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APRESENTACAO

A cadeia produtiva é um termo amplo que define com clareza onde cada
segmento tem seu grau de importancia seja na produtividade de frutos, venda de
semente de capineira, na pesca, na aquicultura, na formacdo de residuos para a
indUstria, no controle determinado de virus, bactérias, nematoéides para a agricultura
e até mesmo na comercializacdo de espécies florestais com potencial madeireiro.
Na verdade, o termo cadeia produtiva é um conjunto de ag¢des ou processos que
fazem presente em estudos cientificos que ira dar imagem para o avanco de um
produto final.

A imagem de um produto final se torna possivel quando trabalhamos todos os
elos da cadeia, como por exemplo: para um produtor chegar a comercializar o feijao,
ele precisara antes preparar seu solo, ter maquinarios pra isso, além de corririr 0
solo com corretivo, definindo a saturacao de base ideal, plantar a semente de boa
qualidade, adubar, acompanhar a producao fazendo os tratos culturais adequados,
controlando pragas, doencas e ervas daninhas, além de encontrar mercados para
que 0 mesmo possa vender sua producéo. Esses elos sao essenciais em todas as
areas, ao passo que na producao de madeira sera necessario técnicas sofisticadas
de manejo que comeca na germinacdo de sementes, quebra de dorméncia para a
formacédo de mudas, e além disso padronizar espagamento, tratos silviculturais para
a formacgéao de madeira em tora para exportacao.

Na pesca a cadeia produtiva segue a vertente do ganho de peso e da qualidade
da carne do pescado, que esta vinculada a temperatura, pH da agua, oxigenacéo,
alimentacao e o ambiente para que haja producdo. Também a cadeia se verticaliza
na agregacado de preco ao subproduto do pescado como o filetamento para as
industrias, mercado de peixe vivo € etc.

Na cadeia cujo foco sédo os residuos da industria agucareira, ha mercados
para a queima de combustivel no maquinario da industria, através da qualidade
deste residuo, além de mercados promissores para a fabricacdo de combustiveis,
racdes e até mesmo residuo vegetal para incorporacao nos solos, com a finalidade
de manter ou melhorar as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas, além de
controlar eroséo e elevar os niveis de produtividade nas areas agricolas, através da
adicao de nutrientes.

Contudo, sabemos que todos os elos que compdéem a cadeia produtiva sao
responsaveis por agregar valor e gerar de maneira direta e indireta renda aos
produtores e pescadores, possibilitando-os na melhoria da qualidade de vida, além
da obtencdo de produtos de alta qualidade. No entanto, aqui se faz presente a
importancia das pesquisas mostradas neste E-Book, v. 6 — Agronomia: Elo da Cadeia
Produtiva para que o leitor possa perceber novidades que sao contextualizadas,
através dos trabalhos aqui publicados.

Diocléa Almeida Seabra Silva
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RESUMO: O filoplano & constituido por uma
superficie plana e paisagem uniforme delimitada
pela cuticula. Neste ambiente ainda sé&o
observadas veias, sulcos, glandulas secretoras
e estbmatos. Varios microrganismos podem
colonizar este espaco, sendo as bactérias os
habitantes mais abundantes. Técnicas padroes
em laboratério de microbiologia permitem
identificar 1% ou menos da diversidade
bacteriana na maioria das amostras ambientais.
A criacdo de bibliotecas metagendémicas veem

Agronomia Elo da Cadeia Produtiva 6

oferecer oportunidade para a bioprospeccao
de genes de interesse de microrganismos
nao-cultivaveis. A metagenbmica € um novo
campo de investigac&o que utiliza ferramentas
da biologia molecular e da bioinformatica para
investigar a diversidade microbiana e acessar o
vasto potencial biotecnolégico oculto no mundo
microscopico. Varias metodologias de extracéo
e preparo de bibliotecas metagenémicas ja
foram descritas como o microbioma de solo,
aguas oceanicas, 6rgdos humanos, cavernas,
etc. Neste capitulo descrevemos uma extracao
de biblioteca metagenémica diretamente do
filoplano de Theobroma cacao, como também
de preparo
da biblioteca acompanhada de ilustracbes

todo procedimento laboratorial
dos célculos para facilitar a replicagdo dos
procedimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Bactéria,
folhas.

microbioma,

BACTERIAL MICROBIOMA: EXTRACTION
AND PREPARATION OF METAGENOMIC
LIBRARIES

ABSTRACT: Phylloplane consists of a flat
surface and uniform landscape delimited by
the cuticle. In this environment veins, furrows,
secretory glands and stomata are still observed.

Several microorganisms can colonize this
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space, with bacteria being the most abundant inhabitants. Standard microbiology
laboratory techniques allow the identification of 1% or less of bacterial diversity in most
environmental samples. The creation of metagenomic libraries offers an opportunity
for bioprospecting genes of interest to non-cultivable microorganisms. Metagenomics
is a new field of research that utilizes molecular biology and bioinformatics tools to
investigate microbial diversity and access the vast biotechnological potential hidden
in the microscopic world. Several methodologies for extraction and preparation
of metagenomic libraries have already been described, such as soil microbiome,
oceanic waters, human organs, caves. This chapter we describe a metagenomic
library extraction directly from Theobroma cacao phylloplane, as well as all laboratory
preparation procedures accompanied by calculus illustrations to facilitate the replication
of the procedures.

KEYWORDS: Bacteria, microbiome, leaves.

11 INTRODUCAO

A superficie das folhas, denominada de filoplano, representa a maior superficie
biolégica do planeta, ocupando uma area foliar de vegetacao estimada em 509
bilhdes de Km?[1,2]. Por serem abundantes no filoplano, os microrganismos possuem
papéis cruciais na protecao e crescimento das plantas, entretanto, ndo sdao bem
caracterizados, exceto para alguns patdgenos causadores de epidemias e doencgas
de interesse econémico na agricultura e silvicultura [3,4,5].

No filoplano, as comunidades microbianas sdo diversas e variam entre espécies
de plantas [6,7,8,9], incluindo muitos géneros diferentes de bactérias, leveduras,
fungos filamentosos, algas, protozoarios, oomicetos e nematoides [10,11,12,13]. As
bactérias sao as col6nias mais numerosas no filoplano, sendo encontrado uma média
de 10° a 107 células/cm? [14,15]. Algumas técnicas microscopicas demostraram que
as bactérias nao sao distribuidas uniformemente em toda superficie da folha [2,16],
mas que estao localizadas em aglomerados particulares, como na base dos tricomas
glandulares [2,17,18], estdbmatos [19,20], juncdes celulares [1,2,21] e estrias das
veias [2,16,18].

As comunidades bacterianas apresentam padrdes distintos de colonizagdo no
filoplano em diferentes estacbes do ano e idade da folha. A diversidade € menor
durante os meses quentes e secos e maior durante as estacdes chuvosas e frias
[22]. Em folhas jovens, as comunidades sdo compostas de um maior numero de
microrganismos em qualquer estacdo do ano em relagdo as folhas maduras e
senescente [22,23].

Os microrganismos séao transferidos para o filoplano principalmente pela acao
das chuvas, ventos, insetos, e pelo intercambio ambiental [10,24,25], enfrentando
um ambiente variavel ocasionado por temperaturas, umidade e radiagao ultravioleta
[1,2,26,27]. No entanto, alguns estudos mostram que 0s microrganismos comensais
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nao sdo apenas um conjunto aleatério aderido ao filoplano, mas podem ser regulados
pelas plantas [28,29].

As populagcdes microbianas epifiticas habitam e se reproduzem no filoplano a
custa dos exsudatos (fenilpropanoides, flavonoides, taninos, quinonas) do hospedeiro
e podem ser capazes de influenciar o processo de infeccao das espécies patogénicas
[15,18,30,31], sendo que a disponibilidade de nutrientes na superficie foliar varia,
ocasionando alteracbes nas populacdes [2,32]. Além disso, as comunidades
epifiticas neutralizam fatores de estresse fisico-quimico, tais como luz ultravioleta,
sal, temperatura, entre outros [33,34].

Entre as barreiras fisicas na superficie foliar, encontra-se a cuticula e tricomas.
A cuticula é descrita como uma cobertura impermeavel (hidrofobica) de cera
produzida pelas células epidérmicas foliares. Ela atua na aderéncia para colonizagao
microbiana e impedimento a penetracdo de patdégenos [35,36,37,38]. Os tricomas
sao células especializadas da epiderme encontradas em diversas partes das plantas
nas angiospermas, inclusive no filoplano, exercendo papéis na absorcdo de agua,
temperatura da folha e defesa contra insetos [39,40].

O Theobroma cacao L. € uma planta nativa da Amazénia, pertencente a familia
das Malvaceas [41]. Possui dois grandes grupos de origem de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas, genética e localizagdo geografica [42,43]. O cacau
possui grande importancia industrial e alimenticia, uma vez que de suas améndoas
fermentadas e torradas, sdo obtidas o liquor, manteiga e torta, que sédo consideradas
matérias-primas, para obtencdo do chocolate [44].

Com a finalidade de se analisar as comunidades microbianas do filoplano do
cacau utilizando técnicas moleculares de ultima geracdo (metagendémica) [45], o
lavado aquoso foliar de dois gendtipos do T. cacao contrastantes para resisténcia
a vassoura-de-bruxa, foram utilizados como amostras biol6gicas para desenvolver
uma metodologia de extracao eficiente e preparo da biblioteca.

2| O FILOPLANO

As superficies planares das folhas sdo denominadas de filoplano [46] e sdo
delimitadas pela cuticula [1]. O microbioma presente neste habitat € vasto, com uma
area foliar global estimada em 508 milhdes km?, que corresponde a 1 trilhdo km? de
superficie foliar, se incluir as faces abaxial e adaxial, uma area de aproximadamente
o dobro da superficie terrestre [1,2]. Pela sua extenséo, a area foliar representa
sozinha a maior superficie biolégica do planeta e cada Km? estima-se abrigar 10'®
bactérias, superando em numero as células das proprias plantas, hospedando
ainda uma comunidade diversificada ainda néo estimada de invertebrados, fungos e
outros microrganismos [3]. Esta superficie ainda apresenta um ambiente oligotréfico
que passa por frequentes mudancas devido a exposicdao ao ciclo diurno e a
condi¢cdes extremas, incluindo radiagdo ultravioleta (UV), mudancas frequentes na
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disponibilidade de nutrientes e agua, além de mudancas na temperatura [1,2].

No filoplano sdo encontradas estruturas como os tricomas glandulares,
cuticula e estébmatos (Figura 01), que fornecem um primeiro ponto de contato
entre os microrganismos e defesa para as muitas plantas [47,48]. Essas estruturas
pré-formadas atuam como barreiras fisicas a penetracdo e ou, colonizagcao por
fitopatdgenos [49].

Adaxial

Tricoma

Cuticula

Epiderme superior

Cloroplasto

Parénquima
paligadico

Parénguima
lacunoso
Xilema
Floema

Células-guarda
Estématos
Epiderme inferior
Cuticula

Abaxial

Figura 01: Representacéo esquematica do filoplano. Fonte: adaptada de Vorholt, 2012.

Os tricomas podem interferir nas funcbes da planta em virtude de suas
propriedades fisicas (tamanho e densidade), na absorcao de agua, defesa contra
insetos e nutricao de larvas [50], secrecdo de metabdlitos secundarios [51,52] e
proteinas antipatogénicas [53,54,55]. Atuam ainda na homeostase de ions e no
sequestro e compartimentacéo dos metais pesados [56,57]. Alguns estudos sugerem
que os tricomas desenvolvem mecanismos de defesa dependentes de enxofre [58,59]
e glutationa [60] contra as respostas ao estresse oxidativo e para controle redox.

A cuticula, que cobre a epiderme, € composta por cutina e cera [15] que separa
a folha do ar circundante do meio ambiente e contribui para proteger e impedir a
desidratacéo do filoplano [35,61]. A cutina € rica em polissacarideo que forma a
camada cuticular, por outro lado, a cera constr6i uma camada subjacente menos
abundante em polissacarideos [37]. Essas estruturas formam uma barreira lipofilica
com baixa permeabilidade que limita a difusdo de nutrientes na superficie da folha
controlando o crescimento de microrganismos [62]. Poucos estudos abordaram a
presenca de estruturas de superficie e proteinas especificas que permitem a adesao
de microrganismos a cuticula hidrofobica. As proteinas da familia de hemaglutininas
em Dickeya dadantii [63] e Xanthomonas oryzae pv. Oryzae [64] demonstraram ser
importantes para a ligacdo e agregacao nessas espécies.

Os estébmatos, outra estrutura do filoplano, desempenham papéis fundamentais

Agronomia Elo da Cadeia Produtiva 6 Capitulo 8



no controle de agua e trocas gasosas entre a planta e o ambiente [65]. O vapor
de agua que difunde através de estOmatos se condensa e cria filmes de agua
microscopicos na superficie da folha [66]. A depender da quantidade de estdmatos
distribuidos no filoplano, dos seus tamanhos e das aberturas, os patbgenos podem
ter dificuldade no processo de penetracao e interagao parasitaria com o hospedeiro
[67]. As células-guarda, que circundam o estdmato, possuem a capacidade de
detectar PAMPs (Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos) perto do poro
estomatico em resposta a infec¢cdo. Algumas cepas bacterianas produzem um fator
de viruléncia, denominado coronatina, que reabre os estdmatos [68] e permite a
entrada de patdgenos e trocas gasosas [65].

2.1 Origem e localizacao do microbioma

O filoplano esta exposto a uma notavel diversidade de microrganismos
[69,70,71]. Essas comunidades microbianas sao depositadas no plano foliar pela
acao do vento [25], ciclo da chuva, contato com animais [72] e insetos [73]. Apds a
exposicao inicial, alguns desses microrganismos séo capazes de colonizar o filoplano
[3,74] e ocuparem nichos recém-formados enquanto as folhas se expandem [1].

Outro modo de transmissdo de uma comunidade microbiana simbibtica para
planta, baseia-se na teoria hologenémica, na qual o holobionte com todos seus
microrganismos sdo considerados como uma unidade evolutiva [75]. Um fragmento
de uma planta que cai no solo, pode se enraizar e transformar em uma planta com
alguns dos simbiontes da planta original e ainda incorporar outros microrganismos
do solo [72]. Em um estudo realizado com duas espécies diferentes de Hydra
colonizadas por diferentes comunidades de microrganismos, as duas espécies de
Hydra foram povoadas com microrganismos semelhantes, tanto no laboratério,
quanto na natureza, mesmo ap6s mais de 30 anos de manutencao dos cnidarios no
laborat6rio [76].

O microbioma diversificado pode localizar-se em diferentes lugares do filoplano
[28,69]; imagens obtidas com microscopia eletrénica e de fluorescéncia (Figura 02),
mostram que 0s microrganismos estdo presentes nas depressdes entre células
epidérmicas, na base dos tricomas, veias e em torno dos estdmatos [2,18]. Essa
variabilidade na distribuicdo espacial dos microrganismos simbiontes na superficie
foliar pode ser influenciada pela presenca de nutrientes e metabdlitos secretados ou
depositados no filoplano [77], provocando um crescimento microbiano seletivo [78].
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Figura 02: Microrganismos distribuidos no filoplano. (A) Bactérias nas depressoes entre
células epidérmicas do filoplano de tomate. (B) Bactérias ao redor de um estémago do filoplano
de tomate. (C) Microscopia de fluorescéncia da flora microbiana do filoplano de feijao. Flecha
verde: agregado bacteriano misto. Flecha laranja: hifa fungica. Flecha branca: bactérias na
base de um tricoma glandular. Flecha azul: bactérias nas jun¢des das células. Fonte: Mariano e
McCarter, 1993 [18] e Lindow e Brandl, 2003 [2].

2.2 Nutrientes e metabdlitos

Os microrganismos podem se desenvolver no filoplano, pois este ambiente
pode proporcionar uma variedade de nutrientes e metabdlitos secundarios, sendo
encontrados exsudados foliares, residuos orgénicos, grédos de pélen, secregcdes
produzidas por afideos e outras substancias inorganicas [9,79,80]. Os exsudados
sdo importantes para sustentar a comunidade microbiana, no qual sdo encontradas
substéncias organicas como, agucares, aminoacidos, acidos graxos, fenois e
vitaminas [81].

Os nutrientes inorgéanicos encontrados no filoplano, como o potassio, calcio,
magnésio, sddio e manganés, geralmente sao lixiviados com maior facilidade, com
perda de 25% de nutrientes em folhas jovens [82]. Os minerais que sao lixiviados
com dificuldade (menos de 1 %) sao o ferro, zinco, cloro e fésforo [81]. Contudo,
substéncias organicas, principalmente carboidratos, também representam a maior
quantidade de materiais que podem ser lixiviados.

A 4gua é formada e propagada no filoplano influenciadas pelas protuberancias
e calhas produzidas pelas células epidérmicas que determinam a forma e o tamanho
das areas baixas na superficie [83]. A disponibilidade de nutrientes contendo carbono
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nas folhas é o principal determinante da colonizacdo das comunidades epifiticas
[84], sendo os agucares simples, como glicose, frutose e sacarose, as fontes de
carbono dominantes no filoplano [77, 81]. Esses abundantes nutrientes estao
disponiveis devido a vazamentos localizados secretados pelos tricomas glandulares
ou extravasados nos locais de lesdes, influenciando grandes agregados bacterianos
[85].

O metanol estd presente em superficies de folhas de plantas como um
subproduto da desmetilacdo da pectina durante o metabolismo da parede celular
da planta [80]. O perfil proteico da metaprotedmica do filoplano das plantas Glycine
max, Trifolium repens e Arabidopsis thaliana mostram que as proteinas pertencentes
ao Methylobacterium spp. estdo envolvidas na assimilagcdo do metanol e séo
encontradas em abundancia na filosfera [28].

2.3 Adaptacao microbiana

A composicdo do microbioma do filoplano pode ser influenciada por fatores
ambientais, incluindo radiacdo UV [26], clima [86,87], poluicdo [88] e adubacéao
nitrogenada [89], bem como fatores bidticos, como a idade da folha [22] e a
presenca de outros microrganismos [2,90]. A luz UV pode ameacar a sobrevivéncia
dos microrganismos no filoplano ao danificar seu DNA, como também o aparelho
fotossintético e os lipidios da membrana da planta [37,91].

Estudos em laboratdério com bactérias associadas a folhas, examinaram a
tolerancia a UV na faixa de 254 nm. O gene recA, que esta envolvido no reparo de
dano no DNA, contribui para a tolerancia UV. A inativacao de recA em Pseudomonas
syringae, residente do filoplano, diminuiu a sua tolerédncia a UV em cultura em vérias
ordens de grandeza [92]. Outro mecanismo de protecéo nas bactérias, € a produgao
de carotenoides, no qual sédo sintetizados 80 carotenoides diferentes por bactérias
fotossintéticas [93]. Estes neutralizam os derivados de oxigénio reativos que sao
gerados por radiacao visivel e proxima a UV [15].

2.4 Composicao das comunidades microbianas

Utilizando técnicas independentes de cultivo, no filoplano, sédo observadas
uma ampla variedade de géneros, incluindo bactérias, fungos, oomicetos, virus,
protozoarios, leveduras e algas [10,12,13,94]. As bactérias sdo numericamente
dominantes no filoplano e a formacao de agregados bacterianos pode constituir entre
30 a 80% da populacgao total [85,95]. Esses agregados séo particularmente comuns
nas depressdes formadas nas jungcdes de células epidérmicas, ao longo das veias e
nas bases dos tricomas [96].

Embora uma variedade de microrganismos possa ser associada ao filoplano,
como residentes transitérios, as condicdes ambientais selecionam alguns que
persistem, multiplicam-se e representam os verdadeiros moradores do filoplano
[74]. Enquanto o solo parece ser uma das fontes mais provaveis de microbiota, a
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comparacao de comunidades bacterianas na superficie foliar e do solo, revelou
que uma fracdo muito pequena (0,5%) de unidades taxondmicas operacionais
compartilhadas entre os dois ambientes [7]. Analise do ar que circunda acima da
vegetacao, mostrou que as plantas s&o fontes locais de microrganismos existentes
no ar. As analises do microbioma revelaram que 50% das bactérias presentes no ar,
sao de origem vegetal local [25].

2.4.1 Bactérias do filoplano

Entre os principais microrganismos bacterianos presentes no filoplano,
destacam-se: Proteobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes, Actinobacteria e
Cyanobacteria [8,28,97,98,99]. Alguns fatores como o clima, localizagcao geogréfica
e tipos de espécies de plantas, vem demostrando ser importantes na distribuicdo das
frequéncias dos filos.

A proteobacteria € o grupo comumente encontrado no filoplano de varias
espécies de plantas e regides geogréficas [28,97,100,101]. Este filo € composto por
bactérias gram-negativas, a maioria anaeroébias, e € dividido em seis classes, sendo a
Alfaproteobactéria o grupo mais abundante no filoplano, conforme estudos realizados
em algumas florestas de diferentes continentes. Em folhas de vérias arvores de
uma floresta localizada no Canada, as alfaproteobactérias foram dominantes em
68% entre as classes caracterizadas [98], como também na Malésia com 27% [7]
e no Panama, com 22,8% [102]. O grupo das betaproteobactérias € relatado como
responsavel pela oxidagao da aménia. Quatro géneros ja foram relatados em Prunus
L., sendo o género Massilia dominante na superficie foliar neste tipo de classe [8].

No grupo da gamaproteobacteria, alguns géneros e espécies sao bem estudados
e descritos na literatura. A Pseudomonas syringae, um patdégeno bacteriano que
causa doencgas de importancia econémica para uma ampla gama de espécies de
plantas, € capaz de crescer epifiticamente e entrar nos tecidos das folhas através
de estdbmatos ou feridas, causando doencas através da multiplicacdo em espacgos
intercelulares [103]. P. syringae tem sido amplamente utilizada para elucidar os
mecanismos das interacdes planta-patdgeno [68,104].

A Candidatus Portiera aleyrodidarum, outra espécie que pertence ao grupo da
gamaproteobacteria, € uma bactéria endossimbionte da Bemisia tabaci, e possui
habilidade de fornecer ao seu hospedeiro, aminoacidos e carotenoides [105]. Os
carotenoides sdo compostos que a B. tabaci geralmente obtém da dieta, contudo,
estes séo limitantes na seiva do floema [106]. Por sua vez, os aminoacidos que a
C. Portiera aleyrodidarum tem a habilidade de sintetizar para seu hospedeiro, séo a
treonina, triptofano e a serina [73,105].

As espécies do género Lysobacter, incluida no grupo da gamaproteobacteria,
€ um grupo de bactérias ambientais que estdo emergindo como uma nova fonte de
antibiéticos [107,108,109]. A Lysobacter enzymogenes, por exemplo, € uma bactéria
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ubiqua, benéfica, associada a planta, emergente como um novo agente de controle
biolégico. Essa bactéria apresentou respostas transcricionais e antagbénicas a P.
aphanidermatum, um Oomycete patogénico de plantas [110], como também acéo
na degradacdo em paredes celulares de fungos em Cucumis sativus e Solanum
lycopersicum [107,111]. Recentemente, a espécie Stenotrophomonas pavanii,
inserida também do grupo da gamaproteobacteria, isolada de planta do arroz (Oryza
sativa L.), demostrou capacidade de reduzir clorpirifos nas plantas e graos de arroz
e ainda atuar na promocao do crescimento da planta [112].

No grupo da alphaproteobacteria, a espécie Sphingomonas azotifigens, foi
relatada com habilidade de fixacdo de nitrogénio [113]. Outras espécies deste
género possuem a capacidade de expressar proteinas transportadoras TonB, que
sdo capazes de auxiliar no transporte de substratos grandes como as vitaminas,
acucares e sideroforo [28] e ainda atua como reguladores de respostas relacionadas
ao estresse ou transporte, como PhyR e EcfG [3]. O PhyR € composto por um dominio
amino-terminal que exibe identidade de sequéncia com fatores sigma de Funcéao
Extracitoplasmatica (ECF) [114]. Por sua vez, o EcfG é um fator sigma de resposta
geral a estresses, cuja atividade é regulada por um mecanismo de mimetizagao de
fator sigma [3].

Firmicutes € um grupo diverso de bactérias que apresenta alta resisténcia
ao stress provocado por ambiente oligotrofico e de baixa umidade. Varias cepas
de Paenibacillus [115], pertencente a este filo, foram propostas como agentes de
biocontrole potencialmente efetivos contra Verticilliumlongisporum([116]. Paenibacillus
spp. podem produzir um biofilme em torno de raizes de plantas funcionando como
uma camada protetora impedindo que os agentes patogénicos tenham acesso ao
tecido vegetal [117]. Também s&o capazes de proteger as plantas contra organismos
patogénicos incluindo a producéo de uma variedade de antimicrobianos e inseticidas
e ainda desencadeia uma resisténcia sistémica induzida [118].

31 CACAUEIRO

O cacaueiro (Theobroma caco L.) € uma planta que pertence ao género
Theobroma, familia Malvaceae e a ordem Malvales e apresenta caracteristicas
morfologicas variadas dentro da espécie [119]. O cacau, o fruto, ganhou importancia
pelas questbes alimentares e industriais, ja que as améndoas sao matéria-prima
para a producéo de chocolates e derivados [44]. O avan¢o da doenca vassoura-de-
bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa [120], juntamente com fatores
climaticos e desvalorizagdo do produto, favoreceram o declinio da lavoura cacaueira.

O fitopatdgeno M. perniciosa € um fungo basidiomiceto que possui duas
fases: saprofitica e parasitica [120]. As plantas infectadas desencadeiam mudancas
morfologicas, histoldgicas e fisiolégicas nos frutos, brotacées vegetativas e nas
as almofadas florais, sofrendo hipertrofia e hiperplasia, tornando-as inviaveis
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para producdo de frutos, provocando necrose e morte dos tecidos infectados
[44,121,122,123].

Entre os gendtipos do T. cacao mais comercializados no mercado, o CCN51,
possui como caracteristicas frutos amarelo-alaranjados quando maduros, sementes
com coloracéo interna purpura clara [124] e apresenta resisténcia a vassoura-de-
bruxa [53,125,126]. O gendétipo Catongo, por sua vez, apresenta frutos amarelos
quando maduros, despigmentacdo no interior das sementes e de folhas tenras
[127,128], sendo uma variedade suscetivel a doenca vassoura-de-bruxa [129].

3.1 Filoplano do Theobroma cacao

O filoplano do T. cacao é formado por estruturas fisicas como os tricomas
glandulares, cuticula e os estdmatos que juntos fornecem o primeiro ponto de contato
entre 0s microrganismos e capacidade de defesa para o cacaueiro. Diferencas
anatbmicas entre os gendétipos CCN51 e Catongo, foram observadas durante a
quantificacdo da densidade de tricomas glandulares curtos (SGTs) [53]. O filoplano
do gendtipo CCN51 apresenta maior indice de tricomas glandulares em relagéo ao
gendtipo Catongo (Figura 03). A variedade Catongo apresenta nas folhas jovens,
uma média de aproximadamente 700 SGTs/cm?, enquanto a variedade CCN51, uma
média de aproximadamente 1600 SGTs/cm?.

A inoculacdo de suspenséo de basididsporos de M. perniciosa nos genoétipos
CCN51 e Catongo, mostrou que o grupo de plantas que tem somente o solo molhado
(por gotejamento) a taxa de infeccéo pelo fungo e severidade da doenca € menor em
relacéo as plantas irrigadas por aspersao. Este estudo concluiu que no filoplano do
T. cacao, existem componentes hidrossoluveis importantes para a defesa da planta
[53].
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Figura 03. Distribuicao de tricomas glandulares curtos em folhas jovens. A e B, superficie
foliar adaxial e abaxial, respectivamente, da variedade Catongo. C e D, folha de CCN51 com
sua superficie adaxial e abaxial, respectivamente. As setas apontam os tricomas glandulares

curtos (SGTs). Fonte: Almeida et al., 2017.

41 METAGENOMICA

A grande maioria dos microrganismos néo séo cultivaveis em condi¢cbes padréo
de laboratério, e quase todo o conhecimento da vida microbiana até pouco tempo
era baseada em métodos de isolamento e cultivo em laboratérios. Muitas espécies
procariotas e eucariotas ndo podem ser isoladas facilmente de amostras ambientas
ou nao podem ser cultivadas “in vitro” [130]. Estimativas indicam que apenas
1-5% dos microrganismos do ambiente sdo cultivados [131]. A grande variedade
nao cultivada veio ampliar o conhecimento da interagcéo entre o microbioma e seu
hospedeiro. Através de técnicas utilizando a biologia molecular, a metagendédmica
surgiu como uma ferramenta para caracterizar comunidades complexas e descrever
a diversidade biolégica sem a necessidade de isolamento ou cultivo microbiano. O
método da metagendmica implica a extragao de DNA total de uma comunidade para
que todos os genomas sejam sequenciados e classificados [132].

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) possibilitaram a
aplicacdo de duas estratégias em metagendmica: os dependentes de primers e
amplificacdo, como o sequenciamento do gene do RNAr 16S que se compara o
resultado contra um banco de dados, e os independentes de primers, como a técnica
sem selecédo de alvos (shotgun) [133].

Atualmente os novos kits de extracdo de DNA total e as plataformas NGS
permitem a construcdo de bibliotecas com alta cobertura, proporcionando uma
maior representatividade taxonbémica das amostras [134]. As plataformas NGS,
como 454 GS FLX Sequencing (Roche) [135], MiSeq e HiSeq (lllumina) [134], e lon
Torrent (Life Technologies) [136], compreendem equipamentos com capacidade de
sequenciamento da ordem de milhdes ou bilhdes de bases.

Os resultados obtidos pela plataforma Illumina aumenta a profundidade
do sequenciamento por amostras. Esta plataforma produz elevado numero de
sequéncias, porém seus reads eram relativamente curtos e representava limitacdes
para o estudos do microbioma, o que foi resolvido com o surgimento da plataforma
MiSeq com reads pareados de 250 a 300 pb resultando em informagdes taxondmicas
mais precisas e confiaveis [137].

4.1 Amplificacao do gene do RNAr de 16S

O estudo do gene 16S ribossomal (16S RNAr) envolve a maioria dos métodos
moleculares empregados no estudo do microbioma. As caracteristicas do gene 16S
o tornaram um dos marcadores moleculares mais utilizados. Este gene contém uma
regido altamente conservada, as quais permitem o desenho de primers especificos
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para inferir relagdes filogenéticas, ecoldgicas e evolutivas [133].

A andlise filogenética do gene 16S rRNA, também tem sido aplicada para a
determinacao de distribuicdo taxon6mica. Essa atribuicdo requer dados de referéncia
disponiveis em bancos de dados, para classificagcdes ao nivel de género e espécie
[138]. Esta regido codificadora ainda apresenta diversas por¢ao, dentre elas algumas
conservadas e outras hipervariaveis numeradas de 1 a 9 (V1 a V9), sendo para
bactérias a regido V2 ou V3 as mais indicadas para analise de microbioma bacteriano
para distinguir a nivel de género [139]. Assim, essas sequéncias se tornaram também
um padrao na deteccéo e quantificacao de populacdes [140].

As ferramentas de bioinformatica atualmente mais utilizadas para processar
os dados do sequenciamento do RNAr 16S séo o Qiime (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) [141] e o pipeline do Uparse [142]. Através dessas ferramentas,
as sequéncias sao agrupadas em Unidades Taxon6micas Operacionais (OTUs) para
realizacéo das analises filogenéticas e de diversidade. As OTUs séo classificadas
de acordo com os bancos de dados de DNA ribossomal, como os do SILVA [143] e
Greegenes [144].

51 MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DO MICROBIOMA

As plantas de interesse devem ser cultivadas em casa de vegetacao, mantidas
em temperatura ambiente e irrigacdo controlado por gotejamento para evitar a
lavagem das superficies foliares. Conforme a metodologia do projeto de pesquisa, as
plantas devem ser selecionadas aleatoriamente escolhendo as amostras biol6gicas
e as triplicatas experimentais para posterior extracdo do DNA metagenémico.

Asfolhasjovens devem ser coletadas no periodo de 15 a 20 dias apés a formagao
do primérdio foliar. A obtencdo do microbioma total do filoplano € obtido através de
lavagem de folhas com agua de acordo com o método descrito por Shepherd [46], no
qual cada folha devera ser lavada com agitacéo e imersao por 15 segundos em um
béquer contendo 200 ml de agua destilada (autoclavada) mantida sobre refrigeracéo,
em seguida retirar a folha da agua e escorrer até a ultima gota (Figura 05). Este
procedimento evita a perda de agua durante as lavagens subsequentes. As folhas
que apresentarem alguma lesdo no filoplano ndo deverao ser expostas a lavagem,
pois o objetivo € apenas capturar microrganismos do filoplano.
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Figura 04. Lavagem das folhas. Obtengao do lavado foliar.

Foto: Acervo do autor

O microbioma dissolvido no lavado foliar sera capturado através de filtracao
utiizando uma seringa com membrana de celulose de 0,22 um para reter os
microrganismos. Posteriormente, a membrana deverd ser distribuida em tubos
eppendorf, congelados em nitrogénio liquido e liofilizados até a completa eliminacao
da agua. Uma quantidade de 0,5 g de membrana liofilizada devera ser pesada
e na sequéncia realiza a maceracdo até a obtencdo do pd. A extragdo do DNA
metagendmico é utilizando o Kit PowerSoil® DNA Isolation (MoBio Laboratories,
USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. A qualidade do DNA devera ser
observada em gel de agarose a 0,8% (p / v) como também sua concentracédo e
pureza utilizando o Nanodrop (Thermo Scientific, EUA).

6 | PREPARACAO DAS BIBLIOTECAS

6.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificacao de fragmento do gene ribossomal 16S rRNA (Klindworth et
al., 2013) de bactérias devera ser realizada PCR em reagdo com volume final de
25 pL, contendo 2 pyL de DNA, 12,5 pyL de HiFi HotStart ReadyMixPCR Kit (Kapa
Biosystems), 10 uL (5 uL do Fe 5 uL do R) dos oligonucleotideos universais (Tabela
01) em concentracgao final de 10 pM.
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Primer Sequéncia 5’ — 3’ Lty

Amplicon
16SMetaaF TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTA
9 CGGGNGGCWGCAG
550 pb
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGG
16SMetagR

ACTACHVGGGTATCTAATCC

Tabela 01 — Oligonucleotideos universais utilizados na rea¢éo de PCR

Para melhor validagdo utilizando métodos estatisticos, a reacdo devera ser
realizada em triplicata nas seguintes condicdes: desnaturagao inicial do DNA molde
por 3 min a 95 °C, seguida de 25 ciclos compostos de 30 s a 95 °C de desnaturacao,
55 °C para anelamento dos oligonucleotideos, 72 °C de extensao do primer € 5 min
a 72 °C de extensao final. Apés a reacdo de PCR, devera ser realizada uma corrida
de eletroforese em gel de agarose 1% para avaliar a amplificacao.

6.2 Purificacao

Todo o volume das amostras bioldgicas obtidas a partir do PCR devera
ser purificada utilizando o Kit AMPure® XP, composta por esperas e uma placa
magnéticas (Figura 05). As lavagens deverao ser realizadas em duas etapas com
Etanol 80% preparado na hora. Apés a secagem das esferas com os fragmentos
amplificados pela PCR, adicionara 52,5 yL de Tris 10 mM (pH 8,5), incubado a
temperatura ambiente durante 2 minutos e em seguida transferido cuidadosamente
0 sobrenadante para uma nova placa.

Figura 05: Placa magnética. Placa de 96 pocos acoplada a uma placa magnética durante a
purificagcdo dos PCR’s. Fonte: Acervo do Autor.

6.3 Index

indices deveréo ser adicionados nas amostras para diferenciar cada biblioteca
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durante o sequenciamento utilizando o kit “NexTera XT Index”. Uma nova PCR é
realizada com volume final de 50 L, contendo 5 yL da primeira purificacéo (biblioteca),
25 pL de HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems), 5 pyL do “Nextera XT Index 1
Primers (N7XX)”, 5 pyL do “Nextera XT Index 2 Primers (S5XX)” e 10 yL de agua
ultra pura. Os indexs (Index 1 Primers e Index 2 Primers) devem ser previamente
selecionados (Tabela 02) pelo software MiSeq Control v2.6. E recomendamos o uso
de um rack de processamento de PCR (Figura 06), como o dispositivo de fixacao
para auxiliar na combinacao adequada dos Index durante a etapa de preparo das
bibliotecas.

i5 pri'ners’t:aq

-

Figura 06: Rack de organizacédo dos Index. Dispositivo de fixagdo da placa de indice TruSeq.
Fonte: https://international.neb.com.

Seguindo recomendagdes do protocolo da llluina (16S Metagenomic Sequencing
Library Preparation), a PCR deve ser realizada com numero especifico de ciclos
para garantir que as bibliotecas produzam resultados de alta qualidade. A reacao
devera ser realizada nas seguintes condicdes: desnaturacéo inicial do DNA molde
por 3 min a 95 °C, seguida de 8 ciclos compostos de 30 s a 95 °C de desnaturacao,
55 °C para anelamento, 72 °C de extensao do primer e 5 min a 72 °C de extensao
final. Apds a reacao, as bibliotecas deverao ser novamente purificadas (Kit AMPure®
XP) e a verificagdo do comprimento esperado das sequéncias sdao aproximadamente
630 pb, e deverao validadas em gel de agarose 1%.

Biblioteca Index (17) Index (15)

01 TAAGGCGA CTCTCTAT
02 CGTACTAG CTCTCTAT
03 AGGCAGAA CTCTCTAT
04 TCCTGAGC CTCTCTAT
05 GGACTCCT CTCTCTAT
06 TAGGCATG CTCTCTAT

Tabela 02 — Exemplos de selecao dos Index que podem ser sugeridos pelo software MiSeq
Control v2.6
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6.4 Quantificacao e sequenciamento das bibliotecas

As bibliotecas de DNA podem ser quantificadas por um ensaio de RT-gPCR
utilizando o kit “Kapa Library Quantification” para plataformas de sequenciamento
lllumina. As amostras deverdo ser diluidas para 1:1.000.000 em solug¢ao Tris-HCI
+ 0,05% Tween 20 e preparadas para quantificacdo com volume final de 20 pL,
contendo 12 pL de MasterMix, 4 uL da biblioteca diluida e 4 uL de agua ultra pura.
Seis padrdes de concentracdes variadas (20 pM, 2pM, 0,2pM, 0,02pM, 0,002pM e
0,0002pM) também devem ser adicionados para compor a curva de referéncia da
quantificacéo. Na placa de 96 pocos todas as amostras deveréo ser aplicadas em
triplicatas, seguindo-se a seguinte ordem: os padrdes, as bibliotecas diluidas e os
brancos.

Uma curva padrdo de quantificacdo absoluta devera ser construida a partir
dos valores encontrados no RT-qPCR, sendo inseridos os 6 padrdes com seus
valores conhecidos e os valores das bibliotecas. As concentragdes das amostras sao
calculadas através de férmulas gerando uma biblioteca mée em nM. Posteriormente
devera ser criado um “poof’ de 4nM de todas as bibliotecas sendo este também
quantificado pela técnica de RT-qPCR.

Apo0s a segunda quantificacé&o do “poof’ a biblioteca devera ser deixada em uma
concentracéao final de 2nM. Num tubo limpo adicionara 5ul do “poof’, no qual devera
ser desnaturado com 5uL de NaOH 0,2 M e incubando em temperatura ambiente por
10 minutos. Apés incubacao devera ser adicionado ao tubo que contém o pool das
bibliotecas 990 uL da solucao de HT1 (Tampao de hibridacdo) do kit Miseq Reagent
NanoKit lllumina®. O PhiX devera ser diluido para 10pM com o tampao HT1. Com
o volume de 1 mL (10 yL da desnaturagao e 990 yL de HT1), 480 uL deveré&o ser
diluidos em 120 pL de PhiX 10 pM (PhiX Control Kit v3) totalizando um volume
final de 600 pL. Para iniciar o sequenciamento, o “pool’ da biblioteca finalmente
devera ser transferido para o cartucho de reagentes do MiSeq® Reagente Kit V3 no
equipamento MiSeq lllumina® juntamente com a flowcell.

6.5 Calculando a concentracao da biblioteca

Para calcular a concentragdo final da biblioteca um dos resultados provenientes
do software do RT-gPCR sera utilizado nos calculos. Outros valores também séao
utilizados nos calculos, como o tamanho das bandas do controle e das bibliotecas
indicados pelos marcadores nos géis de agarose. Por outro lado, os valores como:
ajuste, concentracao em pM, concentragdo em nM, volume de trabalho (Vt) e volume
de diluicédo (Vd), sao calculados posteriormente (Quadrado 01).
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Abundancia X pb do Controle (gel)
pb da biblioteca (gel)

Ajuste =

Concentragdo em pM = Ajuste X Dilui¢do utilizada

4 x30
Concentracao em nM

Vt (2 nM) =

vd =30 — Vt (2 nM)

Quadrado 01 — llustracdo dos célculos para dilui¢céo final da biblioteca

O ajuste é calculado multiplicando a “Abundancia” pelo tamanho da banda
do controle fornecido pelo marcador no do gel de agarose, depois dividir o valor
encontrado pelo tamanho da banda da biblioteca também fornecido pelo marcador
(Figura 07). A Abundancia (Quantity) € um parametro fornecido ap6s o término da
quantificacéao pelo aparelho de RT-qPCR.

Padrdes Biblilotecas

1000
750
500

250

Figura 07: Gel de agarose — Quantificacédo das bibliotecas. Padroes com aproximadamente
452 pb e as bibliotecas (A,B,C,D e E) com aproximadamente 630 pb.

A diluicao da biblioteca mée é referente as sucessivas diluicbes que sao
realizadas para nao ocasionar “over-cluster” durante o sequenciamento no
equipamento (Tabela 03). Antes de calcular o volume da aliquota que precisara ser
retirada da biblioteca para o sequenciamento, a mesma devera ser convertida de pM
para nM e finalmente diluir para 2 nM. Essa diluicéo final de 2 nM é sugerida se na
ultima quantificacdo as bibliotecas ficaram fora da curva dos padrdes.
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Volume retirado  Biblioteca utilizada Volume de H,O adicionado Diluicéo

1uL Mae 99 uL 1:100

10 pL 1:100 90 pL 1:1.000
5 L 1:1000 95 pL 1:20.000
2 L 1:20.000 98 yL 1:1.000.000

Tabela 03 — Dilui¢cdo da biblioteca antes de realizar o sequenciamento.

7 | CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho foi descrito pela primeira vez uma metodologia para a extracao
de DNA da microbiota do filoplano de Theobroma cacao L. como também o preparo
das bibliotecas. Esta metodologia possibilitou a extragcdo de DNA microbiano com
minimizacdo da contaminacdo de DNA proveniente de estruturas do apoplasto.
A partir do DNA metagendmico extraido foi construida uma biblioteca e descrita
uma metodologia de realizagdo dos calculos para preparo do sequenciamento e
quantificacdo da biblioteca. A metodologia utilizada obteve grande rendimento, o
sequenciamento produziu um total de 27,2 milhdes de reads [145] da regido variavel
V3-V4 do RNAr 16S. Uma biblioteca metagenémica bem montada ajudara a elucidar
a seletividade de microrganismos no filoplano e compreender a interacdo entre o
microbioma e seu hospedeiro.
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