga,
que em julgamentos por Juri Internacional, tém sido classificados entre os
melhores cafés do Brasil, inclusive com a premiag¢ao de Gold Cup of Excellence
da Cup of Excellence (CoE) (http://www.cavalgadaaldeiadavida.com.br). Uma
analise da variabilidade espacial da planta e das caracteristicas de qualidade
do café cereja produzido nesta mesma regido mostrou que as submetidas a
uma maior exposicao ao sol, face de exposi¢cao ao sol nascente, apresentaram
producdo e qualidade de bebidas superiores aos da face sombreada (Alves,
2005).



O aroma do café é determinado pelas caracteristicas sensoriais
resultantes da combinacdo de mais de 800 compostos (Alves et al., 1999;
Alves et al., 2000), juntamente com os produzidos por reagdes piroliticas que
ocorrem durante a torrefacéo (Franca et al., 2001).

O desenvolvimento de aromas responsaveis por propriedades sensoriais
em outras bebidas também é um processo complexo e com muitos fatores
envolvidos. Em vinho, a cultivar e o estadio de maturagcao da uva, bem como a
fermentagcao alcodlica por leveduras e a malolactica por bactérias do acido
lactico sdo determinantes da qualidade final do produto (Siezen, 2008). A
diversidade destes microrganismos tem papel relevante na composigao
quimica do flavor final, especialmente em razdo dos metabdlitos secundarios
que produzem e que contribuem para a qualidade da bebida (Fleet, 2003;
Romano et al., 2003). O conhecimento do sistema biolégico envolvido na
produgao do vinho é considerado como de importancia para o entendimento do
processo que confere individualidade ao produto. Nesse sentido, ja se
vislumbra o uso das informagdes gendmicas como ferramentas para rapido
conhecimento dos mecanismos moleculares de aroma e desenvolvimento do
flavor (Siezen, 2008).

No processo de fermentacéo de outros frutos como, por exemplo, cacau,
o papel das leveduras € atribuido a producéo de fenol, de acidos orgéanicos, de
compostos volateis, de enzimas pectinoliticas e degradagcdo de acido citrico
(Schwan & Wheals, 2003).

A participacdo das leveduras cultivaveis na degradagcdo da mucilagem
dos frutos de café ainda nado esta esclarecida. As identificadas, como
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces bayanus, S. cerevisiae,
Schizosaccharomyces spp., (Agate & Bhat, 1966), Pichia anomala e Pichia
kluyveri sdo consideradas como nativas em frutos de café e apresentam alta
atividade pectinolitica (Masoud & Jespersen, 2006). Ao mesmo tempo, ha
relatos de que as leveduras ndo crescem em meios contendo pectina (van Pee
& Castelein, 1971; Avallone et al., 2001; 2002) e, por isso, inferiram que n&o
teriam interferéncia no processo de degradagdo da pectina presente na
mucilagem.

A presenga de P. anomala, P. kluyveri e Hanseniaspora uvarum,

predominantes durante o processamento do café, inibem o crescimento de



Aspergillus ochraceus e a biossintese de ocratoxina A (OTA) em meio de
cultura (Masoud & Kaltoft, 2006) e, por essa raz&o, os autores inferiram que
podem ser utilizadas para o controle biolégico desse fungo produtor de OTA
durante a secagem. Essas leveduras também se mostraram produtoras de
compostos volateis, principalmente etil-acetato, isobutil-acetato, 2-fenil-etil-
acetato, etil-propionato e alcool isoamilico, além de metabdlitos nao-volateis
toxicos para A. ochraceus (Masoud et al., 2005).

Historicamente, o estudo de qualidade da bebida do café tem como foco
os fatores responsaveis pela ma qualidade do produto, incluindo-se a presenca
de microrganismos e produtos de suas atividades. Os primeiros trabalhos
publicados datam de 1936 (Krug, 1940a; 1940b), quando foi observada a
presenca de micélio de Fusarium em uma amostra de café, classificado como
ardido. Posteriormente, outros trabalhos destacaram a acado dos
microrganismos, principalmente dos fungos filamentosos que levam a produgao
do composto 2,4,6-tricloroanizole (TCA), diretamente relacionado com a ma
qualidade da bebida (Pimenta, 2003), e outros produtores de compostos
toxigénicos, como aflatoxina e ocratoxina (Taniwaki et al., 2003; Batista, et al.,
2003; Pardo et al., 2004; Masoud & Kaltoft, 2006; Vegas et al., 2006).

Os microrganismos de ocorréncia natural na superficie e na mucilagem
dos frutos de café sdo bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Souza &
Carvalho, 1997; Silva et al., 2000; Avallone et al., 2001; Sakiyama, 2001;
Avallone et al., 2002), sendo as bactérias o grupo mais abundante durante o
processo de secagem natural do café, correspondendo a aproximadamente
80% dos microrganismos encontrados (Schwan & Wheals, 2003).

O estudo da diversidade microbiana de cultivaveis durante a maturacao
e o processamento natural de café cereja (Silva et al., 2000) retrata o
isolamento total de 626 isolados, entre bactérias, fungos filamentosos e
leveduras. Deste total, 43,8% corresponderam a bactérias [Gram-negativas
(44,5%), Gram-positivas formadoras de esporos (9%) e nao formadoras de
esporos (46,5%)], 40,1% a fungos filamentosos e 16,1% a leveduras. A
identificacdo dos isolados de leveduras revelou a presenca de 24 espécies
(Arxula adenimivorans, Blastobotrys proliferans, Candida auringiensis, C.
glucosophila, C. incommunis, C. paludigena. C. schatarii, C. vartiovaarae,

Citermyces matritensis, Geotrichum fermentans, Pichia acaciae, P. anomala, P.



ciferii, P. jadinii, P. lynferdii, P. ofunaensis, P. sydowiorium, S. cerevisiae,
Saccharomycopsis fermentans, S. fibuligera, Schizosaccharomyces pombe,
Sporopachydermia cereana, Trichosporonoides oedocephales e Williopsis
saturnus var. sargentensis). Outras espécies de leveduras tém sido isoladas de
frutos de café durante a maturagdo e processo de secagem, em diferentes
paises, a exemplo de Debaryomyces hansenii, D. polymorphus, Pichia
guilliermondii, P. burtonii, P. holstii e P. anomala (Silva et al., 2008), Kloeckera
apis apiculata, Cryptococcus laurentii, C. albidus, Candida guilliermondii
(Avalllone et al.,, 2001; Avallone et al., 2002), C. guilliermondii var.
membranaefaciens, C. parapsilosis var. intermedia, C. pelliculosa, C.
pelliculosa var. cylindrica, C. tropicalis, Torulopsis famata, Saccharomyces
marxianus, Rhodotorulla mucilaginosa (van Pee & Castelein, 1971), Candida
lambica, C. famata, C. colliculosa (Avallone et al., 2002), Pichia kluyveri,
Hanseiaspora uvarum, Kluyveromyces marxianus, Candida pseudointermedia,
C. xestobii, Issatchenkia orientalis, Pichia ohmeri, Torulaspora delbrueckii
(Masoud et al., 2004). Estas leveduras encontram-se presentes durante a
maturagcdo e aumentam na secagem (Silva et al., 2000) em razdo da
caracteristica que possuem de resistir as condi¢gdes acidas (Avallone et al.,
2001). A densidade de leveduras cultivaveis em café arabica da Africa,
estimada como sendo de 4,0 x 10* a 5 x 10’ UFC g, aumenta durante o
processamento, com predominancia de P. anomala, P. kluyveri e H. uvarum
(Masoud et al., 2004).

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos epifiticos e endofiticos foram
isolados em todos os estadios de desenvolvimento dos frutos de café de Minas
Gerais. Em Vigosa, dos 1042 isolados epifiticos, 89% correspondiam a
bactérias, 5% a leveduras e 6% a fungos filamentosos. Entre os 282 isolados
dos potencialmente endofiticos, 84% foram de bactérias, 7% de leveduras e
9% a fungos filamentosos (Sakiyama, 2001). Neste trabalho, os
microrganismos foram isolados a partir de frutos cereja superficialmente
desinfestados e incubados em meio de cultura para a certificacdo da auséncia
de crescimento microbiano, antes do isolamento.

O papel da comunidade microbiana na interacdo planta-endofitico tem
sido muito discutido. Esses microrganismos apresentam atividades que podem

afetar a planta hospedeira, como por exemplo, controle biolégico contra



insetos, protecdo contra animais herbivoros, controle de doencas, efeitos
fisiologicos mediante a producdo de promotores de crescimento (Hallmann et
al., 1997; Saikkonen et al., 1998; Peixoto Neto et al., 2002; Feath, 2002) e
fixagdo biolégica de nitrogénio (Jimenez-Salgado et al.,1997). Em folhas e
frutos de macieira, estudos tém mostrado a presencga de leveduras e fungos
endofiticos e os efeitos dos sistemas de cultivo sobre as alteracbes de
populagdes de endofiticos (Camatti-Shartori et al., 2005). Os autores inferiram
que alguns dos isolados obtidos poderiam ser usados como indicadores de
sistemas de cultivo da macieira.

A presenca de leveduras endofiticas tem sido constatada em diversas
partes das plantas, como a de Williopsis saturnus em raiz de milho, uma
produtora de acido indol acético (IAA) e acido indol piravico (IPYA) (Nassar &
El-Tarabily, 2005), em caule (Wiyakrutt et al., 2004), xilema (Zhao et al., 2002),
folha (Cao et al., 2002; Wiyakrutt et al., 2004, Unterseher et al., 2007), flores e
frutos (Camatti-Shartori et al., 2005). Pesquisas de leveduras endofiticas tém
sido conduzidas em diversas plantas, incluindo espécies de importancia na
agricultura como: milho (Nassar & El-Tarabily, 2005; Molnar & Prillinger, 2006),
banana (Cao et al., 2002), maga (Camatti-Shartori et al., 2005), Pinus (Zhao et
al.,, 2002), em outras espécies florestais (Unterseher et al., 2007) e em
bromélias (Landell, et al, 2006). Em café, os primeiros relatos da presenca e da
distribuicdo de leveduras endofiticas em frutos de café do Brasil sdo os
constantes dos trabalhos de Yamada (1999) e Sakiyama et al. (2001).

As plantas mostram-se como excelentes habitats para leveduras, pois
através da atividade fotossintética, acucares simples sdo produzidos, bem
como polissacarideos e outros compostos de carbono. Assim, essa gama de
compostos permite a dispersdo e ocupacgao das leveduras que dependem de
fontes de carbono orgénico para seu crescimento e obtencdo de energia,
sendo os carboidratos os nutrientes de maior importancia; alguns agucares
simples como a glicose, frutose e manose sao assimilados por todas as
especies estudadas, enquanto alguns oligossacarideos, polissacarideos,
alcoois primarios, poliois, acidos organicos, pentoses, tetroses, hidrocarbonetos
e lipideos sé&o utilizados seletivamente somente por algumas espécies.

A identificacdo de leveduras por metodologia tradicional baseia-se na

morfologia celular, em reacbes que ocorrem durante uma fermentagao



padronizada e em testes de assimilacdo de compostos definidos (Kurtzman &
Fell, 1998). Esses testes sao tediosos e as vezes geram resultados ambiguos
por causa da variabilidade intrinsica ao isolado de uma espécie (Kurtzman &
Robnett, 1998) e das caracteristicas fisiolégicas na condicdo de cultivo.
Atualmente, os estudos da diversidade e taxonomia microbiana estdo sendo
realizados com base nos conhecimentos atuais da taxonomia polifasica, a qual
integra diferentes dados e informagdes de analises fenotipicas, genotipicas e
filogenéticas para caracterizar o microrganismo em teste (Cordero, 2008).

A analise do perfil de acidos graxos da parede celular é aplicada
também para a identificacdo de leveduras. A analise de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME - “Fatty Acid Methyl Ester”) tem sido utilizada para
identificar espécies de bactérias (Buyer, 2003) e leveduras de importancia
clinica e industrial (Peltroche-Llacsahuanga et al., 2000; Botha & Kock, 1993).
Por meio do sistema de cromatografia cadeias longas de acidos graxos
contendo de 9 a 20 atomos de carbono s&do analisados, identificando e
quantificando os ésteres metilicos de &acidos graxos dos microrganismos
(Peltroche-Llacsahuanga et al., 2000). O perfil de FAME do isolado em estudo
€ comparado com os de estirpes ja caracterizadas e incluidas em biblioteca de
dados do software Sherlock® Microbial Identification System, para definir a
provavel espécie do isolado em funcéo da similaridade com espécies do banco
de dados.

O desenvolvimento dos novos métodos para estudo da diversidade de
microrganismos com base em técnicas de biologia molecular facilitou a
obtencdo de dados mais precisos para a taxonomia dos fungos leveduriformes
que apresentam pouca variagado morfolégica e, também, para a construgédo de
arvores filogenéticas.

Um meétodo simples em que se utiliza a reagdo de polimerase em cadeia
(PCR) para identificagdo de leveduras tem sido apontado como ferramenta
confiavel e rapida para uso na rotina de industrias de vinho (Hierro, et al.,
2004). Nessa técnica efetua-se a amplificacdo da sequiéncia alvo do DNA
especifico por reagao em que se utiliza primers desenhados.

Outros métodos moleculares, como a amplificacdo ao acaso de DNA
polimérfico (RAPD) (Random Amplified Polymorphic DNA) e cariotipagem

eletroforética, sao procedimentos simples e de execugéao rapida utilizados para



identificar e diferenciar isolados de uma mesma espécie que tem possibilitado
rapido avango no conhecimento da diversidade genética, por agregar mais um
parametro para uso na taxonomia de leveduras (Anchorena-Matienzo, 2002).

A avaliagao da diversidade das leveduras em determinado habitat sera
mais real e completa quando se combinam métodos de isolamento e cultivo
com os métodos independentes de cultivo, em que se avalia também os nao
cultivaveis. A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) tem sido
aplicada no estudo de ecologia microbiana como forma alternativa para a
analise da comunidade microbiana independente de cultivo (Muyzer & Smalla,
1998). Ela permite o estudo simultdneo e mais rapido de maior numero de
amostras (Masoud et al., 2004) e tem sido usada para diferenciar genes do
rRNA diretamente purificado de comunidades microbianas complexas (Muyzer
et al.,, 1993). A técnica de DGGE baseia-se na mobilidade eletroforética
diferencial quanto a susceptibilidade da molécula de DNA a desnaturacao
parcial promovida por agentes desnaturantes e discrimina amplicons de
comprimentos similares, de acordo com suas sequéncias de pares de bases
(Muyzer et al., 1993). Esta técnica tem se mostrado como ferramenta util para o
monitoramento da dindmica microbiana durante processos fermentativos como
o do vinho (Cocolin et al., 2000; Prakitchaiwattana et al., 2004), leite (Cocolin,
et al., 2002), lingliga (Cocolin et al., 2001), cacau (Nielsen et al., 2005) e café
(Masoud et al., 2004). A analise por PCR-DGGE pode ser menos sensivel do
que a por cultivo em meio de cultura, como no estudo de ecologia de leveduras
em uva (Prakitchaiwattana et al., 2004), onde a deteccao de espécies nao foi
possivel quando a populagdo era menor do que 10* UFC g'1. Estes
pesquisadores propuseram o uso simultdneo desses métodos em estudos de
ecologia microbiana.

O DNA ribossomal (rDNA) tem sido objeto de expressivo numero de
estudos, com aplicagbes em genética, evolugdo e melhoramento. Os genes
ribossomais das leveduras s&do organizados em clusters génicos das trés
fracdes de rDNA, 5,8S, 18S,e 26S, que se repetem profusamente. Estes genes
sao separados por dois espagos internos transcritos, denominados ITS1 e
ITS2. Estas regides, ITS1 e ITS2 sdo menos conservadas e apropriadas para
discriminar espécies relacionadas, ou até mesmo cultivares de uma mesma

especie. Tem sido demonstrado que a sequéncia nucleotidica do dominio
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D1/D2 da subunidade maior do rDNA ¢ suficientemente variavel para identificar
todas as espécies conhecidas de ascomicetos leveduriformes (Kurtzman &
Robenett, 1998). Constatacbes semelhantes também foram relatadas para
basidiomicetos leveduriformes, embora em alguns casos seja necessario
sequénciar também as regides ITS do rDNA para se distinguir espécies
relacionadas (Fell et al., 2000). O comprimento da regido 26S estabelece o uso
da regido D1/D2 para analise entre espécies, sendo que um extenso banco de
dados sobre D1/D2 encontra-se disponivel para ascomicetos e basidiomicetos
leveduriformes (Kurtzman & Robenett, 1998; Fell et al., 2000).

O relato da presenca de leveduras endofiticas in situ (Yamada, 1999) e
cultivaveis (Sakiyama, 2001) em frutos de café desperta o interresse de se
conhecer a distribuicdo, diversidade e funcionalidade de leveduras endofiticas
cultivaveis e nao cultivaveis presentes nos frutos, bem como a sucessio de
leveduras durante o processo de seca natural dos graos.

O objetivo deste trabalho foi estudar a ocorréncia e diversidade de
leveduras epifiticas e endofiticas em frutos de café, bem como a sucessao de
leveduras durante a seca natural dos graos de café (Coffea arabica L.)
provenientes de lavouras cultivadas em diferentes altitudes da Zona da Mata

Norte em Minas Gerais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A area de estudo esta localizada no municipio de Araponga, cidade da
Zona da Mata Norte do Estado de Minas Gerais, Brasil, na regido geografica
compreendida entre as coordenadas 42°36°35” W a 42°22'48” W de longitude,
e 20°34'12” S a 20°46'48” S de latitude. Segundo Portaria n® 773, de 12 de
maio de 2006 do Instituto Mineiro de Agropecuaria, o café produzido nesta
regidao € denominado “Café das Montanhas de Araponga”. A segunda area esta
localizada na Universidade Federal de Vigosa (UFV), no municipio de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil, compreendida entre as coordenadas 20°44’3,48” S a
42°50’57,4” W (Tabela 1).

3.2 Amostragem dos frutos de café

O estudo foi realizado com 14 amostras de quatro cultivares de café
(Catuai Amarelo e Vermelho, Bourbon Amarelo e Vermelho) da safra 2007,
retiradas de talhdes localizados em diferentes altitudes na regido da Zona da
Mata Norte, Minas Gerais (Tabela 1).

A amostragem de frutos de café no estadio cereja correspondeu a coleta
individual de frutos sadios, com pedunculo, do terco médio de cafeeiros tipicos
da cultivar, escolhido durante o caminhamento pela lavoura, com registro das
coordenadas geograficas e altitude em aparelho de GPS, Garmin® modelo
Vista C. A amostra coletada foi de aproximadamente dois quilogramas de fruto
por cultivar em cada fazenda. As amostras foram colocadas em sacos plasticos
e transportadas em caixas contendo gelo para o Laboratério de Ecologia
Microbiana (LEM) do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal
de Vigosa (DMB-UFV), no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO/ UFV). No LEM foram divididas em fragdbes de 200g e

imediatamente embaladas a vacuo e mantidas a -20 °C para as analises do
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total de leveduras e das endofiticas cultivaveis e nao-cultivaveis. As amostras
utilizadas para isolamento de leveduras foram armazenadas a 4 °C e

processadas em até 24 horas apés a coleta.

Tabela 1 — Amostras e descricdo das areas de coleta das 14 amostras de
frutos de café cereja obtidas em lavouras com cultivares de Coffea
arabica (L.) localizadas a diferentes altitudes no Municipio de

Araponga, MG.

Amostra Cultivar Localidade Coordenada Altitude  Eace de Implan
Geografica (m) Exposicdo  tacdo
625 Catuai Campo 20°44°3,48” S 676 W 1980
Vermelho experimental UFV  42°50°57,2" W
626 Catuai Campo 20°44°3,48” S 676 W 1980
Amarelo  experimental UFV  42°50°57,2" W
627 Bourbon Campo 20°44°29,5” S W 1989
Vermelho experimental UFV  42°50°47,4" W 687
628 Bourbon Campo 20°44°29,5” S 687 W 1989
Amarelo experimental UFV  42°50°47,4” W
629 Catuai Araponga, 20°40°32,4” S 956 E 2004
Vermelho fazenda ltatiaia. 42°34°13,6” W
630 Catuai Araponga, 20°39'55,2” S 956 E 2004
Amarelo fazenda ltatiaia. 42°34°13,6" W
643 Catuai Araponga, Serra 20°39°'16,3” S 1013 SE 1996
Amarelo do Boné. 42°27°32,0° W
644 Catuai Araponga, Serra 20°39°'16,3” S 1013 SE 1996
Vermelho de Boné. 42°27°32,0° W
648 Bourbon Araponga, 20°39°57,9” S 1062
Amarelo fazenda Santo 42°30°45,4” W N 1979
Anténio.
631 Bourbon Araponga, 20°39'55,2” S 1067
Vermelho fazenda Santo 42°30°44,2” W N 1979
Antonio.
632 Bourbon Araponga, 20°39'55,2” S 1067
Amarelo fazenda Santo 42°30°44,2" W N 1979
Antonio.
647 Bourbon Araponga, 20°39'47,6” S 1101
Vermelho fazenda Santo 92°27°28" W N 1979
Anténio.
645 Catuai Araponga, Serra  20°39'48,2” S 1189 SE 1996
Amarelo do Boné. 42°27°27,6” W
646 Catuai Araponga, Serra  20°39'57,9” S 1189 SE 1996
Vermelho do Boné. 42°30°45,4” W

3.3 Processamento das amostras

Dez frutos sadios e com pedunculo, de cada uma das amostras, foram

individualmente colocados em 10 frascos erlenmeyer de 50 mL para a lavagem
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em agua destilada e detergente neutro, por 1 minuto, seguida de quatro
enxagues em agua destilada esterilizada. A seguir, foram transferidos para
novos frascos contendo agua esterilizada, em camara de fluxo laminar VECO
Plus Class Ill Tipo B Illl FL9210, para os procedimentos de isolamento de

leveduras epifiticas e endofiticas (Sakiyama et al., 2001).
3.4 Quantificagdo, isolamento e cultivo de leveduras.

As leveduras de frutos de café cereja foram isoladas e cultivadas em
meio de cultura MYGP (Malt yeast glucose peptone medium), pH 5,6 (Masoud
et al., 2004), contendo 250 mg L™ de cloranfenicol. Cada fruto foi colocado em
tubo contendo 9 mL de solugcao estéril de tampao fosfato de potassio 0,02 mM
L", pH 7,0 e triturado em homogeneizador do tipo Polytron™. A suspensao
obtida foi filtrada através de malha de gaze e o filtrado recolhido em tubo de
ensaio estéril, seguindo-se o preparo de diluicdes seriadas em solugdo tampéo
de fosfato de potassio, em triplicata, ou seja, trés réplicas por amostra e por
diluicdo. Aliquotas de 100 pL foram transferidas para meio solido MYGP
contendo 250 mg.L™" de cloranfenicol e espalhadas com o uso de alca de
Drigalsky, seguindo-se a incubagao das placas a 28 °C durante 5 dias.

O numero de UFCs por fruto obtido apds 72 horas de incubacido das
placas a 28 °C em cada uma das amostras de café foi registrado e col6nias
representativas foram repicadas e purificadas em meio MYGP para as analises
posteriores. As culturas de leveduras purificadas foram catalogadas e

conservadas a -80 °C em caldo MYGP contendo 30% de glicerol.
3.4.1 Identificagao dos isolados de leveduras.

Os isolados de levedura foram catalogados de acordo com as seguintes
caracteristicas macromorfologicas: crescimento, aspecto, cor, contorno,
bordas, superficie e tamanho da colénia. Com base nessas caracteristicas dos
isolados, uma matriz binaria foi construida considerando a presenga ou a
auséncia da caracteristica morfolégica. Os isolados foram agrupados com base

no coeficiente Jaccard de similaridade e no método de UPGMA (unweighted
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pair group method with arithmetic) para gerar o dendrograma de similaridade
usando o programa Genes.

Os isolados de leveduras foram identificados por meio da analise das
sequéncias parciais do rDNA 26S. As culturas puras dos isolados foram
ativadas por cultivo em placas contendo meio sélido MYGP (pH 5,6) e
incubadas a 28 °C por 24 horas. Apos esse tempo, foram transferidas para
tubos contendo 10 mL de caldo MYGP e novamente incubadas por 24 horas a
28 °C sob agitacdo a 150 rpm, em Controlled Environment Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific Co, Inc. Edison, N.J, USA.

Os isolados foram repicados em 5 mL de meio de cultura liquido MYGP,
pH 5,6, por cerca de 24 horas a 30 °C, sob agitagdo de 150 rpm. As culturas
foram centrifugadas e as células lavadas com agua peptonada (0,01%) por
duas vezes para, em seguida, serem transferidas para tubos eppendorfs de 1,5
mL e centrifugadas por 5 minutos a 12000 rpm, 4 °C em centrifuga JOUAN,
modelo MR 23i. O sedimento foi ressuspendido em 400 pL do tampao de
extragdo de DNA (Fungaro et al. 2004) acrescido de 200 uL fenol:cloroférmio
1:1 e 0,3 g de pérolas de vidro e agitado por 2 minutos, para lisar as células
antes de nova centrifugacdo por 10 minutos, 12000 rpm, a 4 °C. Ao
sobrenadante coletado, foram adicionados 200 uL de cloroférmio e realizada a
agitacdo em vortex antes de outra centrifugagdo por 10 minutos a 12000 rpm,
4° C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf. O DNA foi
precipitado com 1/10 volume de acetato de potassio 5 mol.L™" e 2 volumes de
etanol absoluto. As amostras foram repousadas por 2 horas a temperatura
ambiente, seguindo-se a centrifugagdo por 5 minutos a 12000 rpm, 4 °C. O
sedimento lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado por 5 minutos a
12000 rpm, 4 °C, ap6s a secagem em temperatura ambiente foi ressuspendido
em 50 uL de H,O milli-Q autoclavada e adicionado de 20 ug mL™ de RNase
(Sigma-Aldrich). A suspensédo foi incubada a 37 °C por 1 hora e, a seguir,
armazenada a -20 °C.

A amplificacdo de rDNA 26S foi realizada por meio da técnica de PCR
utilizando-se os primers NL1 (6 — GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3') e
LS2 (5° — ATTCCCAAACAACTCGACTC - 3) (Cocolin et al., 2000). As PCRs
foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo 5 uL de tampéo (Taq
Polymerase-Buffer - Promega), 0,2 mM de dNTPs, 1,25 U de GoTaq
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Polimerase (Promega), 0,2 uM de cada primer e 10 ng de cada DNA extraido.
A reagao de amplificacdo foi realizada em termociclador (Mastercycler
Gradient, Eppendorf-Germany), programado para as seguintes condi¢des: 36
ciclos de desnaturagao a 94 °C por 1 minuto; anelamento a 52 °C por 1 minuto;
extensdo a 72 °C por 2 minutos e extensao final a 72 °C por 10 minutos.

As amostras de DNA extraidas e amplificadas foram analisadas em gel
de agarose (Sigma-Aldrich) a 0,8% em tamp&o TAE [Tris-HCI 40 mM, acido
acético 20 mM e EDTA 1 mM (pH 8,3)] e brometo de etidio (0,25 pg mL™)
(Sambrook et al., 1989). A quantificacdo foi feita por comparagdo com
marcadores de quantidade de DNA de fago A nas concentragdes de 25 ng uL™,
50 ng uL”' e 100 ng pL™". Para as amostras de DNA 26S amplificadas, o
marcador de tamanho 100 pb DNA Ladder (Promega, Madison, USA) foi
utilizado para estimativa dos tamanhos dos diferentes amplicons.

Os DNAs extraidos e amplificados foram visualizados no sistema de
digitalizacdo de imagem Eagle Eye™ (Stratagene).

Os produtos da PCR foram purificados por meio de Kits ExoSAP-IT™
conforme recomendacdes do fabricante e depois os amplicons foram enviados
para sequenciamento.

As reagbes de sequenciamento foram realizadas no Laboratério de
Clonagem e Sequenciamento de DNA da UFV com o kit DYEnamic™ ET Dye
Terminators (GE Healthcare, Freiburg, Germany). Foram utilizados em cada
uma das reagdes 75 ng a 100 ng de DNA, 0,5 uM do oligonucleotideo primer
NL1, 2,0 yL de DYEnamic™ ET Terminator Sequencing Pre-Mix para um
volume final de 5 pL. As condi¢cbes da PCR foram 35 ciclos de 95 °C por 10
segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 2 minutos. Em seguida, o DNA foi
precipitado, adicionando-se 27,5 uL de etanol absoluto e acetato de aménio
para uma concentracdo final de 0,75 mol.L™. Apds 10 minutos em temperatura
ambiente as reagbes foram centrifugadas por 45 minutos a 2.000 g. O DNA
sedimentado foi lavado com 100 pL de etanol 70%, centrifugados por 10
minutos a 2.000 g e armazenado em temperatura ambiente por 10 minutos
para secar. Posteriormente, o DNA foi ressuspendido em 5 pyL de Loading
Buffer (GE Healthcare). A leitura das amostras foi realizada em sequenciador
automatico MegaBACE ™ 500 de 48 capilares (GE Healthcare).
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As sequéncias de nucleotideos de rDNA 26S de todos os isolados foram
alinhadas entre si por meio do programa Clustal W e a analise, corregéo e
agrupamento com o programa MEGA 4.0° (Tamura et al., 2007). Seqiiéncias
de nucleotideos representativas de cada grupo formado foram comparadas
com as armazenadas no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). O alinhamento das bases foi realizado por meio do
programa Clustal W e a analise e corregdo com o programa MEGA 4.0°
(Tamura et al., 2007). As inferéncias filogenéticas foram obtidas pelo método
de maxima parciménia, utilizando o método de distancia p, (Saitou e Nei,
1987), com teste bootstrap (1.000 réplicas). As arvores para as analises da

filogenia das sequéncias foram reconstruidas com o programa MEGA 4.0°
3.5 Quatificacao, isolamento e cu ltivo de leveduras endofiticas

As leveduras de frutos de café cereja endofiticas cultivaveis foram
isoladas e cultivadas em meio de cultura MYGP, pH 5,6 (Masoud et al., 2004).
Cada fruto foi submetido a processo de esterilizagdo superficial (Sakiyama et
al., 2001). O processo consistiu das seguintes etapas: duas lavagens do fruto
em agua destilada esterilizada, seguida de agitagdo por 15 min em solugéo
tampao fosfato de potassio 0,05 mol L™, pH 7,0; imersdo por 1 min em alcool
70%; agitacao por 5 min em solugao de hipoclorito de sédio 5% e Tween 80%;
nova imersao por 1 min em alcool 70% seguida de agitagdo por 15 min em
solugdo tampao fosfato de potassio 0,05 mol.L™, pH 7,0 e, finalmente, a
lavagem por quatro vezes em agua destilada esterilizada. O processo foi
repetido por duas vezes.

Para confirmar a esterilizagdo da superficie do fruto, aliquota da agua
destilada esterilizada da ultima lavagem foi espalhada em placa contendo o
meio de cultura MYGP e incubada a 28 °C por 72 horas. Em seguida, o fruto foi
transferido para tubo contendo caldo MYGP e também incubado a 28 °C por
até 72 horas, para a certificagdo da inexisténcia de microrganismos na
superficie do fruto a ser utilizado para o isolamento de leveduras endofiticas
cultivaveis.

Para quantificar o total de leveduras endofiticas, cada fruto estéril

superficialmente foi colocado em tubo contendo 9 mL de solugcédo estéril de
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tampao fosfato de potassio 0,02 mM L™, pH 7,0 e triturado em homogeneizador
do tipo Polytron™. A suspensao obtida foi filtrada através de malha de gaze e o
filtrado recolhido em tubo de ensaio estéril, seguindo-se o preparo de diluicbes
seriadas em solugao tampao de fosfato de potassio, em triplicata, ou seja, trés
replicas por amostra e por diluicdo. Aliquotas de 100 yL foram transferidas para
meio solido MYGP contendo 250 mg.L™" de cloranfenicol e espalhadas com o
uso de alga de Drigalsky, seguindo-se a incubacéo das placas a 28 °C durante
5 dias.

O numero de UFC por fruto obtido apds 72 horas de incubagdo das
placas a 28 °C em cada uma das amostras de café foi registrado e col6nias
representativas foram repicadas e purificadas em meio MYGP para as analises
posteriores. As culturas de leveduras purificadas foram catalogadas e

conservadas a -80 °C em caldo MYGP contendo 30% de glicerol.
3.5.1 Identificagédo dos isola dos de leveduras endofiticas

Os isolados de leveduras endofiticas foram agrupados por suas
caracteristicas morfologicas e submetidos a processo de identificagcdo por meio
da analise de ésteres metilicos de acidos graxos totais das células (FAME) e
de analise das sequéncias parciais de rDNA 26S. O perfil de badeamento de

rDNA 26S dos isolados também foi analizado por meio da técnica de DGGE.
3.5.1.1 Anédlise do perfil de acidos graxos

As leveduras cultivaveis foram identificadas por meio da analise de
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME - “Fatty Acid Methyl Ester”)
utiizando cromatografia gasosa acoplada ao sistema de identificacdo
microbiana MIDI, Inc. (Peltroche-Llacsahuanga et al., 2000). Para essa
identificagcdo, cada isolado selecionado foi transferido para o meio de cultura
Sabouraud (DIFCO™ Sabouraud Dextrose Agar) e mantido a 28 °C por 24
horas.

Para a analise de FAME foi feita a remog¢ao das células das coldnias
isoladas do terceiro quadrante da placa com o auxilio de uma alca de

repicagem e a transferéncia para o fundo de um tubo de ensaio. As células
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removidas foram submetidas a saponificagao, por meio da adigdo de 1,0 mL de
reagente 1 (hidroxido de sédio 45 g, metanol 150 mL e agua milli-Q 150 mL),
agitacdo em voértex por 5 a 10 s, incubagdo em banho-maria a 100 °C por
5 min, seguida de agitagao e incubagdo novamente a 100 °C por 25 min. Apds
a saponificagdo, a suspensdo foi submetida a processo de metilagdo dos
acidos graxos, para a formacédo dos ésteres metilicos, mediante a adigdo de
2,0 mL de reagente 2 (acido cloridrico 6,0 N, 325 mL e metanol 275 mL),
agitacéo por 5 a 10 s e incubagdo em banho maria a 80 °C por 10 min. Foram
adicionados 1,25 mL de reagente 3 (hexano 200 mL e éter metil ter-butil 200
mL) e o volume total foi homogeneizado durante 10 minutos por inversdo dos
tubos. A fase aquosa foi descartada. A fase organica, contendo os ésteres
metilicos de acidos graxos, foram adicionados 3,0 mL do reagente 4 (hidroxido
de sadio 10,8 g e agua milli-Q 900 mL), o volume total foi homogeneizado por
seguidas inversdes do tubo durante 5 min e 2/3 da fase aquosa final foram
transferidos para o tubo em que a amostra foi levada para injecdo no

cromatégrafo a gas.
3.5.2 Andlise de sequéncias de rDNA 26S

Os isolados de leveduras endofiticas foram identificados por meio da
analise das sequéncias parcial do rDNA 26S, empregando-se a mesma
metodologia descrita acima para leveduras totais.

As identidades de todas as sequéncias de nucleotideos obtidas foram
comparadas com as armazenadas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). O alinhamento das bases foi realizado por
meio do programa Clustal W e a analise e corre¢ao com o programa MEGA
4.0° (Tamura et al., 2007). As inferéncias filogenéticas foram obtidas pelo
método de maxima parciménia, utilizando o método de distancia p, (Saitou e
Nei, 1987), com teste bootstrap (1.000 réplicas). As arvores para as analises da

filogenia das seqiiéncias foram reconstruidas com o programa MEGA 4.0°.
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3.5.3 Eletroforese em Gel com Gr adiente Desnaturante (DGGE).

Os produtos da PCR foram separados usando eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE) em um equipamento “DCode™ Universal
Mutation Detection System” (BIO-Rad — Califérnia USA) (Masoud et al., 2004).

Foram aplicados 20 yL dos produtos de PCR, juntamente com 20 yL do
tampao da amostra (azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%, glicerol
70% e TAE), em gel de poliacrilamida (acrilamida:N,N’-metilenobisacrilamida
37,5:1) vertical a 8% (p/v) em tampado TAE, para fragmentos de tamanhos
variando de 200 pb a 400 pb, sendo o gradiente de uréia/formamida de 40 a
60%.

O gradiente foi formado a partir da mistura de duas solu¢des estoque de
poliacrilamida a 8%, uma com 100% dos agentes desnaturantes, que
corresponde a uréia 7 mol.L™" e formamida desionizada 40% (v/v), e outra sem
esses agentes. Além das solugbes-estoque para a formagdo do gradiente,
foram utilizados 0,03% (p/v) de persulfato de amoénio [polimerizador], 0,17%
(v/v) de TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletileno diamino) e 50 pyL de corante (azul
de bromofenol 0,5%, xileno cianol 0,5% em TAE) para visualizagcdo do
gradiente. O tempo de polimerizagao do gel foi de 3 horas.

Fragmentos de rDNA 26S das leveduras referéncias Saccharomyces
cerevisiae — ATCC 2601, Pichia anomala — ATCC 36904, Candida albicans —
ATCC 10231, Pichia kluyveri - CCT 3365 foram utilizados para comparagao
com os isolados de leveduras endofiticas. Uma mistura de fragmentos de rDNA
26S dessas mesmas espécies de leveduras referéncias também foram
utilizadas como marcadores.

A eletroforese foi conduzida em temperatura de 60 °C e voltagem
constante de 70 V, durante 16 horas. O gel foi corado por 20 minutos com
solucido de SYBR® Gold (Invitrogen), conforme as recomendagdes do
fabricante. A imagem do gel foi visualizada no sistema de digitalizagdo de
imagem Eagle Eye™ (Stratagen).

A comparacgao estatistica dos perfis de banda dos géis obtidos apds a
DGGE para determinacéo da diversidade genética dos isolados foi realizada
utilizando as imagens eletrénicas obtidas pelo sistema de digitalizagdo, com o

auxilio do programa GelCompar 11° (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).
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3.6 Diversidade genética de leve duras endofiticas cultiviveis e nao

cultivaveis.

A diversidade genética de comunidades de leveduras endofiticas totais
(cultivaveis e ndo-cultivaveis) foi analisada a partir das imagens dos perfis de
bandeamentos dos amplicons nos géis de Eletroforese em Gel de Gradiente
Desnaturante (DGGE) e por meio da técnica de clonagem e sequenciamento
de fragmentos de rDNA 26S.

3.6.1 Extracdo de DNA total de levedur as endofiticas em frutos de café.

Para a extracdo de DNA total de leveduras endofiticas foram utilizados 8
frutos por amostra, sendo todos previamente lavados em agua destilada
esterilizada e submetidos a processo de desinfecgao superficial (Sakiyama et
al., 2001).

A extracdo de DNA total foi realizada utilizando-se o método descrito por
et al. (2004), com modificacbes efetuadas no Laboratério de Ecologia
Microbiana. Os frutos de café foram macerados na presenga de nitrogénio
liquido, em almofariz, até a obtencao de um po fino. Esse po fino foi transferido
para tubo eppendorf esterilizado e adicionado de 830 uL de tampao de
extragdo (4% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, 1% PVP), 4
uL de B-mercaptoetanol, sendo a mistura incubada por 20 minutos em banho-
maria a 65 °C. A suspensao foi mantida a temperatura ambiente por 10 minutos
e o volume dividido em dois novos tubos, antes da adi¢gao de 700 pL (1 volume)
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1,v/v). Os tubos foram ocasionalmente
invertidos gentilmente por periodo de 5 minutos e a suspensao foi centrifugada
a 10.000 g por 5 minutos em centrifuga JOUAN, modelo MR 23i. Ao
sobrenadante transferido para novo tubo foi adicionado 0,7 volume de
isopropanol e o tubo incubado a temperatura ambiente por 2 horas, seguindo-
se a centrifugagdo a 10.000 g por 5 minutos e o descarte do sobrenadante. O
sedimento sofreu duas lavagens com etanol 70% gelado e foi mantido a

temperatura ambiente. Apds a lavagem, o sedimento foi ressuspendido em 50
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uL de agua milli-Q esterilizada e adicionado de 20 pg mL™ de RNase (Sigma-
Aldrich), sendo a suspensao incubada a 37 °C por 1 hora.

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

O DNA extraido foi visualizado no sistema de digitalizacdo de imagem

Eagle Eye™ (Stratagene).

3.6.2 Amplificacdo do rDNA 26S de leveduras endofiticas cultivaveis e

nao-cultivaveis

A amplificagdo de rDNA de comunidades de leveduras endofiticas
cultivaveis e nao-cultivaveis foi realizada por PCR. Foram amplificados
fragmentos do 26S rDNA do dominio D1/D2 em duas etapas de PCR (Nested-
PCR) (Prakitchaiwattana et al., 2004). A primeira reacao de PCR foi realizada
com os primers denominados:

NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e
NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Prakitchaiwattana et al., 2004).

As reagoes foram realizadas em tubos eppendorf de 200 yL em volume
final de 25 uL, contendo 5 pL do tampao GoTaq® Reaction Buffer (Promega,
Madison, USA), 200 uyM de dNTPs, 1,25 U de GoTag DNA polimerase
(Promega, Madison, USA), 0,2 uM de cada oligonucleotideo primer e
aproximadamente 20 ng de DNA total e agua desionizada (Milli-Q) esterilizada
para completar o volume final. A PCR foi realizada sob as seguintes condigdes:
36 ciclos de 94 °C por 1 minuto para a desnaturacédo, 1 min para o anelamento
dos primers a 52 °C e 2 min a 72 °C para a extensao dos primers. O ciclo foi
seguido por uma extensao final a 72 °C por 10 min e finalmente resfriamento a
20 °C.

Os produtos obtidos da primeira reacdo de PCR (aproximadamente 600
pb) foram usados como molde de DNA para uma segunda reagao de PCR,

usando como primers (Nested-PCR):
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GC-clamp NL1 (5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGLCGGGGLGGGGGL-3) e
LS2 (5-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’) (Cocolin et al., 2000). As condigbes
desta reagdo foram as mesmas ja descrita para a primeira reagao, exceto a
concentragcao de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega, Madison, USA) que
foi aumentada para 2,25 mM. A PCR foi realizada com uma desnaturagao
inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagao a 95 °C por
1 minuto, anelamento a 52 °C por 2 minutos, extensao a 72 °C por 2 minutos,
com uma extensao final a 72 °C por 7 minutos.

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

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

utilizado para estimativa dos tamanhos dos diferentes amplicons.
3.6.3 Eletroforese em Gel com Gr adiente Desnaturante (DGGE)

Os produtos da PCR foram separados usando eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE) em um equipamento “DCode™ Universal
Mutation Detection System” (BIO-Rad — Califérnia USA) (Masoud et al., 2004).

Foram aplicados 20 uL dos produtos de PCR, juntamente com 20 pL do
tampao da amostra (azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%, glicerol
70% e TAE), em gel de poliacrilamida (acrilamida:N,N’-metilenobisacrilamida
37,5:1) vertical a 8% (p/v) em tampédo TAE, para fragmentos de tamanhos
variando de 200 pb a 400 pb, sendo o gradiente de uréia/formamida de 40 a
60%.

O gradiente foi formado a partir da mistura de duas solug¢des estoque de
poliacrilamida a 8%, uma com 100% dos agentes desnaturantes, que
corresponde a uréia 7 mol.L™" e formamida desionizada 40% (v/v), e outra sem
esses agentes. Além das solugbes-estoque para a formagao do gradiente,
foram utilizados 0,03% (p/v) de persulfato de amoénio [polimerizador], 0,17%
(v/v) de TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletileno diamino) e 50 pyL de corante (azul
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de bromofenol 0,5%, xileno cianol 0,5% em TAE) para visualizagdo do
gradiente. O tempo de polimerizagao do gel foi de 3 horas.

Uma mistura de fragmentos de rDNA 26S das seguintes espécies de
leveduras referéncias foram utilizadas como marcadores: Saccharomyces
cerevisiae — ATCC 2601, Pichia anomala — ATCC 36904, Candida albicans —
ATCC 10231, Pichia kluyveri - CCT 3365 compradas na Colecédo de Culturas
Tropical da Fundacdo André Tosello. A extracdo de DNA total destas foi
realizada por protocolo ja descrito para extracdo de DNA de isolados de
leveduras endofiticas.

A eletroforese foi conduzida em temperatura de 60 °C e voltagem
constante de 70 V, durante 16 horas. O gel foi corado por 20 minutos com
solucido de SYBR® Gold (Invitrogen), conforme as recomendagdes do
fabricante. A imagem do gel foi visualizada no sistema de digitalizagdo de
imagem Eagle Eye™ (Stratagen).

A comparacgao estatistica dos perfis de banda dos géis obtidos apds a
DGGE para determinagdo prévia da diversidade genética foi realizada
utilizando as imagens eletrénicas obtidas pelo sistema de digitalizagdo, com o
auxilio do programa GelCompar 1I® (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). No
programa, as bandas foram posicionadas e identificadas para posteriores
analises da estrutura de populagdes de leveduras presentes em cada umas
das cultivares coletadas a diferentes altitudes.

A estrutura da comunidade microbiana foi avaliada com base no
coeficiente Dice de similaridade e no método de UPGMA (unweighted pair
group method with arithmetic) para analise dos agrupamentos. A variavel
Riqueza das comunidades de leveduras também foi estimada com base em
uma matriz binaria, na qual a presenca da banda correspondente a cada
unidade taxondmica operacional (UTO) foi codificada como um (1) e auséncia
como zero (0). Para cada amostra no gel foi analisada a frequéncia de
ocorréncia de cada UTO pela contagem do numero total de bandas presentes

no gel por amostra.
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3.6.4 Construgéo da biblioteca de rD NAs 26S da comunidade de leveduras

endofiticas cultivaveis e ndo-cultivavei s associadas aos frutos de café.
3.6.4.1 Amplificacdo dos rDNAs 26S

O DNA total foi utilizado como molde para amplificar fragmentos dos
rDNAs 26S de leveduras avaliadas neste estudo. Com base nos resultados
prévios sobre o perfil da comunidade de leveduras endofiticas foi escolhida a
amostra 646 (Catuai Vermelho, 1189 m) para este estudo (Tabela 1).

Fragmentos do rDNA 26S do dominio D1/D2 de leveduras endofiticas
totais (cultivaveis e n&o-cultivaveis) foram amplificados utilizando os primers
NL1 e NL4 (Prakitchaiwattana et al., 2004). A mistura de reagao foi preparada
com 5 uL do tampao GoTaq® Reaction Buffer (Promega, Madison, USA), 200
MM de dNTP’s, 0,2 uM de cada oligonucleotideo primer, 1,25 U de GoTaqg DNA
polimerase (Promega, Madison, USA), 20 ng de DNA total e agua desionizada
(Milli-Q) esterilizada, para completar o volume final de 25 yL. A PCR foi
realizada sob as seguintes condigdes (Prakitchaiwattana et al., 2004): 36 ciclos
de 94 °C por 1 minuto para a desnaturagao, 1 min para o anelamento a 52 °C e
2 min a 72 °C para a extensdo dos primers. O ciclo foi seguido por uma
extenséo final a 72 °C por 10 min e finalmente resfriamento a 20 °C

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

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

utilizado para estimativa dos tamanhos dos diferentes amplicons.
3.6.4.2 Clonagem e sequenciamento dos rDNAs 26S

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

fabricante.
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Células de Escherichia coli DH5a foram feitas competentes pelo método
de cloreto de calcio (Sambrook et al., 1989). Ao tubo contendo as células
competentes adicionou-se 0,06 ng de DNA ligado ao vetor pGEM®-T Easy
Vector System | (Promega, Madison, USA) e o tubo foi mantido em gelo por 30
minutos. A suspensdo foi submetida a choque térmico de 42 °C por 45
segundos e, em seguida, foram adicionados 600 uL de SOC pré-aquecidos a
37 °C (2% Triptona, 0,5% Extrato de levedura, 0,05% NaCl, 0,25 M KCI, 2 M
MgSQO4, 5 M NaOH e 1 M Glicose) e o tubo de microcentrifuga contendo a
suspensao foi incubado em banho-maria a 37°C por uma hora sob agitacao.

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

A confirmagdo do fendtipo adquirido foi feita realizando-se estrias
multiplas em placa contendo o antimicrobiano na concentragao de 100 ug mL™,
adicionado de X-gal e IPTG nas concentragdes anteriormente citadas. Pelo
menos 50 clones positivos foram repicados e a presenca do inserto clonado foi
confirmada pelo método de lise rapida e por amplificagdo a partir dos primers
para o vetor utilizado, M13F e M13R (Promega, Madison, USA). Todos os
clones contendo inserto de tamanho esperado foram armazenados a -80 °C em
meio LB adicionado de glicerol 20% (v/v).

A extracdo de plasmideos para o sequenciamento do inserto clonado foi
realizada com uso do Wizard® SV Minipreps DNA Purification System
(Promega, Madison, USA). Foram extraidos os plasmideos dos clones da
biblioteca de rDNA 26S construida.

As reacgdes de sequenciamento foram realizadas no Laboratério de
Clonagem e Sequenciamento de DNA da UFV com o kit DYEnamic™ ET Dye
Terminators (GE Healthcare, Freiburg, Germany). Foram utilizados em cada
uma das reagdes 100 ng a 150 ng de DNA, 0,5 uM do oligonucleotideo primer
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M13F, 2,0 yL de DYEnamic™ ET Terminator Sequencing Pre-Mix para um
volume final de 5 pyL. As condi¢gbes da PCR foram 35 ciclos de 95 °C por 10
segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 2 minutos. Em seguida, o DNA foi
precipitado adicionando-se 27,5 uL de etanol absoluto e acetato de aménio
para uma concentracéo final de 0,75 mol.L"'. Apds 10 minutos em temperatura
ambiente, as reag¢des foram centrifugadas por 45 minutos a 2.000 g. O DNA
sedimentado foi lavado com 100 pL de etanol 70%, centrifugadas por 10
minutos a 2.000 g e armazenado em temperatura ambiente por 10 minutos
para secar. Em seguida, o DNA foi ressuspendido em 5 pyL de Loading Buffer
(GE Healthcare). A leitura das amostras foi realizada em sequenciador
automatico MegaBACE ™ 500 de 48 capilares (GE Healthcare).

3.6.5 Analise comparativa das sequénc ias dos rDNAs 26S da comunidade

de leveduras endofiticas associadas aos frutos de café.

Todas as sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas
disponiveis no banco de dados GenBank (NCBI). Para cada sequéncia foi feita
uma busca de identidade com a utilizagdo do algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para nucleotideos
(Altschul et al.,, 1990). Multiplas sequéncias foram alinhadas utilizando o
programa CLUSTALW, e analisadas filogeneticamente com reconstrugdo de
arvores filogenéticas pelo método da Maxima Parcimoénia, utilizando o método
de distancia p com auxilio do programa MEGA 4.0® (Tamura et al., 2007), para

esclarecer o padréo filogenético dos grupos dominantes.

3.7 Diversidade e sucesséo de leve duras durante o processo de seca
natural dos gréos.

O estudo foi realizado com amostras de café cultivar Catuai Vermelho da
safra 2007 cultivada a 1074 m de altitude na Fazenda Serra das Cabecas,
regidao da Zona da Mata Norte, Minas Gerais.

Foram coletadas todos os dias amostras de graos de café despolpados
processados sob seca natural em terreiro revestido com cimento até o

processo completo de secagem. As amostras foram colocadas em sacos
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plasticos e transportadas em caixas contendo gelo para o Laboratorio de
Ecologia Microbiana, embalada a vacuo e mantida a -20 °C até o inicio dos
procedimentos experimentais.

A extragcdo de DNA total das amostras de graos de café despolpados,
sem apresentar injurias, foi realizada utilizando-se o protocolo ja estabelecido e
descrito acima para extracdo de DNA de leveduras endofiticas em frutos de
café cereja.

A diversidade e a sucessao de leveduras durante o processo de seca
natural de café despolpado foram avaliadas pela técnica de Eletroforese em
Gel com Gradiente Desnaturante — DGGE conforme ja descrito acima.

A comparacgao estatistica dos diferentes perfis de DGGE foi feita com o
uso do programa GelCompar Il (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) usando o
coeficiente Dice de similaridade e o algoritmo de agrupamento UPGMA para
calcular o dendrograma. A riqueza da comunidade de leveduras também foi

estimada com base no numero de bandas (UTOs) no perfil de cada amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comunidades de leveduras epifiticas e endofiticas isoladas de fruto de

café cereja

O protocolo para a desinfestacao superficial dos frutos de café utilizados
no estudo de leveduras endofiticas, cultivaveis e nao-cultivaveis, mostrou-se
eficaz, garantindo para a maioria a auséncia de crescimento microbiano em
meio MYGP inoculado com a ultima agua de lavagem dos frutos e em meio de
cultura em que os frutos desinfestados superficialmente foram incubados por
72 horas a 28 °C. Somente frutos em que se demonstrou a auséncia de
crescimento microbiano foram utilizados para o isolamento dos endofiticos
cultivaveis e para a extragdo do DNA total de leveduras endofiticas cultivaveis
e nao-cultivaveis.

A presenca de leveduras nas 14 amostras de frutos de café cereja
coletadas de quatro cultivares de Coffea arabica L. (Catuai Amarelo e Catuai
Vermelho, Bourbon Amarelo e Bourbon Vermelho) retiradas de talhdes
georeferenciados em diferentes altitudes na regido da Zona da Mata Norte,
Minas Gerais, foi constatada em meio MYGP, assim como a densidade
populacional total e das endofiticas foi avaliada em todas as amostras (Tabela
2).

O resultado do isolamento de leveduras mostrou variada diversidade na
morfologia de colénias em meio de cultura MYGP (Tabela 3, Figura 1). Foram
isoladas 36 culturas, sendo fenotipicamente caracterizadas e agrupadas em 12

diferentes macromorfotipos com base nas carasteristicas culturais (Tabela 3).

29



Tabela 2 — Numero de morfotipos e unidades fomadoras de colénia de

leveduras epifiticas e endofiticas nas 14 amostras de café cereja

obtidas em

lavouras de cultivares de Coffea arabica (L.)

localizadas a diferentes altitudes no Municipio de Araponga, MG.

Leveduras Totais

Leveduras Endofiticas

Amostra  Cultivar Altitude Numero de UFC.Fruto?  Numerode UFC.Fruto
(m) morfotipos morfotipos

625 Catuai 676 2 35,6x10° ) }
Vermelho

626 Catual 676 3 67x102 1 (LEM 626) NC
Amarelo

627 Bourbon 687 2 16x102 _ _
Vermelho

628 Bourbon 687 1 15x102 } ;
Amarelo

629 Catua 956 4 16x10" 1 (LEM 629) NC
Vermelho

630 Catuai 956 1 39510" } i}
Amarelo

643 Catual 1013 4 112x10" 1 (LEM 643) NC
Amarelo

644 Catual 1013 2 6.5x10° 1 (LEM644)  9.2x10°
Vermelho

648 Bourbon 1062 1 NC ) _
Amarelo

631 Bourbon 1067 1 47x10°  1* (LEM 631) NC
Vermelho

632 Bourbon 1067 2 9.4x10 } }
Amarelo

647 Bourbon 1101 3 14x10" ) }
Vermelho

645 Catuai 1189 2 NC ) )
Amarelo

646 Catuai 1189 2 NG ) )
Vermelho

*Crescimento de apenas uma col6nia; NC = Nao calculavel
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Tabela 3 — Descricdo das caracteristicas morfolégicas dos isolados de

leveduras de frutos de Coffea arabica L. cultivados em meio MYGP
por até 5 dias a 28 °C.

Isolados (LEM)

Caracteristicas morfolégicas

643-8; 646-3

629-2; 644-2; 645-1;
625-9; 632-2; 643-2;
627-7; 630-1; 627-1;
627-6; 626-3; 626-7;
646-2

629-8

626-5, 629-3

632-6; 648-1; 629-1;

644-1; 646-1; 625-1;

628-1; 631-1; 626-1;

627-3; 625-2

647-9

647-10

643-4

647-4

643-3

645-3

629-10

Colbnia de tamanho médio com aspecto pastoso, borda lisa,
superficie plana, contorno circular, coloragao branca e crescimento a
48 horas.

Colénia de tamanho médio com aspecto cremoso, borda lisa,
superficie elevada, contorno circular, coloragdo bege e crescimento a
48 horas.

Colbnia de tamanho médio com aspecto terroso, borda ondulada,
superficie enrugada, contorno irregular, coloragcdo branca e
crescimento a 72 horas.

Col6nia de tamanho pequeno com aspecto cremoso, borda lisa,
superficie elevada, contorno circular, coloragdo bege e crescimento a
72 horas.

Colénia de tamanho médio com aspecto pastoso, borda lisa,
superficie plana, contorno circular, coloragao branca e crescimento a
48 horas.

Colénia de tamanho pequeno com aspecto seco, borda ondulada,
superficie enrugada, contorno irregular, coloracao bege e
crescimento a 96 horas.

Colbnia de tamanho médio com aspecto seco, borda ondulada,
superficie enrugada, contorno irregular, coloragcdo bege e
crescimento a 96 horas.

Colbnia de tamanho médio com aspecto pastoso, borda dobrada,
superficie pregas, contorno circular, coloragdo bege e crescimento a
72 horas.

Colbnia de tamanho grande com aspecto pastoso, borda ondulada,
superficie dobras, contorno irregular, coloragdo bege e crescimento a
72 horas.

Colbnia de tamanho grande com aspecto pastoso, borda ondulada,
superficie dobras, contorno irregular, coloragcédo bege e crescimento a
48 horas.

Colbnia de tamanho grande com aspecto terroso, borda dobradas,
superficie enrugadas, contorno irregular, coloracdo bege e
crescimento a 48 horas

Colbnia de tamanho médio com aspecto terroso, borda ondulada,
superficie cerebriforme, contorno irregular, coloragdo branca e
crescimento a 72 horas

Colbnia de tamanho pequeno < 2mm, médio 2-5mm e grande > 5mm.
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Figura 1 — Aspecto morfolégico de colénias de leveduras isoladas de frutos
cereja (Coffea arabica L.) crescidas a 28 °C por 5 dias em meio de
cultura MYGP.

A densidade de leveduras em frutos de café, que incluem as epifiticas e
endofiticas, variou de 6,5 x 10* UFC.fruto™ a menos de 25 colénias por fruto,
valores considerados expressivos quando comparados aos encontrados em
frutos cereja da mesma regido (Sakiyama, 2001). Possivelmente, o meio de
cultura utilizado para o isolamento, MYGP, contribui para o fato. Sakiyama
(2001) utilizou o meio R2A (Reasoner & Geldreich, 1985), pH 7,0, enquanto
que no presente estudo o meio de cultura foi seletivo para levedura, MYGP, pH
5,6 adicionado de 250 mg.L'1 de cloranfenicol. Em fazendas de café do Sul de
Minas Gerais foram encontradas até 10° UFC leveduras cultivaveis por fruto no
estadio cereja (Silva et al., 2001).

A ocorréncia de leveduras endofiticas cultivaveis em frutos de café
cereja das 14 amostras € considerada como muito baixa (Tabela 2). Elas foram
encontradas apenas nas amostras 626, 629, 631, 643 e 644, sendo as colbnias
resultantes do isolamento em meio MYGP contendo cloranfenicol, uniformes
quanto a morfologia das colénias e por isso consideradas como de um
morfotipo apenas. As leveduras isoladas foram cultivadas e catalogados para
integrar a colegcdo de culturas do Laboratorio de Ecologia Microbiana com a
denominacéao de isolados LEM 626, LEM 629, LEM 631, LEM 643 e LEM 644.

A ocorréncia de leveduras endofiticas cultivaveis em C. arabica ja havia sido
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constatada anteriormente em trés localidades de Minas Gerais, com populagao
variando de 10° e 10* UFC.g" de frutos (Sakiyama, 2001). Isolados de
leveduras endofiticas também foram encontrados com baixa densidade quando
comparado com leveduras totais de folhas e flores de bromélias do Sul do
Brasil (Landell, et al., 2006).

Os isolados de leveduras endofiticas apresentam caracteristica de
crescimento rapido e colénia com aspecto pastoso, branca, circular, borda lisa,
superficie plana e tamanho médio. As caracteristicas morfologicas sé&o
similares as descritas para Saccharomyces cerevisiae, Pichia anomala,
Candida albicans e Pichia kluyveri, consideradas como as de espécie de
referéncia (Kurtzman & Fell, 1998). A caracteristica de morfologia de col6nias
de leveduras endofiticas, em fruto de C. arabica no estadio cereja, cultivaveis
em meio MYGP contendo cloranfenicol, ndo discrimina as diferencas para
efeito de identificacdo destes fungos leveduriformes pelos métodos classicos.

A maior densidade de leveduras endofiticas cultivaveis foi constatada
em frutos no estadio cereja da amostra de Catuai Vermelho cultivado a 1013
metros de altitude, 9,2 x 10° UFC fruto™ (Tabela 2), isolado LEM 644. Nas
demais amostras o numero de coldnias foi inferior a 25 UFC fruto”. A
constatagdo de que a frequéncia de isolamento de leveduras endofiticas
cultivaveis em meio MYGP contendo cloranfenicol é maior em amostras da
cultivar Catuai pode estar refletindo a existéncia de relacdo entre as variaveis
cultivar e altitude. Possivelmente, o componente ambiente ao refletir na
composi¢cado quimica dos frutos das cultivares, a exemplo dos distintos teores
de agucares nos fruto das cultivares de Catuai e Bourbon (Guyot et al., 1996;
Buenaventura & Castafio, 2002) tenha concorrido para acentuar a diferenga na
ocorréncia das leveduras.

Na etapa de isolamento de leveduras foi constituida uma colegdo com
41 culturas no LEM, das quais 5 de endofiticas. As 41 culturas desses
morfotipos constituiram o0 universo-base para a identificagcdo por
sequenciamento direto dos amplicons de rDNA 26S obtidos por PCR. As 5
culturas de endofiticos foram ainda indentificadas por FAME/MIDI e tiveram
seus perfis de mobilizagdo eletroforética de fragmentos de rDNA 26S

analisados por DGGE.
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4.2 ldentificagcdo dos isolados de leveduras

O sequenciamento e analise de sequéncias de rDNAs 26S dos isolados
foram utilizados para identificacdo das espécies cultivaveis de leveduras,
epifiticas e endofiticas,em frutos de café no estadio cereja. Todos os 36
isolados tiveram parte do rDNA 26S sequenciados. As sequéncias foram
alinhadas e agrupadas entre si (Figura 2) e representantes de cada grupo ou
ramo formado tiveram suas sequéncias comparadas com sequéncias ja
depositadas no NCBI.

A arvore filogenética reconstruida com dados de sequéncias de bases
de rDNA 26S mostra o agrupamento de leveduras com sequéncia de rDNA
26S de espécies ja depositadas no NCBI pertencentes a Candida smithsonii,
Pichia guilliermondii, Cryptococcus flavescens, Meira geulakonigii, Pseudozyma
sp e Sporobolomyces sp. (Figura 3), sendo 2 espécies com afinidade
ascomicética e 4 com basidiomicéticas, respectivamente.

A analise filogenética n&o permitiu separagdo entre as leveduras
ascomiceticas C. smithsonii e P. guilliermondii que tem como anamorfa C.
guilliermondii. Onze isolados de diferentes cultivares e altitudes fizeram parte
desse grupo (Figura 2). Possivelmente, sdo todos da mesma espécie e
provavelmente as espécies nao se distinguem por cultivares em altitudes
diferentes ou, ao contrario, cultivares distintas podem abrigar a mesma espécie
em altitudes similares, sob as condicbes geograficas e climaticas da area

amostrada.
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Figura 2 — Arvore mostrando o agrupamento filogenético entre todos os
isolados de leveduras totais taxonomicamente similares baseado nas
sequéncias de rDNA 26S. A barra de escala indica 5% de
divergéncia. Valores de bootstrap (1000 replicatas) sao mostrados
nos nos dos ramos. A histéria evolucionaria foi inferida pelo método
da Maxima Parcimdnia, utilizando o parametro Nearest Neighbor
Interchange (NNI), para uma busca heuristica. Analises

filogenéticas foram conduzidas no programa MEGA vers&o 4.0°.
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Figura 3 — Arvore mostrando o agrupamento filogenético dos representantes

dos grupos de isolados de leveduras totais (epifiticas e endofiticas)
em frutos de café cereja (Coffea arabica L.), cultivares Catuai
Vermelho e Amarelo e Bourbon Vermelho e Amarelo, em lavouras
situadas a diferentes altitudes na Zona da Mata Norte em Minas
Gerais, Brasil, a microrganismos taxonomicamente similares
baseado nas sequéncias de rDNA 26S. A barra de escala indica
5% de divergéncia. Valores de bootstrap (1000 replicatas) sao
mostrados nos nos dos ramos. A historia evolucionaria foi inferida
pelo método da Maxima Parcimoénia, utilizando o pardmetro Nearest
Neighbor Interchange (NNI), para uma busca heuristica. Analises

filogenéticas foram conduzidas no programa MEGA versao 4.0°.

A comunidade de leveduras em frutos de café esta composta

basicamente dos géneros Candida/Pichia (30,6%) e Cryptococcus (36,0%) e

uma menor porcentagem de Pseudozyma (16,7%), M. geulakonigii (2,8%);

Sporobolomyces sp (2,8%) (Tabela 4). Entre os isolados, 11,1 % n&o formaram
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agrupamento com sequéncias ja depositadas no NCBI, fato interpretado como
indicativo da existéncia de espécies novas ou da inexisténcia de depdsito de
sequencias rDNAs 26S de espécies conhecidas no banco de dados do NCBI.
Candida smithsonii/P. guilliermondii e C. flavescens estdo presente na maioria
das cultivares e altitudes (Tabela 4), sendo que Candida spp., Pichia spp.,
(Silva et al., 2000; Masoud et al., 2004) e Cryptococcus (Avalllone et al., 2001;
Avallone et al., 2002) ja foram isoladas de frutos de café. Pichia guilliermondii é
uma das espécies mais frenquentes durante a fermentacdo e secagem de
frutos de café (Silva et al., 2008).

Espécies de leveduras tém sido usadas para controle bioldégico de
fungos, inclusive P. guilliermondii para inibir o crescimento de Aspergillus flavus
em soja, a inibigdo do crescimento do fungo é significativa quando as sementes
sdo coinoculadas com P. guilliermondii (Paster et al., 1993). Estudos com
espécies de Pseudozyma (Avis & Belanger, 2002), Cryptococcus e
Sporobolomyces (Willianson & Fokkema, 1985) também demonstram o
potencial destas leveduras para o biocontrole de fungos fitopatogénicos.
Comunidades de leveduras compostas por espécies dos géneros
Cryptococcus, Sporobolomyces, Pichia e Candida sdo encontradas em flores e
frutos tropicais (Santos et al., 1996). Espécies de Candida, Pichia,
Cryptococcus, Pseudozyma e Sporobolomyces também ja foram isoladas de
flores e frutos de diversas espécies vegetais da mata atlantica (Ruivo, 2005).
Espécies de Sporobolomyces tem mostrado potencial para producdo de 4-
decalactona (aroma de péssego) por sintese de novo (Janssens et al., 1992) e
também tém sido sugeridas como indicadores de diferentes sistemas de
cultivos de macga (Camatti-Shartori et al., 2005).

O isolado LEM 647-9 proveniente de lavoura de Bourbon Vermelho
situada a 1101 m de altitude foi o unico em que a sequéncia de nucleotideos
resultante da analise da sequéncia parcial de rDNA 26S apresentou identidade
com a de Meira geulakonigii isolada de citrus (Boekhout et al., 2003).
Morfologicamente, este fungo € similar a levedura (yeast-like), classificado
dentro de Ustilaginales, tal como espécies de Pseudozyma. No entanto, analise
de sequéncia de rDNA mostra ser ela representativa de linhagem pertencente a
Exobasidiomycetidae, de Ustilaginomycetes, sendo mais relacionada com

Dicellomyces scirpi e Kordyana spp. (Boekhout et al., 2003), para este ultimo, a
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fase leveduriforme ndo é bem entendida. Estes fungos sdao os carvoes
pertencentes a Basidiomycota, estdo inseridos na classe Ustilaginomycetes e
ordem Ustilaginales. Eles sdo normalmente dimorficos, apresentando uma fase
leveduriforme hapléide saprébia e uma fase hifal dicaridtica parasitica
(Begerow et al., 2006). Durante a fase saprofitica (anamorfa, estagio assexual)
estes fungos podem crescer como leveduras ou hifas que desenvolvem blasto
— ou balistosporos (Piepenbring, 2003). A fase haploide normalmente inicia
com a formacao de basididsporos apds a meiose do nucleo dipldide no basidio
e finaliza como a conjugacao de células hapléides compativeis para produzir o
dicaridtico, fase micelial parasitica (Begerow et al., 2006). Tem sido mostrado
que o cruzamento € essencial para a infecgao da planta hospedeira ((Kahmann
& Kamper, 2004). Ustilago maydis € amplamente utilizado como organismo
modelo para fungos fitopatogénicos (Kahmann & Kamper, 2004) e foi o
primeiro basidiomiceto parasita de planta a ter o genoma completamente
sequenciado e disponivel (http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/). As espécies
classificam-se como homotdlicas, heterotalicas ou secundariamente
homotalicas. Espécies homotadlicas ndo sao muito frequentes em
basidiomicetos. A maioria das espécies é heterotalica, destas de 20% a 25%
sao heterotalicas bipolares ou unifatoriais, isto €, o tipo de pareamento é
determinado por alelos de um sé locus génico. Os heterotalicos tetrapolares ou
bifatorias tém essa denominacio relacionada com o conhecimento inicial de
que um par de genes estaria envolvido. Ustilago maydis é também uma
espécie com alternancia das fases hapldide e dicaridtica durante seu ciclo de
vida, mas o pareamento entre os esporidios (fase unicelular hapléide) e o
estabelecimento de dicario e a patogenicidade do organismo sdo controlados
por dois locus: a € b. Um cruzamento compativel sé é possivel quando tanto a
como b s&o distintos, o que significa que existe um heterotalismo tetrapolar,
pois ocorrem quatro produtos da segregacdo: dois parentais e dois
recombinantes (Esposito & Azevedo, 2004).

A espécie, M. geulakonigii, ja foi encontrada em péra no Japao (Yasuda
et al., 2007) e também de forma endofitica em frutos de toranja (Citrus paradisi
Macfad) que coloniza a casca e protege contra o &acaro da ferrugem
(Phyllocoptruta oleivora) (Paz et al., 2007). No entanto, em frutos de café no

estadio cereja este é o primeiro relato desta espécie.
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Treze isolados de leveduras entre os 36 da cole¢cao do LEM resultantes
do isolamento em frutos das quatro cultivares em altitudes diversas foram
agrupados com altos valores de bootstrap com sequéncia de C. flavescens,
uma indicacdo de que esta espécie ndo apresenta especificidade quanto aos
cultivares de C. arabica em altitudes entre 676 e 1189 metros. O
questionamento sobre a existéncia de especificidade entre leveduras e
cultivares de C. arabica e os sobre a influéncia da altitude, bem como da
contribuicdo destas como produtoras de compostos precursores daqueles que
compdéem a qualidade da bebida superior do café requer a realizagdo de

estudos mais especificos e aprofundados.
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Tabela 4 — Identificagcdo por meio de sequéncia de rDNA 26S e distribuicdo
taxondmica dos isolados de leveduras obtidos de frutos de café

cereja de diferentes cultivares de Coffea arabica L.

Amostra  Cultivar Espécie identificada gg}:&gg

625 Catuai  candida smithsonii/Pichia guilliermondii (1); 2
Vermelho  cryptococcus flavescens (1)*

626 Catuai  candida smithsonii/Pichia guilliermondii (1); 3
Amarelo  cryptococcus flavescens (2);

627 Bourbon  candida smithsonii Pichia guilliermondii (1); 2
Vermelho  cryptococcus flavescens (1);

628 Bourbon o, 4ida smithsonii/Pichia guilliermondii (1); 1
Amarelo

629 Catuai  candida smithsonii Pichia guilliermondii (1); 5
Vermelno  cryptococcus flavescens (2); Pseudozyma sp (2)

630 Catuai
Arnarelo Cryptococcus flavescens (1) 1

643 Catuai  candida smithsonii/Pichia guilliermondii (1); 4
Amarelo  pseydozyma sp (2); Cryptococcus flavescens (1)

644 Catuai  candida smithsonii/Pichia guilliermondii (1); 2
Vermelho  cryptococcus flavescens (1)

648 Bourbon o, 4ida smithsoniiPichia guilliermondii (1) 1
Amarelo

631 Bourbon - gida smithsonii/Pichia guilliermondii (1) 1
Vermelho

632 Bourbon  candida smithsonii/Pichia guilliermondii (1); 2
Amarelo Cryptococcus flavescens (1)

647 Bourbon  pseudozyma sp (1); Meira geulakonigii (1); 3
Vermelho  gporobolomyces sp (1)

645 Catuai .
Amarelo Pseudozyma SP (1); Cryptococcus flavescens (1) 2

646 Catuai  candida smithsonii/Pichia guilliermondii (1); 5

Vermelho  cryptococcus flavescens (1)

* nimero da ocorréncia do isolado.

4.3 Identificacdo dos isola dos de leveduras endofiticas

Os resultados de sequenciamentos dos rDNA 26S dos 5 isolados de
leveduras endofiticas cultivaveis em meio MYGP mostraram identidade entre
96 e 100% com sequéncias de rDNA de espécies de leveduras pertencentes
aos géneros Candida, Pichia e Brettanomyces. No entanto, o agrupamento por
meio da analise filogenética pelo método de distancia e maxima parcimoénia, de

acordo com a busca de identidade com sequéncias disponiveis no banco de
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dados GenBank utilizando o] algoritmo BLASTnN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), demonstram maior identidade as
sequéncias de rDNA de Candida e Pichia (Figura 4). A arvore filogenética
reconstruida apresenta trés dos isolados de leveduras, LEM 626, LEM 643 e
LEM 644, agrupados no mesmo ramo e com alta identidade, pertencentes ao
clado de C. smithsoni e P. guilliermondii; um isolado agrupado com as
sequéncias do clado de C. parapsilosis, o LEM 631, e, finalmente o LEM 629
com alta identidade com C. diddensiae e C. germanica (Figura 4). No Brasil,
representantes endofiticos dos géneros Candida e Pichia ja foram encontrados
em folhas, flores e frutos de macga sob trés sistemas de cultivo (Camatti-
Shartori et al., 2005). Em folhas e flores de bromélias autores ja relataram a
ocorréncia de Candida (Landell, et al., 2006). Candida diddensiae é uma
espécie econtrada na cuticula e intestino de Hypothenemus hampei, o inseto-
praga da broca-do-café (Pérez et al., 2003). A constatacdo desta como
endofitica em frutos de café sadios no estadio cereja se configura como relato
novo sobre nicho de ocorréncia da espécie C. diddensiae e possibilita a
formulagao de hipoteses sobre a origem da levedura endofitica.

As pesquisas sobre leveduras endofiticas tém sido conduzidas em
diversas plantas, naturalmente incluindo as de importancia agricola e florestal,
como: milho (Nassar & El-Tarabily, 2005; Molnar & Prillinger, 2006), banana
(Cao et al., 2002), maga (Camatti-Shartori et al., 2005), Pinus (Zhao et al.,
2002) e outras espécies florestais (Unterseher et al., 2007). Em café, os
primeiros relatos da presenca e da distribuicdo de leveduras endofiticas em
frutos de café sdo os constantes dos trabalhos de Yamada (1999) e Sakiyama
(2001) realizados na Universidade Federal de Vigosa, no Brasil, mas as
leveduras nao foram identificadas. Portanto, o presente trabalho se constitui no
primeiro estudo e relato de ocorréncia e identificagado de espécies de leveduras
com potencial endofitico em frutos de C. arabica no estadio cereja na planta.
Pichia guilliermondii (Silva et al., 2008) e C. parapsilosis (van Pee & Castelein,
1971) ja foram encontradas em frutos de café, porém, ndo como endofiticas. A
constatacdo da presencga dessas leveduras como endofiticas em frutos de café
amplia o relato de nichos em que sao encontradas e também o questionamento

sobre o papel delas nessa associacao.
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Os perfis eletroforéticos de DGGE dos amplicons de rDNA 26S dos 5
isolados de leveduras submetidos a analise com o software GelCompar 1I®
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium) demonstraram que os isolados LEM 626,
LEM 643 e LEM 644 se agrupam no mesmo ramo e com alta identidade entre
eles (Figura 5), enquanto os outros dois, LEM 629 e LEM 631 se agrupam em
ramos distintos, com identidade baixa. A confirmagdo do agrupamento com a
DGGE é uma demonstracdo a mais do poder de resolugdo dessa técnica
quando a qualidade das sequéncias é adequada e, também, da relagdo com

resultados da analise filogenética.
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Figura 4 — Arvore mostrando o agrupamento filogenético dos isolados de
leveduras endofiticas em frutos de café cereja (Coffea arabica L.),
cultivares Catuai Vermelho e Amarelo e Bourbon Vermelho e
Amarelo, em lavouras situadas a diferentes altitudes na Zona da
Mata Norte em Minas Gerais, Brasil, a microrganismos
taxonomicamente similares baseado nas sequéncias de rDNA 26S.
A barra de escala indica 2% de divergéncia. Valores de bootstrap
(1000 replicatas) sdo mostrados nos nés dos ramos. A historia
evolucionaria foi inferida pelo método da Maxima Parciménia,
utilizando o parédmetro Nearest Neighbor Interchange (NNI), para
uma busca heuristica. Analises filogenéticas foram conduzidas no
programa MEGA versdo 4.0°. Os numeros indicados entre
parénteses referem-se aos numeros de acessos no Banco de
Dados GenBank.
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Figura 5 — Perfil eletroforético de fragmentos de rDNA 26S dos isolados de
leveduras endofiticas em frutos de café cereja (Coffea arabica L.),
em lavouras situadas a diferentes altitudes na Zona da Mata Norte
em Minas Gerais, Brasil, e leveduras referéncias e agrupamento

utilizando o programa GelCompar e,

A identificacdo de leveduras cultivaveis com base no perfil FAME, pelo
sistema Sherlock® (MIDI) encontrou, na biblioteca de referéncia armazenada
em banco de dados para leveduras (YST28 3.80), perfil comparavel para 4 dos
5 isolados, sendo LEM 626 e LEM 644 identificados como C. polymorpha; LEM
631 como C. parapsilosis e o LEM 643 como o que apresentou maior
similaridade com C. vartiovaarae. Ressalta-se que o indice de similaridade
resultante da identificacdo do isolado LEM 629 foi baixo, uma evidéncia de que
o método ndo é o de escolha para identificacdo dessa levedura, embora o
tenha agrupado com Lipomyces starkeyi e espécies do género Candida
(Tabela 5).

A identificacdo com base no perfil de FAME foi similar aos métodos
anteriores apenas para LEM 631, o isolado incluido no clado de C. parapsilosis.
Embora os isolados LEM 626 e LEM 644 tenham se agrupados no mesmo
ramo e com alta identidade entre eles, eles foram identificados na analise
filogenética como pertencentes a uma espécie distinta, C. polymorpha,
enquanto LEM 643, anteriormente no mesmo grupo com LEM 626 e LEM 644,
foi identificado como C. vartiovaarae. Embora a ocorréncia dessa espécie
associada a fruto de café no Brasil ja tenha sido demonstrada (Silva et al,
2000), a constatacdo de que é também uma levedura endofitica em frutos
cereja constitui-se em conhecimento novo sobre os nichos ocupados por essa

especie.
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As diferencas encontradas entre os métodos utilizados na identificagao
dos isolados de leveduras endofiticas cultivaveis em meio MYGP,
identificacdes fenotipicas e genotipicas, suportam a afirmativa de que elas ndo
se anulam mas, ao contrario, geram informagées complementares e que
contribuem substantivamente para melhor conhecimento da comunidade

analisada.

Tabela 5 — Identificacdo com base no perfil FAME, pelo sistema Sherlock®
(MIDI), dos isolados de leveduras endofiticas em frutos de café
cereja (Coffea arabica L.), cultivares Catuai Vermelho e Amarelo e
Bourbon Vermelho, em lavouras situadas a diferentes altitudes na

Zona da Mata Norte em Minas Gerais, Brasil.

Origem Isolado Identificacéo indice de
Similaridade

Catuai Amarelo LEM 626 Candida polymorpha 0,770

Catuai Vermelho LEM 269 Lipomyces starkeyi 0,278

Candida lusitaniae 0,226

Candida famata 0,204

Bourbon Vermelho LEM 631 Candida parapsilosis 0,634

Catuai Amarelo LEM 643 Candida vartiovaarae 0,754

Candida norvegica 0,727

Catuai Vermelho  LEM 644 Candida polymorpha 0,607

4.4 Andlise da diversidade de levedur as epifiticas e endofiticas cultivaveis

e nao cultivaveis por PCR-DGGE

A andlise da diversidade genética das comunidades de leveduras
utilizando-se de primers para a regido D1/D2 do rDNA de leveduras e
eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) dos amplicons
possibilitou a determinagao do variado perfil genotipico na amostra de DNA das
leveduras totais (epifiticas e endofiticas) e das endofiticas, cultivaveis em meio
MYGP e também das né&o cultivaveis, associadas com os frutos de café cereja
(Figura6 e 7).
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O padrao de bandeamento dos fragmentos de DNA no gel mostrou a
existéncia de diferentes unidades taxon6micas operacionais (UTOs) de
leveduras totais e endofiticas associadas aos frutos de café, sendo o padrao de
distribuicdo das UTOs diverso nas cultivares e altitudes estudadas (Figura 6). A
analise visual dos géis revela a existéncia de UTOs dominantes para leveduras
totais e endofiticas, que estao presentes em todas as amostras provenientes de
diferentes cultivares e altitudes, contudo, a imagem do géis de DGGE
analisadas com auxilio do programa GelCompar 1I® (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium) revela nos perfis genotipicos a existéncia de até 16 UTOs em
leveduras totais e 14 UTOs em endofiticas por amostra de frutos das quatro
cultivares de C. arabica L. (Figura6 e 7).

A estimativa de Riqueza de espécies (R) mostra que os maiores valores
sao os referentes a leveduras totais em todas as amostras, quando
comparados com as de endofiticas (Figura 8), diferenca que evidencia também
a eficiéncia do protocolo de desinfestacdo superficial dos frutos. A eficéncia
desse processo de desinfestacdo para remoc¢ao da microbiota epifitica e de
moléculas de DNA dela originados ja havia sido anteriormente demonstrada
(Santos, 2008), assegurando que o DNA proveniente da microbiota epifitica
n&o estaria contaminando o pool de DNA metagendémico de interesse.

Com relacédo a altitude, os maiores valores de R de endofiticas foram
observados para a amostra originarias de lavouras localizadas nas maiores
altitudes, das seis amostras em que os valores de R foram os maiores, cinco
foram coletadas em altitudes superiores a 1.000 metros (Figura 8). Embora os
resultados n&o possam ser submetidos a desejavel rigor de analises
estatisticas, por limitagdes inerentes aos objetivos do estudo e procedimentos
utilizados, infere-se como provavel a confirmacgao da leitura de que os maiores
valores de R para comunidades de endofiticas venham a ser encontradas nas
maiores altitudes. O efeito da altitude sobre diversidade de bactérias
endofiticas nas mesmas amostras utilizadas no presente trabalho ja foi
demonstrado (Cordero, 2008).

O menor numero de isolados em meio de cultivo, em contraste com o
maior numero de UTOs nos géis de DGGE, mostra que grande parte das
leveduras totais e endofiticas presentes nos frutos de café nao sao cultivaveis

ou de mesmo morfotipo. No entanto, essa afirmagao deve ser feita com
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algumas ressalvas impostas pelas limitagdes da técnica de PCR-DGGE. A
resolugdo dos perfis genotipicos em termos de numero de bandas (UTOs) no
gel nem sempre é suficiente para ilustrar a diversidade microbiana. Alguns
autores demonstram que fragmentos de diferentes sequéncias podem migrar
para a mesma posicao no gel (Vallaeys et al., 1997) e, especialmente, que as
diferentes bandas exibidas podem nao corresponder exatamente a diferentes
espécies de leveduras pelo fato desse microrganismo possuir multiplas cépias
do rDNA e polimorfismos passiveis de deteccao pela técnica de DGGE. Outra
restricio dessa metodologia é que o método de extracdo ndo permite a
separacao de DNA, originalmente de células ativas, dos de células mortas ou
DNA livre. Consequentemente, seria distorcida a imagem da analise de DGGE
de fragmentos de rDNA 26S amplificados em termos de comunidade
microbiana ativa. Andlise da estrutura da comunidade de leveduras em vinhos,
por meio de PCR-DGGE, mostrou que a intensidade da banda se relaciona
com o numero inicial de DNA alvo e que um numero minimo do genoma alvo é
necessario para ser detectado na DGGE (Prakitchaiwattana et al., 2004). Isso
permite a suposicao de que os perfis de DGGE obtidos no presente estudo
representam a microbiota dominante no ambiente em estudo. Em futuro,
proximo a pesquisa devera distinguir a origem do DNA de microrganismos
ativos de outras fontes de DNA, provavelmente fazendo uso do RNA ao invés

de DNA como molde para a PCR.
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Figura 6 — Perfis eletroforéticos de DDGE de sequéncias de rDNA 26S,
leveduras epifiticas e endofiticas presentes em frutos cereja de 4
cultivares de Coffea arabica L. em diferentes altitudes. Catuai
Vermelho (CV), Catuai Amarelo (CA), Bourbon Vermelho (BV), e
Bourbon Amarelo (BA). Amostradas de plantagdes localizadas em
diferentes altitudes da Zona da Mata Norte em Minas Gerais,
Brasil.
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Figura 7 — Perfis eletroforéticos de DDGE de sequéncias de rDNA 26S,
leveduras endofiticas presentes em frutos cereja de 4 cultivares
de Coffea arabica L. em diferentes altitudes. Catuai Vermelho
(CV), Catuai Amarelo (CA), Bourbon Vermelho (BV), e Bourbon
Amarelo (BA). Amostradas de plantagdes localizadas em

diferentes altitudes da Zona da Mata Norte em Minas Gerais,
Brasil.
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Figura 8 — Riqueza (R) das comunidades de leveduras epifiticas e endofiticas
presentes em frutos de 4 cultivares de Coffea arabica L. em
diferentes altitudes em metro. 1 = CV-676; 2 = CA-676; 3 = BV-687;
4 = BA-687; 5 = CV-956; 6 = CA-956; 7 = CA-1.013; 8 = CV-1.013;
9 = BA-1.062; 10 = BV-1067; 11 = BA-1067; 12 = BV-1.101; 13 =
CA-1.187; e 14 = CV-1.187 m. CA = Catuai Amarelo; CV = Catuai
Vermelho; BA = Bourbon Amarelo; e BV = Bourbon Vermelho.

A comparacado das imagens dos perfis eletroforéticos em DGGE dos
fragmentos de rDNA 26S da comunidade de levedura associada a frutos cereja
de 4 cultivares de C. arabica em diferentes altitudes no programa GelCompar
I1®, resultou em agrupamentos que propiciam uma interpretagdo mais segura
da diversidade vizualizada (Figura 9). Dois grandes grupos diferentes foram
formados, porém com similaridade relativamente baixa entre os representantes
de cada grupo. As amostras de Catuai Vermelho da menor e da maior altitude
se mostraram bem diferentes das demais, ficaram distanciadas nos grupos
formados, e apresentaram similaridade de apenas 30,31% entre si (Tabela 6).
Nota-se tendéncia de agrupamento por altitude pelos perfis, trés das quatro
amostras coletadas no Campus experimental da UFV, altitude entre 676 e 687
m, embora com baixa similaridade entre si, ficaram todas no mesmo clado. Por
outro lado, os perfis das demais amostras coletadas em altitudes superiores a

950 m ficaram dentro do outro grande grupo (Figura 9).
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No geral, os perfis das populagdes apresentaram baixos indices de
similaridade, sendo os maiores valores os das amostras de Bourbon Amarelo
Amarelo e Bourbon Vermelho de uma mesma altitude, porém com similaridade
de apenas 64,29% (Tabela 6).

| ! “ 630 Catuai amarelo Faz. Itatiaia, Araponga 956 m 2004

u l . . 644 Catuai vermelho Faz. Serra do Boné, Araponga 1013 m 1996
” ‘ ‘ 631 Bourbon vermelho  Faz. St. Anténio, Araponga 1067 m 1979

i | u ‘ i 632 Bourbon amarelo Faz. St. Anténio, Araponga 1067 m 1979
IR & ] 643 Catuai amarelo Faz. Serra do Bon¢, Araponga 1013 m 1996
| ! { | | mﬂ 648 Bourbon amarelo Faz. St. Anténio, Araponga 1062 m 1979
[ - } m i 629 Catuai vermelho Faz. Itatiaia, Araponga 956 m 2004

ARE ‘d" 4 647 Bourbon vermelho  Faz. St. Antdnio, Araponga 1101 m 1979
Lo “ 645 Catuai amarelo Faz. Serra do Boné, Araponga 1189 m 1996

o il “ 646  Catuai vermelho Faz. Serra do Boné, Araponga 1189 m 1996

|| m 625  Catuai vermelho Campo Exp. UFV 676 m 1980
i [ﬁ_. 627  Bourbon vermelho ~ Campo Exp. UFV 687 m 1989

I I'® n“( 628  Bourbonamarelo  Campo Exp. UFV 687 m 1989
E B R = 626  Catuai amarelo Campo Exp. UFV 676 m 1980

Figura 9 — Perfis eletroforéticos de DDGE e a comparagao das imagens dos
perfis de DGGE baseado em fragmentos de rDNA 26S de
leveduras associadas a frutos cereja de 4 cultivares de Coffea
arabica L. em diferentes altitudes no programa GelCompar 1I°.
Dados de amostragem sao indicados. Escala (20-100) indica o

nivel de similaridade.
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Tabela 6 - Matriz de similaridade da comunidade de leveduras com base na
analise das imagens dos perfis de DGGE de rDNA 26S de frutos de
café cereja (Coffea arabica L.), cultivares Catuai Vermelho e
Amarelo e Bourbon Vermelho e Amarelo, em lavouras situadas a

diferentes altitudes na Zona da Mata Norte em Minas Gerais, Brasil.

Amostra 630 644 631 632 643 648 629 647 643 625 646 627 628

626

630 100

644 53,33 100

631 20 33,33 100

632 3572 50 64,29 100

643 28,57 28,57 22,86 36,37 100

648 12,91 4517 32,26 20,69 44,45 100

629 50 0 18,75 26,67 21,63 12,13 100

647 38,71 12,91 32,26 27,59 33,33 37,5 48,49 100

643 31,25 125 125 20 37,84 18,19 353 4849 100

625 12,13 30,31 24,25 32,26 15,79 17,65 28,57 29,41 5,72 100

646 20 26,67 0 1429 17,15 19,36 12,5 32,26 18,75 30,31 100

627 2581 1291 1291 6,9 556 18,75 18,19 125 1819 0 12,91 100
628 51,61 12,91 2581 34,49 33,33 12,5 24,25 31,25 30,31 17,65 19,36 50 100

626 18,19 6,06 12,13 645 1053 589 40 353 11,43 27,78 18,19 41,18 41,18 100

Com relagdo a leveduras endofiticas, as maiores diferencas na
comparacgao dos perfis de DGGE foram constatadas em fragmentos de rDNA
26S provenientes das amostras de Catuai Vermelho coletadas em localidades
de altitudes distintas, a exemplo da amostra 625 originaria de plantagcdo a 676
m e 646 a 1189 m; elas constituiram ramos distintos (Figura 10). O perfil
eletroforético em DGGE de Catuai Vermelho coletada na localidade de menor
altitude (amostra 625, a 676 m), também mostrou-se completamente diferente
(0% de similaridade) dos perfis de Bourbon Vermelho e do Amarelo (amostras
631 e 632) a 1067 m e apenas 6,25% de similaridade com o perfil da Catuai
Amarelo a 1189 m (Tabela 7). Por outro lado, oito das 10 amostras coletadas
em altitudes superiores a 950 m formaram um clado com mais de 50% de
similaridade entre os integrantes, indice de similaridade de até 77,42% entre os
perfis de Bourbon Vermelho e do Amarelo coletadas a 1067 m. Com base
nessas constatacdes, infere-se que o fator altitude tem maior influéncia que o
fator cultivar na comunidade de leveduras endofiticas.

No geral, os valores de similaridades entre os perfis de endofiticos foram
maiores que os de totais, indicando que a comunidade de endofiticos € mais
homogénea (Figura 9 e 10). Este resultado de agrupamento se confirmou

também nos géis de DGGE das comunidades totais e endofiticas (Figura 6).
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No entanto, os estudos em ecologia microbiana nao envolvem somente
a estrutura da comunidade, mas também da func&o de cada grupo microbiano
em um ecossistema determinado. Avaliagcdes representativas de comunidades
microbianas endofiticas ndo sé devem considerar a abundancia e a distribuicao
de espécies, mas, também, a diversidade funcional nas comunidades
microbianas. Este € o primeiro trabalho realizado com estrutura de leveduras
totais e endofiticas associadas a frutos de café em diferentes cultivares e
altitudes. O conhecimento da estrutura e composicdo da comunidade de
leveduras associada a frutos de diferentes cultivares é de fundamental
importancia para a compreensao da influéncia das condigcbes do ambiente
sobre ocorréncia e diversidade de leveduras totais e endofiticas em fruto de
café. No entanto, outros estudos sdo necessarios para conhecer o possivel
papel funcional e aplicagées biotecnolégias dessa comunidade em C. arabica.

Neste trabalho foi demonstrada a existéncia de alta diversidade de
leveduras epifiticas e endofiticas cultivaveis e ndo cultivaveis associadas aos
frutos de café no estadio cereja, originarios de lavouras em diferentes altitudes
da Zona da Mata Norte, Minas Gerais. Provavelmente, as estruturas das
populacdes de leveduras, totais e das endofiticas, sdo influenciada por estas

variaveis.

53



e B B
—y — - —
P ey ot -

e e R e e I

.

Il
]
I
I
I
I8
I

i

I

—

==

625
646
628
626
627
644
647
645
643
648
629
630
631

| 632

L

Catuai vermelho

Catuai vermelho

Bourbon amarelo

Catuai amarelo

Bourbon vermelho

Catuai vermelho

Bourbon vermelho

Catuai amarelo

Catuai amarelo

Bourbon amarelo

Catuai vermelho

Catuai amarelo

Bourbon vermelho

Bourbon amarelo

Campo Exp. UFV 676 m
Faz. Serra do Boné, Araponga 1189 m
Campo Exp. UFV 687 m
Campo Exp. UFV 676 m
Campo Exp. UFV 687 m

Faz. Serra do Boné, Araponga 1013 m
Faz. St. Anténio, Araponga 1101 m
Faz. Serra do Boné, Araponga 1189 m
Faz. Serra do Boné, Araponga 1013 m
Faz. St. Anténio, Araponga 1062 m
Faz. ltatiaia, Araponga 956 m

Faz. ltatiaia, Araponga 956 m

Faz. St. Antonio, Araponga 1067 m
Faz. St. Antonio, Araponga 1067 m

1980
1996
1989
1980
1989
1996
1979
1996
1996
1979
2004
2004
1979
1979

Figura 10 — Perfis eletroforéticos de DDGE e a comparagao estatistica dos
perfis de DGGE baseado em fragmentos de rDNA 26S da

comunidade de levedura edofitica associada a frutos cereja de 4

cultivares de Coffea arabica L. em diferentes altitudes, utilizando

o programa GelCompar 11°. Dados de amostragem sao indicados.

Escala (20-100) indica o nivel de similaridade.

Tabela 7 - Matriz de similaridade da comunidade leveduras endofiticas com

base na analise das imagens dos perfis de DGGE de rDNA 26S de

frutos de café cereja (Coffea arabica L.), cultivares Catuai Vermelho

e Amarelo e Bourbon Vermelho e Amarelo, em lavouras situadas a

diferentes altitudes na Zona da Mata Norte em Minas Gerais, Brasil.

Amostra | 626 627 644 647 645 643 648 629 631 632 630 628 646 625
626 100
627 70,97 100
644 54,06 52,95 100
647 34,29 31,25 47,37 100
645 36,37 40 44,45 58,83 100
643 43,75 62,07 57,15 54,55 45,17 100
648 50 48,49 56,41 59,46 68,57 76,47 100
629 64,52 57,15 41,18 56,25 53,33 62,07 60,61 100
631 37,5 55,17 51,43 54,65 58,07 60 64,71 55,17 100
632 36,37 53,33 38,89 58,83 62,5 58,07 51,43 46,67 77,42 100
630 51,61 64,29 5295 50 53,33 75,87 54,55 64,29 75,87 66,67 100
628 40 62,5 36,85 38,89 41,18 48,49 54,06 56,25 42,43 41,18 50 100
646 35,3 45,17 43,25 22,86 42,43 37,5 27,78 38,71 31,25 18,19 32,26 28,57 100
625 42,43 13,33 44,45 23,53 6,25 12,91 11,43 26,67 O 0 13,33 17,65 30,31 100
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4.5 Sequenciamento das bibliotecas de rDNAs 26S das populacdes de
leveduras endofiticas associadas aos frutos de café.

A analise aleatdria de cinquenta clones positivos na biblioteca construida
com fragmentos de rDNAs 26S amplificados a partir do DNA metagendmico,
com primers NL1 e NL4, mostrou apenas 26 clones com as sequéncias
proprias para analises, todos apresentando 93 a 99% de identidade com
sequéncias de rDNA ja depositadas no NCBI. Destas, 14 sequéncias
apresentaram de 93 a 99% de identidade com rDNA de Coffea arabica
(EU650386), C. liberica (EU650387) e de Mitchella repens (AF148279), que
também pertecem a mesma familia do cafeeiro (Rubiaceae). A construgéo de
novos conjuntos de primers mais especificos podera contribuir para minimizar a
constatada interferéncia do DNA de origem vegetal neste tipo de estudo.
Estudo de diversidade de bactérias endofiticas em frutos de café cereja
(Santos, 2008) detectou problema similar resultante da amplificagcdo de DNA de
cloroplasto.

Do total de sequéncias analisadas, 12 clones mostraram 98-99% de
identidade com rDNAs de fungos filamentosos. A analise das sequéncias de
acordo com a busca de identidade com sequéncias disponiveis no banco de
dados GenBank, utilizando o algoritmo BLASTn, mostrou a ocorréncia de
quatro géneros na biblioteca. Entre os géneros encontrados, 6 clones
corresponderam ao género Mycosphaerella, 2 ao de Glomerella, 1 ao de
Microdiplodia e 1 ao de Phaeosphaeria. Além desses géneros, 3 clones
mostraram alta identidade com sequéncias de fungos endofiticos, sendo 2
clones com fungos isodados de Cupressaceae (Coniferales) e 1 clone com

fungos isolados de gramineas.
4.5.1 Filogenia de leveduras endofit icas presentes em frutos de café

A arvore filogenética reconstruida pelo método da Maxima Parciménia,
com as sequéncias dos genes rDNA 26S obtidas a partir de clones

componentes da biblioteca, agrupou 46,15% das sequéncias com sequéncias

de fungos filamentosos (Tabela 8 e Figura 11).
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Nenhuma das sequéncias mostrou identidade com as de leveduras,
resultado interpretado como uma limitagado associada a amplificagcdo de rDNAs
26S de plantas e fungos filamentosos uma vez que o conjunto de primers
utilizado foi construido com base no rDNA 26S da S. cerevisiae. E
recomendavel que outros conjuntos de primers especificos sejam construidos
para minimizar a interferéncia de DNA que ndo seja o de interesse.
Adicionalmente, os primers de escolha devem ser mais seletivos para as
espécies ja descritas como endofiticas em frutos de café, a exemplo, espécies
de Candida.

Tabela 8 - Identificacdo dos clones presentes na biblioteca de rDNA 26S de
microrganismos presentes em frutos de café cereja (Coffea arabica
L.), cultivar Catuai Vermelho, 1189 metros de altitudes, na Zona da

Mata Norte em Minas Gerais, Brasil.

Clone Total de Sequéncia mais % de Numero de
clones similar presente no identidade acesso
banco de dados”
LEM 1-1 5 Mycosphaerella 99 DQ246239
keniensis
LEM 1-21 1 Mycosphaerella pini 98 EF114697
LEM 1-10 1 Fungo endofitico 99 EU687141
LEM 2-14 2 Glomerella acutata 99 DQ286133
LEM 1-43 1 Microdiplodia sp. 98 DQ377913
LEM 2-20 1 Phaeophaeria sp. 99 EF590319
LEM 1-14 2 Fungo endofitico 99 EF420023

# NCBI, National Center for Biotechnology Information.
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1001 Fungal endophyte
LEM 1-14 [2]
Phaesophaeria sp

99 100 |: LEM 2-20 [1]

Endophytic ascomycete
99 t Microdiplodia sp
711 LEM 1-43 [1]

|— Mycosphaerella keniensis

100 LEM 1-1 [5]
19 | | Mycosphaerella pini
43 | LEM 1-21 [1]

g7 | Glomerella acutata
LEM 2-14 [2]

98

100 — Glomerella sp
81 [ Fungal endophyte isolate
73 LEM 1-10 [1]

10

Figura 11 - Arvore mostrando o agrupamento filogenético das seqiiéncias dos
genes rDNA 26S obtidas a partir de clones componentes da
biblioteca de rDNAs 26S de microrganismos presentes em frutos de
café cereja (Coffea arabica L.), cultivar Catuai Vermelho, 1189
metros de altitudes, na Zona da Mata Norte em Minas Gerais,
Brasil. A barra de escala indica 10% de divergéncia. Valores de
bootstrap (1000 replicatas) sdo mostrados nos ndés dos ramos. A
histéria evolucionaria foi inferida pelo método da Maxima
Parcimoénia, utilizando o parametro Nearest Neighbor Interchange
(NNI), para uma busca heuristica. Analises filogenéticas foram
conduzidas no programa MEGA versao 4.0°. Numero entre

colchetes corresponde ao total de clones do grupo.

o7



4.6 Diversidade e sucesséao leveduras durante o processo de seca natural

dos gréos

As amostras de DNA total extraidas de leveduras presentes em graos de
café despolpados coletados durante o processo de secagem natural em terreiro
revestido com cimento mostraram-se com qualidade adequada para as
analises do DNA das populagcdes de leveduras. As imagens dos perfis
eletroforéticos em DGGE dos fragmentos de rDNA 26S da comunidade de
leveduras totais durante o periodo de secagem dos graos de café despolpados
em terreiro de cimento comprova a existéncia de um variado perfil de
diversidade genética nas amostras de DNA (Figura 12). Todos esses
fragmentos de DNA apresentam o mesmo tamanho, em pares de bases, mas
diferem quanto ao conteudo G+C presente na sequéncia. Quanto maior o
conteudo G+C presente na sequéncia, maior € a mobilidade eletroforética da
banda no gel de DGGE. A analise do gel revelou as variagbes no numero das
denominadas Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) e a diversidade
durante o periodo de secagem dos graos de café despolpados e secos em
terreiro de cimento (Figuras 11).

Pela comparagéo das imagens dos perfis eletroforéticos em DGGE dos
fragmentos de rDNA 26S da comunidade de levedura realizada com o
programa GelCompar II® (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) existem até 16
UTOs diferentes, o que traduz a Riqueza em cada amostra de graos de café
(Figura 13). A analise revela a existéncia de UTOs dominantes; aquelas que
estdo presentes durante os 14 dias do periodo de secagem (Figuras 11) e,
também que as grandes mudancas, em termos de presenga ou auséncia e
dominancia de diferentes bandas ocorreu durante os 4 primeiros dias de
secagem dos gréos de café (Figura 12, linhas 1-4). Embora o perfil das bandas
no gel a partir do quinto dia sofra alteragbes, a dominancia de 2 bandas
especificas que se encontram também presente durante os 4 primeiros dias
permanece. O aparecimento de bandas totalmente novas e o desaparecimento
de bandas dominantes foram as causas das mudancgas no perfil de DGGE. No
quinto dia, duas bandas dominantes vistas do 1° ao 4° dia desapareceram
juntamente com outras bandas menos dominantes e durante os nove dias

seguintes, os perfis de diferentes amostras mostram variagdes, indicando que
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ocorreram mudangas na comunidade de leveduras. No ultimo dia (linha 14), o
perfil de DGGE mudou novamente. Porém, esta mudanca nao foi tdo forte
como no periodo inicial, exemplo dos 4 primeiros dias.

As analises estatisticas dos perfis de DGGE obtidas com rDNA 26S
amplificado mostram que eles formam dois grandes grupos (Figura 14) e um
ramo isolado para o perfil da amostra do ultimo dia de secagem (linha 14).
Desta forma, conclui-se que cada grupo corresponde a um diferente periodo
durante a secagem. Todos os perfis do periodo inicial, os quatro primeiros dias,
ficaram em um grande grupo, assim como os perfis do periodo mediano (linha
5-13) formaram outro grande grupo. Apenas o perfil da amostra coletada no
final do experimento ndo agrupou com os demais. Dentro de cada grupo
formado, os perfis de DGGE correspondentes aos dias subsequentes foram se
agrupando de dois a dois até o 12° dia de secagem, indicando as mudancgas
que ocorreram na comunidade de leveduras a cada dois dias (Figura 14).

A maior diferenga entre os perfis do primeiro e do ultimo dia de secagem
correspondem ao indice de similaridade de apenas 23,1% (Tabela 9),
indicando que a comunidade inicial € distinta da final no processo de secagem
natural dos graos de café despolpados. No entanto, dentro do periodo mediano
apresentam-se mais proximos (Figura 14), com indice de similaridade acima de
80% (Tabela 9), indicando a tendéncia para o climax na sucesséao.
Possivelmente este climax na comunidade nao resulta apenas das constantes
mudangas no ambiente, a exemplo da exaustdo de nutrientes e a redugado da
umidade. Outros autores relatam alteracdes na diversidade de populagdes de
leveduras em fruto de café cereja e durante o processamento dos frutos
(Masoud et al., 2004), com aumento da densidade de leveduras durante a
secagem.

Contudo, questbes principais ainda continuam carentes de maior
entendimento sobre o papel das espécies de leveduras presentes, sobre a
diversidade e a estabilidade funcional da continua presenca da espécie na
comunidade durante o processo. A DGGE na analise da sucessado de
leveduras totais demonstrou a diversidade de leveduras associados aos graos
de C. arabica durante todo o processo de secagem (Figura 12) e, como
consequéncia, nos argumentos cientificos para justificar a necessidade de se

esclarecer o papel funcional delas no processo.
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Figura 12 — Perfis eletroforéticos de DDGE baseado em fragmentos de rDNA
26S da comunidade de levedura associada a graos de café (Coffea
arabica L) despolpados, cultivar Bourbon Vermelho, coletados
durante a seca natural. M = marcadores e linhas 1-14 = dias de

secagem.
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Riqueza

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dias de secagem

Figura 13 — Riqueza (R) da comunidade de levedura da comunidade de
levedura associada a graos de café (Coffea arabica L)
despolpados, cultivar Bourbon Vermelho, coletados durante a

seca natural em terreiro revestido de cimento.

}40
jﬁ(]
80
;1 00

I = 3 [ =3 dia 14
] . E = dia 13
i . | = dia 12
i » [ = dia 11
i B L =% dia 10
i F 4 dia 9
P i g dia g
_— 'S dia7
] i i dia 6
i ik ' N dia 5
I i i L 3 dia 4
1 & s E dia 3
I e (R ) - dia 2
i it v dia

Figura 14 — Perfis eletroforéticos de DDGE e a comparagao estatistica dos
perfis de DGGE da comunidade de levedura associada a graos
de café despolpados, Bourbon Vermelho, coletados durante a
seca natural. Dias de amostragem sao indicados. Escala (40-100)

indica o nivel de similaridade.
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Tabela 9 - Matriz de similaridade com base nos perfis de DGGE de rDNA 26S

da comunidade de Ilevedura associada a grdos de café

despolpados, Bourbon Vermelho, coletados durante a seca natural

em terreiro revestido de cimento.

Dias| 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
14 | 100

13 | 58,33 100

12 | 56,01 81,49 100

11 64 66,67 85,72 100

10 | 41,67 61,54 81,49 74,08 100

9 [33,33 53,85 59,26 74,08 84,62 100

8 |41,67 38,47 51,85 74,08 84,62 84,62 100

7 50 30,77 59,26 74,08 76,93 76,93 92,31 100

6 40 37,04 50 50 66,67 66,67 44,45 81,49 100

5 32,01 29,63 42,86 57,15 44,45 51,85 44,45 59,26 85,72 100

4 126,09 40 30,77 30,77 32,01 24 16 16 15,39 38,47 100

3 [37,04 41,38 40 40 41,38 20,69 20,69 27,59 26,67 26,67 64,29 100

2 32,01 29,63 35,72 28,57 37,04 29,63 14,82 14,82 14,29 14,29 46,15 53,33 100

1 123,08 35,72 41,38 27,59 42,86 28,57 28,57 28,57 34,49 27,59 29,63 58,07 68,97 100
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5 CONCLUSOES

As populacdes de leveduras epifiticas e endofiticas associadas aos
frutos de café apresentam variado perfil genotipico e as densidades nao
apresentam uma relagao clara entre as diferentes cultivares e altitudes.

A comunidade de leveduras em frutos de café estd composta
basicamente de organismos dos géneros Candida/Pichia, Cryptococcus,
Pseudozyma, Meira e Sporobolomyces.

As leveduras identificadas como pertencentes aos géneros Candida e
Pichia, com base na analise das sequéncias de rDNA 26S, sao pela primeira
vez relatadas como endofiticas em frutos de café.

Na biblioteca de rDNAs 26S de endofiticos foram identificados 4 géneros
de fungos filamentosos que, pela analise das sequéncias, corresponderam a
Mycosphaerella, Glomerella, Microdiplodia e Phaeophaeria. Além destes,
outras sequéncias corresponderam a fungos potencialmente endofiticos ainda
n&o identificados.

A DGGE da sucesséao de leveduras associadas aos graos de C. arabica
durante os 14 dias do periodo de secagem natural revelou UTOs dominantes ja
nos 4 primeiros dias. Esta analise demonstrou que o perfil de UTOs da

comunidade € alterado a cada dois dias, até o 12° dia de secagem.
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