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RESUMO

No interior de tecidos vegetais existem micro-organismos simbioticos que podem interagir e
auxiliar na proteccao das plantas contra patdgenos, como por exemplo, os fungos endofiticos.
Fungos endofiticos residem no tecido vegetal vivo sem provocar sintomas de doenca no
hospedeiro. A diversidade de fungos sugere que eles podem conferir caracteristicas
importantes para o hospedeiro, como por exemplo, promovendo o aumento da imunidade da
planta contra patdgenos. Hevea brasiliensis é a melhor planta para a producdo de latex
natural. O centro de origem do género Hevea € a regido amazonica. Sabe-se que esta espécie é
suscetivel a varias doencas provocadas por fungos e virus, dentre elas, o mal-das-folhas
sulamericano (SALB) e a doenca foliar viral. Essas doengas sdo responsaveis pela reducéo da
producdo de latex pela H. brasiliensis e podem levar & morte da planta. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a comunidade de fungos endofiticos e detectar fitopatdégenos
associados a folhas e alburno de individuos de H. brasiliensis da Floresta Nacional de
Caxiuana (PA) e do Parque Nacional de Anavilhanas (AM). Cinco folhas foram coletadas a
partir de cada um dos nove individuos de plantas das duas Unidades de Conserva¢do. Um
total de 335 isolados de fungos foram purificados, preservados, depositados em colecdo e
identificados, pertencendo a 23 géneros distribuidos em 87 grupos de similaridade (OTUs -
Unidades Taxon6micas Operacionais). As espécies identificadas foram agrupadas e por
analises de ordenacéo foi possivel assinalar espécies comuns e especificas para cada regido de
coleta, indicando que a comunidade de fungos endofiticos em cada local seja diferente. Um
individuo completamente assintomatico para qualquer doenca fangica ou viral (C2) foi
selecionado para o sequenciamento em larga-escala de pequenos RNAs (metatranscritbmica
de sRNA). Ao final do processo, foi possivel mapear e montar contigs pertencentes ao fungo
Pseudocercospora ulei, patégeno do SALB e um virus da familia Tymoviridae,
provavelmente uma nova espécie, nunca descrito infectando seringueiras. Para confirmar a
presenca do virus nas folhas dos individuos, foram desenhados iniciadores com sondas
altamente especificas para a deteccao por amplificacdo quantitativa (QPCR) e digital (ddPCR).
Nos dois métodos utilizados, foi possivel detectar o virus usando diferentes regides do seu
genoma, porém a ddPCR apresentou maior sensibilidade de deteccdo e foi possivel
quantificar de forma absoluta o provavel novo virus. Para a confirmacéo da presenga do fungo
P.ulei, serdo desenhados iniciadores especificos para a deteccdo em ddPCR. Outros

individuos de seringueiras de outras regides da Amazodnia brasileira serdo testadas para a
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deteccdo do virus da familia Tymoviridae. Este trabalho permitiu a deteccdo de dois
fitopatogenos e pode ser Util para o estudo de doencas que acometem H. brasiliensis e para a
melhor compreensdo desses patdgenos quando estdo vivendo endofiticamente no hospedeiro

ainda assintomatico.
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ABSTRACT

Within vegetal tissues there are symbiotic microorganims that can interact and help in the
protection of plants against pathogens, such as endophytic fungi. Endophytic fungi reside in
living plant tissues without causing symptoms of disease in the host. The fungi diversity
suggests that they may confer important characteristics to the host, for example, by increasing
plant’s immunity against pathogens. Hevea brasiliensis is the best plant for natural latex
production. The center of origin of the genus Hevea is the brazilian Amazon region. It is
know that this genus is susceptible to various diseases caused by fungi and viruses, as South
American Leaf Blight (SALB) and viral leaf disease. This illnesses are responsable for the
reduction of latex production by H. brasiliensis and can lead to plant death. The objetive of
this work were characterize the endophytic fungi community and detect phytopathogens
associated with leaves and sapwood of H. brasiliensis in National Forest of Caxiuana (PA)
and Nacional Park of Anavilhanas (AM). Five leaves were collected from nine plant
individuals from the two conservation areas. A total of 335 fungal isolates were purified,
preserved, deposited in collection and identified belonging to 23 genera distributed in 87
similarity groups (Operational Taxonomic Units — OTUS). The species were grouped and by
ordination analysis it was possible to identify common and specific species for each
collection site, indicating that the endophytic fungi community in each location is differet.
One individual completely asymptomatic for any fungal or viral disease (C2) was sellected
for small RNA sequencing (metatranscriptome of SRNA). At the end of the process, it was
possible to set up contigs corresponding to the fungus Pseudocercospora ulei, SALB
pathogen and a virus related to Tymoviridae family, probably a new species, never described
infecting rubber trees. To confirm the presence of virus in the indvidual leaves, primers were
designed with higly specific probes for detection by quantitative (QPCR) and digital (ddPCR)
amplification. In both amplifications, it was possible to detect different parts of its genome,
however ddPCR presented greater detection sensitivity and it was possibly to quantify
absolutely the viral material. To confirm the presence of the fungus P. ulei, will be designed
specific primers for detection in ddPCR. Further rubber tree individuals from other Brazilian
Amazon region will be tested for the Tymoviridae family virus detection. This work allowed
two phytopathogens detection and may be useful for the study of diseases that affect H.
brasiliensis and for better understanding of these pathogens when they are living

endophytically in asymptomatic host.

14



1. INTRODUCAO

1.1 Fungos endofiticos

O reino Fungi representa um dos grupos de organismos com maior diversidade da Terra, e
estimativas sugerem a existéncia de aproximadamente 5.1 milhdes de espécies de fungos, dos
quais somente cerca de 5% ja foram descritos (Blackwell, 2011). Os fungos exercem diversos
papéis ecoldgicos nos ecossistemas. Os saprobios sdo importantes na ciclagem de nutrientes,
atuando especialmente na degradacdo da matéria organica; os parasitas (agentes que vivem
permanentemente as custas dos seus hospedeiros) e patogénicos (parasitos que provocam
enfermidades) sdo capazes de acometer diversos organismos, incluindo protozoarios, algas,
plantas, outros fungos e animais, incluindo humanos; e os mutualistas associam-se com
diversos organismos permitindo a exploracdo de novos habitats e recursos pelos organismos
associados (Lutzoni et al., 2004).

As plantas mantém uma relacdo de simbiose com fungos endofiticos e micorrizicos
(Rodriguez, 2008, Vaz et al., 2014), os quais sdo capazes de exercer vérias funcbGes na
evolucdo, ecologia e diversidade dos vegetais. Enquanto os fungos micorrizicos colonizam as
raizes e a rizosfera, os fungos endofiticos sdo capazes de residir em diversos tecidos vegetais,
como por exemplo, folha, caule, raiz, frutos e flores (Rodriguez, 2008; Smith & Read, 2008).

O termo endofitico foi proposto pela primeira vez por De Bary (1866), referindo-se
aos micro-organismos que colonizam o interior de tecidos vegetais. Em 1991, Carroll utilizou
o termo especificamente para organismos que provocam infeccdo assintomatica na planta
hospedeira (Carroll, 1991). Por sua vez, Petrini (1991) propds que o termo fosse utilizado
para todos 0s organismos capazes de colonizar o interior de tecidos vegetais. A jungdo dos
conceitos resultou na definicdo atual, que sdo aqueles fungos que colonizam o interior de
tecidos vegetais, por pelo menos um periodo do seu ciclo de vida sem provocar nenhuma
sintomatologia a planta hospedeira (Bacon & White, 2000). Pode-se considerar que a relacdo
entre os fungos e as plantas hospedeiras € considerada ubiqua, uma vez que ja foram descritas
tanto em plantas terrestres quanto aquaticas e foi sugerido que a maioria das plantas formam
associacOes simbidticas com fungos endofiticos (Petrini et al., 1986; Stone et al., 2000).

A grande maioria dos fungos endofiticos pertence ao filo Ascomycota e poucos ao filo
Basidiomycota. Os fungos endofiticos infectam as plantas por estruturas de infec¢do, como o
apressorio, ou diretamente pela penetragdo no tecido da planta através das hifas. Esses fungos
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sdo divididos em grupos funcionais ou em quatro classes baseado no tipo de hospedeiro,
colonizagdo, transmissdo e fungdo ecoldgica (Rodriguez et al., 2008).

Vaérios estudos (Arnold et al., 2000; Redman et al., 2001) demonstraram que fungos
endofiticos influenciam na adaptabilidade da planta hospedeira (tolerancia a diferentes
concentracdes de sal, doencas, temperatura, herbivoria e biomassa), auxiliando a planta na
adaptacdo ao ambiente, na resisténcia contra patdgenos, temperatura e demais estresses

ambientais.

1.1.1 Diversidade dos fungos endofiticos

Estudos indicam que a associacdo entre plantas e fungos endofiticos ja existe por mais de
400 milhdes de anos, demonstrando a importancia dos fungos na evolucdo das plantas
hospedeiras (Rodriguez et al., 2008, Rodriguez & Redman, 2008). Rodriguez et al. (2008)
propde uma divisdo em quatro classes dos fungos endofiticos. O primeiro deles é chamado de
Classe I ou Clavicipitaceos (endofiticos-C), os quais sdo encontrados em infeccfes sistémicas
em gramineas e associados a insetos e sdo transmitidos verticalmente através das sementes.
Os endofiticos-C sdo formados por poucas espécies e a maioria pertencente aos géneros
Epichloe e Balansia e seus respectivos anamorfos Neotyphodium e Ephelis da familia
Clavicipitaceae (Hypocreales, Ascomycota). Os fungos dessa classe podem aumentar a
resisténcia da planta hospedeira a herbivoria, a patdgenos e a dessecacédo, além de aumentar a
tolerdncia a metais pesados. A resisténcia a hebivoria é devido a produgdo de metabdlitos
secundarios produzidos pelos fungos, como a ergovalina e a peramina (atividade citotdxica e
inseticida, respectivamente) (Alexopoulos et al.,, 1996; Schulz & Boyle, 2005). Em
contrapartida, os fungos aproveitam da protecao contra fatores abioticos e da competicdo com
fungos epifiticos (fungos que residem na superficie de tecidos vegetais) e se nutrem no espaco
apoplastico ou o espaco intracelular do tecido vegetal (Saikkonen et al., 1998).

A segunda, terceira e quarta classes compreendem fungos nao-clavicipetaceos
(endofiticos-NC), os quais apresentam alta diversidade e podem colonizar folhas, caules e
raizes. Assim como os fungos endofiticos-C, esses fungos sdo beneficiados pela protecéo e
nutricdo do hospedeiro. Em compensacdo, os fungos auxiliam na adaptacdo da planta
hospedeira a0 ambiente (modificacBes e estresses) e resisténcia a patdgenos e herbivoria
(Strobel & Dayse 2003; Linnakoski et al., 2011).
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A classe Il apresenta grande numero de espécies e normalmente uma frequéncia alta em
raizes, caules e folhas de plantas em ambientes com alto estresse e, por isso, sdo capazes de
formar infecgcbes sistémicas na planta hospedeira. A maior parte dos fungos dessa classe
pertencem ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomicotina e algumas espécies do filo
Basiodiomycota, subfilos Agaricomycotina e Pucciniomycotina. Alguns exemplos séo o0s
géneros Fusarium, Colletotrichum e Curvullaria. A transmissdo ocorre tanto horizontal
guanto verticalmente. Nessa classe ha exemplos de fungos que protegem o hospedeiro contra
diferentes fitopatdgenos fungicos, através da producdo de metabdlitos secundarios,
parasitismo e/ou inducdo de infeccéo sisttmica. Schulz et al. (1999) verificou que os fungos
endofiticos Fusarium oxysporum e Cryptosporiopsis sp. produziam compostos fenolicos
(catequina, vanilina, epicatequina, 4-hidroxibenzoato, tetrahidroxiestiloeno entre outros
compostos) em altas concentracdes para inibir o crescimento de patdgenos nos hospedeiros
Larix decidua e Hordeum vulgare. Durante o periodo de senescéncia da planta, diferentes
fungos dessa classe emergem e esporulam, sendo, por isso, considerados também saprébios
(Weber et al., 2004; Rodriguez et al., 2008).

A Classe Il geralmente ocorre em tecidos aéreos e, por isso, a infeccdo é considerada
restrita. Habitualmente esta presente em diferentes hospedeiros, principalmente em folhas de
arvores tropicais, ocorrendo também, de uma maneira geral, em bridfitas, pteridofitas,
gimnospermas e angiospermas tanto em clima tropical, temperado, boreal e no continente da
Antartica (Arnold et al., 2001; Gamboa & Bayman, 2001; Murali et al., 2007; Rodriguez et
al., 2008). Esses fungos pertencem principalmente ao filo Ascomycota nas classes
Sordariomycetes, Dothideomycetes, Pezizomycetes e Leotiomycetes e, em menor nimero, ao
filo Basidiomycota. Alguns exemplos de fungos sdo os géneros Pestalotiopsis, Xylaria e
Phomopsis (Schulz & Boyle, 2005; Rodriguez et al., 2008)

Por tltimo, os fungos da Classe IV sdo fungos miceliais septados e melanizados (“Dark
Septate Endophyte”, DSE) que colonizam raizes e possuem transmissdo horizontal, com baixa
especificidade de hospedeiro e de ambiente e, por isso, sdo ubiquos. Normalmente sdo
ascomicetos e formam estruturas melanizadas (hifas e microesclerocios) nas raizes das plantas
hospedeiras. Alguns exemplos de géneros pertencentes a essa classe sdo Chloridium,
Leptodontidium e Phialocephala. (Alexopoulos et al., 1996; Schulz & Boyle, 2005;
Rodriguez et al., 2008). As principais caracteristicas para classificacdo dos quatro grupos de

fungos endofiticos estdo na Tabela 1.
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Na classificacdo feita por Rodriguez e colaboradores (2008), ndo estdo incluidos os
fungos micorrizicos arbusculares (MA). A associacdo micorrizica constitui o sistema
radicular absortivo de aproximadamente 90% das plantas terrestres (Smith and Read, 2008) e
pode ser classificada em sete tipos (Harley and Smith 1983, Peterson et al., 2004), sendo 0s
fungos MA o tipo mais abundantemente encontrado na natureza. Essa simbiose propicia 0
melhor desenvolvimento do vegetal, devido ao aumento na absor¢do de agua e nutrientes,
principalmente fosforo (P), pelas hifas do fungo MA (Smith and Read, 2008, Gomes, et al.,
2010). Em condicBes ambientais de estresse, como, por exemplo, baixa disponibilidade de
agua e matéria organica, os MA podem aumentar a concentracdo de P nas raizes (Bustamante
et al., 2012; Morton et al., 2004).

Tabela 1. Caracteristicas usadas para classificacdo entre as classes de fungos endofiticos.
(Adaptado de Rodriguez et al., 2008).

Clavicipitaceae N&o -Clavicipitaceae
Critérios Classe | Classe Il Classe 111 Classe IV
Hospedeiro Estrito Amplo Amplo Amplo
Tecidos Rizoma e tecidos Tecidos aéreos, raize  Tecidos aéreos Raiz
colonizados aereos rizoma
Colonizacéo Extensa Extensa Limitada Extensa
na planta
Biodiversidade Baixa Baixa Alta Desconhecida
na planta
Transmissao Vertical/ Horizontal Vertical/ Horizontal Horizontal Horizontal
Beneficios a NHA NHA/HA NHA NHA

adaptabilidade

da planta*

* Nédo adaptado ao habitat (NHA): Beneficios relacionados ao crescimento da planta independente do seu
ambiente. Adaptado ao habitat (HA): Beneficios resultantes da pressdo ambiental do local, como pH,
temperatura e salinidade.

Muitos fungos apresentam caracteristicas morfologicas similares e complexas,
dificultando a sua identificacdo pela taxonomia classica. Uma alternativa para a identificacdo
correta pode ser através da amplificacdo e sequenciamento da regido dos espacadores internos
transcritos 1TS1 e ITS2 e do gene 5.8S do RNA ribossomal nuclear (rRNA) (Figura 1),
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considerada como o cddigo de barras primario de fungos (Schoch et al., 2012). Esta regido
compreende cerca de 600 pares de bases e foi escolhida por ser de facil obtencéo
(simplicidade), ser altamente conservada (universalidade) e por apresentar variabilidade
intergendmica (Freire, 2008). Além disso, os bancos de dados apresentam uma elevada

quantidade de dados referentes a essas sequéncias (Schoch et al., 2012).

Subunidade Menor Subunidade Maior
5.85
(185) ITS1 ITS2 (285)

Figura 1. Representacao esquematica da unidade de repeticdo do rDNA dos eucariontes.

1.1.2 Estudos de ecologia dos Fungos Endofiticos

O reino Fungi apresenta mais de 100.000 mil espécies, sendo estimada a presenca de
aproximadamente 5,1 milhdes de espécies (Armold et al., 2000; Blackwell, 2011). Apesar da
sua importancia na industria, na agricultura e na medicina, pouco ainda se sabe a respeito da
diversidade fangica e, principalmente, sobre a sua dindmica de comunidade. Fungos
endofiticos foram descritos em todas as plantas ja estudadas em todo o mundo e, por isso, sao
considerados ubiquos (Armold et al., 2000). Os estudos iniciais sobre fungos endofiticos eram
concentrados apenas na sua taxonomia. Com o passar do tempo, os estudos comegaram a
focar em aspectos ecoldgicos dos fungos endofiticos e sua presenca no hospedeiro (Petrini,
1992; Fisher et al., 1993; Saikkonen et al., 1998; Sieber, 2007).

Durante a evolucdo das plantas, as associacdes feitas com fungos promoveram adaptacées
no hospedeiro relacionadas a capacidade de defesa contra patdgenos e herbivoria, aumento do
crescimento vegetal e resisténcia a fatores ambientais (Clay & Schardl, 2002). A comunidade
de fungos endofiticos geralmente apresenta especificidade de hospedeiro a nivel de espécie.
Este fato pode ser devido ao ambiente que o hospedeiro esta exposto, logo, o0 hospedeiro sera
infectado apenas com os fungos presentes naquela regido e que terdo acesso ao hospedeiro
(Petrini, 1992; Deng & Cao, 2016). Os fungos podem apresentar especificidade de infeccéo
por determinado tecido, sugerindo sua adaptagdo as condigdes fisiologicas do hospedeiro.

Geralmente apenas um ou dois tdxons sdo considerados dominantes em um determinado
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hospedeiro e sdo considerados aqueles mais adaptados a vida endofitica. Também héa varios
taxons de fungos endofiticos que sdo capazes de infectar diferentes espécies de hospedeiros
por exemplo os géneros, Phomopsis, Phoma e Colletotrichum, e por isso sdo considerados
géneros generalistas. (Petrini, 1992; Aly et al., 2011; Deng & Cao, 2016).

Hospedeiros da mesma espécie que estdo localizados préximos uns dos outros possuem
perfil similar de espécies fungicas, mas podem apresentar diferengcas na abundancia e na
distribuicdo quando comparados com espécies de plantas jovens e adultas. Petrini & Carroll
(1981) sugeriram que ha uma correlacao entre riqueza de espécies e frequéncia de colonizacédo
de acordo com o estagio de desenvolvimento da planta (jovem ou adulta). Geralmente,
plantulas apresentam um namero de fungos endofiticos menor do que plantas adultas.

A estrutura e estabelecimento da comunidade no interior do hospedeiro pode ser
influenciada por fatores bioticos e abio6ticos, como temperatura, umidade, radicdo solar e
pluviosidade também podem interferir na comunidade fungica, assim como ha indicios que
acles antropogénicas também sdo capazes de influenciar na diversidade e na riqueza de
fungos endofiticos, por exemplo, poluentes do ar, plantacfes e inseticidas. Isso ocorre devido
a colonizacdo estar diretamente relacionada com as condicdes ecoldgicas. Se estas Ultimas
estiverem desfavoraveis (escassez de nutrientes, temperaturas extremas, presenca de
patdgenos, seca, etc.), a diversidade de fungos endofiticos na planta hospedeira serd& menor
(Petrini et al., 1992; Sieber, 2007; Deng & Cao, 2016).

Muitos autores sugerem que fungos endofiticos sdo muito diversos em florestas tropicais
(Arnold, 2007). Arnold & Lutzoni (2007) demonstraram a incidéncia de fungos endofiticos do
artico até os tropicos e observaram que quanto menor a latitude, maior era a diversidade de
fungos endofiticos em folhas. Além disso, foi possivel constatar que 71,2% das espécies eram
Unicas para cada regido analisada. Gazis & Chaverri (2010), demonstraram que os fungos
endofiticos sdo mais comuns nas folhas, e isso se deve a transmissdo horizontal na planta
analisada (H. brasiliensis). Folhas sdo consideradas uma das comunidades fingicas mais
complexas de ecossistemas terrestres, pois nelas estdo presentes espécies saprobias, patdgenas
e endofiticas, e essas espécies podem interagir com outros organismos que também estdo

presentes no interior ou na superficie (Unterseher et al., 2013).

1.1.3 Interacéo ecoldgica entre fungos endofiticos e plantas

As interacOes entre plantas e fungos sdo diversas. Embora a associagao seja assintomatica e,
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por isso, muitas vezes classificada como comensal ou mutualistica, varios fungos também
podem ser saprdbios e/ou patdgenos oportunistas (Strobel & Daisy, 2003). Os fungos podem
ser simbiontes mutualistas, uma vez que o fungo néo ativa as defesas do hospedeiro e mantém
a infeccéo localizada e controlada pela planta, assim ndo ha sintomatologia de infeccdo. Se os
mecanismos de defesa da planta estiver em equilibrio com a demanda de nutrientes do fungo
e os seus fatores de patogenicidade, a associacdo continua equilibrada. Porém, fatores
ambientais podem desestabilizar esse balango. Primeiro, quando os mecanismos de defesa da
planta conseguem neutralizar os fatores de patogenicidade do fungo e, consequentemente, o
fungo ird sucumbir. A segunda, quando a planta for afetada pelos fatores de patogenicidade
dos fungos e, entdo, o fungo se tornarad patdgeno daquela planta. Além disso, muitos fungos
endofiticos podem ser patogenos latentes de plantas e, provavelmente, sdo influenciados por
fatores ambientais para iniciarem a expressar os seus fatores de patogenicidade (Rodriguez et
al., 2008; Kusari et al., 2012). Da mesma forma, fungos endofiticos podem ser saprdbios
latentes e quando a planta entrar em senescencia, o funso sera um dos primeiros colonizadores
(Schulz & Boyle, 2005). Outros fatores também podem influenciar o equilibrio entre o fungo
e 0 hospedeiro, como mudancas fisioldgicas e genéticas do hospedeiro e a adaptabilidade de
ambos o0s organismos (Saikkonen et al., 1998). Muitos fungos endofiticos podem ser
considerados como fitopatdégenos, como também, certos endéfitos que ndo causam doengas
em um hospedeiro podem ser patogénicos para outros hospedeiros (Araujo et al., 2008).
Ainda que os fungos sejam classificados como endofiticos, epifiticos e fitopatdgenos
(provocam doencas em plantas), ndo ha um limite claro entre os grupos, e por isso devem ser
levados em consideracdo fatores bidticos e abioticos e a interacdo dos fungos com outros
micro-organimos (Saikkonen et al., 1998; Azevedo, 1999).

Os beneficios e o papeis ecologicos dos fungos endofiticos ainda ndo sdo muito bem
compreendidos, mas estudos sugerem que eles podem ser patdgenos latentes, saprdbios
latentes ou mutualistas que protegem a planta contra doencas e herbivoros (Carroll, 1988;
Hyde et al., 2009). Fungos saprdbios que colonizarem a planta ainda viva, poderdo colonizar
o tecido assim que a planta entrar no periodo de senescéncia, ganhando vantagem de acesso a
nutrientes e agucares sobre outros saprobios que também irdo colonizar o tecido durante esse
periodo (Porras-Alfaro & Bayman, 2011).

Muitos fungos endofiticos auxiliam a planta hospedeira contra a herbivoria. Esses

fungos produzem substancias que agem como repelentes natural de insetos. Exemplos de
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fungos endofiticos sdo Acremonium lolii, Phomopsis oblonga, Muscodor vitigenus e
Cladosporium shaerosperum. Paralelamente, o fungo Beauveria bassiana é bastante usado no
controle biologico de pragas no setor agroindustrial e também pode ser detectado como
endofitico (Azevedo et al., 2000; Araujo et al., 2008).

Por outro lado, uma planta pode ser colonizada por mais de uma espécie fangica ou
por outros micro-organismos, como bactérias e virus. Esses organismos residem no tecido
vegetal e interagem continuamente com a planta hospedeira e, por isso, € possivel que a
planta interfira nos processos metabdlicos dos micro-organismos e vice-versa. A interacdo
entre os organismos endofiticos pode promover a produgdo de metabdlitos secundarios e esse
contato pode ocorrer através de moléculas sinalizadoras, logo, um fungo pode sinalizar
guimicamente para outro fungo ou bactéria produzir um metabdlito especifico (Kusari et al.,
2012). Schroeckh e colaboradores (2009), mostraram que a interacdo entre o fungo
Aspergillus nidulans e uma Actinobacteria promove a ativacdo de genes do metabolismo
secundario do fungo que, em condi¢Bes normais (temperatura ambiente em local imido), ndo
sdo expressos. Marquez e colaboradores (2007) observaram a existéncia de relacdo simbiotica
entre o virus Curvularia thermal tolerance virus, o fungo endofitico ascomiceto Curvularia
protuberata e a planta Dichanthelium lanuginosum. A associagdo entre esses trés distintos
organismos permite que a planta sobreviva em regides de elevadas temperaturas.

Diversos trabalhos tem demonstrado o potencial biotecnoldgico dos fungos endofiticos
como promotores do crescimento vegetal e como produtores de moléculas de interesse (Gazis
& Chaverri, 2010). Por exemplo, a planta Taxus brevifolia era usada em tratamentos de
neoplasia por conter a substancia taxol, um agente anti-tumor. Foi verificado que todas as
espécies de Taxus possuiam a substancia, mas em baixa quantidade. Para realizacdo do
tratamento, varios pedacos de madeira da planta eram retirados para a extracdo do taxol. Até
que foram testados fungos endofiticos isolados da planta T. brevifolia para producdo da
substancia e foi verificado que o fungo endofitico Taxomyces andreanae, encontrado na
planta Taxus brevifolia, € responsavel pela producéo de taxol na planta hospedeira (Stierle et
al., 1993).

Os fungos endofiticos podem ser antagonistas naturais de fitopatégenos, auxiliando na
protecdo da planta contra uma possivel infeccdo. Em 2011, Rocha e colaboradores isolaram
435 fungos endofiticos de folhas de Hevea brasiliensis e testaram 88 desses isolados contra o

fungo fitopatégeno Pseudocercospora ulei. Um total de 15 desses isolados pertencentes aos
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géneros Fusarium, Phomopsis, Glomerella, Myrothecium, Microsphaeropsis e Pestalotiopsis
apresentaram atividade antagbnica ao fitopatdgeno, inibindo a germinacdo de conidios
(esporos assexuais) de 80 a 100% de P. ulei.

Chaverri & Gazis (2011) mostraram que fungos endofiticos podem ser utilizados como
uma alternativa para conter as infeccdes causadas por fungos fitopatogénicos. Medidas de
protecdo quimica como o benomil (0,5 g/L) e o carbendazim (0,9 g/L) ainda ndo foram
suficientes para a producdo de um clone resistente ou para o controle de doencas provocadas
por fungos (Lieberei, 2007). Portanto, estudos sobre a diversidade de fungos endofiticos
associados a Hevea podem levar a descoberta de novas espécies flngicas Uteis para o
desenvolvimento de estratégias de controle do P. ulei e de outros fitopatdgenos. Apesar dos
estudos ja descritos sobre as funcdes ecoldgicas dos fungos endofiticos e sua importancia para
a planta hospedeira, poucos sdo os estudos sobre a influéncia dos mesmos na biologia da
planta e como a dindmica da comunidade flngica e de outros organimos endofiticos

interferem no metabolismo da planta (Rodriguez et al., 2008).

1.2 Seringueira (Hevea brasiliensis): Aspectos botanicos e econémicos,
distribuicdo e histdrico

O género Hevea é popularmente conhecido como seringueira, planta pertencente a familia
Euphorbiaceae, uma dicotiledénea monoica (possui flores femininas e masculinas no mesmo
individuo) com folhas compostas e repartidas em trés foliolos e fruto com geralmente trés
sementes (Figura 2). Essas plantas sdo lenhosas, arbdreas, de porte grande, podendo atingir
até 50 metros de altura sob condicdes favoraveis (Gasparotto et al., 1997). A producdo de
sementes inicia-se aos quatro anos e aos sete se inicia a producdo de latex (Gasparotto et al.,
1997).
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Figura 2. Caracteristicas da seringueira (Hevea sp.). A: Extracdo de latex; B: Sementes; C:
Fruto; D: Folha composta.

O centro de origem do género Hevea é a regido amazonica brasileira no qual estdo
presentes 10 das 11 espécies conhecidas. A area de ocorréncia do género estende-se para
Bolivia, Colémbia, Peru, Venezuela, Equador, Suriname e Guiana (Franscisco et al., 2004).

A melhor espécie para a producdo de latex é a Hevea brasiliensis (Chaverri & Gazis,
2010), uma vez que apresenta maior capacidade produtiva, maior variabilidade genética e o
latex produzido apresenta elasticidade, resisténcia ao impacto, dispersdo de calor e
maleabilidade em temperaturas altas (Aoki et al., 2014; Raulf, 2014), sendo, por isso, a
espécie mais utilizada no mundo. O principal produto derivado do latex € a borracha natural,
obtida a partir de particulas contidas no latex (Raulf, 2014; Instituto Agrondmico, 2015). As
propriedades apresentadas pelo latex natural extraido de H. brasiliensis, em varios casos, ndo
pode ser substituida pelo latex produzido pelo petréleo (latex sintético), ja que os compostos
sintéticos utilizados atualmente ndo apresentam as caracteristicas necessarias para aplicaces
de alto desempenho como, por exemplo, para a producdo de luvas cirurgicas e pneus
(Cornish, 2001).

No ano de 1841, comecgaram a ser exploradas no Brasil as planta¢cGes de seringueiras,
também chamadas de seringais, uma vez que a borracha era um dos produtos da economia
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nacional. No ano de 1876, o britdnico Henry Alexander Wickham, contratado pela coroa
inglesa, contrabandeou 70 mil sementes de H. Brasiliensis, sendo considerado um dos casos
mais famosos de biopirataria do mundo. No ano de 1895 as sementes contrabandeadas foram
plantadas na Malésia (Haag, 2009). Até o ano de 1910, a borracha era o segundo produto mais
exportado do pais, porém, em 1913, surge a doenca denominada mal-das-folhas sulamericana
(SALB), provocada pelo fungo Pseudocercospora ulei (Chaverri & Gazis, 2011; Montello et
al., 2014). A SALB provoca desfolhamento excessivo a partir da deposicdo de esporos na
face inferior dos foliolos. Surgem entdo pequenas manchas necroticas que, com o passar do
tempo, recobrem quase todo o foliolo, causando necrose e queda das folhas (Kimati et al.,
1997).

O primeiro pais a ser atingido pela doenca das seringueiras foi a Guiana onde ocorreu 0
abandono das plantagdes. A doenca se expandiu para outros paises, como o0 Suriname, em que
ocorreu a troca das culturas de seringueira por café e cacau, e no Panam4, onde ficava situada
a companhia de pneus GoodYear. No Brasil, o fungo responsavel pela SALB destruiu cerca
de 25% das plantacGes da companhia Ford, na cidade de Fordlandia, no estado do Pard. Na
tentativa de minimizar os problemas com a plantacdo e reducéo de custos, entre 1934 e 1942,
foram plantados clones asiaticos parcialmente resistentes ao P. ulei de H. brasiliensis em mais
de 6.000 ha no Para. Em 1943, uma nova epidemia da doenca iniciou e muitos dos novos
clones foram perdidos. Por isso, a empresa Ford desistiu das plantacbes e transferiu a
responsabilidade para o Governo brasileiro, que, nos anos posteriores, promoveu programas
de incentivo de plantagbes de seringais na regido amazdnica (Gasparotto et al., 1997).
Entretanto, a falta de pessoal especializado e de clones parcialmente resistentes resultou no
abandono da maior parte dos seringais. Um resumo do impacto da SALB na América esta
representado na Tabela 2. Esta é a doenca mais prejudicial a seringueira e ocorre apenas no
continente americano. Pela severidade da doenca e ameaca econdmica que proporciona, 0S
Estados Unidos incluiram a SALB na lista de armas bioldgicas (Gasparotto et al., 1997;
Lieberei, 2007).

A regido amazobnica apresenta condi¢Ges favoraveis para o desenvolvimento da
heveicultura, mas a epidemia de infecc¢éo por P. ulei tem promovido o cultivo de seringueiras
em areas adaptadas. Atualmente, os continentes Asiatico e Africano sdo responsaveis pela
maior parte da produgéo de latex no mundo (Silva, 2007). No Brasil, o cultivo de seringueira

vem crescendo porém em regides adaptadas, no centro-oeste (Mato Grosso), nordeste (Bahia),

25



sudeste (S&o Paulo e Espirito Santo) e sul (Parana) (Figura 3) (Santos, 2010). Em 2012, a

producdo global de borracha natural foi de 11.327 toneladas (t) e o consumo de 11.005 t

(Figura 4) (Instituto Agrondmico, 2015).

Tabela 2. Impacto do mal-das-folhas sulamericana nos paises da América Central e
América do Sul até o ano de 2006 (Adaptado de Lieberei, 2007).

Pais Ano Historico
1911 40.000 arvores plantadas
Suriname
1918 Plantacdo destruida pela primeira epidemia
de P.ulei.
1927 Fordlandia: 3.200 ha com 200.000 arvores
1933 Plantacdo destruida pelo P.ulei.
Brasil 1936 Belterra: 6.478 ha
1943 Plantacdo destruida pelo P.ulei.
1935 Plantacdo criada pela companhia da
Goodyear.
Panama
1941 Plantacdo destruida pelo P.ulei.
Colémbia 1941 Epidemia de P. ulei.
Costa - Rica 1942 Epidemia de P. ulei.
1967 Inicio do programa de desenvolvimento da
heveicultura.
1972 - 1975 1° fase do programa de desenvolvimento.
Brasil
1978 - 1982 2° fase do programa de desenvolvimento.
1984 - 1994 3¢ fase do programa de desenvolvimento.
1986 Programa interrompido: 100.000 ha dos
150.000 estavam destruidos.
Brasil 2002 Encontro cientifico sobre novos esforgos para
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combater o P. ulei.

Brasil 2005 Definido que plantacGes apenas em areas ndo
afetadas pelo P. ulei.

Colémbia 2006 Programa de selecdo de linhagens. resistentes
ao P. ulei.

Outras doencas também sdo de ocorréncia comum na heveicultura. A antracnose,
provocada pelo fungo Colletotrichum gloesporioides, geralmente ocorre em plantas com
estresse nutricional. Nesta doenca, o crescimento fangico na casca forma lesGes durante o
processo de regeneracdo da sangria para a extracdo de latex natural pela planta. A doenca
mancha aureolada, provocada pelo fungo Rhizoctonia solani, comumente ocorre na regido
amazonica e gera problemas econémicos assim como a SALB. O oidio (provocado pelo fungo
Oidium heveae) ocorre nos estados de Séo Paulo e Espirito Santo, e ocasiona o desfolhamento
excessivo da planta. O virus do género Carlavirus clone F 45 12 pertencente a familia
Flexviridae, ja foi descrito nos estados de Sdo Paulo e Amazonas e a patologia ficou
conhecida como doenca foliar de origem viral (Kimati et al., 1997)

Mesmo apresentando grande importancia econémica, poucos sdo os estudos de deteccdo
de fitopatdgenos em sergingueiras. Novas metodologias, como o sequenciamento de nova
geracdo pode auxiliar a deteccdo de patdgenos novos e ja descritos, assim como na

compreensdo da microbiota do hospedeiro (Carvalho et al., 2010).
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Figura 3. Evolucéo da producao de borracha por microrregido (1990 - 2014). (Somain &
Droulers, 2016).
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Figura 4. Producédo e consumo mundial de borracha no ano de 2012. (Instituto Agronémico,
2015).

1.3. Estudos de metagenoma

Os micro-organismos foram visualizados pela primeira vez por Anton van Leeuwenhoek e
Robert Hooke ap6s a invencdo do microscépio entre os anos 1632-1723, o qual permitiu a
visualizacdo das formas fisicas de diferentes micro-organismos. Porém, apenas no final do
século XIX os pesquisadores comecaram a correlacionar doenca com a presenca dos micro-
organimos (teoria microbiana das doencas) e, a partir de entdo, comecaram a desenvolver
métodos de isolamento e cultivo em laboratério. Ao microscopio era feita a visualizacdo das
formas fisicas e os diferentes tipos de cultivo com meios de cultura para classificacdo dos
micro-organismos (Keller & Zengler, 2004; Handelsman, 2004).

Todas as técnicas descritas anteriormente ainda sdo muito utilizadas para a identificacao
de micro-organismos, no entanto, essas técnicas possuem algumas limitagdes que dificultam a
identificacdo de novos micro-organismos. Muitos micro-organismos possuem morfologia
semelhante, o que dificulta a sua identificacdo através da microscopia, e outros muitos nao
s8o capazes de crescer sem 0s nutrientes encontrados no seu ambiente natural (Woo et al.,

2008). Estimativas sugerem que aproximadamente 1% dos microrganismos sdo capazes de
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crescer nos meios de cultura utilizados (Hugenholtz et al., 1998; Hyde & Soytong, 2008). E,
por isso, um pequeno numero de organismos ja foram estudados.

O advento de técnicas independentes de cultivo, como, por exemplo, a metagenémica,
permitiu um melhor entendimento da diversidade taxonémica e funcional das comunidades
microbianas cultivaveis e ndo-cultivaveis (National Research Council, 2007). O metagenoma
é o estudo dos genomas de todos 0s organismos presentes em uma amostra composta
(National Research Council, 2007). Embora o método de sequenciamento tradicional (Sanger)
seja consideravelmente robusto para a construcdo de bibliotecas de referéncia de codigos de
barras de DNA, ele ndo permite 0 acesso a maior parte da diversidade presente em amostras
ambientais. As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (Next Generation
Sequencing) permitiram a geracdo de muito mais informacdo que a tecnologia tradicional de
Sanger, com grande economia de tempo e custo por base de sequenciamento (Carvalho et al.,
2010). As tecnologias de NGS realizam o sequenciamento em larga-escala de DNA em
plataformas capazes de gerar informacdo sobre milhGes de pares de bases em um Unico
sequenciamento.

A maioria dos estudos de metagenémica sao feitos usando as regides 16S do rRNA
(no caso de bactérias) ou ITS do rRNA (no caso de fungos). Também ha os estudos feitos sem
o uso de amplificacdo de regibes prévias, sendo denominados metagenémica de abordagem
shotgun, em que ocorre 0 sequenciamento do genoma de todos 0S organismos presentes
naquela amostra ambiental (National Research Council, 2007). O sequenciamento em larga-
escala do tipo shotgun pode ser feito a partir tanto do DNA quanto do RNA. Para selecionar o
melhor método, deve-se levar em consideracdo o tipo de amostra e o objetivo do estudo.
Recentemente, foi demonstrado o uso de sequéncias de pequenos RNAS, 0s quais séo
produtos da resposta imune inata do hospedeiro, para a deteccdo de micro-organismos
infectando hospedeiros (Aguiar et al., 2015). Alguns estudos de NGS para a detec¢do de virus
empregaram a metodologia de sequenciamento de RNA de baixo peso molecular a partir do
RNA total (Aguiar et al., 2015; Waldron et al., 2015).

1.3.1 Sequenciamento de pequenos RNAs

A via de RNA de interferéncia (RNAI) é um mecanismo conservado em eucariotos, no
qual pequenos RNAs séo responsaveis pela regulacdo génica em nivel transcricional e pos-

transcricional (Lee et al., 2010; Hannon, 2002; Nicolas & Ruiz-Vaazquez, 2013). Foi descrito
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pela primeira vez em Caenorhabditis elegans, em um mecanismo mediado por RNA fita
dupla. Mais tarde, esse mecanismo foi descrito em animais, protozoarios, plantas e fungos
(Nakayashiki et al., 2006; Nicolds & Ruiz-Vaazquez, 2013). Durante a evolucdo dos
organismos eucariotos a via de RNAI passou por varias adaptacfes, culminando com o
surgimento de novos mecanismos e fungdes (Hannon, 2002).

Estudos genéticos e bioquimicos identificaram o0s principais componentes da
maquinaria da via de RNAI, destacando-se as proteinas Dicer (DCR) e Argonauta (Ago). A
proteina DCR é da familia das RNases I11, cuja funcédo € processar longos RNAs fita dupla em
pequenas sequéncias de tamanho entre 21 a 26 nucleotideos. As proteinas Ago sdo essénciais
em complexos efetores multi-subunitarios e contém dois dominios conservados, 0 motivo
PAZ (responsavel pela ligacdo com acidos nucléicos, e tem preferéncia por DNA e RNA fita
simples) e o dominio Piwi (responsavel por se ligar na enzima DCR e hidrolisar dsRNA)
(Decker et al., 2015). Nos nematddeos, plantas e fungos, a RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp) também participa da via de RNAI, e pode estar envolvida com a conversdo do
RNA aberrante (aRNA — RNA transcrito de um gene ndo pareado na célula hospedeira) em
dsRNA (Elbashir et al., 2001; Nakayashiki et al., 2006; Nolan et al., 2008; Dang et al., 2011).

Os pequenos RNAs (sRNAs) séo sequéncias curtas de RNA de tamanho geralmente
entre 20-30 nt associadas com proteinas Ago geradas pela via de RNAI no sistema imune do
préprio hospedeiro. Esses pequenos RNAs podem ser classificados em trés classes principais
(microRNAs — miRNAs; piwi-interacting RNAs — piRNAs e pequenos RNAs de interferéncia
— siRNAs) de acordo com a sua biogénese, modo de regulacdo e as vias bioldgicas reguladas
(Hannon, 2002; Agrawal et al., 2003; Bonnet et al., 2006; Chapman & Carrington, 2007;
Ghildiyal & Zamore, 2009; Chen, 2009; Holoch & Moazed, 2015; Aguiar et al., 2016). Cada
classe possui uma distribuicdo de tamanho e preferéncia de nucleotideos diferentes. Além
disso, essas classes sdo relacionadas e cooperam para a regulacdo de genes e protecdo do
genoma contra modificacdes externas (Ghildiyal & Zamore, 2009). As classes de siRNA e
miRNA ja foram descritos em todas as familias de eucariotos, mas a classe de piRNA foi
descrita apenas no reino animal (Dang, et al., 2011).

A via de siRNA (Figura 5) constitui um mecanismo conservado, encontrado na
maioria dos eucariotos, sendo importante na resposta antiviral de virus fita simples ou dupla
de RNA ou DNA e na expressdo de genes. A via de siRNA ¢ disparada por sequéncias longas

de dsRNA, essas sequéncias sdo clivadas pela enzima DCR 2 em fragmentos menores,
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chamados de siRNA fita dupla. Apos a fragmentacédo, os siRNA fita dupla ligam-se a Ago 2
para formar o complexo RISC (RNA- induced silencing complex), a argonauta no RISC
seleciona uma das fitas para sintetizar a fita complementar. A fita selecionada pela Ago 2 e
que direciona o silenciamento € chamada de guia (guide), enquanto que a outra fita
denominada passageiro (passenger) € destruida. Os fragmentos gerados normalmente tem o
tamanho de 21 nt (Hutvagner & Zamore, 2002; Bonnet et al., 2006; Ghildiyal & Zamore,
2009; Wilson & Doudna, 2013; Aguiar et al., 2016). Essas caracteristicas sao importantes
para o reconhecimento de siRNAs na via de RNAI (Hutvagner & Zamore, 2002).

Os miRNAs (Figura 5) séo conservados na maior parte dos organismos e derivam de
transcritos denominados pré-miRNAs, que sdo transcritos pela Polimerase Il no ndcleo
celular. Primeiramente, os prée-miRNAs sdo processados pela enzima Drosha (ribonuclease da
classe Il que se liga e cliva especificamente RNA) no nucleo em um pré-miRNA longo, cujo
tamanho varia entre 60-70 nt. O novo pré-miRNA formado apresenta uma estrutura de
grampo (hairpin). Com auxilio da proteina Exportina-5, o pré-miRNA na forma de hairpin é
transportado do nucleo para o citoplasma, onde sera reconhecido e clivado pela enzima DCR
1. O produto gerado apos a clivagem é acoplado a Ago (1-4) para formar o complexo
miRISC, que tem como alvo regides complementares da extremidade 3’ dos RNAs
mensageiros (mRNA) celulares. A extremidade 3’ dos miRNA formam uma regido
denominada seed (oito nt pareados ao mRNA) que reprime a traducdo e a degradacdo direta
dos alvos do mRNA. A via do miRNAs é importante na regulacdo da traducdo e estabilidade
dos mRNAs. O tamanho dos miRNAs normalmente € de 22 nt. Plantas possuem miRNAs
extremamente complementares a0 mMRNASs e por isso, a degradacdo do alvo € feita de uma
forma mais eficiente (Hutvagner & Zamore, 2002; He & Hannon, 2004; Bonnet et al., 2006;
Chen 2009; Ghildiyal & Zamore, 2009; Wilson & Doudna, 2013; Aguiar et al., 2016).

A classe de SRNAs mais nova descrita é a via de piRNAs (Figura 5), que possui esse
nome por se ligar a proteina Piwi, pertencente a familia das Ago. Geralmente, os piRNAs tem
tamanho entre 24-29 nt e sdo importantes na estabilidade e divisdo da linhagem celular
germinativa, na repressdo de elementos moveis, no silenciamento transcricional, na
degradacdo de RNA e na resposta antiviral. A principal diferenga dessa via em comparac¢ao
com o siRNA e 0 miRNA ¢ que néo precisam da DCR para reconhecimento e clivagem, e por
iss0, é considerada independente do funcionamento da DCR. Os piRNAs séo derivados de

sequéncias de RNA fita simples longos. Essa sequéncia é processada pela endonuclease
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Zucchini, que gera os piRNAs primarios. Subsequentemente, os piRNAs primarios se ligam
as proteinas da familia piwi Aubergina e Ago 3 formando o complexo piRISC. Os dez
primeiros nucleotideos da fita anti-senso do piRNA sdo complementares a fita senso
encontrada ligada a Ago 3, em razdo dessa complementariedade entre as fitas, ocorre o ciclo
de amplificacdo denominado ping-pong, que aumenta o nimero de sequéncias detectada, e
pode ser usada para silenciar a fita ligada a Ago (Hutvagner & Zamore, 2002; Bonnet et al.,
2006; Chen 2009; Ghildiyal & Zamore, 2009; Wilson & Doudna, 2013; Aguiar et al., 2016).

(i) siRNA pathway (i) miRNA pathway (iii) piRNA pathway
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Figura 5. As principais vias de pequenos RNAs gerados pelo sistema imune do hospedeiro.(i)
via do SiRNA,; (ii) via do miRNA; (iii) via do piRNA. (Ghildiyal & Zamore, 2009).

Uma vez que as trés classes de pequenos RNAs apresentam diferentes funcdes na
resposta imune do hospedeiro, o sequenciamento em larga-escala de pequenos RNAs pode ser
usado na deteccdo de infeccBes por diferentes patdgenos e na compreensdo dos processos
fisiolbégicos do hospedeiro no momento do processamento da amostra. A partir do
sequenciamento, pode-se verificar o perfil de distribuicdo de tamanho, a identidade, a

estrutura, origem genémica e a densidade dos SRNAs na amostra analisada, sendo utilizados
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como reporteres para a identificagdo dos virus e outros organismos na amostra (Ghildiyal &
Zamore, 2009; Kreuze, 2014; Aguiar et al., 2015). Este sequenciamento tem sido utilizado
principalmente para deteccdo de sequéncias virais, uma vez que a metodologia de montagem
dos pequenos RNAs gerados no sequenciamento enriquecem 0 numero de sequéncias virais
provenientes da resposta imune do hospedeiro pela via de RNAI, e o perfil de SRNAs (20-30
nt) é usado para confirmar a infecgdo, ja que os SRNAs sdo gerados pelo sistema imune do
hospedeiro (Ozsolak & Milos, 2010).

Em plantas, as vias de RNAi desempenham um papel predominante na resposta a
patdgenos (principalmente virus). Essa metodologia j& foi usada inimeras vezes para detec¢do
de fitopatdgenos virais (Kreuse, 2014) como demonstrado no trabalho de Bi e colaboradores
(2012) em que detectaram na planta Arctium tomentosum contigs com similaridade aos virus
Alstroema virus X (RNA fita simples polaridade positiva) e Emaravirus (RNA fita simples
polaridade negativa). Loconsole e colaboradores (2012) sequenciaram plantas do género
Citrus que apresentavam sintomas associados a doenca Citrus chlorotic dwarf disease e
detectaram um provavel novo virus de DNA fita simples com similaridade com a familia
Geminiviridae. Li e colaboradores (2012) usaram o sequenciamento de pequenos RNAs para
a deteccdo de fitopatdgenos virais na espécie Solanum lycopersicum e conseguiram detectar o
genoma completo do virus Potato spindle tuber viroid, um genoma quase completo (98%) do
virus Pepino mosaic virus e um possivel novo virus do género Potyvirus. Sela e colaboradores
(2012) detectaram em folhas de pimenta o genoma de duas linhagens do virus Bell pepper
endornavirus.

Para confirmar os resultados encontrados no sequenciamento apds andlise
bioinformaética, deve ser feita a detec¢do através de reacdo de amplificagdo com o desenho de
iniciadores especificos para o organismo identificado (Kreuze, 2014). Até o presente
momento, ndo ha trabalhos publicados de deteccdo de fitopatdgenos em H. brasiliensis

através da metodologia de sequenciamento em larga-escala de pequenos RNAS.

1.4 Amplificagdo quantitativa e digital

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é empregada em todas as areas da pesquisa
bioldgica e biomédica e parte do principio de amplificar poucas copias de um fragmento de
DNA gerando milhares de cdpias da sequéncia de interesse. Essa técnica foi descrita pela

primeira vez em 1984 por Kary Mullis. Desde entdo, a PCR qualitativa ou tradicional foi
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adaptada, melhorada e outras variacdes da técnica foram surgindo, como a reagdo da
transcriptase reversa (RT-PCR), em que ocorre a sintese do DNA complementar a partir da
fita de RNA. Geralmente, apos a reacdo de PCR é necessario visualizar o produto amplificado
por eletroforese em gel (Bartlett & Sirling, Joshi & Deshpande, 2010).

Com o advento da PCR quantitativo em tempo-real (gPCR) (segunda geracdo do
método de PCR) foi possivel analisar a amplificacdo do produto com a reagdo em andamento
usando fluorescéncia para deteccdo. Durante a amplificacdo, um fluoréforo fica livre na
solucédo, e toda vez que a regido alvo do DNA comeca a ser sintetizada, o fluréforo intercala-
se no DNA fita dupla emitindo fluorescéncia que é detectado pelo aparelho. O sinal gerado
pela fluorescéncia é proporcional & quantidade da regido gendmica de interesse na amostra. O
ponto em que a fluorescéncia resultante da incorporacdo do fluor6foro na fita de DNA
sintetizada e que ultrapassa a fluorescéncia de fundo (background) é chamado de Threshold
cycle (Ct). Quanto maior o Ct, menor a concentracdo de material na amostra. No caso do uso
de fluoroforos livres em solucdo, pode ocorrer a amplificacdo de regides ndo-especificas, por
isso, o sistema que inclui sondas (oligonucleotideos marcados fluorescentemente). E usado
como alternativa para deteccdo de regides-alvo, por exemplo, o sistema TagMan. Nessa
metodologia, sdo usados pares de iniciadores e sonda com flur6foros e a DNA polimerase
com a funcdo nuclease 5°, deixando a reacdo mais especifica. Todos os dois sistemas de
gPCR descritos sdo usados para amplificacdo de fragmentos curtos de até 200 nt (Joshi &
Deshpande, 2010; Cao et al., 2016) .

A terceira geracdo do método de PCR desenvolvida foi a droplet digital PCR
(ddPCR), no qual a amostra é diluida e particionada em milhares de gotas na reacdo. Dessa
forma, cada particdo ter4& uma ou nenhuma cdpia de material, mas estatisticamente pode ter
mais de uma molécula em uma fracdo. A amplificacdo ocorre no interior de cada gota, e a
distribuicdo de Poisson ¢é usada para quantificar o nimero de cépias da regido genémica alvo
na amostra amplificada. O produto amplificado é detectado por sondas fluorescentes e a gota
positiva emite sinal para o instrumento durante a leitura. A ddPCR reduz o ruido da reacéo
aumentando o sinal da fluorescéncia e da sensibilidade de detec¢do. Assim como a gPCR, a
ddPCR também amplifica fragmentos pequenos (Hugget et al., 2015; Cao et al., 2016).
Algumas publicacbes foram feitas usando o sistema da ddPCR para detec¢do de patdgenos,
como descrito por King e colaboradores (2016) para deteccdo da bactéria Borrelia sp. no

carrapato Ixodes scapularis, como também para quantificagdo de miRNAs que ja foram
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descritos como biomarcadores de cancer de pulmdo (Campomenosi et al., 2016) e no
diagnostico de tuberculose (Devonshire et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

A seringueira (Hevea brasiliensis) ¢ a melhor produtora de latex e borracha natural
dentre todas as espécies de plantas conhecidas. Apesar de mais de 90% da producdo de
borracha ocorrer nos continentes asiatico e africano, o centro de origem da H. brasiliensis é a
Amazonia brasileira. Sabe-se que essa planta é suscetivel a diversas doencas provocadas, na
sua grande maioria, por fungos e virus. Varios estudos demonstraram que, no interior do
tecido vegetal, pode ocorrer a interagdo entre micro-organismos e a planta e esses organismos
podem auxiliar o hospedeiro na resposta contra patdogenos. Um exemplo de interacdo, que
ocorre nos tecidos vegetais, € a infec¢do por fungos denominados endofiticos.

Fungos endofiticos sdo aqueles que pelo menos durante parte do seu ciclo de vida,
habitam tecidos vegetais sem provocar sintomas de doengas. A associacdo entre os fungos
endofiticos e as plantas sdo consideradas ubiquas e data de mais 400 milhGes de anos e
diversos estudos sugerem que a maioria das plantas formam associacBes simbidticas
mutualisticas com esses fungos. Vérios estudos vém constatando que fungos endofiticos
atuam modulando a adaptabilidade da planta hospedeira, auxiliando nos procesos metabdlicos
e imunoldgicos. Estudos ecoldgicos sobre esses fungos na planta hospedeira podem inferir o
padrdo de distribuicdo na micota endofitica e determinar a influéncia das varidveis ambientais
nesta distribuicao.

Mesmo assim, estudos sobre a diversidade de fungos endofiticos em H. brasiliensis e,
principalmente, sobre o seu potencial contra patdégenos ainda sdo escassos. Até o presente
momento, ndo ha trabalhos publicados de diversidade de fungos endofiticos em seringueiras
da regido amazobnica brasileira. Dessa forma, a descricdo e analises ecoldgicas das
comunidades de fungos endofiticos de H. brasiliensis na amaz6nia brasileira seria de grande
importancia em fungdo do grande interesse econémico na planta e como um estudo de caso
para a melhor compreensdo da dindamica de interacdo entre endofitos e seus hospedeiros.

Uma vez que a seringueira € alvo de diferentes patdgenos, a deteccdo precoce dos
mesmos pode auxiliar na prevencdo, controle e disseminacdo da doenca para outros
individuos assintomaticos. Com o advento das técnicas independentes de cultivo, foi possivel
caracterizar diversos micro-organismos mutualisticos, comensais ou patogénicos presentes em
uma mesma amostra, e em alguns casos, além de detectar, identificar novos organismos. Um
exemplo de técnica que vém sendo muito usada para a detecgédo de patdgenos em plantas € o
sequenciamento em larga-escala de pequenos RNAs, 0s quais sdo sequéncias curtas (21-30nt)
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geradas a partir da resposta imune inata do préprio hospedeiro. Logo, o0 sequenciamento em
larga-escala de pequenos RNAs pode ser ser usado como ferramenta de diagnostico em
seringueiras, e, dessa maneira, com grande aplicabilidade na deteccdo de fitopatdgenos ja

descritos e possiveis novos patogenos em individuos ainda assintomaticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a diversidade da comunidade fingica em amostras de folha e de alburno
da espécie Hevea brasiliensis na regido amazoénica brasileira e detectar fitopatdgenos de

Hevea brasiliensis em individuos assintomaticos.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar folhas e alburno de individuos de Hevea brasiliensis;

e Isolar os fungos endofiticos associados as folhas e ao alburno;

e Identificar os fungos por meio do sequenciamento da regido 1TS1-5.8S-1TS2 do rRNA;

e Avaliar a composi¢do taxonémica, riqueza e a abundancia relativa de tdxons de fungos
endofiticos associados as folhas e ao alburno;

e Extrair o RNA total das folhas de cada individuo de H. brasiliensis coletado;

e Avaliar a qualidade, integridade e concentracdo das amostras de RNA extraidas;

e Sequenciar pela metodologia de pequenos RNAs de um individuo selecionado de H.
brasiliensis;

e Analisar e avaliar os dados obtidos no sequenciamento em larga-escala de pequenos
RNAs;

e Detectar e confirmar por amplificacdo quantitativa e digital os fitopatdgenos identificados

no sequenciamento de pequenos RNAS.
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4. FLUXOGRAMA

O fluxograma de trabalho inicia-se com a coleta das amostras no Parque Nacional de

Anavilhanas e na Floresta Nacional de Caxiuana. Apds a coleta, as amostras sdo divididas em

duas metodologias diferentes. A primeira para deteccdo de fitopatdgenos em individuos

assintomaticos de seringueira e a segunda para o estudo da diversidade dos fungos endofiticos

de cada um dos individuos coletados.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Areas de coleta

Parque Nacional de Anavilhanas

O Parque Nacional (PARNA) de Anavilhanas esta localizado nos municipios de Novo
Airdo e Manaus no estado do Amazonas (Figura 6). O parque apresenta uma grande area
fluvial e € composto por mais de 400 ilhas no Rio Negro. Ocupa uma area de 350,018 mil ha,
nos quais se distribuem florestas densas de terra firme, florestas de inundagdo e outros
ambientes lacustres e fluviais (http://www.icmbio.gov.br/portal/). O clima é caracterizado por

precipitacdo média anual de 2.286,2 mm, temperatura média anual de 26°C e umidade relativa
média anual de 83% (Padua, 1999).
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Figura 6. Mapa do Parque Nacional de  Anavilhanas. (ICMBio

(http://www.icmbio.gov.br/portal).
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Floresta Nacional de Caxiuana

Criada pelo decreto 194/1961, a Floresta Nacional (FLONA) de Caxiuana é disposta
em uma éarea de cobertura florestal de espécies predominantemente nativas e tem como
objetivo basico o uso multiplo sustentavel dos recursos florestais e a pesquisa cientifica, com
énfase em métodos para exploragdo sustentavel de florestas nativas. Essa unidade de
conservacao fica localizada entre os municipios de Melgaco e Portel no estado do Para
(Figura 7). Situada a 300 Km da capital Belém, a FLONA ¢é banhada pelo Rio Anapu e pela
baia de Caxiuand. Ocupa uma é&rea de 330.000 ha, nos quais se distribuem florestas
ombréfilas densas, igapd e outros ambientes lacustres (Plano de manejo icmbio:

http://www.icmbio.gov.br/portal/). O clima é caracterizado por precipitacdo excessiva durante

alguns meses (média anual de 2.106,9 mm) e uma curta estacdo seca. A temperatura média

anual é de 25,9°C, com 82% de umidade média.
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Figura 7. Mapa do Floresta Nacional de Caxiuana. (ICMBio
(http://www.icmbio.gov.br/portal)).
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5.2. Isolamento e preservacao dos fungos endofiticos

Cinco folhas compostas visualmente saudaveis foram coletadas de cada um dos
individuos de Hevea brasiliensis. Na FLONA de Caxiuand, foram coletados cinco individuos
e no PARNA de Anavilhanas foram coletados quatro individuos de H. brasiliensis. Um
foliolo de cada folha composta foi selecionado e lavado com &gua deionizada purificada
esterilizada para retirar a poeira remanescente e logo apos realizado o processo de desinfec¢édo
superficial com alcool 70% (2 minutos), hipoclorito de sddio com 2% de cloro ativo (2
minutos) e agua destilada esterilizada (5 minutos) (Collado et al., 1996). Posteriormente, seis
fragmentos de 5 mm? foram retirados da folha com auxilio de bisturi e pincas esterilizadas
(Figura 8) e transferidos para placas de Petri contendo meio Extrato de Malte (MEA)
(ACUMEDIA, EUA), acrescido de cloranfenicol (100 mg) (HIMEDIA, india) e Rosa
Bengala (200 mg) (VETEC, Brasil). Além das folhas, foram coletados alburno de cada um
dos individuos de H. brasiliensis, de acordo com a metodologia de Evans et al., 2003 e
Kowalski & Kehr, 1996. Trés fragmentos de 3-6 cm de periderme foram retirados de cada
isolado de H. brasiliensis e cinco pedacos de alburno de aproximadamente 5 mm foram
cortados da parte exposta da planta e transferidos para placas de petri contendo o meio MEA
acrescido de rosa bengala e cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25-28°C por um
periodo de até 30 dias. Todos os isolados obtidos foram purificados em meio MEA,
preservados em &gua destilada estéril (Castellani, 1967) e armazenados a temperatura
ambiente em frascos esterilizados de vidro. Os fungos purificados foram depositados na
Colecdo de Cultura de Micro-organismos da Bahia (CCMB) sob os acessos CCMB660-
CCMB994.

&

Figura 8. Identificagéo dos locais de retirada dos fragmentos das folhas dos vegetais
coletados. Os fragmentos possuem 5 mm2 de area.
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5.3. Identifica¢do dos fungos endofiticos

Para a identificacdo dos fungos isolados, foi feita a extracdo do DNA seguindo o
protocolo de de Hoog et al. (2005) com modificacGes. As etapas realizadas estdo descritas no
Quadro 1. A qualidade e a quantidade de DNA extraido nas amostras foram verificadas em
eletroforese em gel e em espectrofotdbmetro Nanodrop 1000ND (Thermo Scientific, USA).

A amplificacdo da regido interna transcrita (ITS1-5.8S-1TS2) do RNA ribossomal foi
realizada utilizando-se os iniciadores ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS5
(5"-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") (Schoch et al., 2012). A reacdo de PCR foi
realizada em um volume final de 50 pL contendo 5 pL de Tampao 10X, 2,5 uL. de MgCl»
50mM, 1 pL de DNTP 10 mM, 1 pL de cada um dos iniciadores 10 pmol, 0,2 pL. de Taq
DNA polimerase 5U/ Ml, 2 uL de DNA e &gua deinoizada purificada esterilizada. As
amplificacdes foram conduzidas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). Em todas as etapas de amplificacdo foram incluidos controles positivo (amostra
ambiental previamente conhecida) e negativo (produto de PCR com éagua Milli-Q). Os
produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% utilizando-se TBE 1X (Tris-Borato
EDTA 0,5 M pH 8,0), eluidos durante aproximadamente 1h a 100 V. Em cada gel foi
utilizado o padrdo de peso molecular de 100-1000 pb (Invitrogen, BRA). O gel foi corado
com gel red (Biotium, US) ou brometo de etideo 10 mg/mL (Phoneutria, BRA) aplicado no
tampdo de amostra e no marcador de peso molecular e fotografado em fotodocumentador
Alphalmager HP (Protein Simple, EUA). As amostras amplificadas foram purificadas
utilizando-se PEG 8000 20% em NaCl 2,5M (Dunn & Blattner, 1987) ou EDTA 125 mM.

Apbs a purificacdo, aproximadamente 50-100 ng de cada amostra de DNA gendmico
foram submetidos ao sequenciamento pelo ABI3730™ (Applied Biosystems). As sequéncias
obtidas foram analisadas no software Geneious™ (versdo 9.1) utilizando-se os seguintes
critérios: qualidade das sequéncias de DNA obtidas (pelo menos 70%), tamanho da sequéncia
(400 pb), identidade (98%), discrepancias e ambiguidades.

Posteriormente, as sequéncias ja identificadas ao nivel de género foram agrupadas
através de alinhamento pelo programa MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier
Transform). Para isso, as sequéncias no formato FASTA foram adicionadas em um
documento (.txt) e adicionado na interface online do programa

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Foram selecionadas as opg¢Ges Amino acid -2

UPPERCASE/Nucleotide - lowercase (uppercase/lowercase), Same as input (Direction of
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nucleotide sequences), Aligned (output order) e E-INS-i (Strategy) que é usado para o
alinhamento de até 200 sequéncias com multiplos dominios conservados e presencga de gaps.
Essa estratégia é capaz de alinhar sequéncias génicas de espécies proximas. O alinhamento
gerado pelo programa foi copiado para um novo documento .txt, editado para eliminagédo de
gaps (lacunas sem presenca de bases), e aberto no Software Geneious, onde foi verificada a
qualidade dos agrupamentos gerados e, se necessario, foram feitas edi¢cbes no arquivo. O
arquivo editado, foi novamente salvo em formato FASTA (.txt) e aberto no programa

MOTHUR (https://www.mothur.org/wiki/Cluster), e feita a criacdo de uma matrix de

distancia a partir do comando (dist.seqs) e agrupado (Cluster) e entdo foram gerados outros
arquivos, um com o agrupamento das sequéncias em diferentes porcentagens de similaridade
e outro arquivo com a informacdo de quantas sequéncias estavam presentes em cada
agrupamento. Neste trabalho, foi considerado a similaridade a 99% para separacdo dos
géneros em grupos de provaveis espécies. Esse valor utilizado é ainda mais restritivo do que
preconizado pelo UNITE (Koljalg et al., 2013), que considera o valor de identidade de 98,5%

para a atribuicdo de espécies.

5.4 Andlises estatisticas de ecologia de comunidades

As analises ecoldgicas foram feitas ao nivel de género e ao nivel de provaveis
espéecies. Os isolados identificados foram organizados em uma base de dados com as
informacdes de coleta, identificacdo e as respectivas sequéncias. Géneros identificados
contendo apenas um isolado (ocorréncia Unica ou singleto) foram considerados em todas as
analises, pois estes podem ser considerados organismos-chave para a comunidade de fungos
endofiticos e plantas (Gazis & Chaverri, 2015).

As anélises ao nivel de género compreenderam a curva de acumulacdo de géneros e a
frequéncia de cada género por local de coleta, utilizando o programa R (R Development Core
Team, 2005), e agrupamento e distribuigdo dos filos, classes e géneros presentes em cada sitio
de coleta por tecido coletado através da interface grafica por diagrama de Venn no pacote
office. Para verificar a riqueza e abundancia relativa dos taxons e os indices de diversidade
(Shannon), equitatividade e indice CHAO (riqueza extrapolada), foram usados os programas
Past 3.0 (Hammer et al.,, 2001) e R (R Development Core Team, 2005). Os indices de
diversidade, riqueza e abundancia foram feitos apenas para o tecido foliar, por local de coleta,

e entdo comparados entre si (Hammer et al., 2001; R Development Core Team, 2005).
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As andlises ao nivel de provaveis especies foram feitas usando alinhamento das
sequéncias dos isolados pelos programas MAFFT e, posteriormente o agrupamento em OTUs
a 99% de similaridade (provaveis espécies) usando o programa MOTHUR. Para constatar as
OTUs mais prevalentes em cada um dos 9 individuos coletados foi gerado um gréafico de
coluna empilhada, onde o eixo da abcissa refere-se aos individuos e o eixo das ordenadas
refere-se a abundancia das OTUs. Além disso, foram realizadas andlises de ordenacdo (Non-
metric Multidimensional Scaling - NMDS) das comunidades de fungos endofiticos nos areas
de estudo (R Development Core Team, 2005) para revelar padrbes ou tendéncias na estrutura
dessas comunidades, utilizando-se as distancias de Jaccard (dados qualitativos biestado ou
bindrios ou de presenca-auséncia) e Hellinger (dados quantitativos meristicos ou de
abundancia). Todas as analises ao nivel de provaveis espécies consideraram apenas 0S

isolados obtidos no tecido foliar.

5.5. Extracdo do RNA total das folhas de Hevea brasiliensis

Fragmentos de folhas de cada um dos individuos de Hevea brasiliensis da FLONA de
Caxiuana foram colocados em microtubo de 1,5 mL, congelados e macerados com auxilio de
nitrogénio liquido. Nesta etapa, a extracdo de RNA foi feita usando o reagente TRIzol®
(Invitrogen, 2014) com as recomendacdes do fabricante. A extracdo de RNA foi dividida em
cinco etapas — homogeneizacdo, separacdo de fases, precipitacdo, lavagem e dissolucdo do
RNA. Na primeira etapa foi adicionado ao material macerado 750 uL de TRIzol e a mistura
formada pelo p6 fino e o TRIzol foram homogeneizados por pipetagens sucessivas. Em
sequida, foi feita a separacdo de fases, em que a amostra foi incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente para a dissociacdo dos complexos nucleoproteicos, e depois
adicionados 200 uL de cloroférmio. As amostras foram agitadas em aparelho do tipo vortex e
incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Logo apds, foi feita centrifugacdo a 12.000
Xg durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante formado apds a centrifugacdo foi transferido
para um novo tubo e adicionado 500 uL de isopropanol para a precipitacdo do RNA. Em
seguida, a amostra foi incubada na temperatura de 30°C durante 10 minutos e centrifugadas a
12.000 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e foi adicionado 1 mL de
etanol 75%. Posteriormente, as amostras foram agitadas em aparelho do tipo vortex e
centrifugada a 7.500 xg por 5 minutos a 4°C (etapa correspondente a lavagem do RNA). Logo

apos, foi feita a dissolucdo do RNA, que consistiu na retirada do excesso de etanol para o
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precipitado de RNA formado ndo secar completamente, e entdo adicionados 50 ulL de agua
tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) e incubado a 60°C por 5 minutos. Apos a extragdo, o
RNA total foi quantificado por espectrofotometria no Nanodrop 2.0 (Thermo Scientific).

Todas as amostras foram estocadas em freezer a -70°C.

5.6. Visualizacdo da integridade do RNA extraido

Para verificar a integridade do RNA extraido da amostra com TRIzol®, a amostra
extraida foi eluida em gel de agarose com hipoclorito de sodio (Aranda et al., 2012). Para isso
foi feito gel de agarose 1% com Tris — Acido Borico - EDTA (TBE) 1X e com hipoclorito de
sodio na concentracao final de 6%. Essa mistura foi aquecida em forno de micro-ondas, para a
dissolucdo da agarose e entdo foi resfriada e adicionado 3 puL de Brometo de Etidio (10
mg/mL). A amostra aplicada no gel deveria conter 1 pg de RNA em até 8 puL (volume
méaximo testado e aplicado no gel). Cada amostra foi misturada ao tampéao de amostra 6X e
aplicada no gel ja polimerizado. Foi usado o marcador de peso molecular 1 kb (Kappa, 2014)
e a corrida tinha duracdo de aproximadamente 45 minutos na voltagem constante de 100 V.
Apos a corrida, os géis foram fotografados no fotodocumentador Alphalmager HP (Protein
Simple, EUA) e visualizadas a presenca de trés bandas correspondentes ao RNA ribossomal
(28S, 18S e 5.89).
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Quadro 1. Protocolo de extracdo de DNA.

Solucgdes

Protocolo de Extracdo de DNA
gendmico
(De Hoog et al., 2005)

1. Tampéo de lise
Tris-HCI pH 9 0,05 M; EDTA 0,005 M;
NaCl 0,1 M; SDS 1%;

Acrescentar 600 uL do tampao e macerar
a amostra com nitrogénio e entao
adicionar 5 pL de proteinase K

Incubar por 60 min/60 °C

2.CTAB Adicao de 162 pL da solugdo de CTAB
Tris 0,2M; NaCl 8,2% (1,4M); EDTA 0,5M; Incubar por 10 min/ 65° C
CTAB 10%.

3. Cloroférmio: Alcool isoamilico Acrescentar 400 puL

(24:1) Incubar em gelo por 30 minutos;

Centrifugar a 13.200 rpm por 10 min

4. Acetato de Sodio 3M Acrescentar 10% do volume da solucéo

Incubar a 0° C por 12 h

Adicionar 50% do volume com
isopropanol

Centrifugar a 13.200 rpm por 5 min

5. Isopropanol absoluto

6. Etanol absoluto Adicionar 200 pL de etanol absoluto (2 a

8°C)
Homogeneizar
Centrifugar 13.200 rpm por 5 min

Adicionar 200 pL de etanol 70% (22 8°C)
Homogeneizar
Centrifugar 13.200 rpm por 5 min

7. Etanol 70%

8. TE

EDTA (0,25M) e Tris-HCI (1M) Ressuspender em 100 ul de TE.

Tris-HCI: Trishidroximetilaminometano; EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético; NaCl:
Cloreto de sédio; SDS: Dodecil sulfato de s6dio; CTAB: Brometo de Cetiltrimetilamonio.

5.7. Dosagem do RNA ribossomal em eletroforese microfluidica

Para a selecdo de amostras a ser sequenciadas pela metodologia de pequenos RNAs foi
verificado a qualidade do RNA total da amostra pelo equipamento Bioanalyzer (Agilent
Technologies) através da metodologia de eletroforese microfluidica (On-Chip
electrophoresis). Para a analise do RNA total de cada amostra selecionada, foi usado o
Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, 2013) seguindo as orientac¢Ges fornecidas
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pelos fabricantes. Este chip foi escolhido pois permite a quantificacdo de pequenos RNAs. A
concentracdo de cada amostra estava entre 200-300 ng/uL. A preparagdo da analise no
Bioanalyzer foi separada em seis etapas diferentes. A primeira etapa teve como objetivo
preparar o marcador molecular de RNA usado durante a analise. Assim, o marcador foi
aquecido a 70°C por 2 minutos e colocado em gelo até o0 momento da sua aplicacdo. A
segunda etapa consistiu na preparacdo do gel, em que 550 uL do gel matrix de RNA foi
colocado em microtubo com coluna com filtro. Logo em seguida, o tubo foi centrifugado por
10 minutos a temperatura ambiente a 1500 xg e uma aliquota de 65 uL do gel filtrado foi
adicionado em tubo de 0,5 mL. A terceira etapa foi baseada na preparacdo do mix de gel com
corante. Dessa forma, o corante de RNA foi agitado em aparelho do tipo vértex por 10
segundos e foi adicionado 1 uL do corante no microtubo de 0,5 mL que continha o gel
filtrado. Este tubo foi agitado e centrifugado por 10 minutos a 13000 xg em temperatura
ambiente. A quarta etapa refere-se a transferéncia do mix de gel com corante para o chip.
Para isso, o chip foi colocado no priming station com os ajustes corretos para leitura de RNA
e entdo, foi pipetado 9 uL do mix de gel com corante no poco especificado pelo manual com
auxilio de seringa acoplada no priming station, para distribuicdo do gel por todo o chip, e em
sequida, foi adicionado 9 uL desse mix em outros dois pocos indicados com a letra G. A
quinta etapa compreende a transferéncia de 5 uL do marcador de RNA em todos 0s 12 pogos
em que serd aplicada as amostras e no poco especificado pelo fabricante. O Gltimo passo de
preparacdo para a corrida refere-se a transferéncia 1 uL do marcador molecular em poco
previamente especificado, 1uL de amostra em cada um dos 12 pogos, seguida de agitacdo
horizontal em aparelho do tipo vortex IKA MS3 (Manca, Hong Kong) com duracdo de 1
minuto e velocidade 2400 rpm.

Apbs a preparacdo das amostras, o chip foi inserido no Agilent 2100 Bioanalyzer,
selecionada a analise de RNA total de eucariotos e feita a corrida e leitura no software Agilent

2100 expert. Apods 30 minutos de corrida eletroforética, obteve-se o resultado.

5.8. Sequenciamento em larga escala da amostra selecionada

A amostra selecionada a partir da analise qualiquantitativa em eletroforese
microfluidica, foi preparada para o envio para a empresa Omega Biotek (Georgia, Estados
Unidos), responsavel pelo sequenciamento da amostra de H. brasiliensis. A preparacdo para

envio do material foi feito usado o kit RNA Transport (Omega Biotek, 2013), seguindo as
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recomendacgdes fornecidas pelo fabricante, que consistia na adicdo de trés volumes do
reagente de protecdo em um tubo de 1,5 mL e, em seguida, adicionado o volume de RNA da
amostra referente a concentragdo de 2 pug. A mistura do RNA com o reagente foi
homogeneizada e armazenada a temperatura ambiente. O transporte das amostras até a

empresa foi feito pela empresa Sintese Biotecnologia (Belo Horizonte, Brasil).

5.9. Sequenciamento de pequenos RNAs

A preparagdo das amostras para sequenciamento foi feita usando o kit NEXTflex
Small RNA — Seq V3 (Bioo Scientific Corp, 2015), que fornece adaptadores aleatérios para
reduzir o viés de amplificacdo, usando protocolos com poucos insumos e com maior
especificidade. O protocolo usado consiste na ligacdo dos adaptadores na extremidade 3’ (5’
rApp /NNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG/3ddC/3’) e na extremidade 5’
(5'"GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUCNNNN 3°), seguida da sintese do cDNA pela
enzima MuLV Reverse Transcriptase (Bioo Scientific, 2015) e o iniciador NEXTflex RT 5’
GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 3’, sequida da amplificagdo com iniciadores universais
marcados (5
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCCGA 3’ e 5’
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATXXXXXX!GTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCG
AGAATTCCA 5’) que tem o objetivo de aumentar o nimero de copias de cada sequéncia e
por Ultimo, a eluicdo da amostra e corrida em gel TBE — PAGE corado com SYBR Gold
(Invitrogen, 2006) para sele¢cdo por tamanho dos pequenos RNAs. O fabricante recomenda
gue a amostra que apresentar uma banda de aproximadamente 150 pb indica sucesso da
preparacdo da biblioteca, e a auséncia da banda de aproximadamente 130 pb indica que a
metodologia de purificacdo sem o uso de gel pode ser empregada. A amostra enviada para o
sequenciamento apresentou essas caracteristicas e por isso, a purificacdo foi realizada com o
kit NEXTflex Cleanup (Bioo Scientific, 2015). Apdés a purificacdo, foi verificada a
distribuicdo da biblioteca novamente em eletroforese microfluidica pela analise de
sensibilidade de DNA e a concentragdo no fluordmetro (Qubit) pela metodologia de dSDNA
HS (Life Technologies, 2015) e sequenciado no aparelho HiSeq (Illumina).
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5.10. Andlise do sequenciamento de pequenos RNAs

As sequéncias provenientes do sequenciamento tiveram quatro nucleotideos retirados
de cada extremidade e a sequéncia do adaptador 3’ também foi removida (5
TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG 37). Apos a remocgdo dos adaptadores, as sequéncias
foram submetidas a um filtro de qualidade por meio do comando fastx_quality filter e

fastx_toolkit, parte do pacote fastx-toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html).

As sequéncias que apresentaram qualidade phred menor que 20, mais curta que 15
nucleotideos e que continha bases ambiguas foram descartadas (Aguiar et al., 2015). As
sequéncias restantes foram comparadas com o genoma de referéncia, permitindo uma base
desemparelhadas  (mismatches), usando o programa  Bowtie  (http://bowtie-
bio.sourceforge.net/index.shtml) e aquelas que apresentaram similaridade superior a 98%
também foram descartadas, uma vez que o objetivo era a deteccdo de fitopatdgenos no
hospedeiro. O genoma da H. brasiliensis foi recuperado no Genome Online Database
(https://gold.jgi.doe.gov/).

As sequéncias restantes (ndo mapeadas com o genoma de referéncia) foram filtradas
pelo tamanho de 21 nt e usadas para sopreposicdo e juncdo das sequéncias de maior tamanho
(contigs) usando o programa Velvet assembly com a linha de comando velvet_asm.afg file. O
valor de K-mer usado (K-mer 15) foi gerado pelo programa VelvetOptimiser

(http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml). Apés a montagem dos contigs,

aqueles redundantes foram retirados usando o programa BLASTClust (BLAST package). Os
contigs restantes foram comparados com sequéncias de nucleotideos e proteinas usando o
blastn e o blastx, respectivamente. Os contigs virais e fungicos foram identificados usando o
GenBank database (similaridade da sequéncia de nucleotideos ou proteina e dominios
conservados). Foram considerados apenas 0s contigs que apresentavam E-value de 1e®
(nucleotideo) ou 1e? (proteina) no banco de dados referéncia do NCBI, com cobertura
superior a 90% a nivel de nucleotideos e a 70% a nivel de proteina.

Para avaliar o perfil de pequenos RNAs, as sequéncias foram mapeadas contra
sequéncias  de  referéncia, usando o  programa  Bowtie  (http://bowtie-
bio.sourceforge.net/index.shtml/), permitindo apenas um mismatch. O perfil de pequenos

RNAs considera a frequéncia, o tamanho que pode variar entre 15 — 35 nt mapeados no
genoma de referéncia e o sentido de cada sequéncia. Também foi avaliada a relagdo entre os

perfis de pequenos RNAs de diferentes sequéncias e foi calculado o nimero de vezes que
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cada sequéncia de pequenos RNAs apresentava cobertura semelhante quando comparado com
a sequéncia de referéncia para determinar a densidade. A densidade é usada como parametro
para identificacdo de sequéncias virais que possuem similaridade com sequéncias ja
depositadas em bancos de dados. O gréafico de densidade gerado possui no eixo X a sequéncia
referéncia (retirada de bancos de dados) e no eixo y os picos de densidade de SRNAs ao longo
da sequéncia referéncia e nas fitas senso positivo e negativo. Quando 0s sRNAs estdo
distribuidos ao longo de toda a sequéncia de referéncia, pode ser inferida a similaridade das
sequéncias com virus ja identificados e descritos. Quando um numero alto de contigs nédo
possui similaridade com nenhuma sequéncia depositada em bancos de dados, sdo usados 0s
perfis de SRNAs para verificar a assinatura molecular especifica de virus (21-23 nt). O perfil
de sRNAs € demonstrado em um grafico onde o eixo x é o tamanho da sequéncia de SRNAs
gerados em nt e no eixo y o nimero de sequéncias de SRNA geradas pelas fitas positiva e
negativa de DNA. A presenca de SRNAs de tamanho simétrico entre 20-23 nt com uma
abundéancia similar entre as fitas senso positivo e negativo de um contig sugere que eles foram
originados a partir de um RNA fita dupla (dsRNA) que foi processado pela via sSiRNA. A
densidade e o perfil de SRNAs foram demonstradas pelo programa R com o pacote ggplot2

(https://www.r-project.org/) (Aguiar et al., 2015).

5.11. RT-PCR

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi dividida em duas etapas. Na primeira
etapa, foi adicionado 1 uL de iniciadores randdmicos (0,5 pg /ulL), RNA [200 ng] ¢ 4gua para
o volume final de 11 pL em um microtubo de 0,5 mL. Esse tubo foi aquecido na temperatura
de 90°C por 5 minutos e imediatamente foi colocada em gelo. Este passo é necessario para
abrir a dupla fita e permitir que a enzima reconhega a fita de RNA (Rwahnih et al., 2011). Na
segunda etapa foi adicionado 14 pL de mix da enzima M-MLV Reverse Transcripatase®
(Promega, 2014). A concentracdo e o volume de cada reagente presente no mix esta na Tabela
3. Apos a adigdo do mix, o tubo foi aquecido na temperatura de 37°C por 60 minutos. Em
seguida, o cDNA sintetizado foi quantificado no Nanodrop 2.0 (Thermo Scientific).

Para verificar a qualidade do cDNA e a integridade do RNA usado para a sintese de
cDNA foi desenhado um par de iniciadores do gene constitutivo que codifica a actina de H.
brasiliensis. Esse par de iniciadores foi selecionado por apresentar alta eficiéncia de

amplificacdo em amostras de folhas. O fragmento amplificado é de 194 pb e as sequéncias de
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cada iniciador, senso e antisenso sdo respectivamente 5’ AGTGTGATGTGGATATCAGG 3
e 5 GGGATGCAAGGATAGTC 3. As concentracdes dos reagentes usados e a ciclagem

foram as mesmas apresentadas no artigo de Duan e colaboradores (2010).

Tabela 3 - Concentracéo e volume dos reagentes do mix M-MLV.

Reagentes Volume para cada reagao
Tampao 5X 5,0 uL
dNTP, (10 mM) 2,0 uL
M-MLV RT (200 U/ uL) 1,0 uL
Agua 6,0 uL
Volume final 14,0 uL

5.12. Desenho de iniciadores para qPCR

Os iniciadores usados neste trabalho foram desenhados utilizando o programa Primer3
v. 0.4.0 na interface do software Geneious 6.1. Os iniciadores gerados foram avaliados nos
seguintes critérios: tamanho do iniciador (entre 18 a 22 pb), conteido das bases citosina e
guanina (entre 40%-60%), temperatura de melting (entre 55-65°C) e presenca de estruturas
secundarias a partir da energia de hairpin (AG -2 a 2kcal/mol), energia de self-dimer (AG -
5kcal/mol) e energia de hetero-dimer (AG -6kcal/mol). No caso de sondas, a sequéncia foi
selecionada entre o par de iniciadores e foram avaliados os seguintes critérios, tamanho da
sonda (entre 20 a 25 nt), a temperatura de melting (60-70°C) e o contetdo GC (entre 35 —
65%). A sonda ndo pode ser maior que 30 nucleotideos pela distancia afetar a fluorescéncia e
diminuir a intensidade do sinal, como também nao deve ter na extremidade 5 a base guanina,

pois ela dissipa a fluorescéncia (Amissah et al., 2012).
5.13. Amplificacdo quantitativa (QPCR) para deteccéo viral
O sistema usado para a verificacdo da qualidade das amostras de cDNA e para a deteccdo

viral na amostra de folha foi a amplificacdo quantitativa (qQPCR). Para a amplificacdo de
reacOes de iniciadores sem sonda, foi usado o kit SYBR Green® (Applied Biosystems), com
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0s seguintes reagentes e volume final de 10 uL: 5 uL de Master Mix SYBR Green (tampéo,
DNA polimerase e desoxiribonucleotideos - dNTPs j& estdo adicionados), 1 uL de cada
iniciador nas concentracdes de 400 e 800 nmol e 2 uL de cDNA diluido na concentracéo final
de 250 ng. Para amplificagdes usando sonda, foi usado o kit TagMan® Universal Master Mix
I1 (Applied Biosystems). Para ambas as reac0es, a amostra e controle negativo foram testados
em duplicata. Uma vez que o virus detectado apresentava pouca similaridade com todos os
outros virus descritos (familia Tymoviridae) e os trabalhos de deteccdo viral em seringueiras
sd0 escassos, as reacdes de gPCR ndo possuiam controle positivo para 0s contigs virais
usados na detecgdo, por isso, é considerada suicida. Os reagentes usados em uma reacao estao

representados na Tabela 4.

Tabela 4. Reagentes usados para uma reacao de qPCR.

Reagentes Volume para 1 reagdo

TagMan® Universal Master Mix I, with/no
UNG 2X 5,0 uL
(Applied Biosystems)

Iniciadores e sonda (10 pmol) 1,0 uL
Agua MILI-Q 2,0 uL

cDNA [<100 ng] 2,0 uL
Volume final 10,0 uL

Apbs o selamento das placas de gPCR e centrifugacdo por 3 minutos a 3.200 rpm a
temperatura ambiente, as placas foram colocadas e processadas no equipamento 7500 Real
Time PCR System™ (Applied Biosystems) com o seguinte programa: um passo de
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de um passo de desnaturagédo
a 95°C por 15 segundos, um passo de anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Ao
término da reacdo, os dados gerados foram analisados e avaliados nos quesitos contaminagéo

e amplificagdo da propria amostra em relagdo aos iniciadores desenhados.
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5.14. Amplificagéo digital (ddPCR)

Para a quantificacdo do numero de copias virais do RNA extraido e sequenciado foi
feita a amplificacdo digital (ddPCR) usando os equipamentos QX100 Droplet Generator e 0
termociclador C1000 com suporte para placas de 96 pocos (Bio-Rad, EUA). Os mesmos pares
de iniciadores com sondas foram usados para a realizacdo dos experimentos. Para isso, foi
feito um mix para cada um dos quatro pares de iniciadores com sondas. Foi usado o ddPCR
Supermix for probes (No dUTP) 2X contendo tampéo, cloreto de magnésio, dNTP, enzima
polimerase com funcdo hot-start. Todos os componentes ficaram & temperatura ambiente por
10 minutos, misturadas em aparelho tipo vortex, para completa homogeneizacdo dos
reagentes. O mix foi preparado de acordo com a Tabela 5. Para cada reacdo foi calculado um
erro de 2,0 uL a mais que o volume da reacdo. Apds o preparo da reagdo, foi adicionado o mix
e 0 cDNA puro (concentrado) e diluido 1:10 em uma placa de 96 pocos e deixados a
temperatura ambiente por 5 minutos. Foi adicionado 20 uL de cada poco da placa de 96 pocos
em um poco da placa do cartucho DG8, seguido da adi¢cdo de 70 uL do 6leo para sondas nos
pocos especificados e entéo inserido no aparelho Droplet Generator QX100 para geragédo das
gotas, onde ocorre a amplificacdo da regido alvo. Depois da mistura do mix com amostra e o
6leo com gotas, a placa do cartucho foi transferida para uma nova placa de 96 poc¢os
especifica para a amplificacdo e selada com folha de aluminio no aparelho PX1 PCR Plate
Sealer. A placa foi colocada no termociclador C1000, onde foram testados duas temperaturas
diferentes para cada um dos pares de iniciadores e sondas testadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A ciclagem foi composta por um passo inicial de ativacdo da
enzima polimerase a 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos e anelamento e extensdo a 58 ou 60°C por 1 minuto, seguido de um ciclo de
desativacdo da enzima a 98°C por 10 minutos e um hold overnight a 4°C. Posteriormente, a
placa foi retirada do termocilador e inserida no equipamento QX100 Droplet Reader, onde foi
selecionado o teste de quantificacdo absoluta com o alvo para FAM e inicio da leitura de cada
poco da placa amplificada. A andlise foi feita no software QuantaSoft e verificado o valor de

threshold (limiar) e o numero de copias do alvo na reagéo de 20 uL.
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Tabela 5. Reagentes usados em uma reacéo de ddPCR.

Reagentes Volume para 1 reagéo (uL)

Iniciadores 10pmol e 2,16
Sonda 5 pmol

Mix 10
cDNA 2,0
Volume final 24,0
Volume por tubo 22,0
Agua g.s.p. 9,84

5.15. Andlises filogenéticas

As sequéncias usadas para o desenho de iniciadores foram as mesmas utilizadas para
as analises filogenéticas. Essas sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa MAFFT
v.7, pela estratégia E-INS-i (instalado como plugin do programa Geneious® e, posteriormente,
corrigidas manualmente base a base). A partir das sequéncias alinhadas foi criado a sequéncia
consenso que foi alinhada com diferentes sequéncias de proteina de espécies virais da ordem
Tymovirales obtidas em Li e colaboradores (2016) (Tabela 6).

Apés o alinhamento, foram testados varios métodos de analises filogenéticas. A
primeira analise realizada foi pelo método de distancia, utilizando o algoritmo de Neighbor
Joining com o valor de bootstrapping de 1000 iteracdes. A Andlise bayesiana foi realizada no
programa MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Para escolha do modelo evolutivo, foi
utilizado o programa jModeltest v.0.1.1 (Posada, 2008), e foi verificado que o melhor modelo
evolutivo que mais ajustava aos dados empiricos foi o LG + | + G. Os valores de
Probabilidade Posterior (PP) > 0.95 % foram considerados como muito significativos. A
analise de Verossimilhanga Maxima foi realizada no programa PhyML3.0 (Guindon &
Gascuel, 2003), utilizando também o programa jModeltest2 para a sele¢do prévia do modelo

evolutivo mais provavel, que no caso, foi 0 mesmo modelo LG + | + G.
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Tabela 6. Sequéncias virais usadas nas analises filogenéticas.

Género Espécie viral NuUmero de acesso Referéncia
nt rp
Tymoviridae
Maculavirus Grapvine fleck NC_003347 NP_542612 Sabanadzovic
virus (GFkV) et al., 2001
Citrus sudden NC_006950 YP_224218 Maccheroni et
death- al., 2005
associated
virus (CSDaV)
Marafivirus Maize rayado AF265566 AAK52838 Hammond &
fino virus Ramirez, 2001
(MRFV)
Oat blue dwarf u87832 AAC57874 Edwards et al.,
marafivirus 1997
(OBDV)
Anagyris vein NC 011559  YP_002308578.1 Koenigetal.,
yellowing virus 2005
(AVYV)
Diascia yellow NC_011086 YP_002048673 Segwagwe et
mottle virus al., 2008
(DiaYMV)
Tymovirus Eggplant NC_001480 NP_040968 Osorio-Keese
mosaic virus etal., 1989
(EMV)
Nemesia ring NC_011538 YP_002308442 Koenig et al.,
Necrosis virus 2005
(NeRNV)
Ononis yellow NC_001513 NP_041257 Ding et al.,
mosaic 1989
tymovirus
(OYMV)
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Tymovirus Plantago
mottle virus
(PIMoV)
Turnip yellow
mosaic virus
(TYMV)
Alphaflexviridae
Allexivirus Shallot virus X
(ShvX)
Botrexvirus Botrytis virus X
(BotVX)
Lolavirus Lolium latente
virus (LoLV)
Mandarivirus Indian citrus

ringspot virus

(ICRSV)
Potexvirus Potato virus X
(PVX)
Sclerodarnavirus Sclerotinia

sclerotiorum

debilitation-
associated
RNA virus
(SSDaRV)

Gammaflexviridae
Mycoflexvirus Botrytis virus F

(BotV-F)

NC_011539

AF035403

NC_003795

NC_005132

NC_010434

NC_003093.1

NC_011620

NC_007415

NC_002604

YP_002308445

AAB92649

NP_620648

AAL177722

YP_001718499

NP_203553

YP_002332929

YP_325662

NP_068549

Koenig et al.

2005

Skotnicki et al.,

1992

Kanyuka et al.,

1992

Howitt et al.

2006
Vaira et al.,
2008

Rustici et al.

2002

Huisman et al.,

1988

Xie et al., 2006

Howitt et al.

2001
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Areas de coleta

Na PARNA de Anavilhanas, foram coletados quatro individuos aparentemente
saudaveis. As coordenadas geogréaficas dos individuos coletados séo: Individuo 1 (Lat: 03° 00'
201" S Long: 060° 25' 846" W), Individuo 2 (Lat: 03° 00' 200" S Long: 060° 25' 842" W),
Individuo 3 (Lat: 02° 59' 871" S Long: 060° 26' 239" W) e Individuo 4 (Lat: 02° 59' 867" S
Long: 060° 26' 248" W). Na Flona de Caxiuand, foram coletados cinco individuos
aparentemente assintomaticos para lesdes geradas por fitopatdgenos, cujas coordenadas sao:
Individuo 1 (Lat: 01° 45' 59.9" S Long: 51° 24' 17.2" W), Individuo 2 (Lat: 01° 45' 59.8" S
Long: 51° 24" 17.0" W), Individuo 3 (Lat: 01° 45' 59.5" S Long: 51° 24' 17.5" W), Individuo
4 (Lat: 01° 46' 00" S Long: 51° 24' 16.8" W) e Individuo 5 (Lat: 01° 45' 25.8" S Long: 51° 26'
09" W). Para cada individuo de ambos os parques foram coletados pelo menos um fragmento
de alburno e cinco folhas compostas, sendo que foram selecionados aleatoriamente um foliolo
de cada folha e feito o processo de desinfeccéo superficial.

A H. brasiliensis é nativa da regido amazonica brasileira, onde se encontram as
melhores caracteristicas para o desenvolvimento propicio da planta (Silva et al., 2014). A
FLONA de Caxiuana e o PARNA de Anavilhanas foram selecionados por apresentar areas de
cobertura vegetal nativa, de preservacdo e de protecdo ecoldgica dos ecossistemas. Nessas
areas ndo é permitido a exploracdo das espécies da flora e fauna presentes e é disponibilizado
para a populacdo o espaco para visitacdo de forma que os visitantes aprendam sobre a
importancia da diversidade e das pesquisas desenvolvidas no ambiente (Padua, 1999;
Gongcalves et al., 2012).

6.2. Isolamento e preservacao dos fungos endofiticos

O numero total de fungos endofiticos isolados de folhas e alburno de seringueiras
foram de 335 acessos (culturas puras), sendo 90,45% (297) de fungos isolados de folhas e
9,55% (38) isolados de alburno. O menor percentual de isolados a partir de alburno deve-se
provavelmente ao menor numero de fragmentos coletados e cultivados por individuo. Além
disso, ndo houve isolamento de fungos a partir de alguns fragmentos de alburno (ex.
Individuo 1 da PARNA de Anavilhanas e Individuo 4 da FLONA de Caxiuand). Gazis &
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Chaverri (2015) verificaram em seu estudo que o nimero de isolados a partir do alburno €
menor do que os encontrados em folhas. Esse resultado foi 0 mesmo encontrado neste estudo,
em que a abundancia de endofiticos foi maior em folhas.

No PARNA de Anavilhanas, foram isolados um total de 161 fungos, sendo desses
3,73% (6) de alburno e 96,27% (155) de folhas, enquanto que na FLONA de Caxiuana, foram
isolados um total de 174 fungos, sendo 18,40% (32) de alburno e 81,60% (142) fungos de
folhas. Foi isolado um maior nimero de fungos endofiticos em folhas do PARNA
Anavilhanas do que na Flona de Caxiuana. Na Tabela 7, pode-se verificar o nimero de
isolados por individuo de seringueira coletado. O individuo 4 do PARNA Anavilhanas foi o
que apresentou maior nimero de isolados fungicos (45), enquanto que o individuo 4 da Flona
de Caxiuana apresentou o0 menor nimero de isolados (29). Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no numero de isolados fangicos nos distintos individuos dos
dois parques (p = 0,999, teste T de Student), o nimero de isolados purificados de cada
individuo segue a distribuicdo normal (p = 0,9675 teste de Shapiro-Wilk) e todas as variancias

sdo iguais (p = 0,6433 teste de Mantel-Cochran-Haenszel).

Tabela 7. Namero de isolados por individuo de Hevea brasiliensis coletado.

Localizacgéo Individuo NuUmero de isolados
PARNA Anavilhanas 1 34
PARNA Anavilhanas 2 41
PARNA Anavilhanas 3 41
PARNA Anavilhanas 4 45

Flona Caxiuana 1 39
Flona Caxiuana 2 37
Flona Caxiuana 3 38
Flona Caxiuana 4 29
Flona Caxiuana 5 31
Total 9 335

Neste estudo, foram isolados 335 fungos a partir de 45 folhas de nove individuos de H.
brasiliensis de duas areas de estudo. Rocha e colaboradores (2011) purificaram 435 isolados

de fungos endofiticos de 15 individuos de H. brasiliensis em plantacdo comercial no estado
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da Bahia. Pelo menos um fungo endofitico foi isolado de cada folha, o que é corroborado por
Arnold e colaboradores (2001) e por Saucedo-Garcia e colaboradores (2014) para plantas em
diferentes regides climaticas. Arnold e colaboradores (2001) propuseram uma forma de
comparacéo a partir do numero de isolados obtidos por fragmento de folha. Neste estudo, foi
observado que cada folha possuia pelo menos um género de fungos endofiticos infectando.

Uma vez em cultura pura, os isolados foram agrupados de acordo com as
caracteristicas morfologicas incluindo: forma do micélio aéreo, cor da coldnia, textura da
superficie e caracteristicas da margem. Muitos fungos ndo produzem estruturas sexuadas ou
assexuadas no meios de cultura convencionais, como Agar batata dextrosado, agar fuba,
extrato de malte e sabouraud dextrose. Por essa razdo os isolados de fungos filamentosos
foram identificados por meio do sequenciamento da regido de codigo de barras priméario de
fungos: 0 ITS do rDNA (Schoch et al., 2012).

6.3. Identificacdo dos fungos endofiticos

O sequenciamento foi realizado com os iniciadores ITS4 (Reverso) e ITS5 (Direto).
Quase oitenta e seis por cento (85,60%) das sequéncias apresentaram boa qualidade Phred
com base nos quesitos: tamanho da sequéncia maior que 400 pb e qualidade da sequéncia
maior que 40 . A identificacdo molecular revelou vinte e trés diferentes géneros (Tabela 8); as

informacdes da identificacdo de cada um dos 335 isolados esta disponivel no anexo 9.1.
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Tabela 8. Taxons identificados pela analise da regido da regido ITS.

Taxon

NUmero de isolados

Exemplos

Arthrinium sp.
Aspergillus sp.
Bionectria sp.

Botryosphaeria sp.

Colletotrichum sp.

Daldinia sp.
Diaporthe sp.

Hypoxylon sp.
Lasiodiplodia sp.
Muscodor sp.
Nectria sp.

Nemania sp.

Neofusicoccum sp.

Penicillium sp.
Peniophora sp.
Pestalotiopsis sp.
Phanerochaete sp.

Pleurostoma sp.

Pseudofusicoccum sp.

Pseudopestalotiopsis sp.

Trametes sp.

Trichoderma sp.

Xylaria sp.

01
03
39

02
148

04
19

06
10
02
01
02
01
01
08
06
01
01
15
01
01
52

21

HB272

HB11, HB14, HB36

HB002, HB12, HB29,
HB270, HB373, HB390
HB21, HB199

HB22, HB62, HB92, HB100,
HB207, HB284, HB367
HB79, HB87, HB9O, 181
HB32, HB57, HB101,
HB149, HB294, HB312
HB70, HB119, HB245
HB240, HB350, HB353
HB218, HB349

HB261

HB50, HB276

HB165

HB257

HB229, HB253, HB356
HB260, HB300, HB383
HB339

HB280

HBO6, HB19, HB116

HB295

HB186

HB71, HBAO5, HB290,
HB307, HB333, HB387
HBO1, HB130, HB244

Os isolados identificados foram considerados inicialmente apenas ao nivel de género,

uma vez que a regido preconizada como cddigo de barras primario de fungos ndo apresenta de
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modo geral resolucdo taxonémica suficiente para discriminar espécies. Mesmo assim, a regido
ITS é muito usada por ser de facil amplificacéo, alta fidelidade e pela maioria dos bancos de
dados apresentarem inmeras sequéncias para o estudo dessa regido (Stielow et al., 2015). Na
tentativa de agrupar os isolados ao nivel de espécie, foi feito o alinhamento das sequéncias
usando o programa MAFFT e gerada uma matriz de distancia com o programa MOTHUR. Os
dados foram alinhados com sequéncias de referéncia, considerando 99% de similaridade entre
as sequéncias, e foram gerados 87 grupos distintos e cada grupo corresponde a uma distinta
hipdtese de espécie (Koljang, et al., 2013) (Tabela 9). As informacGes de quantos e de quais

isolados foram agrupados em cada grupo esta disponivel no anexo 9.2.

Tabela 9. Grupos formados pelo alinhamento no MAFFT e agrupamento no MOTHUR.

Género Numero de agrupamentos Abreviatura
Arthrinium sp. 1 AR1
Aspergillus sp. 2 AS1, AS2
Bionectria sp. 5 BI1 -BI5
Botryosphaeria sp. 1 BT1
Colletotrichum sp. 16 CO1-CO16
Daldinia sp. 2 DA1, DA2
Diaporthe sp. 13 DI1-DI13
Hypoxylon sp. 4 HY1-HY4
Lasiodiplodia sp. 2 LAL, LA2
Muscodor sp. 1 MU1
Nectria sp. 1 NE1
Nemania sp. 1 NM1
Neofusicoccum sp. 1 NF1
Penicillium sp. 1 PE1
Peniophora sp. 6 PN1-PN6
Pestalotiopsis sp. 3 PT1-PT3
Phanerochaete sp. 1 PH1
Pleurostoma sp. 1 PL1
Pseudofusicoccum sp. 4 PS1-PS4
Pseudopestalotiopsis sp. 1 PD1
Trametes sp. 1 TM1
Trichoderma sp. 8 TR1-TR8
Xylaria sp. 11 XY1-XY11

A estratégia de separacdo das provaveis espécies de acordo com a similaridade das

sequéncias ja foi descrita por Gazis & Chaverri (2015) para as analises ecoldgicas dos fungos
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endofiticos de individuos de H. brasiliensis na Amazonia ocidental extra-brasileira e Africa.
As anélises de ecologia de comunidades foram realizadas inicialmente considerando ao nivel

de géneros (n = 23) e posteriormente considerando as provaveis espécies (n = 87).

6.4. Andlises estatisticas
6.4.1. Ao nivel de géneros

Um total de 23 géneros foram identificados e a distribuicdo dos isolados seguiu o
padrdo de log-normal, com poucos géneros identificados em ambas as areas de coleta
(PARNA de Anavilhanas e FLONA de Caxiuand) e muitos géneros com apenas um Unico
isolado identificado nos individuos de H. brasiliensis coletados nessas areas.

A curva de acumulacdo de géneros (Figura 9) ndo alcangou a assintota, indicando que
o esforgo amostral ndo foi suficiente para identificar toda a riqueza da comunidade de fungos
endofiticos cultivaveis nas areas amostradas (Figura 9). E por isso, mais coletas seriam

necessarias para estimar a real diversidade dos fungos endofiticos no tecido foliar.

Accumulation curves
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0 50 100 150
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Figura 9. Curva de acumulagdo dos fungos endofiticos isolados de Hevea brasiliensis na
Floresta Nacional de Caxiuand e no Parque Nacional de Anavilhanas.
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Os isolados pertencem a 23 géneros distintos (Tabela 10), dos quais 86,96% séo do
Filo Ascomycota e 13,04% do Filo Basidiomycota e se distribuem em 4 classes diferentes:
Sordariomycetes (60,87%), Dothideomycetes (17,39%), Eurotiomycetes (8,70%) e
Agaricomycetes (13,04%) (Tabela 9). Um total de 7 géneros foi comum a ambas as areas de
estudo enquanto que seis géneros foram isolados apenas de individuos de Anavilhanas e 10
géneros de individuos de Caxiuana (Figura 10 e Figura 11). Também foi verificado que um
género identificado foi especifico apenas para alburno, engquanto outros géneros foram
comuns para ambos os tecidos (Figura 12b).

Os géneros mais abundantes nos dois locais de coleta e nos diferentes tecidos foram
Coletotrichum (43%), Trichoderma (16%) Bionectria (12%), Diaporthe (5,7%) e Xylaria
(5%) (Figura 13). Entretanto, houve uma clara distingdo entre as comunidades nos dois tipos
de tecido. Em folhas, Coletotrichum (46,62%) e Bionectria (13,18%) sdo os mais abundantes

enquanto que em alburno Trichoderma é o mais abundante (66,7%).

Tabela 10. Abundéncia dos isolados por Filo e por Classe.

Filo Classe
ANA CAX Sordariomycetes 140 154
Ascomycota 160 165 Dothideomycetes 18 10
Basidiomycota 1 9 Eurotiomycetes 3 1
Agarigomycetes 0 9

AR, LP, MU, BI, PF, AS, DP,
AS, DA, TM, ,CO,\ NC, PN, PE, @ DA, HF, NF, TM,

i . TR, BT, NE, MU, PE,
BT, NF, PF PP, PC, PT, PN, NC. PT, AR,

PL PL

Figura 10. Relacdo entre os géneros identificados nas areas de estudo. A: Géneros especificos
e comuns a ambas areas de coleta.
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Em verde representado a PARNA Anavilhanas e em roxo, a FLONA Caxiuana. B: Géneros
especificos para cada um dos tecidos coletados em ambas areas de estudo. Em vermelho,
alburno e em azul, o tecido foliar. AS — Aspergillus sp.; DA — Daldinia sp.; TM — Trametes
sp.; BT — Botryosphaeria sp.; NF — Neofusicoccum sp.; PF — Pseudofusicoccum sp.; XY —
Xylaria sp.; Bl — Bionectria sp.; DP — Diaporthe sp.; CO — Colletotrichum sp.; HP —
Hypoxylon sp.; TR — Trichoderma sp.; NE — Nemania sp.; AR- Arthrinium sp.; LP —
Lasiodiplodia sp.; MU — Muscodor sp.; NC — Nectria sp.; PN — Penicillium sp.; PE —
Peniophora sp.; PP — Pestalotiopsis sp.; PC — Phanerochaete sp.; PT — Pleurostoma sp.; PL —

Pseudopestalotiopsis sp.

Alguns dos géneros mais abundantes encontrados no presente estudo, como, por
exemplo, Coletotrichum / Glomerella, Diaporthe / Phomopsis e Xylaria correspondem a
fungos endofiticos multi-hospedeiros em arvores de regides tropicais, ou seja,
ecologicamente, sdo generalistas (Rubini et al., 2005; Arnold et al. 2007; Suryanarayanan,
2011; Vaz et al., 2014; Tonial et al., 2016). Gazis & Chaverri (2010), trabalhando com fungos
endofiticos em Hevea brasiliensis na Amazo6nia Ocidental extra-brasileira (Peru), reportou
que os géneros Pestalotiopsis e Trichoderma / Hypocrea foram respectivamente o primeiro e
0 segundo mais abundantes. O género Trichoderma também foi um dos géneros mais
abundantes em Hevea brasiliensis na Amazonia Oriental brasileira, entretanto, o género
Pestalotiopsis representou apenas 1,49% do total de isolados neste estudo. Similarmente, o
género Colletotrichum / Glomerella, o qual foi o mais abundante na Amazonia Oriental
(Brasil) foi considerado raro (abundéancia relativa entre 1-3%) na Amazonia Ocidental (Peru)
no mesmo hospedeiro. Tanto Colletotrichum como Pestalotiopsis sdo considerados fungos
endofiticos generalistas em arvores tropicais e essa divergéncia pode ser atribuida pela
metodologia utilizada no isolamento, uma vez que os meios de cultura foram distintos nos
dois trabalhos, o que pode ter favorecido o isolamento preferencial de cada desses géneros
(Kirk et al., 2004).
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Figura 11. Frequéncia dos géneros em relagdo a abundéncia. Géneros com um isolado foram

incluidos.

O estudo da estrutura de comunidades de fungos endofiticos no tecido foliar dos
individuos amostrados incluiu a determinacdo dos aspectos qualitativos (composicdo
taxondmica) e quantitativos (riqueza, abundancia, equitatividade) da diversidade. Os indices
de diversidade (Shannon e Shannon normalizado) correspondem a um indice composto que
leva em consideracdo conjuntamente os indices de riqueza e abundancia relativa enquanto
gue a equitatividade ou uniformidade (de Shannon) corresponde a distribuicao relativa dessas
espécies dentro da comunidade (Hammer et al., 2001). A diversidade (Shannon normalizado)
de fungos endofiticos € maior no tecido foliar de individuos de H. brasiliensis na FLONA de
Caxiuand embora a equitatividade tenha sido praticamente a mesma entre as duas areas de
coleta. Esses indices refletem o fato de que a riqueza foi mais elevada na FLONA de
Caxiuand, mas a abundancia diferiu pouco entre as duas areas (Tabela 6), como também a
distribuicdo relativa deles como reflete o indice de equitatividade. Assim como ja
demonstrado na curva de acumulacdo dos géneros (Fig. 11), a estimativa de riqueza dos

géneros por extrapolagdo, dada pelo indice de CHAO, é superior aos valores de riqueza

obtidos de forma empirica (Tabela 11).
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Tabela 11. indices de diversidade dos fungos endofiticos por local de coleta e por origem.

Diversidade Shannon  Equtabilidade
(Shannon) CHAO Riqueza Abundancia Norm (Shannon)
Ana - 155
Folhas 1,73 17,50 13,00 5,62 0,67
Cax - folha 1,92 22,00 16,00 142 6,81 0,69

6.4.2. Ao nivel de Unidades Taxondmicas Organizacionais

As comunidades de fungos endofiticos no tecido foliar de cada individuo de H.
brasiliensis nas duas areas de estudo é varidvel, no entanto, alguns padrbes sdo claramente
evidenciados (Figura 12): (i) as provaveis espécies Colletotrichum spl e Bionectria spl sdo
geralmente as mais abundantes e encontram-se associadas na maior parte dos individuos,
independentemente da area de coleta; (ii) todos os individuos de H. brasiliensis da FLONA de
Caxiuand também apresentam a provavel espécie Trichoderma sp.1 com elevada abundancia
relativa, enquanto que nos individuos da PARNA de Anavilhanas esse padrdo nao €
detectado. Gazis & Chaverri (2015) demonstraram que plantas nativas de H. brasiliensis
apresentam uma maior diversidade de espécies do género Trichoderma sp. em folhas e
alburno e que podem auxiliar a planta na protecdo contra outros patdgenos. Essa diferenca
pode estar diretamente relacionada a area de estudo, sugerindo a necessidade de uma
investigacdo especifica que leve em consideracdo a fisiologia e o estado fitossanitario das

arvores nas diferentes areas de estudo.
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Figura 12. Abundancia dos seis OTUs mais prevalentes no tecido foliar em cada individuo de
Hevea brasiliensis coletado. A1 —A4 Individuos da PARNA Anavilhanas 1 — 4; C1-C5
Individuos da FLONA Caxiuand 1-5.

Utilizou-se o método de Ordenacdo, Escalonamento Dimensional N&o-Métrico
(NMDS), para revelar tendéncias e ordenar a comunidade de fungos endofiticos das duas
areas de estudo em cada folha de cada individuo coletado baseado tanto em dados qualitativos
(presenca e auséncia de OTUs) pelo indice de semelhanca de Jaccard e dos dados
quantitativos (abundéncia de isolados por OTU) (Hormann et al., 2015). Independentemente
de se utilizar os dados de presenca e auséncia como de abundancia hd uma clara separacéao
entre as comunidades de fungos endofiticos nas folhas dos individuos das distintas areas de
estudo (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Ordenacdo por Escalonamento Dimensional Nao-Metrico (NMDS) baseado na
composicdo da comunidade de fungos endofiticos nas folhas de individuos de Hevea
brasiliensis pela distancia de Jaccard. + - OTUs identificadas no estudo.
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Figura 14. Ordenag&o por Escalonamento Dimensional N&o-Metrico (NMDS) baseado na
composicao da comunidade de fungos endofiticos nas folhas de individuos de Hevea sp. pela
distancia de Hellinger. + - OTUs identificadas no estudo.

5.5. Extracdo de RNA total do tecido foliar de Hevea brasiliensis

Para a extracdo de RNA total, foi usado o reagente TRIzol®. Apds a extracdo, 0 RNA
total da amostra foi quantificado por espectrofotometria. Realizou-se a avalicdo da amostra
quanto a contaminacdo por proteina (razdo 260/280) e contaminagdo por fenol e outros
reagentes (razdo 260/230). Os quesitos avaliados no Nanodrop podem ser verificados no
Tabela 12.
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Tabela 12. Quantificacdo e qualidade das amostras apos a extracdo de RNA utilizando-se

extracdo organica com TRIzol®.

Extracéo de RNA orgénica

Amostras Relacéo Relacéo x
260/230 260/280 Concentragdo (ng/ul)

'C?Tv'duo 0,40 1,45 1494
Individuo C.2 0,96 1.46 67,44
Individuo
c3 0,35 1,18 50,9
Individuo
C4 0,37 1,27 39,64
Individuo
C5 0,51 141 20,98

O método de extracdo de RNA usando o reagente TRIzol (mistura de fenol, e
tiocianato de guanidina em pH 4,0) foi descrito pela primeira vez em 1987, pelos
pesquisadores Chomczynski e Sacchi. O método permite o isolamento de RNA, DNA e
proteinas totais a partir de pouco material de diferentes tecidos de diferentes organismos,
apresentando bons resultados e simplicidade (Chomczynski & Sacchi, 1987; Chomczynski,
1993). Por isso, 0 método com TRIzol foi selecionado para a realizacdo da extracdo de RNA
total deste trabalho. As relacdes 260/230 de todos os individuos extraidos se apresentaram
baixas, mas isso ja era esperado, uma vez que espécies da familia Euphorbiaceae contém
varios polissacarideos, polifendis e metabolitos secundarios que co-precipitam com 0 RNA na
presenca de etanol, ficando como contaminante na amostra (Xu et al., 2009).

6.6. Visualizacdo da integridade do RNA extraido

Para verificar a integridade do RNA total extraido, as amostras foram eluidas em gel
de agarose com hipoclorito de sddio. A amostra deveria conter o equivalente a 1 ug de RNA,
porém, como todas as amostras de folhas apresentaram uma dosagem baixa (em média 56 ng/
uL) e apresentava o volume final de 30 uL, foi eluido apenas 10 uL de RNA (equivalente a
aproximadamente 600 ng de RNA total). Nesse gel, também foi eluido uma amostra de RNA
total de cultura pura de fungo endofitico [2,5 ug de RNA], como controle positivo e o padrdo
de peso molecular de 1 Kb (Kappa, 2014). Porém, apenas a amostra de fungo endofitico
apresentou bandas integras de RNA ribossomal (28S, 18S e 5.8S).

Sabe-se que o RNA é sensivel a manipulagdo inadequada, temperatura e nucleases
(Fleige & Pfaffl, 2006). A avaliacdo da integridade do RNA pode ser feita por vérios
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métodos, como o gel de agarose desnaturante, porém essa técnica usa reagentes toxicos e de
longa duragdo. Para anélise rapida do RNA total, foi proposto por Aranda e colaboradores
(2012) um gel de agarose 1% com hipoclorito de sddio 6%, o hipoclorito é responsavel por
desnaturar estruturas secundarias do RNA destruindo as liga¢6es de hidrogénio e as RNAses
presentes no gel, permitindo a visualizacdo das bandas do RNA ribossomal que séo usadas
como padréo de integridade.

6.7. Analise Qualiquantitativa do RNA total em eletroforese microfluidica

Apesar de 0 RNA total das amostras de folhas aparentemente ndo aparecerem integros
no gel de agarose com hipoclorito de sodio, as amostras foram analisadas
qualiquantitativamente em eletroforese microfluidica. Para a sele¢cdo da melhor amostra foi
considerado a concentracdo de RNA em solucéo, e os valores das relagdes das absorbancias
260/280 e 260/230 nm. A amostra que apresentou os valores melhores foi a do Individuo 2, e
por isso, ela foi selecionada para o sequenciamento de pequenos RNAs.

Na figura 15, podemos visualizar a quantidade e qualidade do RNA total da amostra.
O primeiro pico (25 nt) visualizado na imagem abaixo indica a presenca de pequenos RNAs
na amostra, o segundo pico (2000 — 4000 nt) indica a presenca da regido do rRNA 28S.
Podemos verificar a auséncia dos picos entre 1000 — 2000 nt (pico da regido do rRNA 18S) e
0 pico em 4000 nt (pico da regido do rRNA 5.8S). A concentracdo de RNA total foi de 59
ng/uL. Ao lado direito da imagem podemos verificar uma canaleta do gel em tempo real,
demonstrando apenas a banda da regido do rRNA 28S.

A analise em eletroforese microfluidica é muito utilizada para verificar a integridade e
dosagem do RNA total das amostras e, diferentemente de métodos espectrofotométricos,
apresenta alta sensibilidade, estabilidade, rapidez e necessita de pouca quantidade de material
inicial. Outro parametro para analisar 0 RNA, é o Numero de Integridade do RNA (RNA
Integrity Number - RIN) gerado pelo equipamento, que atribui valores de 1 a 10, onde 10
significa 0 RNA totalmente intacto e 1 o RNA totalmente degradado (Jahn et al., 2008).
Entretanto, RNA de plantas geralmente geram baixos valores ou mesmo nenhum valor de
RIN (Kim & Haj-Ahmad, 2014).
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RNA Area: 18.9 RNA Integrity Number (RIN): 27 (B.02.08)
RNA Concentration: 58 ng/pl Result Flagging Color: [:]
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0 Result Flagging Label: RIN: 2.70
Fragment table for sample 6 : J2C-F

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

285 2,985 3,082 0.4 2.4

Figura 15. Imagem do eletroferograma obtido a partir da analise da integridade da amostra do
Individuo 2 de RNA total analisado em eletroforese microfluidica.

6.8. Envio das amostras para o sequenciamento e sequenciamento de pequenos
RNAs

A amostra do individuo 2 de Hevea brasiliensis (FLONA de Caxiuand) foi preparada
para envio usando o kit RNA Transport, e estocado a temperatura ambiente. No dia seguinte,
a amostra foi enviada para a empresa Omega Bio-tek para a realizacdo do sequenciamento
através da empresa Sintese Biotecnologia. O kit RNA Protection Reagent foi usado para o
armazenamento a temperatura ambiente de RNA total purificado, ndo permitindo a
degradacdo da amostra e eliminando a necessidade de estocar e enviar 0 material em gelo
Seco.

A amostra foi entregue apés 15 dias do envio e entdo preparada para o0
sequenciamento em aparelho Hiseq® (illumina). O kit NEXTflex Small RNA-Seq foi
selecionado por reduzir a formacdo de dimeros de adaptadores produzidos durante a
preparacdo da biblioteca, permitindo a deteccdo acurada de diferentes SRNAs. Apds o preparo
da amostra, foi feita novamente a analise qualiquantitativa em eletroforese microfluidica e

realizado o sequenciamento.
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Diferente da metodologia usada no sequenciamento pelos equipamentos da Roche
(454) e da Lifetechnologies (lon Torrent e Proton), a Illumina utiliza a tecnologia de
sequenciamento por sintese (Sequencing By Synthesis — SBS). A biblioteca com os
adaptadores sdo desnaturados em fita simples e os adaptadores sdo ligados na superficie da
celula de fluxo (local onde ocorre o sequenciamento), seguido da amplificacdo por ponte
(amplificacdo da fita simples de DNA que estd aderida na superficie da célula de fluxo, a
extremidade livre se liga a um adaptador que também esta aderido na superficie, e entéo é
adicionado dNTPs, DNA polimerase para alongar a fita). Apos a amplificacdo, o sistema
desenvolvido pela Illumina usa dNTPS marcados para detectar cada nucleotideo adicionado.
Esse método permite que vérias regides de alta densidade de sequéncias seja formada e

melhore o sinal produzido e, portanto, a deteccdo de cada nucleotideo (Liu et al., 2012).

6.9. Analise do sequenciamento de pequenos RNAs

A biblioteca de SRNA sequenciado pelo aparelho HiSeq (illumina) gerou um total de
10.690.564 sequéncias (Tabela 13). Apo6s a remocdo dos adaptadores e das sequéncias de
baixa qualidade restaram 9.266.320 sequéncias. Em seguida, foram removidas aas sequéncias
do prépio hospedeiro (H. brasiliensis) (6.085.037 sequéncias), sobrando 3.181.283
sequéncias. Essas sequéncias foram filtradas por diferentes tamanhos e foram utilizadas para a
montagem de contigs com o kmer de 15 nt, e, posteriormente, foram comparados com
sequéncias nucleotidicas e protéicas pelo Blast utilizando as bases de dados do GenBank e
GenPept. Nesta etapa foram montados 110 contigs, sendo que 52 ndo apresentavam
similaridade com nenhuma espécie descrita no banco de dados do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), além de 14 contigs que tiveram similaridade com proteinas

de doze espécies diferentes de virus (Anexo 9.3 e 9.4) relacionado a familia Tymoviridae.
Aqui serd representada a espécie que apresentou similaridade intermediaria e alta com todos
0s contigs montados. Os contigs virais montados, juntamente com o tamanho e identidade de
cada um deles, podem ser observados na figura 16. Muitos dos contigs ndo virais s@o
derivados de fungos endofiticos e bactérias presentes na folha sequenciada.

Foi observado que das 3.181.283 sequéncias ndo-mapeadas no genoma de seringueira (H.
brasiliensis), 9203 eram derivadas de virus da familia Tymoviridae. Para confirmar a presenca

dos contigs na amostra de seringueira, foi verificado para cada regido montada o perfil de
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SRNAs e a densidade de ambas as fitas (positiva e negativa) ao longo do genoma de

referéncia (Figura 17). Além de sequéncias virais, também foram encontradas cerca de 600

sequéncias de P. ulei (principal patogeno de seringueira), mas o perfil de SRNAs dessas

sequéncias ndo foi Unico, 0 que pode ser consequéncia da auséncia do genoma completo

publicado do P. ulei, dificultando a anélise dessas sequéncias.

Tabela 13. Informagdes sobre os dados obtidos no sequenciamento de SRNAS.

Sequéncias totais

H.brasiliensis (%) Virus (%) P.ulei (%)

Numero de sequéncias 9203 600
totais 10690564 6085037 (56, 92%)  (0,09%)  (0,005%)

Numero de sequéncias 9203 600
ap6s trimagem 9266320 6085037 (65,67%)  (0,1%)  (0,006%)
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Figura 16. Mapa da regido da Polimerase de RNA dependente de RNA (RpRd) em que foram
formados 14 contigs com alta identidade viral.
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Virus sdo capazes de infectar todas as espécies de plantas descritas, porém podem ser
especificos para cada hospedeiro (patdgenos especialistas), que é o caso do Citrus tristeza
virus que infecta poucas espécies do género Citrus sp., ou pode infectar diferentes
hospedeiros (patdgenos generalistas), como, por exemplo, Cucumber mosaic virus, que
infecta mais de 85 familias diferentes de plantas.

Plantas apresentam diferentes sistemas para prevencao e defesa contra virus e esses
sistemas sdo classificados em passivo e ativo. O passivo ocorre quando a planta interrompe a
producdo de fatores (proteinas produzidas e usadas no hospedeiro mas que podem ser usados
por virus durante a infeccdo e replicacdo) que seriam usados pelo virus durante a replicagdo
ou disseminacdo. J& a ativa é a deteccdo e destruicdo das células infectadas quando
apresentam genes de resisténcia de um especifico virus no hospedeiro. Além disso, plantas
apresentam a habilidade de se defender a partir de um sistema de detec¢édo de alvos virais com
especificadade de cada sequéncia, que é a via de RNA de interferéncia (RNAI) (Nelson &
Citovsky, 2005; Gergerich & Doija, 2006).
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Figura 17. Pequenos RNAs. A. Perfil de pequenos RNAs do contig 6_5; B. cobertura dos
pequenos RNAs montados do contig 6_5.

Foi possivel detectar pelo sequenciamento de SRNAs, um virus relacionado a familia
Tymoviridae. O perfil de tamanho dos sSRNAs produzidos pela via do hospedeiro é unica.
Aguiar e colaboradores (2015) comprovaram que a infeccdo por diferentes espécies virais
gera perfis de tamanhos de sSRNAs diferentes, o que permite a identificagdo e agrupamento
das sequéncias virais pertencentes a cada espécie. Similarmente, o perfil de tamanho de
sRNAs de fungos e bactérias também sdo muito caracteristicos. No perfil de SRNAs gerados,
podemos observar um pico em 21 nt, que é especifico para via de siRNA, usada pelo sistema

imune inato do hospedeiro (no caso, a planta Hevea brasiliensis) para controlar a
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multiplicacdo viral. Esse perfil gerado pelo sistema imune do hospedeiro depende das
caracteristicas virais (estrutura do genoma, tropismo e replicacdo) e, por isso, o perfil de
sRNAs pode fornecer informacfes sobre a biologia viral. Virus de RNA apresentam uma
distribuicdo homogénea na cobertura do perfil de sRNAs, enquanto que virus de DNA
apresentam picos claros de sRNAs. Na biblioteca sequenciada neste trabalho, o virus
detectado apresenta distribuicdo homogénea do perfil de sSRNAs e os contigs formados,
quando comparados com o banco de dados referéncia Viral Genomes do NCBI, confirma que
0 genoma € de RNA fita simples polaridade positiva. O virus detectado no sequenciamento
potencialmente é uma nova espécie, pois apresenta similaridade apenas ao nivel de proteina
com outras espécies da familia Tymoviridae.

A metodologia de sequenciamento de SRNAs (metatranscritbmica de pequenos RNAS)
também apresenta varias vantagens comparada com outras metodologias de sequenciamento
em larga-escala, como preparacdo da biblioteca com pouca manipulagdo da amostra, evitando
a contaminacdo da mesma; otimizacdo da deteccdo viral, j& que o sistema imune do proprio
hospedeiro aumenta o numero de sequéncias virais, enriquecendo a amostra, e pode ser
utilizada para a deteccdo de novas espécies virais (Ozsolak & Milos, 2010; Aguiar et al.,
2015).

6.10 RT-PCR

Para fazer a sintese de cDNA, foi feito uma modificacdo em relacdo a concentracao de
RNA que deveria ser adicionado na reacdo. De acordo com as orientagcdes do fabricante
(Invitrogen) deveria ser adicionado 2 ug de RNA total para uma reacdo no volume final de
25 uL. Mas, foi adicionado o equivalente a 250 ng de RNA total na reacdo. Krug & Berger
(1987) afirmaram que 0,25 ug é suficiente para gerar uma boa concentracdo de cDNA com
qualidade. Uma vez que a planta pode estar infectada com virus de RNA fita dupla, a
temperatura de desnaturacdo usada na sintese de cDNA foi de 90°C, como descrito por
Rwahnih et al., 2010.

Inicialmente, a sintese foi feita apenas para a amostra do Individuo 2, j& que foi o
individuo selecionado para sequenciamento. Apés a sintese, o cDNA foi dosado por
espectrofotometria e apresentou concentracdo de 1200 ng/uL de cDNA, com as relagdes
260/280 de 1,87 e 260/230 de 2,10.

77



Para verificar se a sintese de cDNA funcionou, foi feita a amplificacdo quantitativa com par
de iniciadores para a regido do gene (constitutivo) que codifica a actina de H. brasiliensis.
Duan e colaboradores (2010) avaliou 0 nimero de transcritos do gene da actina em plantas
submetidas a 19 condicdes de tratamento com tempos diferentes. Foi observado que a
abundancia de transcritos desse gene ndo varia em nenhuma condicdo testada e apresenta
alta especificidade de amplificacdo. Por esse motivo, o gene da actina é considerado um
bom controle interno de reacdo. Rodriguez e colaboradores (2008) reiteraram que a
estabilidade do nivel de expressdo do gene em diferentes momentos, tratamentos e tempos
deve ser avaliado, pois o controle interno é usado como uma medida acurada e confiavel que
indica a qualidade do cDNA sintetizado.

A amostra foi amplificada, verificada em gel de poliacrilamida 8% e enviada para o
sequenciamento. Apés a edicdo das sequéncias (direta e reversa), foi gerada a sequéncia
consenso que foi comparada com o banco de dados do NCBI utilizando o programa Blastx.
O resultado pode ser observado na tabela 14.
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Tabela 14. Sequenciamento da amostra de Hevea brasiliensis amplificada para a regido da actina.

ID da Organismo Estratégia Tamanho da Melhor hit e-value  Identidade Cobertura Query (pb)
amostra sequéncia (pb) (%) (%0)
Ind2 -CF Hevea blastx 272 Hevea brasiliensis  3e-99 92 95 1471
brasiliensis clone RYT-33-97
actin7a MRNA
[HQ260674]
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Uma vez que o cDNA apresentou boa qualidade, foi feita a sintese das outras amostras
de folhas dos outros quatro individuos da FLONA de Caxiuana, e entdo feita a gPCR para o
gene da actina de H. brasiliensis. Todas as 4 amostras foram amplificadas, porém, quando
eluidas em poliacrilamida 8%, foi verificado que nenhuma das quatro amostras apresentava
bandas de tamanho de aproximadamente 200 pb. Na figura 18, podemos verificar a
amplificagdo para o gene da actina para todas as 5 amostras de folhas, assim como o gel de

poliacrilamida 8% com apenas a amostra do individuo 2 apresentando uma banda nitida.
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Figura 18. Amplificacdo para o gene da Actina. A: Gel de poliacrilamida 8% com o produto
de gPCR evidenciando a amplificagcdo para o gene da actina.

C-: controle negativo da reacdo; L: marcador de peso molecular (Ladder); C (1-5): produto da amplificacdo das
amostras de folhas de Caxiuand; C2: Amostra amplificada; B: Curva de amplificagdo da reacdo de gPCR para o
gene da actina.

6.11. Iniciadores para gPCR

Foram desenhados pares de iniciadores para a confirmagdo da detecgdo de um
provavel novo virus em H. brasiliensis. Para isso, foi usado o programa Primer 3 em interface
com o software Geneious e foram avaliadas as principais caracteristicas de cada iniciador. A
tabela 15 mostra todas as caracteristicas dos iniciadores desenhados que foram selecionados
para a deteccdo. Também foram desenhados pares de iniciadores com sondas especificas a
partir dos contigs montados na andlise das sequéncias de pequenos RNAs. Esses iniciadores

foram sintetizados pela IDT de acordo com a tecnologia PrimeTime® gqPCR Assay, em que
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apresenta Double-Quenchers, que inclui o lowa Black FQ (IBFQ) na extremidade 3" da sonda
e 0 quencher ZEN localizado internamente da sequéncia da sonda e a nove pb do fluoré6foro
6-FAM (5 FAM/ZEN/3'IBFQ). Essa estratéegia foi selecionada por reduzir o sinal de
amostras negativas e aumentar a sensibilidade e precisdo do sinal de amplificacdo das
amostras positivas. O uso de sondas fornece amplificacdo viral especifica e permite a
identificacdo de diferentes virus. A sonda é uma pequena molécula de DNA que contém em
uma extremidade um fluoréforo, um quencher interno, e outro quencher na outra extremidade.
Uma vez que a sequéncia da sonda é complementar ao cDNA original (amostra), a sonda
anela expecificamente na regido alvo durante o anelamento dos iniciadores. Durante a
extensdo, a sonda é deslocada e hidrolisada, liberando fluorescéncia que é detectada pelo

aparelho, e € proporcional a amplificacdo (Cella, et al., 2013).
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Tabela 15. Caracteristicas dos iniciadores desenhados para amplificac&o.

Nomedo  Nome e direcdo do Sequéncia do primer Amplicon Iniciador Temperatura GC , . . ] ]
i ) . Hairpin Homodimero Heterodimero
contig primer (pb) (nt) de melting (%)
523
Iniciador contigb 5 TCA CAACCTCTC
130 130 58 55
Direto TCC GCT CA
Iniciador contigb 5 TTC AAG GTG TGT
130 130 58 58
Reverso GCG GGT G
Contigs GGC TAG GTG AAG
Iniciador 36 Direto 85 20 58 60
12 11 60 59 GGA ATC GG
. TGA AAA AGT ATC
iniciador 141 85 23 54 40
AACGTG TGCTC
TGG CAG AAT TCA
Sonda 85 27 61 48

Contigs12_11 60 59

GAG AGC TCA AAT GGG




Contigs

37 35_16_15

Contigs

13 12 29 28

Contig

15 14

Iniciador 32 Direto

Iniciador 133
Reverso

Sonda
Contigs37_35_16_15

Iniciador 14 Direto

Iniciador 102
Reverso

Sonda
Contigs13_12 29 28

Iniciador 51 Direto

AGG GAT CTG TGA

CAC GAA GC

CTC CCC AACCCATCCACT

TTC GCA GAC AGCCTT
TGG GAC TAA

GGA TGT GGC AAG TCC
TAC CC

GGA CAGTTT CCACTC GGT
TC

AGC AGC TTC TCC GTA CCA
AGC ATT

AGG CAG TCT GGA GTG
AGG AG

80

80

80

68

68

68

62

20

18

24

20

20

24

20

57

57

61

58

56

61

58

55

61

50

60

55

50

60

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A
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Iniciador 133
Reverso

Sonda Contigl5_14

TATCCAAAAGGCTCCGCTTC

AAA GACTGG TTC GTG
GGC CAACTC

62

62

20

24

55 50 -

62 54 N/A

N/A

N/A
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6.12. Amplificacdo quantitativa (qQPCR) e digital (ddPCR) para confirmacéo do
virus da familia Tymoviridae

Inicialmente, foi desenhado um par de iniciadores com base na sequéncia obtida
através do sequenciamento de SRNA (contig 6_5 de 242 nt) para a confirmacgéo da presenca
do virus na amostra do Individuo 2. Uma vez que o tamanho do produto seria de 130 pb, o par
de iniciadores foi testado tanto em amplificagdo convencional, quanto quantitativa.

Na amplificacdo quantitativa, foi testado a diluicdo das amostras 1:10, 1:50 e 1:100
além da concentracdo dos iniciadores a 400 nM e 800 nM. Cada diluicdo e controle negativo
foram feitos em duplicatas. Ao final da reagéo, foi observado picos tanto nas amostras quanto
no controle negativo, por isso, os produtos foram eluidos em poliacrilamida 8% e nenhum

produto apresentou banda no tamanho de 130 pb (Figura 19 e Figura 20).
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Figura 19. Curva de amplificacdo e curva de melt da reacdo para deteccdo do virus da familia
Tymoviridae usando o par de iniciadores do contig 6_5.
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Figura 20. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% evidenciando a ndo amplificacdo dos
iniciadores do contig 6_5.

L: marcador de peso molecular (Ladder); C2: produto da amplificacdo da amostra de folha 2
de Caxiuand em diferentes diluicdes (1:10, 1:50 e 1:100) e em duas concentracdes de

iniciadores (800 e 400 nmol); C-: controle negativo da reacéo.

Na amplificacdo convencional, foi feito gradiente com as seguintes temperaturas de
anelamento: 55°, 56°, 57°, 58°, 59° e 60°C. Além da temperatura, foram testados trés
dilui¢bes de amostra, 1:10, 1:50 e 1:100. A ciclagem usada foi composta por um ciclo inicial
de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento nas diferentes temperaturas (55-60°C) por 1 minuto, extensdo a 72°C por
1 minuto e um ciclo de extensdo final por 5 minutos. Esta amplificagdo foi feita com
iniciadores na concentracdo de 10 e 15 pmol. Apos a amplificacdo, os produtos de PCR foram
eluidos em gel de poliacrilamida 8%. Apenas um produto foi amplificado, referente a amostra
diluida 1:100 na temperatura de 60°C com os iniciadores na concentracdo de 10 pmol (Figura
21).
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Figura 21. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% evidenciando a amplificacdo dos
iniciadores do contig 6_5 na concentracdo 10 pmol e dilui¢do 1:100 a 60°C.

C-: controle negativo da reacdo; L: marcador de peso molecular (Ladder); C2: produto da
amplificacdo da amostra de folha 2 de Caxiuana em diferentes dilui¢des (1:10, 1:50 e 1:100) e

em duas concentracdes de iniciadores (10 e 15 pmol).

O produto de PCR amplificado foi sequenciado, e as sequéncias apresentavam
qualidade de aproximadamente 50% com tamanho de 335 pb e foi possivel montar a
sequéncia consenso. Quando comparado contra 0 banco de dados do Blastn, o resultado
retornado foi de diferentes espécies do género de fungo Trichoderma sp..

Uma vez que o par de iniciadores ndo foi especifico o suficiente para a detec¢éo viral,
foram desenhados quatro outros pares de iniciadores com sonda de acordo com os contigs
montados no sequenciamento de SRNA, na tentativa de aumentar a sensibilidade.
Primeiramente, foram testadas as amostras C2 (enviada para o sequenciamento de SRNA) e a
C1. As duas amostras foram testadas para os quatro pares de iniciadores e sondas, com cDNA
puro e diluido 1:10. A amostra C1 foi negativa para todas as quatro regides testadas. A
amostra C2 foi positiva para todas as regides, com excecdo do contig 37_35_16_15 . Na

figura 22, podemos verificar a curva de amplificacdo dos iniciadores. Apés a qPCR, foi feito
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gel de poliacrilamida 8% para verificar a especificidade da reacdo e o tamanho de cada

produto amplificado (Figura 23). Também foram testadas as outras trés amostras de folhas de
Caxiuand, porém nenhuma delas foram amplificadas para nenhuma regiéo.
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Figura 22. Curva de amplificacdo da reacdo para deteccdo do virus da familia Tymoviridae
usando os pares de iniciadores e sondas dos contigs 15 14,12 11 60 59e 13 12 29 28.
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Contig Contig Contig Contig Contig Contig

12 11 1514 13_12 12 11 15 14 13 12
60 59 (102pb)29_ 28 60_59 29 28
(128pb) (108pb)

Figura 23. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% evidenciando a amplificagdo da amostra
C2 para os contigs 12 _11 60 59, 15 14 e 13 12 29 28. L: marcador de peso molecular
(Ladder); C-: controle negativo de cada reacéo.

Quando cDNA puro é adicionado a reacdo de PCR, geralmente o excesso de material
genético ou inibe ou produz uma fraca amplificacdo (shallow amplification), por isso é
recomendado por fabricantes diluir o cDNA antes de adiciona-lo na reagdo. cDNA diluido
resulta em uma curva de amplificacdo mais acentuada e sem ruido de fluorescéncia (Deprez et
al., 2001). Por isso, neste trabalho foram feitos testes na amostra pura como na diluida. A
amostra diluida foi amplificada para os contigs 12 11 60 59 e 13 12 29 28.
Diferentemente, o contig 15_14 foi amplificado na amostra pura.

Para verificagdo do nimero de copias virais (quantificacdo absoluta) na amostra, foi
feita a técnica de ddPCR para quantificacdo. Diferentemente do resultado obtido na qPCR,
todos os pares de iniciadores e sondas testados na amostra C2 concentrada e diluida foram
amplificados com sucesso, incluindo o contig 37_35_16_15 que ndo havia sido amplificado
no gPCR. Na figura 24 verifica-se o perfil de amplificacdo da amostra C2 para os pares de

iniciadores e sonda do contig 37_35 16 _15 nas temperaturas de 58° e 60°C. A imagem dos
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demais perfis de amplificagdo podem ser encontrados no Anexo 9.5 desta dissertacdo. As
temperaturas de 58 e 60°C foram testadas para verificar se havia diferenga na amplitude das
gotas positivas em relacdo as negativas, Na temperatura de 58°C houve um maior numero de
gotas no final da reacdo, variando entre 15.000 a 18.000 gotas. Como a amplificacdo é
baseada em calculo estatistico e distribuicdo de Poisson, quanto maior o nimero de gotas,
melhor a amplificagdo da amostra. Neste trabalho, a melhor temperatura para amplificacéo da
amostra C2 com os quatro pares de iniciadores com sonda foi a 58°C. Para verificar se 0s
outros individuos de H. brasiliensis coletados em Caxiuand também estavam infectados, foi
feita a ddPCR na temperatura padronizada de 58°C. Nenhuma das quatro amostras

(individuos) foram positivas (Figura 25).
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Figura 24. Perfil de amplificacdo da ddPCR para o par de iniciadores e sonda do contig
37_35_16_15. A: Na temperatura de 58°C e B: Na temperatura de 60°C.

A ddPCR permite o usuério determinar o valor limiar (de threshold), diferenciando as
gotas negativas (pontos escuros) e as gotas que possuiam a regido alvo amplificada (pontos
azuis). Na figura 24, podemos verificar o0 nimero de gotas na reagdo, no eixo x do gréafico,
denominado Event Number, e no eixo y pode ser verificado a amplitude das gotas em relacdo
a presenca de material amplificado, j& que apresenta maior emissdo de fluorescéncia em
relacdo as gotas negativas. Gotas positivas apresentam maior amplitude do que gotas
negativas. Na parte superior do grafico, também pode ser verificado o nimero de gotas
positivas (185) e o nimero de gotas negativas (68730). Apos a determinacdo do valor limiar,

o software QuantaSoft calcula o numero de gotas positivas em relacdo as gotas negativas,
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calculando a quantidade de copias presentes na reacdo de 20 uL, de acordo com o modelo de
Poisson, considerando um intervalo de confianca de 95%. A partir desse valor pode-se
calcular o numero de copias reais de RNA na amostra usada para sintese de cDNA e no
cDNA. Os valores obtidos estdo presentes na tabela 16. Uma das vantagens da ddPCR em
relacdo a qPCR é a quantificacdo absoluta sem a necessidade de curva padrdo, o que permite a
quantificacdo de alvos que ndo possuem controle positivo, como por exemplo, a deteccdo de

novas espécies ou de espécis mutantes.
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Figura 25. Perfil de amplificacdo da ddPCR para os iniciadores e sondas sintetizados na
temperatura de 58°C.

A ddPCR foi desenvolvida para quantificagdo absoluta com alta precisdo, contando as
moléculas de DNA presentes nas gotas formadas durante a montagem da reacdo. A particdo
gerada pelas gotas permite 0 aumento da sensibilidade, deteccdo especifica da regido-alvo
com consecutiva precisdo de quantificagdo e diminui a interferéncia de inibidores presentes na
amostra, ja que a reacdo de amplificacdo ocorre no interior de cada gota com pelo menos uma
molécula de DNA, aumentando a capacidade de deteccdo (Baker, 2012; Sedlak & Jerome,
2013). Em comparagdo com a gPCR, a ddPCR apresentou maior sensibilidade e ndo sofreu

interferéncia de inibidores na reacdo. Na gPCR, apenas uma regido foi amplificada em
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amostra concentrada, mas ndo em amostra diluida, as outras duas regides foram amplificadas
apenas na amostra diluida. Na ddPCR, tanto amostra diluida quanto concentrada foram
amplificadas em duplicata em duas temperaturas testadas para todas as regides testadas.
Apesar de o sistema de deteccdo em QgPCR apresentar aumento de sensibilidade e
especificidade, o sistema de amplificacdo por gotas pela ddPCR foi mais sensivel, e isso se
deve ao nimero de parti¢Oes geradas, que permite maior resolucdo da amostra (Baker, 2012).

Tabela 16. Numero de copias viral nas amostras de RNA total, DNA complementar

(cDNA) e produto amplificado.

cDNA RNA total
Amostra C2 Produto amplificado (20 uL)) (25 ul) (30 uL)
Contig 37_35_16_15 176 2200 33000
Contig 12_11_60_59 134 1675 25125
Contig 13 12 29 28 228 2850 42750
Contig 15 14 556 6950 104250

Pode ser verificado que em temperaturas diferentes o rendimento do nimero de copias
de uma amostra também pode sofrer alteragdo, e pode ser que a temperatura de 60°C reduza o
rendimento do produto de PCR. Mesmo determinando a temperatura de melting dos
iniciadores, deve ser testado um gradiente de temperatura para verificar como o sistema mix,
iniciadores, sondas e amostra se comportam. No caso da ddPCR testada, a temperatura de
anelamento de 58°C apresentou melhores resultados do que a temperatura de 60°C, ja que
resultou em uma diferenca de amplitude maior entre gotas positivas e negativas. Com o
resultado da amplificacdo em qPCR e quantificacdo em ddPCR, podemos afirmar que na
amostra sequenciada ha a presenca de um virus da familia Tymoviridae e que no momento da
coleta estava infectando a planta.

Virus de plantas foram descobertos no século XIX, quando os pesquisadores
Beijerinck & lwanowski estavam investigando uma doenca em tabaco e verificaram que havia
um organismo infectando a planta, porém ele era menor do que todos 0s outros ja descritos na
literatura. Esse organismo foi identificado como Tobacco mosaic virus (TMV), sendo o
primeiro virus a ser descrito. Desde entdo, outros virus comegaram a ser detectados,

identificados e caracterizados infectando o tecido vegetal, mamiferos, bactérias e mais
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recentemente os fungos. Estimativas sugerem que ja foram descritos aproximadamente 1000
espécies de virus de plantas (Nelson & Citovsky, 2005; Gergerich & Doija, 2006).

A familia Tymoviridae pertence a ordem Tymovirales que contém virus que infectam
plantas. O nome da ordem deriva do género Tymovirus (Turnip yellow mosaic virus), e foi
escolhido por seu nome ndo ser relacionado com a forma do seu virion. A familia
Tymoviridae é a Unica da ordem que apresenta particulas isométricas e a sua filogenia é
baseada no gene da polimerase, que apresenta resolucdo suficiente para a discriminacdo dos
trés géneros (Tymovirus, Marafivirus e Maculavirus) que compdem a familia (Martelli et al.,
2002; King et al., 2012).

Espécies da familia Tymoviridae apresentam particulas virais isométricas, nao
envelopadas e possuem didmetro de aproximadamente 30 nm. O capsideo € composto por 20
unidades de hexameros e 12 unidades de pentameros, cujo numero de triangulacdo (T) é 3
(Figura 26). O genoma é composto por RNA fita simples polaridade positiva (sSRNA +), com
alto contetdo de citosina (32 a 50%) e o tamanho do seu genoma varia entre 0s géneros de 6.0
a 7.5 kb. O genoma apresenta duas ORFs sobrepostas e uma terceira ORF que € expressa na
extremidade 3" do RNA subgendmico (SgRNA). A primeira ORF, codifica uma poliproteina
de replicacdo que contém os dominios da metiltransferase (Mtr), da protease de cisteina (P-
Pro), a RNA helicase (Hel) e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). A ORF2
codifica proteinas do movimento, e a ORF 3 codifica proteinas do capsideo. Algumas
diferencas na diposicdo das ORFs podem ocorrer nos géneros que compdem essa familia. O
género Maculavirus possui algumas diferencas quanto o arranjo do genoma, a ORF2 codifica
proteinas do capsideo enquanto que as ORF3 e 4 codificam proteinas do movimento. O
genoma é ordenado no arranjo icosaédrico no centro da particula. O genoma do Tymovirus
possui uma sequéncia conservada denominada Tymobox que serve como promotor da regido
do sgRNA e pode ser usada para identificacdo de virus do género Tymovirus. J& 0s
Marafivirus, apresentam a regido denominada marafibox, que também é usada para
identificacdo de isolados do género. Em compensacdo, o género Maculavirus ndo apresenta
nenhuma regido conservada que possa ser usada na diferenciagdo entre os géneros da familia
Tymoviridae (Martelli et al., 2002; King et al., 2012).

Esses virus, tambem podem apresentar dois tipos de particulas, as ndo infecciosas
(contém pouco ou nenhum RNA) denominadas particulas T, e as infectantes, que s&o

particulas intactas e denominadas particulas B. Os virus sdo resistentes a altas temperaturas
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(60-85°C) e a solventes organicos e infectam plantas dicotiledéneas e algumas espécies
infectam a familia Poaceae (gramineas). Alguns integrantes podem ser transmitidos por
inoculacdo mecanica nas folhas do hospedeiro por vetores como besouros e cigarras (Banttari
& Zeyen, 1969). Podem se replicar em altos titulos e se propagar para diferentes tecidos na
planta. Os géneros Marafivirus e Maculavirus, no entanto, sdo limitados ao floema (tecido
responsavel pelo transporte da seiva elaborada para todas as células da planta) (Martelli et al.,
2002; King et al.,, 2012). Espécies dessa familia ja foram descritas infectando Citrus
(Maccheroni et al.,, 2005), em plantas ornamentais das familias Scrophulariaceae e
Verbenaceae (Koenig, et al., 2005; Mathews & Dodds, 2006), no génro Vitis (Sabanadzovic
et al., 2000; Sabanadzovic et al., 2001; Engel et al., 2010) e em outras plantas, provocando
clorose e mosaico amarelo claro nas folhas, clareamento das nervuras e enfezamento

(nanismo da planta) (King et al., 2012).

Figura 26. Caracteristicas da particula viral da familia Tymoviridae. Na esquerda, virion do
virus Turnip yellow mosaic virus (TYMV).

No centro da imagem a conformacdo da particula com os seus hexametros e pentameros e na
direita, as particulas de Belladonna mottle virus (BeMV) visualizadas pela microscopia

eletrbnica de contraste negativo. (King et al., 2012).

Recentemente, Li e colaboradores (2016) detectaram e identificaram uma nova espécie
de Tymovirus infectando o fungo endofitico Fusarium graminearum. Esse virus foi o primeiro
isolado da familia Tymoviridae descrito infectando fungos. O micovirus Fusarium
graminearum mycotymivirus 1 (FgMTV1) possui 0 genoma de 7863 nt de RNA fita simples
polaridade positiva e apresenta 4 ORFs, a primeira codificando os dominios da Mtr, Pro, Hel
e RdRp e as outras ORFs ainda ndo possuem funcGes definidas e com alto contetdo de

citosina, ja descrito como caracteristica da familia Tymoviridae. Similarmente a outros
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micovirus, 0 FgMTV1 ndo apresenta uma ORF para codificar proteinas do capsideo e isso
pode ser a razdo de, até 0 momento, ndo ser possivel a purificacdo de particulas de micovirus.
Na familia Tymoviridae, também é comum as espécies possuirem genes para MP, 0s quais
interagem com o plasmodesmo da planta hospedeira e permite a passagem do material viral
de uma célula para outra. O FgMTV1 ndo apresenta gene para MP, o que o torna especifico
para a infec¢do em fungos, uma vez que fungos ndo apresentam plasmodesmos. Além disso, 0
genoma do FgMTV1 apresenta a regido Tymobox, usada para identificacdo de espécies da
familia. No hospedeiro, esse virus altera a morfologia do micélio fangico, diminui a
biomassa, esporulacéo e taxa de crescimento.

Embora ndo se tenha o genoma do virus, os contigs detectados, caracterizados e
identificados tanto por metatranscritbmica de pequenos RNAs quanto por qPCR e ddPCR e
analise filogenética (Figura 27 e Figura 28) pelo método de distancia por (Neighbor Joining)
e pela andlise de inferéncia Bayesiana com o modelo LG + | + G permitem afirmar de que se
trata de um provéavel novo virus de Tymoviridae proximamente relacionado ao género
Maculavirus infectando uma planta assintomatica nativa de Hevea brasiliesis na Amazénia
Oriental no territdrio brasileiro. O género Maculavirus s6 possui uma espécie reconhecida
pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), Grapevine fleck virus
(GFKV), esse virus infecta exclusivamente o género Vitis sp. (uva) e limitado ao floema,
apesar de ja ter sido reportado casos de disseminagdo, ndo ha& vetor conhecido para essa
funcdo. A infeccdo por GFKV ¢é caracterizada por modificacBes na mitocdndria em estruturas
denominadas corpos multivesiculares. As suas caracteristicas de particula sdo semelhantes a
espécie TYMV, exibida na figura 26 deste trabalho. Outras espécies ja foram descritas como
provaveis espécies do género, o Bombyx mori macula-like latent virus (BmMLV) e o
Grapevine red globe virus (GRGV) (Marteli et al., 2002; King et al., 2012).
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Figura 27. Arvore filogenética da regifo da polimerase. Arvore construida pele método de
distancia (Neighbor Joinning) com espécies representativas da ordem Tymovirales, a partir

das sequéncias de proteina.

Caxiuand_Tymovirus foi detectado neste trabalho, o grupo externo usado foi o Botrytis virus

F (BotV-F) (Gammaflexviridae). Os demais virus usados na construcdo da arvore foram:

Género Maculavirus - Grapevine fleck virus (GFkV); Marafivirus Citrus sudden death-

associated virus (CSDaV), Maize rayado fino virus (MRFV), Oat blue dwarf marafivirus

(OBDV); Tymovirus - Anagyris vein yellowing virus (AVYYV), Diascia yellow mottle virus

(DiaYMV), Eggplant mosaic virus (EMV) Nemesia ring necrosis virus (NeRNV), Ononis

yellow mosaic tymovirus (OYMYV), Plantago mottle virus (PIMoV), Turnip yellow mosaic
virus (TYMV); Familia Alphaflexviridae — Shallot virus X (ShVX), Botrytis virus X (BotVX),
Lolium latente virus (LoLV), Indian citrus ringspot virus (ICRSV), Potato virus X (PVX),

Sclerotinia sclerotium debilitation-associated RNA virus (SSDaRV).
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Figura 28. Arvore filogenética da regido da polimerase. Anélise filogenética realizada pelo
método de inferéncia Baysiana pelo modelo LG + | + G com espécies representativas da
ordem Tymovirales, a partir das sequéncias de proteina.

Caxiuand_Tymovirus foi detectado neste trabalho, o grupo externo usado foi o Botrytis virus
F (BotV-F) (Gammaflexviridae). Os demais virus usados na construcdo da arvore foram:
Género Maculavirus - Grapevine fleck virus (GFkV); Marafivirus Citrus sudden death-
associated virus (CSDaV), Maize rayado fino virus (MRFV), Oat blue dwarf marafivirus
(OBDV); Tymovirus - Anagyris vein yellowing virus (AVYYV), Diascia yellow mottle virus
(DiaYMV), Eggplant mosaic virus (EMV) Nemesia ring necrosis virus (NeRNV), Ononis
yellow mosaic tymovirus (OYMYV), Plantago mottle virus (PIMoV), Turnip yellow mosaic
virus (TYMV); Familia Alphaflexviridae — Shallot virus X (ShVX), Botrytis virus X (BotVX),
Lolium latente virus (LoLV), Indian citrus ringspot virus (ICRSV), Potato virus X (PVX),

Sclerotinia sclerotium debilitation-associated RNA virus (SSDaRV).
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7. CONCLUSOES

e Independentemente da &area de coleta (PARNA Anavilhanas e FLONA Caxiuand), a
riqueza e diversidade foi maior na FLONA Caxiuanad. Em contrapartida, a abundancia
e equitatividade foi semelhante entre as regides estudadas.

e O filo de maior frequéncia e dominancia foi o Ascomycota, 0S géneros mais
abundantes foram Colletotrichum sp., Bionectria sp. e Trichoderma sp, os quais

estavam presentes na maioria dos individuos de Hevea brasiliensis estudados.

e A partir das analises de ordenamento pelas distancias de Jaccard e e Hellinger, foi
possivel delimitar as provaveis espécies especificas para cada area de coleta e as
espécies que foram comuns a ambas regibes e demonstrar que as comunidades de
fungos endofiticos nas diferentes folhas dos individuos analisados apresentam

estruturas diferentes em cada uma das areas de estudo.

e O sequenciamento de pequenos RNAs em folhas de Hevea brasiliensis permitiu a
deteccdo de dois patégenos, o fungo Pseudocercospora ulei e uma nova espécie viral
relacionada a familia Tymoviridae em individuo nativo e assintomético de Hevea

brasiliensis.

e O virus detectado no estudo, foi caracterizado como pertencente a familia
Tymoviridae e provavel género Maculavirus a partir das analises filogenéticas tanto
pelo método de distancia (Neighbor Joining) como pela inferéncia Bayesiana, com
alto apoio estatistico.

e Foi possivel confirmar a deteccdo do virus através de sondas especificas pelas
metodologias de amplificagdo quantitativa e digital. A amplificacdo digital permitiu a
quantificacdo absoluta do RNA viral presente na amostra e se mostrou mais sensivel e
resistente a inibidores da amostra em relagdo a amplificacdo quantitativa,

possibiliando a deteccdo de uma regido que ndo havia sido amplificada na gPCR.
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O sequenciamento de pequenos RNAs, a amplificagdo quantitativa e a amplificacdo
digital usados neste trabalho sdo ferramentas metodoldgicas que podem ser usadas
para a detecgdo de patdgenos novos e ja descritos em Hevea brasiliensis, permitindo a

tomada de medidas de controle e prevengdo contra patdgenos em individuos ainda
assintomaticos.
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8. PERSPECTIVAS

Para a confirmagéo da presenca do fungo fitopatogénico Pseudocercospora ulei na
amostra de folha enviada para o sequenciamento, serdo desenhados pares de iniciadores com
sondas especificas a partir dos contigs montados na analise das sequéncias de pequenos RNAs
para deteccdo em PCR digital.

Uma vez que os iniciadores e sondas foram sintetizados em um mesmo tubo pela
metodologia do PrimeTime, ndo foi possivel realizar o sequenciamento das amostras
amplificadas. Por isso, foi sintetizado novamente os iniciadores em tubos separados e a
amostra sera purificada e enviada para o sequenciamento. Apos a confirmacao, o genoma do
novo virus da familia Tymoviridae sera sequenciado e montado pela metodologia de primer
and genome walking, de acordo com Loconsole et al., 2012.

Outros individuos de H. brasiliensis coletados na FLONA de Tapajos (Pard) e em
plantacdes comerciais na Bahia (PMB Michelin) também serdo testados na ddPCR, para
confirmagéo dos resultados da qPCR.

Além disso, sera realizada a metagenémica para acessar (em teoria) a totalidade da
comunidade de fungos das amostras de folhas ja coletadas e que possuem o DNA total

extraido.
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10. ANEXOS

10.1. Identificacdo dos fungos endofiticos pela analise da regido ITS1-5.8S-ITS2 do gene RNA ribossomal.

Codigo : - N 0
de T'p(.) de Parque Espgme_ Iden_tlflcagao do . /O.de e-value  Cobertura Tamanho Query
~ tecido referéncia isolado identidade da seq

Colecéo

HBOO1  Folha 1 vlariasp. [JK341065.1] Xylaria sp. 100 0 91.9 416 564

HBO02  Folha 1  Dlonectria Sp'] [KF746152.1  Bionectria sp. 100 0 99 572 567
Bionectria sp.

HBO003 Folha 1 [KF746136.1] Bionectria sp. 100 0 99 557 567
Bionectria sp. . .

HBO004 Folha 1 [EU552110.1] Bionectria sp. 99 0 98 577 1548

HBOO5S  Folha 1 Bionectria sp. Bionectria sp. 99 0 100 569 567

[KF746152.1]
Pseudofusicoccum .
HBO006 Folha 1 stromaticum [KF766223] Pseudofusicoccum sp. 99 0 99 586 592

Pseudofusicoccum

HBO008 Folha 1 sp.[KP096369] Pseudofusicoccum sp. 99 0 100 525 628
Bionectria cf. ochroleuca . :
HBO009 Folha 1 [EU552110] Bionectria sp. 83 2e-165 85 747 1548
Aspergillus aculeatus
HBO11 Folha 1 [KU310905] Aspergillus sp. 100 0 100 547 552
HBO012 Folha 1 Bionectria sp. [KF746152] Bionectria sp. 100 0 100 541 567

119



HBO014

HBO17

HBO18

HB019

HB020

HBO021

HBO021b

HB022

HB024

HBO025

HBO027

HB028

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Aspergillus aculeatus
[KU310905] Aspergillus sp.
Pseudofusicoccum
stromaticum
[JQ905746]
Diaporthe arecae
[KC343032] Diaporthe sp.

Pseudofusicoccum

adansoniae [DQ480351]  Pseudofusicoccum sp.

Xylaria sp. [HQ022442] Xylaria sp
Botryosphaeria mamane
[KU377487.1]
Pseudofusicoccum

Botryosphaeria sp.

stromaticum [KF766223]  Pseudofusicoccum sp.

Colletotrichum
gloesporioides[KX355173] Colletotrichum sp.

Bionectria cf. ochroleuca
[HQ022468]
Bionectria ochroleuca
[GU256766]
Bionectria ochroleuca
[HQ022466.1]

Bionectria sp.

Bionectria sp.

Bionectria sp.

Bionectria sp. [KF746152] Bionectria sp.

Pseudofusicoccum sp.

100

99

98

98

99

100

99

100

100

97.6

100

100

2e-124

SE-172

4e-147

4e-157

100

100

99

92

89

99

96

100

100

99

100

100

246

335

576

551

582

544

568

572

287

570

305

567

552

462

o571

548

522

571

592

573

380

567

505

567

120



HB029

HB032

HBO035

HBO036

HBO037

HB038

HBO039

HBO040

HBO041b

HBO042

HBO043

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Bionectria aff. ochroleuca
[HQ022466]

Phomopsis sp. [JQ809664]

Colletotrichum
gloeosporioides
[KX437750]

Aspergillus sp. [JF312217]
Pseudofusicoccum
adansoniae [KT968485]

Bionectria cf. ochroleuca
[IN411807]

Pseudofusicoccum
adansoniae [KT968482]
Pseudofusicoccum sp.
[KP096369]

Colletotrichum ignotum
[KC790967]

Glomerella cingulata [JQ3
41135]

Colletotrichum
gloeosporioides
[KX355173]

Bionectria sp.

Phomosis sp.

Colletotrichum sp.

Aspergillus sp.

Pseudofusicoccum sp.

Bionectria sp.

Pseudofusicoccum sp

Pseudofusicoccum sp

Colletotrichum sp.

Glomerella sp.

Colletotrichum sp.

100

99

100

100

98

96

98

99

98.1

100

100

Se-147

2e-116

100

100

100

100

99

95

55

100

100

100

100

441

451

487

576

305

276

898

481

524

605

376

505

578

579

613

566

566

565

628

573

605

573

121



HB044

HB045

HBO046

HBO047

HB048

HB049

HB050

HBO051

HB052

HB0190

HBO054

HB055

HBO057

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum
gloesporioides [KP703353]

Colletotrichum
gloesporiodes [KC913203]

Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum
gloeosporioides

[GU174547]
Glomerella cingulata
[EF423544]
Nemania bipapillata
[JQ341106.1]
Xylaria cubensis
[GU373810]
Xylaria sp. [KU645984]

Colletotrichum
gloeosporioides
[KX197385]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX437750]
Colletotrichum
gloesporiodes [KX437750]
Diaporthe cf. heveae
[KC343116]

Bionectria sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Bionectria sp.

Colletotrichum sp.

Glomerella sp.
Nemania sp.
Xylaria sp.

Xylaria sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Diaporthe sp.

99.6

99

100

99

99.8

99

100

97.7

98

100

100

100

98

0

0
2.37e161

100

100

100

100

100

87

100

100

100

100

100

100

99

567

493

588

568

687

537

520

529

515

558

426

508

521

567

583

598

567

573

520

576

589

599

579

579

576

122



HB058

HB059

HBO060

HBO061

HB062

HBO064

HBO067

HB068

HB069

HBO70

HBO71

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]

Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]

Diaporthe sp. [KU523580]

Colletotrichum sp.
[NR_120133]

Colletotrichum sp. [KT966

509]

Pseudofusicoccum adanson

iae [DQ480351]

Pseudofusicoccum sp.
[KP096369]

Colletotrichum siamense

[KP703365]
Colletotrichum sp.
[KT282763]
Hypoxylon investiens
[KC968924]

Trichoderma sp.
[KF367487]

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Diaporthe sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Pseudofusicoccum sp

Pseudofusicoccum sp
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Hypoxylon sp.

Trichoderma sp.

100

100

99

100

99

97

99

100

100

99

99

100

100

100

100

99

57

54

100

99

100

100

477

531

504

527

575

839

933

534

o577

538

619

599

573

617

582

584

538

950

o574

584

653

828

123



HBO72

HBO073

HBO75

HB078

HBO79

HB080

HBO083

HB084

HBO086

HBO087

HB088

HB089

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Bionectria cf. ochroleuca
[HQ022468]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197387]

Colletotrichum
gloeosporioides
[KX355173]
Colletotrichum fragariae
[JN98432]

Daldinia eschscholtzii
[KU204523]
Colletotrichum
gloeosporioides
[KX197387]

Phomopsis sp. [KC342044]

Phomopsis columnaris
[KU204665]
Colletotrichum fructicola
[KP748201]
Daldinia eschscholtzii
[JQ760992]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Pseudofusicoccum

Bionectria sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Daldinia sp.

Colletotrichum sp.

Phomopsis sp.

Phomopsis sp.

Colletotrichum sp.

Daldinia sp.

Colletotrichum sp.

Pseudofusicoccum sp

99

100

94

98

100

99

99

98

100

100

100

99

100

100

100

99

100

100

99

100

100

100

100

100

300

596

545

439

570

584

504

470

489

481

502

562

505

599

573

573

564

599

507

566

614

1082

573

592

124



HB090

HB091

HB092

HB093

HB094

HB096

HBO097
HB098
HB099

HB0100

HB0101
HB0104
HB0105

HB0107

HB0108

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

stromaticum [KF766223]
Daldinia eschscholtzii
[KU204523]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU529862]
Xylaria sp. [KP306896]
Colletotrichum
gloesporioides [KT289582]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]
Colletotrichum acutatum
[KU881799]
Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum
gloesporioides [JF288539]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU529862]
Diaporthe sp. [KU523580]
Pseudofusicoccum sp.
[KP096369]
Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]
Bionectria sp. [KF746152]

Daldinia sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.
Xylaria sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.
Bionectria sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Diaporthe sp.

Pseudofusicoccum sp.

Bionectria sp.
Colletotrichum sp.

Bionectria sp.

100

100

99

100

99

100

100
100
97
99

99
99
99

100

100

100

100

96

99

100

100

100
97
100
100

100
100
99

100

99

519

496

569

543

417

582

419
579
532
531

534
523
571

589

572

564

599

559

1082

555

599

578
567
581
559

617
628
567

599

567

125



HB0109
HB0110
HBO0111

HB0112

HB0113

HBO0114

HBO0115

HBO0116

HBO0117

HB0118

HB0119

HB0120

HB0121

HB0122
HB0123

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha

Colletotrichum acutatum
[KU881799]
Phomopsis sp. [KP050587]
Colletotrichum acutatum
[KU881799]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX437750]
Pseudofusicoccum
adansoiae [KM006445]
Colletotrichum sp.
[KT282760]
Trichoderma sp.
[KU571482]
Pseudofusicoccum
stromaticum [KT728919]
Colletotrichum
gloesporioides [KC913203]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX437750]
Hypoxylon ochraceum
[AJ390406]
Colletotrichum sp.
[KT953326]
Colletotrichum sp.
[KT282761]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum

Colletotrichum sp.
Phomopsis sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Pseudofusicoccum sp.

Colletotrichum sp.

Trichoderma sp.

Pseudofusicoccum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Hypoxylon sp.
Colletotrichum sp
Colletotrichum sp

Colletotrichum sp
Colletotrichum sp

100
99
100

100

96

100

100

99

100

99

97

100

100

99
100

100
100
100

100

42

100

100

100

100

100

91

100

100

100
100

482
499
525

480

638

493

440

490

583

540

474

522

489

572
489

578
561
578

579

538

991

624

563

598

574

602

530

582

599
598

126



HB0124

HB125b
HB0126

HBO0127

HB0128

HB0129

HB0130

HB0132

HB0133

HB0134
HB0135

HB0136

HB0138

HB0139

HB0140

Folha

Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Y

gloesporioides
[KX197394]
Colletotrichum
gloesporioides [JF441192]
Diaporthe sp. [KU523580]
Diaporthe sp. [FJ799941]
Trichoderma harzianum
[KP009228]
Bionectria ocholeuca
[HQ022468]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]
Xylaria allantoidea
[FJ621722]
Colletotrichum sp
[KP703353]
Colletotrichum siamense
[KP703365]
Bionectria sp. [KF746152]
Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum fructicola
[KX268474]
Xylaria sp. [FJ799949]
Colletotrichum
gueenslandicum
[KT372378]

Colletotrichum sp

Diaporthe sp.
Diaporthe sp.

Trichoderma sp.

Bionectria sp.

Colletotrichum sp

Xylaria sp.
Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Bionectria sp.
Bionectria sp.

Colletotrichum sp
Colletotrichum sp
Xylaria sp.

Colletotrichum sp

100

96
97

100

100

100

98

100

100

100
100

100

100

99

100

o oo o

le-127

99

100
99

100

100

99

100

100

99

100
98

100

100

100

99

562

582
540

612

252

595

401

524

540

476
578

509

476

600

598

569

617
1080

621

505

599

603

583

o574

567
567

573

549

607

599

127



HB0142

HB0143

HB0144

HB0145

HB145b

HB0146

HB0147

HB0148
HB0149
HBO0151

HB0153

HBO0154

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX437750]
Colletotrichum
gloesporioides [EF423540]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum acutatum
[KU881799]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU529862]
Bionectria aff. ochroleuca
[HQ022468]
Diaporthe sp. [JQ814333]
Colletotrichum acutatum
[KU881799]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX401434]

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Bionectria sp.
Diaporthe sp.

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

100

100

100

100

99

100

99

100
99
100

100

100

100

100

100

96

100

100

100

100
100
100

100

100

511

460

526

620

406

540

510

350
438
527

522

479

573

573

579

601

573

578

559

505
491
578

573

582

128



HBO0155

HB0156

HB0157

HB0158

HB0159

HB0160

HB0161

HB0164b

HB0165
HB0166
HB0167

HBO0171

HB0172

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Hypoxylon investiens
[FJ613018]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Pseudofusicoccum sp.
[KP096369]
Colletotrichum
gloesporioides [JF495089]
Colletotrichum
queenslandicum
[KT372378]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX437750]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU529862]
Neofusicoccum
batangarum [KT728917]
Diaporthe sp. [KU523580]
Colletotrichum sp.
[KP703353]
Colletotrichum
theobromicola [KX721068]
Colletotrichum
siamense[KP703365]

Colletotrichum sp

Hypoxylon sp.

Colletotrichum sp

Pseudofusicoccum sp.

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Colletotrichum sp

Neofusicoccum sp.
Diaporthe sp.

Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

100

99

100

99

98

99

100

100

100
99
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
100
100

100

100

569

521

566

474

441

585

521

521

505
482
489

443

539

605

648

573

628

530

599

579

559

617
617
583

553

574

129



HBO0173

HBO0175

HBO0176

HBO0177

HBO0178

HB0192

HB0179
HB0180

HB0181

HB0183

HB0185

HB0186
HB0188

HB0189

HB0199
HB0201

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha

Folha

Folha
Folha

Y

[EN

Colletotrichum
gloesporioides
[KX437750]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum sp.
[KP703353]
Trichoderma harzianum
[KU297283]
Trichoderma harzianum
[LT604467]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Daldinia eschscholtzii
[KU204523]
Colletotrichum
gloesporioides [KC913203]
Colletotrichum sp.
[KP703353]
Trametes sp. [HQ184178]
Xylaria sp. [HQ022442]
Bionectria aff. ochroleuca
[HQ022468]
Botryosphaeria mamane
[KU377487]
Colletotrichum

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Colletotrichum sp.

Bionectria sp.

Colletotrichum sp.

Daldinia sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Trametes sp.
Xylaria sp.

Bionectria sp.

Botryosphaeria sp.
Colletotrichum sp.

100

99

100

100

100

99

100
100

97

100

100

99
99

100

100
100

6e-131

o OO o

o

100

100

100

100

100

100

100
100

100

100

100

100
89

100

100
100

501

571

525

526

477

522

566
421

288

591

485

501
583

421

451
509

579

599

583

583

588

573

567
599

598

583

589
522

505

o571
579

130



HBAO002

HBAOO3

HBAO004

HBAOO5

HBAO0O6

HBAO0010

HB202

HB203
HB204
HB205

HB206

HB207

HB208

Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0

Alburn
0

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

gloesporioides
[KX437750]
Colletotrichum acutatum
[KU881799]
Trichoderma harzianum
[KP009228]
Colletotrichum
gloesporioides [JX258733]
Trichoderma harzianum
[KP009228]
Trichoderma harzianum
[KP009228]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX377750]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum
gloesporioides [KR704204]
Phomopsis sp. [JX944182]
Colletotrichum
gloesporioides [KT582184]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX437750]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum sp.
[KP703353]

Colletotrichum sp.

Trichoderma sp.

Colletotrichum sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Phomopsis sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

100

99

99

100

100

99

100

99
100
99

100

99

100

3e-154

le-157

100

99

100

100

100

100

100

96
100
100

100

100

100

534

620

543

613

608

509

300

615
306
498

474

578

517

578

621

603

621

621

579

573

601
437
508

579

599

583

131



HB210

HB211

HB209

HB212

HB213

HB239

HB240

HB241

HB242

HB243
HB244
HB245

HB214

HB246

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Glomerella cingulata
[JQ341135]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum sp.
[KP703353]
Glomerella cingulata
[GU066625]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Colletotrichum siamense
[KU923686]
Lasiodiplodia
pseudotheobromae
[JX914479]
Lasiodiplodia inanensis
[KU887065]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Colletotrichum sp.
[HQ449991]
Xylaria sp. [KP306964]
Hypoxylon monticulosum
[KP689191]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU663491]
Colletotrichum
gloesporioides [KR704204]

Glomerella sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Glomerella sp.

Glomerella sp.

Colletotrichum sp.

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

Glomerella sp.

Colletotrichum sp.

Xylaria sp.
Hypoxylon sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

100

100

99

99

100

100

100

100

100

100
99
100

99

99

2e-171

le-147

99

100

100

100

99

100

100

100

99

100
100
100

100

99

584

331

551

548

587

351

561

303

584

303
530
348

291

593

605

573

578

o574

605

525

561

454

605

486
1068
536

534

601

132



HB216

HB247
HB370

HB248

HB371

HB386

HB387

HB385
HB373
HB374
HB388
HB395

HB345

HB346

HB348
HB349
HB350

HB351

Folha

Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Glomerella cingulata
[JQ341135]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Trichoderma lixii
[KU934235]
Trichoderma harzianum
[LT604467]
Trichoderma harzianum
[LT604467]
Bionectria sp. [KF746152]
Bionectria sp. [KF746152]
Bionectria sp. [KF019253]
Bionectria sp. [KF746152]
Bionectria sp. [HQ022468]
Trichoderma sp.
[KU556489]
Lasiodiplodia iranensis
[KU887065]
Trichoderma gamsii
[KX009501]
Muscodor sp. [KF850711]
Lasiodiplodia theobromae
[KX611107]
Lasiodiplodia theobromae
[KX611107]

Glomerella sp.

Colletotrichum sp.

Bionectria sp.

Colletotrichum sp.

Trichoderma sp.
Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Bionectria sp.
Bionectria sp.
Bionectria sp.
Bionectria sp.
Bionectria sp.

Trichoderma sp.
Lasiodiplodia sp.

Trichoderma sp.
Muscodor sp.

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

99

100
100

100

99

99

100

99
100
99
100
99

99

100

99
99
99

99

100

100
98

100

100

100

100

99
100
99
100
100

100

100

99
99
100

100

554

590
S77

332

578

529

525

523
412
485
428
280

561

307

539
507
487

482

605

599
567

573

620

573

573

522
522
520
522
505

641

454

ST
611
789

789

133



HB352

HB353

HB354

HB355
HB356
HB357
HB358

HB359

HB360

HB361
HB362
HB363
HB364
HB365

HB366

HB390
HB376

HB249
HB250

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Folha

Folha
Folha

Folha
Folha

N N DD N DD DN

Lasiodiplodia theobromae
[KU377523]
Lasiodiplodia
pseudotheobromae
[KX244815]
Lasiodiplodia theobromae
[KX611107]
Lasiodiplodia
pseudotheobromae
[KX244815]
Peniophora sp. [KJ831890]
Peniophora sp. [KJ831890]
Trichoderma sp.
[KU933759]
Trichoderma harzianum
[KU297283]
Trichoderma harzianum
[LT604467]
Xylaria sp. [FJ799949]
Xylaria sp. [JQ814327]
Xylaria sp. [HQ022442]
Xylaria sp. [HQ022442]
Xylaria sp. [FJ7999499]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Bionectria sp. [KF746152]
Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum sp.
[JN390864]
Colletotrichum

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

Lasiodiplodia sp.

Peniophora sp.
Peniophora sp.

Trichoderma sp.
Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Xylaria sp.
Xylaria sp.
Xylaria sp.
Xylaria sp.
Xylaria sp.

Colletotrichum sp.

Bionectria sp.
Bionectria sp.

Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.

100

99

99

99
99
99
99

99

100

100
100
99
99
99

100

100
99

99
100

O O OO0 O Ooowoo o

100

100

100

100
99
100
100

100

100

100
100
90
93
99

100

99
99

99
99

437

465

484

501
511
558
559

524

549

580
401
577
460
540

555

569
550

550
564

533

571

533

571
567
567
588

583

573

607
506
522
522
607

599

567
567

578
599

134



HB251

HB252
HB253
HB254

HB255

HB257

HB258

HB259

HB260

HB261

HB367

HB262

HB263

HB264

HB266

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

N DN DN

gloesporioides
[KX197385]
Colletotrichum
gloesporioides [KT968455]
Peniophora sp. [KJ831890]
Peniophora sp. [KJ831890]
Peniophora sp. [KJ831890]
Hypoxylon monticulosum
[KC968939]
Penicillium citrinum
[KM369869]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]
Xylaria allantoidea
[KR534657]
Pestalotiopsis sp.
[KT150685]
Nectria pseudotrichia
[EU715616]
Colletotrichum sp.
[KP703353]
Colletotrichum
gloesporioides [KT968455]
Colletotrichum sp.
[KP703353]
Colletotrichum
queenslandicum
[KU923682]
Colletotrichum camelliae

Colletotrichum sp.

Peniophora sp.
Peniophora sp.
Peniophora sp.

Hypoxylon sp.

Penicillium sp.

Colletotrichum sp.

Xylaria sp.
Pestalotiopsis sp.

Nectria sp.

Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

100

98
99
98

99

99

100

96

99

99

100

99

100

99

99

o OO OoO O

100

100
99
97

100

100

100

80

100

99

100

100

100

100

100

403

558
554
570

515

476

544

528

515

470

491

453

442

485

498

553

567
567
567

597

534

599

544

553

1121

583

553

583

526

540

135



HB267
HB218
HB219

HB220

HB221

HB222

HB268

HB223

HB224

HB391

HB226

HB227

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

[KT351595]
Colletotrichum camelliae
[KT351595]
Muscodor sp. [KF850711]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Colletotrichum camelliae
[KT351595]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU720077]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Trichoderma sp.
[KF367487]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX197385]

Colletotrichum sp.

Muscodor sp.

Glomerella sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Trichoderma sp.

Glomerella sp.

Colletotrichum sp.

99
100
99

100

100

99

99

100

100

99

100

100

1e-158

le-117

100
100
99

100

100

100

100

100

100

99

99

100

428
597
588

392

308

243

511

584

415

624

587

575

540
611
605

540

573

525

599

599

573

828

605

599

136



HB265
HB228
HB229
HB230

HB231
HB232
HB233

HB234

HB236

HB237

HB238
HB270

HB274

HB275

HB277
HB278
HB279

HB280

Folha
Folha
Folha
Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

N DD NN DN

N

Peniophora sp. [KJ831890]
Colletotrichum
gloesporioides [KT582186]
Peniophora sp. [KJ831890]
Colletotrichum siamense
[LC052320]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Xylaria sp. [KR534681]
Colletotrichum siamense
[KU923686]
Colletotrichum siamense
[KU923686]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum camelliae
[KT351595]
Peniophora sp. [KJ832046]
Bionectria sp. [KF746152]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum siamense
[LC052320]
Hypocrea lixii [EU280079]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Pleurostoma repens
[NR_135925]

Peniophora sp.

Colletotrichum sp.

Peniophora sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Xylaria sp.

Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Peniophora sp.
Bionectria sp.

Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Hypocrea sp.

Colletotrichum sp.

Pleurostoma sp.

99
99
99
100

99
100
99

99

100

99

99
99

100

100

99
100
99

96

96
100
100
100

99
100
100

100

98

100

100
97

100

100

100
99
99

96

599
475
333
571

588
313
311

390

579

479

512
573

562

573

578
621
573

603

528
537
528
585

599
563
525

525

599

540

837
567

599

599

585
645
599

587

137



HB281
HB282

HB283

HB284

HB285

HB286

HB287

HB288

HB289
HB276
HB272

HB273
HB308
HB309

HB310
HB378

Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha

Folha
Folha
Folha

Folha
Folha

Hypocrea lixii [EU280079]
Trichoderma harzianum
[KU935690]
Hypocrea nigricans
[HF569185]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU534983]
Colletotrichum alatae
[KU593521]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Colletotrichum alatae
[KU593521]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355173]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Xylaria sp. [JX436805]
Arthrinium xenocordella
[KF144926]
Trichoderma lixii
[KU934235]
Hypocrea lixii [EU280079]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Bionectria sp. [KF746152]

Hypocrea sp.
Trichoderma sp.

Hypocrea sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Glomerella sp.
Xylaria sp.

Arthrinium sp.

Trichoderma sp.
Hypocrea sp.
Glomerella sp.

Glomerella sp.
Bionectria sp.

100
100

100

99

99

99

99

100

100
98
100

100
100
100

99
100

4e-173

100
100

100

100

100

100

100

100

99
96
100

100
100
99

99
100

625
334

384

591

511

572

519

334

581
625
473

520
622
577

590
556

645
595

942

600

570

599

570

573

605
614
558

620
645
605

605
567

138



HB290

HB291

HB294

HB296

HB297

HB298
HB299
HB300
HB301
HB302
HB304
HB307

HB306

HB295

HB305
HB303

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha
Folha

N DN

Trichoderma harzianum
[LT604467]
Colletotrichum
gloesporioides
[KX355184]
Diaporthe
pseudomangiferae
[KT972131]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Trichoderma harzianum
[KP009228]
Trichoderma sp.
[KF367487]
Phomopsis sp. [JX436795]
Pestalotiopsis sp.
[KX355192]
Diaporthe sp. [KU523580]
Phomopsis sp.
[HM595506]
Diaporthe sp. [FJ799941]
Hypocrea lixii [EU280079]
Colletotrichum
gloesporioides
[KU534983]
Pseudopestalotiopsis theae
[HQ832793]
Glomerella cingulata
[JQ341135]
Glomerella cingulata

Trichoderma sp.

Colletotrichum sp.

Diaporthe sp.

Glomerella sp.
Trichoderma sp.

Trichoderma sp.
Phomopsis sp.
Pestalotiopsis sp.
Diaporthe sp.
Phomopsis sp.
Diaporthe sp.
Hypocrea sp.

Colletotrichum sp.

Pseudopestalotiopsis
sp.
Glomerella sp.
Glomerella sp.

100

100

100

100

100

99
100
99
99
98
98
100

100

99

99
100

4e-116

100

100

100

99

100

99
99
100
100
99
100
100

100

100

99
99

480

231

584

581

616

622
580
534
591
596
588
621

581

560

585
590

573

571

601

605

621

828
606
548
617
652
602
645

600

582

605
605

139



HB312
HB382
HB377

HB379
HB381

HB394

HB336

HB337

HB338

HB339

HB313

HB314

HB315

HB316

HB317

HB318

Folha
Folha
Folha

Folha
Folha

Folha

Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0

N DN N DD DN

[JQ341135]
Diaporthe novem
[KC343159]
Bionectria sp. [HQ022468]
Bionectria aff. ochroleuca
[KT995766]
Bionectria sp. [KF746152]
Bionectria sp. [KF746152]
Trichoderma sp.
[KU504283]
Colletotrichum alatae
[KU593526]
Trichoderma atrobrunneum
[KX632514]
Trichoderma sp.
[KF367487]
Phanerochaete sp.
[KR812275]
Trichoderma sp.
[KF367487]

Trichoderma sp. [367486]

Trichoderma lixxi
[KT588244]
Trichoderma sp.
[KU571482]
Trichoderma sp.
[KF367487]
Trichoderma sp.
[KU504279]

Diaporthe sp.
Bionectria sp.
Bionectria sp.

Bionectria sp.
Bionectria sp.

Trichoderma sp.
Colletotrichum sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Phanerochaete sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

99
99
100

100
100

99

99

99

99

99

99

99

99

99

99

100

98
100
100

100
100

99

100

100

100

100

100

100

100

99

100

100

582
408
303

554
475

593

578

267

624

540

579

619

542

537

628

488

571
505
380

567
567

634

599

o571

828

592

828

828

586

624

828

647

140



HB340

HB341

HB342

HB343

HB344

HB319

HB320

HB321

HB322

HB323

HB325

HB326

HB327

HB328

HB329

Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0

Trichoderma lixii
[HQ608080]
Trichoderma sp.
[KU504279]
Trichoderma sp.
[KF367487]
Trichoderma sp.
[KU571482]
Trichoderma spirale
[JF439515]
Trichoderma harzianum
[LT604467]
Trichoderma harzianum
[LT604467]
Trichoderma sp.
[KU933759]

Trichoderma atrobrunneum

[KX632514]
Trichoderma lixxi
[KU934235]
Pestalotiopsis sp.
[JQ341110]
Pestalotiopsis sp.
[JQ341110]

Hypocrea lixxi [F1613029]

Trichoderma harzianum
[LT604467]

Lasiodiplodia gonubiensis

[KU593534]

Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.
Hypocrea sp.
Trichoderma sp.

Lasiodiplodia sp.

99

100

99

99

100

99

99

99

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

99

100

99

100

100

100

100

100

100

100

100

100

522

568

611

552

615

461

373

562

331

589

562

552

625

497

544

646

647

828

624

650

573

573

588

571

620

570

570

647

573

562
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HB368

HB369

HB383

HB330

HB331

HB332

HB333

HB334

Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0
Alburn
0

Alburn
0

Xylaria sp. [FJ799949]

Xylaria sp. [FJ799949]

Pestalotiopsis sp.
[KX355192]
Trichoderma sp.
[KF367487]
Trichoderma sp.
[KU504279]
Trichoderma atrobunneum
[KX632514]
Trichoderma sp.
[KU504279
Colletotrichum
gloesporioides
[KX447643]

Xylaria sp.
Xylaria sp.
Pestalotiopsis sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Colletotrichum sp.

99

99

99

99

100

100

100

99

100

100

100

100

100

100

99

100

562

563

520

624

580

304

S77

416

607

607

548

828

647

o571

647

580

142



10.2. Isolados pertencentes de cada um dos grupos de similaridade pelo MOTHUR.

Grupo Isolados

HB100, HB107, HB109, HB111, HB112, HB114, HB117, HB118, HB120, HB121,
HB122, HB123, HB124, HB129, HB132, HB133, 136, HB138, HB140, HB142,
HB143, HB144, HB146, HB147, HB151, HB153, HB154, HB160, HB161, HB164b,
HB167, HB171, HB172, HB173, HB175, HB176, HB180, HB183, HB185, HB192,
HB201, HB022, HB035, HB043, HB46, HB048, HB049, HB054, HB055, HBO58,
HB059, HB061, HB068, HB0O73, HB080, HB086, HB088, HB091, HB096, HB097,
HB145, HB157, HB190, HB202, HB203, HB206, HB208, HB210, HB211, HB212,
HB213, HB216, HB223, HB224, HB226, HB227, HB230, HB231, HB236, HB242,
HBB247, HB248, HB249, HB250, HB251, HB258, HB263, HB274, HB277, HB279,
HB284, HB285, HB287, HB289, HB296, HB303, HB305, HB306, HB309, HB310,

CO1 HB334, HB366, HB367, HB042, HB062, HB069, HBA002, HBA004, HB286
HB343, HB371, HB313, HB318, HB297, HB307, HB317, HB330, HB328, HB321,
HB358, HB115, HB322, HB341, HB394, HB278, HBA006, HB391, HBO71, HB177,
HB178b, HB283, HB386, HB359, HB331, HB323, 127, HB308, HB342, HB314,
HB360, HB273, HB282, HB387, HB332, HB333, HB327, HBAQ05, HB281, HB338,

TR1  HB298, HB290, HBA0O3, HB320
HB270, HB381, HB004, HB003, HB370, HB376, HB029, HB027, HB028, HB374,
HB025, HB098, HB179, HB002, HB388, HB382, HB378, HB128, HB044, HB012,
HB390, HB047, HB135, HB385, HB189, HB377, HB373, HB134, HB105, HB379,

BIl HB108, HB005, HB275, HB148, HB024

CO2 HB207, HB209, HB266, HB237, HB228, HB288, HB267, HB220, HB336, HB221

LA1  HB351, HB355, HB354, HB353, HB240, HB241, HB329, HB346, HB350

PS1  HBO067, HB008, HB158, HB089, HB040, HB104

XY1l HB369, HB362, HB361, HB365, HB368, HB139

CO3 HB264, HB233, HB268, HB239, HB291, HB234

DI1 HB032, HB110, HB204, HB083, HB018

XY2 HB364, HB188, HB363, HB020

D12 HB166, HB301, HBOG60

PN1  HB253, HB254, HB252

CO4 HB094, HB145h, HB262,

DAl HBO090, HB079, HB087

PT1  HB326, HB325, HB300

PS2  HB116, HB021b, HBO17

PS3  HB113, HB019, HB064

PS4  HBO039, HB037

BT1 HB199, HB021

TR2 HB315, HB316

AS1  HBO014, HBO11

HY1 HB156, HB070

MUl HB349, HB218

CO5 HBO045

NM1 HBO050
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AR1
PH1
DAl
HY?2
HY3
PN2
PN3
PN4
PNS
XY3
PNG6
PL1
HY4
AS?2
PD1
PT2
XY4
XY5
PT3
XY6
NE1
XY7
NF1
TR3
TR4
TR5
TR6
TRY7
XY8
TRS
BI2
XY9
LA2
BI3
XY10
PE1
Bl4
BIS
XY11
CO6
CO7
DI3
Dl4
DI5

HB272
HB339
HB181
HB245
HB255
HB238
HB356
HB357
HB265
HBO001
HB229
HB280
HB119
HBO036
HB295
HB383
HB052
HB232
HB260
HB259
HB261
HB244
HB165
HB348
HB345
HB344
HB340
HB337
HB276
HB319
HB009
HB130
HB352
HBO038
HB093
HB257
HB395
HBO72
HBO051
HBO75
HBO078
HB299
HB302
HB294
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CcO8
CO9
Dl6
CO10
D17
DI8
DI9
D110
DI11
D112
DI13
CO11
CO12
CO13
CO14
C015
CO16
™1

HB099
HBO041b
HB101
HB159
HB312
HB125b
HB126
HB149
HB304
HB084
HBO057
HB222
HB092
HB243
HB219
HB205
HB214
HB186
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10.3. Representacdo esquematica da regido da Polimerase de RNA dependente de RNA

(RdRp) para as espécies que apresentaram similaridade para os contigs formados no

sequenciamento de acordo com genoma de referencia.

contigs X GrapevineRedGlobevirus

Contig60_59 (73nt)

Contig:

2_11 (104n)

N

Contig19_18 (86rf)
DE_48 (72n1)

Contig31_30 (98nt)

— te-2ex<te-|

~value:

100

200

Reference

300

400
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contigs X Grapevinefleckvirus

E-value
— fe-2axctes | fe-Sexcte-10— xete-10
Contig60_59 (73nt)
Contig12_11 (104nt)
T T T T T
20 40 60 80 100 120
Reference
contigs X Grapevineasteroidmosaicassociatedvirus
E-value
| fozexclos — fe-box<te-to— xete-10

Contigé_5 (p42nt)

Contig16_15 (99nf)

Contigd7_36 (68nt)

Contigl_0 (76nt)

50

100

Reference

150

147




contigs X Grapevinefleckvirus

E-value
—— te-2x<te-5 Te-Bex<te-10 —— x<le-10
Contig60_59 (73nt)
Contigl2_11 (104nt)
T T T T T
20 40 60 80 100 120
Reference

148




contigs X Kennedyayellowmosaicvirus

E-valfe
1 te-2pucte- 1e-5ej<te-10) <te-1
OGRS (73

Coftig31J30 (98f1t)
Conlig16_15 (99n)
Coftig_q (76nt)
ontig39_38 (94nt)
ontig37_36 (58nt)
ontig1lo_18 (86nt)
Contig13] 12 (69nt)

Contig9_28 (107nt)
NQDE_ag|(72nt)
Contig15_1# (155t)
Corltigas_35 (85rjt)
Contlg12_1} (104rf)

o

orfige_5 (242n

500 1000 1500

Reference

contigs X Oatbluedwarfvirus

E-vhlue:
—{ te-Zox<teds Te-fex<te[10 |- x<te-10
Chntigé_59 (P3my

Config31_Bo (9eht)
Config16_15 (99ht)
Cohtig1_p (76nf)
Conlig39_ps (94nt)
ontigh7_36 (68n1)
Cpntig19_18 (§6nt)
Contig13_12 (69nt

Config29_p8 (107nt)
NODE_ag|(72nt}
Contip15_1f (155nt)
Config36_35 (851
[Contig12_11] (104
Cpniige| 5

N
N

nt)

500 1000 1500 2000

Reference

149




contigs X Diasciayellowmottlevirus

E{value:
— tefSex<ig-1
CoMgE0_5¢ (73|

x<lef10

ontig3L_30 (§8nt)
Contig16_15 [99nt)
Contjg1_0 (f6nt)
Config39_38 (94nt
Cpntiga7| 36 (68ht)
Cont{g19_1§ (86n1)
Contigll3_12 (69nt)

Conlig29_28 (1071t)
Chntig15| 14 (195nt)
ontig3f_35 (85nt)
ntig12| 11 (104nt)

o
o)

onfig6_S [242nt)

500 1000 1500

Reference

contigs X Nemesiaringnecrosisvirus

Efvalue:

— 1o Gex<1e-10 x<let10
COMgE0_5Y (73|

ontig3(L_30 (g8nt)
Contig16_15 (99nt)
Contlg1_0 (f6nt)
Confg39_3 (94nt
Cpntiga7| 36 (68ht)
Contjg19_1d (86nt)
Contig3_12 (69nt)

Conlig29_2B (107t)
IODE_fi8 (72n)

Contig15| 14 (155nt)
ontiga6_35 (8pnt)
Contig12 |11 (10fint)
Conjtigs_5 [242nt)

500 1000 1500

Reference

150




contigs X GrapevineSyrahvirus

Efvalue
— t-2excte-] 1e-excte-t) — x<ip-10
fontig16_fi5 (99nt)
Contig1] 0 (76nt)
Contiga9_38 (94nt}
Corjtig37_36 (68nt)
jontig13_12 (69nt)
Contig2p_28 (107fit)
Contig6_5 (242rjt)
200 400 600 800 1000 1200
Reference
contigs X Figfleckassociatedvirus
Evalle
f th2octies | fie-seketeto—| x<tef1o
Conti)60_5P (73rjt)
Cpntig3{L_30 (98nt)
(Contid16_15 (99nf)
Contjg1_0 (76nt)|
Coftig39|_38 (94nt)
Cantig37_36 (§8nt)
Conti19_1B (86rft)
Contjg13_12 (69t)
Coptig2d 28 (107nt)
NPDE_i8 (72nt)
Coftig15| 14 (155nt)
Cqntig3§_35 (B5nt)
Corftig12 |11 (1p4nt)
Conligé_5|(242rft)
500 1000 1500 2000

Reference

151




contigs X BombyxmoriMaculalikevirus

Evald
- te-pencted te-5otcte-10|— x{le-10
Cofige0 I 73y
Contig31_30 (98nt)
Contigll6_15 (99nt)
Contig1_0 (7pnt)
Contij39_38|(94nt)
Cqntig37 |36 (681t)
Contiga7_36 (68r1t)
Contig19_18 (86nf)
fontigl3_12 (§9nt)
Cont|g29_2§ (107nt
NODE_48 (7pnt)
Contiglls_14 (155nt)
ContigB6_35 (85nt)
ontig1p_11 (1p4nt)
Conftigé_5 (242nt)|
500 1000 1500
Reference
contigs X CulexoriginatedTymoviridaelikevirus
E-value
{— teoaxctels | te-5ixete-t <te10
MUged-59(74m)
Corftig31_30 (98n{)
Contigl16_15 {99nt)
Corltigl6_15 (99n{
Contig1_0 (76nt)
(Contig39_38 (p4nt)
Cgntig37 |36 (681t)
ontig19_18 (86nt)
Contig13|12 (69pt)
Contig9_28 (107nt)
NOPE_48 (72nt)
Contig15_14|(155nt)
Config36_35 (85nt)
Contigll2_11 {104nt)
Coftig6_5|(242nt)
500 1000 1500

Reference

152




10.4. Densidade e perfil de pequenos RNAs para os contigs formados no sequenciamento
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10.5. Perfil de amplificagdo da amostra C2 na ddPCR
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