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Diversidade fungica em folhas de dendezeiro
com sintomas de Amarelecimento Fatal’

Ohana Yonara Assis Costa?
Daiva Domenech Tupinamba?
Jessica Carvalho Bergmann*
Cristine Chaves Barreto®
Betania Ferraz Quirino®

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) € uma excelente fonte de 6leo vege-
tal para a producéo de biodiesel; entretanto, ainda existem limitacbes para
seu cultivo no Brasil, como a ocorréncia do Amarelecimento Fatal (AF). O AF
tem sido estudado por muitos anos, mas seu agente causal néo foi determi-
nado. Na Colébmbia e em outros paises préoximos, foi relatado que o agente
causal do AF (Pudricién del Cogollo) € o oomiceto Phytophthora palmivora,
entretanto, varios autores acreditam que o AF e a Pudricion del Cogollo (PC)
sdo doencas distintas. Os principais objetivos deste trabalho foram testar,
em palmas de o6leo brasileiras, utilizando ferramentas de biologia molecu-
lar, a co-ocorréncia entre sintomas de AF e o oomiceto Phytophthora, assim
como caracterizar a diversidade fungica em folhas com AF e folhas sadias
por meio de sequenciamento de Ultima geragao. Reagbes de PCR com ini-
ciadores especificos para o género Phytophthora mostraram amplificagdo em
apenas uma unica amostra. A analise da regido ITS do DNA ribossémico de
fungos mostrou que, ao nivel de género, diferentes grupos predominaram
nas amostras de folhas com sintomas de AF, enquanto Pyrenochaetopsis e
fungos nao classificados predominaram em todas as amostras sem sintomas
de AF. Nossos resultados mostram que as comunidades fungicas sao distin-

' Este trabalho foi publicado na PlosOne. Doi: 10.1371/journal.pone.0191884
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tas entre folhas com AF, mesmo aquelas no mesmo estagio da doenca. Este
€ o primeiro estudo a descrever a evolugao de uma comunidade microbiana
usando técnicas moleculares de ultima geragdo durante o desenvolvimento
de uma doenga em planta, e também é o primeiro trabalho a utilizar técnicas
moleculares independentes de cultivo para descrever as comunidades fungi-
cas associadas a folhas de dendezeiro com e sem sintomas de AF.

Termos para indexagao: dendé, amarelecimento fatal, Phytophthora.
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Fatal yellowing disease

Characterization of fungal diversity
throughout disease progression

Abstract — Oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) is an excellent source of vege-
table oil for biodiesel production; however, there are still some limitations for its
cultivation in Brazil such as Fatal Yellowing (FY) disease. FY has been studied
for many years, but its causal agent has never been determined. In Colombia
and nearby countries, it was reported that the causal agent of Fatal Yellowing
(Pudricion del Cogollo) is the oomycete Phytophthora palmivora, however,
several authors claim that Fatal Yellowing and Pudricién del Cogollo (PC) are
different diseases. The major aims of this work were to test, using molecular
biology tools, Brazilian oil palm trees for the co-occurrence of the oomycete
Phytophthora and FY symptoms, and to characterize the fungal diversity in
FY diseased and healthy leaves by next generation sequencing. Investigation
with specific primers for the genus Phytophthora showed amplification in only
one of the samples. Analysis of the fungal ITS region demonstrated that at
genus level, different groups predominated in all symptomatic samples, while
Pyrenochaetopsis and unclassified fungi predominated in all asymptomatic
samples. Our results show that fungal communities were not the same between
samples at the same stage of the disease or among all the symptomatic sam-
ples. This is the first study that describes the evolution of the microbial commu-
nity in the course of plant disease and also the first work to use high throughput
next generation sequencing to evaluate the fungal community associated with
leaves of oil palm trees with and without symptoms of FY.

Index terms: oil palm, Fatal Yellowing, Phytophthora.
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Introducao

O crescimento da economia mundial levou a um aumento no consumo
de energia. Felizmente, também tem aumentado a preocupagdo com im-
pacto ambiental, levando a busca de fontes de energia limpas e renovaveis.
Para isso, ha necessidade de investimento em novas fontes de energia que
proporcionem um equilibrio entre viabilidade econdmica e sustentabilidade
[Dupont et al., 2015; Brant, 2017).

O Brasil € um lider no setor de bioenergia, tendo uma matriz energética
baseada em fontes limpas e renovaveis. Em 2016, aproximadamente 44% da
matriz energética brasileira era baseada em fontes renovaveis como etanol
de cana-de-agucar e energia edlica (Brasil, 2015; Brasil, 2017). A manuten-
¢cao dessa matriz energética limpa tem estimulado no Pais pesquisas sobre
biocombustiveis, como o biodiesel, que é produzido a partir de 6leos vegetais.

Devido a alta produtividade de 6leo por hectare, o dendezeiro se destaca
como fonte potencial de 6leo para a producdo em larga escala de biodiesel
no Brasil. Enquanto o coco, a soja, o girassol e outras culturas tém produtivi-
dade de oleo entre 120 kg/ha e 1.200 kg/ha, o dendezeiro tem produtividade
entre 2.000 kg/ha e 8.000 kg/ha (Bergmann et al., 2013), sendo considerado
a cultura oleaginosa com maior produtividade.

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) € uma planta perene nativa do
oeste africano. No Brasil, a produtividade em 2014 foi de 11.013,6 kg/ha, e
370.000 t de o6leo foram produzidas. A Indonésia é o maior produtor mundial
de 6leo de dendé (FAO, 2015). Embora o 6leo de dendé seja uma exce-
lente fonte de dleo vegetal para producdo de biodiesel, existem limitagbes
para seu cultivo no Brasil, como a ocorréncia do Amarelecimento Fatal (AF)
(Bergmann, 2013).

AF é uma doenga com sintomas variaveis que promove o apodrecimento
da parte apical da planta, tendo causado vasta destruigdo em plantagdes
de dendezeiro na América Central e América do Sul. Milhares de hectares
de dendezeiros foram devastados no Brasil, Equador, Coldmbia, Costa Rica,
Nicaragua, Panama e Suriname (De Franqueville, 2003; Corley; Tinker, 2015).
Em geral, os primeiros sintomas consistem em aparecimento de coloragao
amarelo-clara na parte basal dos foliolos intermediarios (Brant, 2017; Brasil,
2015; Brasil, 2017; Bergmann et al., 2013) seguida de necrose das bordas,
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que depois se propaga para outras areas da folha (Boari, 2008). A podridao
aquosa ou seca se espalha por contato de um foliolo com outro. A podridéo,
entéo, se espalha para a folha flecha, frequentemente matando a planta (De
Franqueville, 2003; Corley; Tinker, 2015). Entretanto, os sintomas e a severi-
dade da doenga variam de acordo com a regido geografica. A doenga aparen-
ta ter diferentes taxas de progressao. Por exemplo, progride de forma aguda
no Equador e no sudoeste da Colédmbia, onde leva apenas 1-2 meses para
matar a planta. Ja no Brasil e no Suriname, a morte do dendezeiro leva de 1
a 3 anos (Corley; Tinker, 2015). Também existe uma variagdo da propagac¢ao
da doenga em termos espaciais. Em alguns casos, o AF se espalha inicial-
mente de maneira linear, mas depois a dispersado se torna exponencial. Em
outros casos, ndo ha um padrao de dispersado consistente para o AF, como
observado por Bergamin Filho et al. (1998) e Laranjeira et al. (1998) em suas
analises.

E importante enfatizar que varios autores acreditam que o AF e a
Pudricién del Cogollo (PC) sao doencgas distintas, apresentando diferentes
sintomas e evolugdo. Segundo Ayala (2001), essas doengas sao distintas,
pois nao foi observada podriddo fétida nos meristemas dos dendezeiros no
Para. Swinburne (1993) comparou os sintomas entre plantas sintomaticas no
Brasil, Coldmbia e Equador e observou diferencas na evolugdo da doenca.
Por exemplo, nos dendezeiros brasileiros n&o foi observada podriddo aquosa
do meristema apical, assim como também n&o ocorreu remissao da doenga
nas plantas brasileiras. Zadoks (1990) também chamou atengéo para o fato
de os sintomas da Pudricién del Cogollo na Amazdnia equatoriana serem
diferentes daqueles do AF no Brasil, embora ambas as doengas possam ser
letais.

Embora o AF tenha sido estudado por muitos anos, sua causa nao foi de-
terminada, e nenhuma correlagédo consistente com insetos especificos, pro-
blemas fisioldgicos, tipo de solo ou patégenos foi encontrada (Boari, 2008).
Além disso, ndo ha nenhum tratamento disponivel para controlar a doenca
em plantas afetadas.

Martinez et al. (2010), entretanto, reportaram que o agente causal do
AF (Pudricion del Cogollo) na Coldbmbia e paises vizinhos é o oomiceto
Phytophthora palmivora. Nos seus estudos (Martinez et al., 2010; Sarria et
al., 2008), P. palmivora foi isolado de dendezeiros nos estagios iniciais da
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doenca usando frutas como armadilhas. Entretanto, uma analise molecular
para verificar a presenga de P. palmivora na microbiota das plantas doentes
nao foi realizada.

O objetivo deste trabalho foi investigar, com ferramentas de biologia mo-
lecular, a ocorréncia do oomiceto Phytophthora em dendezeiros brasileiros
com e sem sintomas de amarelecimento fatal, assim como caracterizar a di-
versidade fungica associada as folhas dessas mesmas plantas por meio de
sequenciamento de nova geragao.

Material e Métodos

Amostras

As amostras de folhas de dendezeiros foram coletadas no Estado do Par3,
Brasil, em uma éarea cultivada com dendezeiros, proxima a cidade de Moju.
Nenhum animal foi utilizado neste estudo. O estudo foi realizado em &rea pri-
vada com a permisséo dos proprietarios. As amostras de folha foram obtidas
de dendezeiros com AF (SP - Symptomatic Plants), e de dendezeiros de uma
area sem a ocorréncia de AF (AP - Asymptomatic Plants). Os dendezeiros
sem sintomas de AF estavam a uma distancia de 4 km daqueles com AF. As
folhas foram coletadas de dendezeiros com sintomas de AF nos estagios 2, 5
e 8 da doenga. A classificagao da doenga em estagios de 1 a 10 foi proposta
por Souza et al. (2000); o estagio 1 é o inicio dos primeiros sintomas visiveis
e o estagio 10 é o de sintomas mais severos. No estagio 2 da doenga, as fo-
Ihas jovens comegam a apresentar uma coloragéo verde palida e a folha fle-
cha comeca a murchar. No estagio 5, comeca a aparecer necrose nas pontas
das folhas jovens e também daquelas amareladas. No estagio 8 da doencga,
as folhas mais velhas continuam verde-escuras, mas as folhas jovens tém
coloragdo amarela e verde-palida, e a maioria das folhas ja esta seca. As
coordenadas geograficas dos locais onde as amostras foram coletadas estao
mostradas na Tabela 1. As amostras foram coletadas da segunda folha apical
dos dendezeiros. Foram removidos 10 foliolos da extremidade superior, 10
da parte média da folha e 10 da base da folha. Os foliolos foram transporta-
dos em gelo seco até o laboratério, onde as amostras foram mantidas a -80
°C até a extragdo de DNA.
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Tabela 1. Coordenadas geograficas dos locais amostrados.

Dendezeiros sem
Amarelecimento Fatal
(AP-Asymptomatic Plants)

Dendezeiros com Amarelecimento Fatal

(SP-Symptomatic Plants)

oo 2o 021 SESEEs 1 VGRS

v o zpnz- 022 SESTT . w02 SEEL

op o spna 051 SESODT, wps SEEL
S02°00°26.8”

SP estéagio 8 planta 2 — SP 8.2 \W048°38'16.0"

Extracao de DNA total

A extragado do DNA total foi realizada de acordo com o protocolo de Doyle
(1990), com modificagbes. Todos os foliolos de cada planta foram combina-
dos e pulverizados em almofariz com nitrogénio liquido. Foram, entdo, mistu-
rados 2 g de material vegetal com 3 g de esferas de vidro lavadas com acido
(~ 200 pm), 5 mL de tampao de extracao (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% PVP) e 180 pL 20% SDS. As amostras
foram incubadas a 65 °C por 30 minutos e, entdo, vigorosamente agitadas
em vortex em 2 ciclos de 90 segundos com intervalos de 10 segundos. Apos
esfriar, 4 mL de solugao de fenol/cloroférmio (25:24) foram adicionados e as
amostras foram centrifugadas a 2.880 xg por 8 minutos. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos e 4 mL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)
foram adicionados, ao que se seguiu nova centrifugacdo conforme detalhado
anteriormente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e foram adi-
cionados 2/3 desse volume de isopropanol. As amostras foram armazenadas
a -20 °C por 16 horas e, subsequentemente, centrifugadas por 10 minutos a
18.000 xg. Apds o sobrenadante ser descartado, o pellet foi lavado com 2 mL
de etanol 70% e depois foi novamente centrifugado como antes. O pellet
foi ressuspendido em 100 yL de Tris-HCI 10 mM pH 8,0. Por fim, 100 ug de
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RNAse foram adicionados e as amostras foram incubadas a 37 °C por 30 mi-
nutos. Para precipitar o DNA, 5 pyL de acetato de sédio 3 M pH 5,2, 50 yL de
Tris-HCI pH 8,0 100 mM e 100 uL de etanol 100% gelado foram adicionados
as amostras. As amostras foram mantidas a -20 °C por 10 min e depois cen-
trifugadas a 13.400 xg por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi lavado com etanol 70% gelado, centrifugado, seco e ressuspendido em
100-300 pL de Tris-HCI 10 mM pH 8,0.

Amplificagao da regiao ITS do rDNA
do género Phytophthora

Para investigar a presenca de DNA de oomicetos do género Phytophthora,
DNA total foi usado em reagdo de PCR com iniciadores especificos para o
género Phytophthora, A2 (5-ACT TTC CAC GTG AAC CGT TTC AA-3") e I2
(5 GAT ATC AGG TCC AAT TGA GAT GC 3 ) (Drenth et al., 2006). Cada rea-
¢éo de PCR com 20 pL continha tamp&o de reagéo 1X (com 1,5 mM MgCl2),
0,25 mM de cada dNTP, 0,25 uyM de cada iniciador, 1U de Taqg DNA Polimerase
(Phoneutria, Minas Gerais, Brasil), 0,4 ng/uL albumina sérica bovina e aproxi-
madamente 20 ng a 40 ng de DNA metagendmico. As amplificagdes foram fei-
tas em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA). Os seguintes parédmetros foram utilizados: desnaturacéo a
94 °C por 5 minutos seguida de 30 a 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por
30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e extenséo a 72 °C por
1 minuto, com um ciclo final a 72 °C por 4 minutos. Como controle positivo,
foi usado DNA gendmico de Phytophthora nicotianae (gentiimente fornecido
pelo Dr. Café Filho, Departamento de Fitopatologia, Universidade de Brasilia,
Brasil). Agua ultrapura esterilizada foi adicionada no controle negativo ao in-
vés do DNA.

Amplificacao da regiao ITS fungica e
regidao 16S do rRNA bacteriano

DNA total foi usado para amplificagéo da regido ITS do rDNA de fungos e
do gene codificador do RNAribossomal 16S do dominio Bacteria. Os iniciado-
res usados foram ITS1F (5 CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTAA 3°) (Gardes;
Bruns, 1993) e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White et al.,
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1990) para fungos; 799F (5 AAC MGG ATT AGA TAC CCK G 3’) (Chelius;
Triplett, 2001) e 1492R (5’ GGY TAC CTT GTTACG ACT T 3’) (Stackebrandt;
Liesack, 1993) para Bacteria. Adaptadores utilizados para iniciagdo da ampli-
ficacdo e do sequenciamento (454 Life Sciences, Branford, CT, USA) foram
adicionados a extremidade 5' dos iniciadores (adaptador A para os iniciadores
forward, e adaptador B para os iniciadores reverse). Amplificagées com o par
de iniciadores ITS1F/ITS4 foram realizadas nas seguintes condi¢des: des-
naturagcédo a 95 °C por 30 segundos, seguida de 40 ciclos de desnaturacao
a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 5 segundos e extensao
a 72 °C por 30 segundos, com um ciclo final de extensdo a 72 °C por 30
segundos. As condi¢gdes para amplificagdo por PCR com o par de iniciado-
res 799F/1492R foram: desnaturagéo a 95 °C por 30 segundos seguida de
40 ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 53 °C
por 5 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos, com um ciclo final de
extensdo a 72 °C por 30 segundos. Cada reacao de 20 uL continha aproxi-
madamente 20 ng de DNA total, 0,25 uM de cada iniciador, 0,4 ng/uL de al-
bumina sérica bovina e 10 yL de Flash Phusion High-Fidelity PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Como controle positivo na
reagdo de PCR para amplificagdo de DNA bacteriano e fungico, foram usados
DNA gendmico de Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae, respectiva-
mente. Agua ultrapura esterilizada foi utilizada em vez de DNA no controle
negativo. Aproximadamente 25 reacbes foram feitas para cada amostra e
os produtos de amplificagao foram combinados e purificados com GeneJET
PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Apds a purifica-
¢ao, os produtos de PCR foram quantificados usando um espectrofotdmetro
NanoDrop™ 1.000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). O sequenciamento
dos produtos de PCR purificados foi realizado em um quarto de placa na pla-
taforma GS FLX Titanium na empresa Macrogen (Coreia do Sul).

Analise de sequéncias

As sequéncias foram analisadas com o pacote de softwares Mothur
(Schloss et al., 2009). ‘Denoising’ dos dados brutos foi realizado com a fer-
ramenta shhh.flows, que € uma adaptagao do algoritmo PyroNoise (Quince
et al., 2011). Os ‘barcodes’ usados no ‘multiplex’ e os adaptadores foram
removidos, bem como as sequéncias com menos de 250 pb. Sequéncias de
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Bacteria foram alinhadas utilizando a ferramenta align.seqgs contra a base
de dados SILVA (v128) (Quast et al., 2013). As sequéncias de fungo foram
alinhadas usando a ferramenta online para alinhamentos multiplos Multiple
Alignment using Fast Fourier Transform (MAFFT) (Katoh; standley, 2013). As
quimeras foram removidas com a ferramenta chimera.uchime. A classificagao
filogenética dos microrganismos foi realizada usando a base de dados SILVA
(v128) (Quast et al., 2013) para Bacteria e a base de dados UNITE para
fungos (Kdljag et al., 2013). O numero de sequéncias em cada amostra foi
normalizado para o menor numero de sequéncias de todos os grupos. As se-
quéncias foram agrupadas em operational taxonomic units (OTUs) usando o
método de average-neighbor e um threshhold de 3% de distancia. Mothur foi
usado para calcular os indices de diversidade e riqueza e também para pro-
duzir os diagramas de Venn. Para analise de componente principal — Principal
component analysis (PCA) —, foi usado o software Stamp (Lozupone et al.,
2006), e também a analise de variancia (ANOVA), com um nivel de significan-
cia de 0,05. Para os diagramas de Venn, as sequéncias das amostras foram
combinadas de acordo com o estagio da doenca ou auséncia da doenca,
produzindo os grupos SP 2 (amostras SP 2.1 e 2.2), SP 5 (amostras SP 5.1 e
5.2), SP 8 (amostras SP 8.1 € 8.2) e AP (AP 7, 8, 9 e 10). As sequéncias de
OTUs apenas compartilhadas por amostras sintomaticas (SP 2, SP5 e SP8)
foram inicialmente classificadas com Mothur (Schloss et al., 2009) usando
a base de dados UNITE (Koéljag et al., 2013) e, depois, analisadas usando
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1990), disponivel
on-line no website do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Resultados

Muitos testes foram feitos com o intuito de produzir amplicons para a re-
gido ITS do género Phytophthora utilizando como molde DNA total extraido
de plantas doentes e aparentemente sadias. Entretanto, ocorreu amplificacao
em apenas uma unica amostra (SP 2.1) (Figura S1). PCR usando as mes-
mas condi¢des também foi feita com DNA do solo da mesma area, obtido da
regido em volta das plantas e de floresta nativa, concedido por Tupinamba et
al. (2016), mas néo ocorreu nenhuma amplificagéo (Figura S2).
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O pirossequenciamento da regido ITS fungica gerou 232.869 sequén-
cias brutas. Apds controle de qualidade e remocao de quimeras, 136.615
sequéncias maiores que 268 pb restaram para as analises subsequentes.
Entre 9.221 e 25.542 sequéncias de boa qualidade foram obtidas por amos-
tra. Inicialmente, pretendiamos fazer uma analise de diversidade bacteriana,
mas, apds o0 sequenciamento, observamos uma alta porcentagem de se-
quéncias de cloroplasto em todas as amostras (34,7% - 99% das sequén-
cias), ainda que o iniciador 799F (Chelius; Triplett, 2001), desenvolvido origi-
nalmente em estudos com microrganismos endofiticos, tenha sido utilizado
para evitar sequéncias de cloroplastos. Sendo assim, apenas a diversidade
fungica associada a dendezeiros com e sem AF foi analisada. As sequéncias
deste trabalho foram depositadas no GenBank com 0s numeros de acesso
MG244285 - MG245771.

Diversidade fungica

O numero de sequéncias da regido ITS fungica apo6s feita a normalizagao
dos dados foi de 9.221 sequéncias por amostra (Tabela 2). Dois filos foram
observados nas amostras (Ascomycota e Basidiomycota), bem como ‘unclas-
sified fungi’ (Figura 1A). O filo Ascomycota foi predominante nas amostras SP
2.1,SP22,SP51,SP5.2,SP8.2,AP 1, AP 2, AP 3 e AP 4 (51,8% - 99,9%
das sequéncias), enquanto os ‘unclassified fungi’ foram predominantes na
amostra SP 8.1 (83,1% das sequéncias).
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Figura 1. Abundancia de sequéncias em diferentes niveis taxondmicos. Abundancia
relativa de sequéncias fungicas nos niveis de filo (A) e classe (B) em folhas de dende-
zeiros com AF (nos estagios 2, 5 e 8) ou sem AF segundo analise da regido ITS. AP
— Plantas sem AF (FY Asymptomatic Plants); SP — Plantas com AF (FY Symptomatic

Plants).
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Em nivel de classe, foi observado um total de 16 grupos. Somente ‘un-
classified fungi’, Sordaryomicetes e Dothideomycetes foram altamente abun-
dantes nas amostras (Figura 1B). ‘Unclassified fungi’ foram os mais abun-
dantes nas amostras SP 2.2, SP 5.2 e SP 8.1 (43% - 83,1% das sequéncias).
Sordariomycetes foram predominantes nas amostras SP 2.1, SP 5.1 e SP 8.2
(73,2% - 94,2% das sequéncias). Dothideomycetes foram predominantes nas
amostras AP 1, AP 2, AP 3 e AP 4 (39,8% - 56,8% das sequéncias).

Em nivel de género, foram identificados 97 grupos, incluindo 34 grupos
nao classificados e 61 géneros conhecidos. Como mostrado na Figura 2A-2D,
‘unclassified fungi’ foi 0 grupo mais abundante nas amostras SP 2.2, SP 5.2
e SP 8.1 (43% - 83,1% das sequéncias). ‘Unclassified Amphisphaeriaceae’
foi o grupo predominante na amostra SP 2.1 (75% das sequéncias), enquan-
to Sarocladium foi o mais abundante em SP 5.1 (49,5% das sequéncias).
Pyrenochaetopsis dominou nas amostras AP 1, AP2, AP 3 e AP 4 (32,8% -
50,4% das sequéncias).

Conforme mostrado na Tabela 2, a amostra que apresentou maior nUmero
de OTUs foi AP 1 (237), e aquela com menor numero foi SP 5.1 (37). Aamos-
tra AP 1 também teve o mais alto valor para o indice de estimativa de riqueza
ACE e o mais alto valor de Chao1. A amostra SP 5.1 teve o menor valor de
Chao1 e ACE. Em relagao aos indices que estimam diversidade, a amostra
AP 2 teve o mais alto valor para Shannon e Simpson inverso, enquanto SP
8.1 teve os menores valores para ambos os indices. A cobertura de Good’s
para todas as amostras foi acima de 99%, indicando que o esfor¢o amostral
foi suficiente para cobrir a diversidade existente nas amostras.

O diagrama de Venn das OTUs de fungo a uma distancia de 0.03 (Figura
3) mostrou que o grupo AP possui 0 mais alto numero de OTUs exclusivas
(281). As amostras das plantas doentes (SP 2, 5 e 8) possuem 5 OTUs em
comum, que foram classificadas como ‘unclassified Ascomycota’ (OTU036
e OTU265), Fusarium sp. (OTUO078), ‘unclassified Basidiomycota’ (OTU220)
e ‘unclassified fungi’ (OUT164) (Tabela 3). Apds a reclassificagdo usando
BLAST, OTU036 e OTU220 mostraram ter mais alta identidade de sequéncia
com ‘unclassified uncultured fungus’, OTU078 com Fusarium solani, OTU165
com Hannaella oryzae e OTU265 com Colletotrichum citri.
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Figura 2. Abundancia
dos géneros de fungo.
Abundancia relativa das
sequéncias fungicas em
nivel de género e folhas
de dendezeiros com AF
(nos estagios 2, 5 e 8) ou
sem AF de acordo com a
analise da regido ITS. (A)
Amostras no estagio 2 de
AF; (B) Amostras no esta-
gio 5 de AF; (C) Amostras
no estagio 8 de AF; (D)
Amostras assintomaticas.
(AP - FY Asymptomatic
Plants ou plantas sem
AF; SP - FY Symptomatic
Plants ou plantas com
AF).
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Tabela 3. Identificacdo de OTUs de fungo compartilhadas pelas amostras de folhas
afetadas por AF nos estagios da doenca 2, 5 e 8, mas nao presente em folhas de
dendezeiros assintomaticos.

Sequence ID OoTU Identity Genus and Genbank accession
number (%) #
JPNQ46G03CYILX OTU036 91% Uncultured fungus KT328713.1
JPNQ46G03CXECX  OTU078 99% Fusarium solani KF030977.1
JPNQ46G03DPCVE  OTU165 97% Hannaella oryzae KU182505.1
JPNQ46G03DAF46 0OTU220 94% Uncultured fungus KU582345

JPNQ46G03C3ZYL 0OTU265 100% Colletotrichum citri KX670382.1

Figura 3. Venn diagram. O numero de OTUs fungicas (usando uma distancia de 3%)
compartilhadas e ndo compartilhadas entre os grupos de amostras de folhas em
diferentes estagios de AF (estagio 2, estagio 5 e estagio 8) e plantas saudaveis (AP)
s&o mostradas.
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Os resultados de PCA (Figura 4) e ANOVA (P-value > 0.05) mostraram que
uma OTU fungica causou a disperséo dos grupos no grafico: Pyrenochaetopsis
(maior abundancia relativa no grupo AP — 40,7%). Os graficos PCA também
mostram que as amostras de plantas assintomaticas compartilham mais simi-
laridades entre si, se agrupando no grafico, enquanto as amostras de plantas
com AF se mostraram espalhadas nos graficos.

| |
° ®
06/ gp21 : IéP 2.1
I |
=04 | I
< ! |
g ' .
~ 02 [ [
g I sp22 A [
I SP81 | SP81 &)
00 — = = = = AP2 58p52 ~— [~ -~ e e -
AP3" " sp5s ¢ ¢ ¢
AP 1 | AP2 ¢
SP8.2
02 A AP 4 f A AP 3 Ap 4
SP 5.1 | | SP 5.1 SP82, -
. | F 2 I e Qo @
[ :AP4 PC3 (19.7%)
| |
0.2 AR 3 ‘
o R J\-F
= I
s | e 3
N~ ool SP21 . _ _IA_ 2_ ______
@ I SP5.2
< N | A
801 sps2 | SP22
o
0.2 :
| A
0.3 : SP 8.1
04|SP5.1 |

04 02 00 02 04 06
PC1 (41.4%)

Figura 4. Analise de Componente Principal (PCA) das OTUs de fungo ao nivel de
género. Pares de graficos dos trés componentes principais baseados na analise dos
grupos de plantas com e sem sintomas (PC1 e PC2 s&o responsaveis por 71,5% da
variagcao entre os grupos de amostras).
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Discussao

AF é uma doenga de importancia econdmica que afeta dendezeiros no
Brasil. Entretanto, mesmo depois de anos de estudo, o seu agente causal
permanece desconhecido. Tanto fatores bidticos quanto abidticos foram cor-
relacionados a doencga, e diferentes possibilidades foram exploradas como
agentes etiolégicos do AF. Insetos (Celestino Filho et al., 1993), viroides e
RNAs semelhantes a viroides (Beuther et al., 1992), nematoides (Guevara;
Nieto Paez, 1999) e fitoplasmas foram avaliados, mas nenhum desses orga-
nismos teve demonstrada uma relacao direta com a doencga.

Fungos e bactérias também foram relacionados ao AF. Fusarium sp.,
Colletotrichum sp., Pestalotia sp., Rhizoctonia sp., Thielaviopsis sp.,
Nigrospora sp., Curvularia sp., Alternaria spp., Helminthosporium sp., Diplodia
sp., Pestalotiopsis sp., Trichoderma sp., Pseudallescheria sp. e Lasiodiplodia
sp. foram isolados de plantas com AF, mas nenhum destes reproduziu a
doenca quando reinoculados em plantas (Boari et al., 2012). Bactérias per-
tencentes ao género Erwinia, Pseudomonas e Bacillus também foram isola-
das de dendezeiros afetados pela Pudricién del Cogollo, mas os resultados
de testes de inoculagdo nao demonstraram a reprodugao da doencga (Sarria
et al., 2008; Silva, 1989).

Na Colédmbia, entretanto, Nieto Paez et al. (1996) afirmou que PC é cau-
sada por um complexo de trés patégenos, Thielaviopsis sp., Fusarium solani
e Pythium, concluindo ainda em outro estudo que Thielaviopsis cumpria 0s
postulados de Koch e era o agente causal da doenca (Nieto Paez et al.,
1996). Também na Coldmbia, Sarria et al. (2008) isolaram Phytophthora pal-
mivora a partir de dendezeiros doentes e, apods testes de patogenicidade,
concluiram que este oomiceto é responsavel pelas lesdes iniciais do PC.
Depois disso, Martinez et al. (2010), reisolaram P. palmivora de dendezeiros
e reafirmaram que P. palmivora é o agente causal da PC. Torres et al. (2010)
e Sarria-Villa et al. (2013) afirmaram que P. palmivora cumpria os postula-
dos de Koch, novamente afirmando que este oomiceto € o agente causal
da Pudricién del Cogollo na Coldbmbia. Além disso, Torres et al. (2008) acre-
ditam que as lesdes iniciais da PC em dendezeiros podem estar relaciona-
das a insetos da familia Tettigoniidae, por meio da producdo de lesdes nas
folhas flecha e do transporte de estruturas reprodutivas do P. palmivora. No
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Equador, entretanto, Narvaez (Ronquillo Narvaez, 2012) estudou microrga-
nismos em dendezeiros com PC e nao isolou P. palmivora, nem detectou
este patdogeno por DAS-ELISA. O autor encontrou alguma evidéncia desse
patdgeno em apenas duas amostras, utilizando uma fita imunolégica. Neste
trabalho, inicialmente investigamos se P. palmivora poderia ser o agente cau-
sal do AF que acomete dendezeiros no Brasil. Para isso, iniciadores géne-
ro-especifico para Phytophthora foram usados para tentar amplificar o DNA
desse oomiceto a partir de folhas de dendezeiros nos trés estagios da doenca
estudados e em plantas sem sintomas de AF. Um produto de amplificacao
foi obtido em apenas uma Unica amostra, de maneira similar ao que ocorreu
no estudo de Narvaez (Ronquillo Narvaez, 2012), em que fitas imunoldgicas
foram utilizadas e foram detectados oomicetos do género em apenas 2 de
33 plantas amostradas. No nosso trabalho ndo é possivel afirmar que o DNA
amplificado foi de P. palmivora, pois o par de iniciadores usados nao era
especifico para essa espécie. Amplificagdo também n&o ocorreu quando o
DNA extraido do solo que circundava dendezeiros com e sem sintomas da
doenca foi utilizado. Além disso, P. palmivora nunca foi isolado de dendezei-
ros com Amarelecimento Fatal no Brasil (Boari et al., 2013). Esses dados dao
suporte a autores como Ayala (2001), Zadoks (1990) e Swinburne (1993), que
afirmam que o AF e a PC da Colébmbia sao doencas distintas. No Brasil, P.
palmivora foi associado a podriddo-de-raizes e frutos de mamao (Carnauba
et al., 2006), mas nao ao AF.

Ainda que o AF tenha sido estudado por muitos anos, nenhum trabalho
utilizou sequenciamento de alto desempenho para descrever a comunidade
microbiana associada a folhas de plantas doentes e nem mesmo de plantas
saudaveis. A maioria dos trabalhos relacionados a dendezeiros focaram nos
frutos, sementes, raizes ou solo, uma vez que esses componentes tém im-
portancia para a agroindustria (Pinruan et al., 2010). Tupinamba et al. (2016),
entretanto, utilizaram pirossequenciamento para estudar as comunidades
de arqueia em solo da Amazoénia cultivado com dendezeiros. Além disso, a
maioria dos estudos que avaliaram microrganismos associados com dende-
zeiros descreve o isolamento de fungos a partir de plantas doentes utilizando
técnicas classicas de microbiologia, numa tentativa de identificar o agente
etioloégico de doengas que acometem dendezeiros.

Rodrigues (1994) estudou fungos endofiticos de folhas e plantulas da pal-
meira Amazodnica Euterpe oleraceae, tendo isolado 57 espécies. Os fungos
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mais comuns foram Xylaria cubensis e Letendraeopsis palmarum. O autor
concluiu que diferentes partes da palmeira possuem diferentes comunidades
de endofiticos. Frohlich et al. (2000) isolaram 48 géneros de fungos endofi-
ticos associados a seis palmeiras Licuala sp. e observaram que as comuni-
dades eram dominadas por Xylaria sp. Treu (1998) isolou aproximadamente
50 espécies de fungos a partir de diferentes partes das plantas, como frutos
e caule da planta, no sudeste da Asia. Entre os géneros de fungo identifica-
dos, havia Ganoderma, Humphreya, Picnoporus, Rigidoporus, Gymnopilus
e Pleutorus. Rungjindamai et al. (2008) isolaram, na Tailandia, 340 endofi-
ticos a partir de folhas saudaveis, raquis e peciolos de Elaeis guineensis.
Os autores entdo caracterizaram 13 basidiomicetos que pertenciam aos
géneros Schizophyllum, Pycnoporus e Fomitopsis. Posteriormente, Pinruan
et al. (2010) caracterizaram outros sete isolados que foram identificados
como Schizophyllum (1), Pycnoporus (2), Fomitopsis (1), Trametes (2) e
Perenniporia (1).

O pirossequenciamento gerou 136.615 sequéncias da regido ITS com boa
qualidade. O numero de sequéncias ITS obtido foi suficiente para cobrir mais
de 99% da diversidade presente nas amostras estudadas. Ainda que amos-
tras assintomaticas tenham sido utilizadas neste estudo para comparagéo,
nao é possivel afirmar que essas plantas estavam completamente livres da
doenca, uma vez que o agente etiolégico ndo é conhecido. Entretanto, as
amostras assintomaticas foram coletadas a 4 km da area onde havia plantas
doentes, sendo esta area aparentemente livre de AF.

Neste estudo, ao nivel de género, diferentes grupos predominaram nas
amostras com AF (SP2.1-SP 8.2) (Figuras 2A, 2B e 2C), enquanto dois
grupos (Pyrenochaetopsis e unclassified fungi) predominaram em todas as
amostras assintomaticas (AP1-AP 4) (Figura 2D). As comunidades fungicas
néo foram consistentes entre as amostras no mesmo estagio da doenga ou
entre todas as amostras doentes. Essa tendéncia foi confirmada pela analise
de PCA, em que as amostras assintomaticas (AP 1- AP4) se apresentaram
proximas no grafico, enquanto as amostras sintomaticas (SP2.1-SP 8.2) nédo
se agruparam (Figura 4). A comunidade fungica das plantas doentes néo é
estavel, e nenhum taxon de fungo teve sua proporcao relativa aumentada
em todas as plantas doentes. Esse resultado sugere que, a medida que a
doenca progride, diferentes microrganismos podem predominar, de maneira
que as comunidades microbianas presentes néo sao as mesmas em plantas
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em mesmo estagio da doenga. Assim, as mudancgas ocorridas ha composi¢ao
da comunidade fungica talvez sejam um efeito secundario da doenca e nao
a causa primaria.

No estagio 2 da doencga (Figura 2A), unclassified Amphisphaeriaceae (SP
2.1) e unclassified Fungi (SP 2.2) foram predominantes. Amphisphaeriaceae
€ uma importante familia de ascomicetos da ordem Xylariales, a qual perten-
cem alguns fitopatégenos fracos e espécies endofiticas (2003). Quadros et al.
(2015) avaliou a diversidade genética fungica da familia Amphisphaeriaceae
de dendezeiros do Estado do Para. Os autores isolaram nove fungos de
dendezeiros com AF que apresentavam lesdes caracteristicas do género
Pestalotiopis e sequenciaram a regido ITS desses isolados. A analise das
sequéncias revelou que os isolados pertenciam ao género Pestalotiopsis,
Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. A presenga de lesdes causadas
por fungos desse género parecem ser comuns em plantagdes de dendezei-
ros, assim como a presenga de membros da familia Amphispaeriaceae de
maneira geral (Quadros et al., 2015). Boari et al. (2012), entretanto, obser-
vou que Pestalotiopsis nao foi capaz de causar AF quando inoculado em
dendezeiros.

No estagio 5 da doenga (Figura 2B), Sarocladium (SP 5.1) e unclassi-
fied fungi (SP 2.2) foram os mais abundantes. Sarocladium é um género de
fungos que abriga aproximadamente 10 espécies, incluindo importantes fito-
patégenos, bem como patégenos humanos oportunistas. A espécie-tipo do
género é Sarocladium oryzae, agente etiolégico da podriddo da bainha do
arroz (Giraldo et al., 2015).

No estagio 8 de AF (Figura 2C), unclassified fungi (SP 8.1) e unclassified
Nectriaceae (SP 8.2) foram os grupos predominantes. A familia Nectriaceae
inclui varios fitopatégenos e patégenos humanos importantes, bem como es-
pécies exploradas na industria como biodegradadoras e agentes de biocon-
trole. A maioria desses fungos séo saprofitos de solo, alguns fracos, outros
virulentos, alguns fitopatégenos facultativos e outros obrigatérios (Lombard
et al., 2015).

Em adicao aos grupos mais abundantes, Colletotrichum, um fitopatdégeno
importante, apareceu como grupo predominante em amostras de folhas com
AF SP 2.2, 5.1 e 8.2 (Figura 2), e é semelhante a uma das OTUs que foi en-
contrada exclusivamente em folhas com AF (Tabela 3). Esse género possui
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patdgenos que causam antracnose em diferentes espécies de plantas lenho-
sas e herbaceas (Cannon et al., 2012). Outro fitopatdégeno encontrado entre
as OTUs exclusivamente presentes em plantas com AF foi Fusarium, um gé-
nero que causa queimas, podridoes de raizes e murchas de importancia eco-
ndmica em varias espécies de plantas (Ma et al., 2010). Fungos comumente
encontrados em superficies foliares, como Hannaella e Exophiala (Landell et
al., 2014), também foram encontrados (Figura 2). A quantidade de sequén-
cias nao classificadas em todas as amostras mostra que ainda existe uma
grande parcela da diversidade fungica de dendezeiros que € desconhecida,
apesar dos varios estudos baseados em técnicas de cultivo tradicionais. Entre
os géneros predominantes nas amostras de folhas com AF, Colletotrichum,
Fusarium e Pestalotiopsis (Amphisphaeriaceae), apesar de serem patogéni-
cos, ja foram inoculados em dendezeiros, mas nao reproduziram a doenga
(Boari et al., 2013). Ainda que esses fitopatdgenos tenham sido descartados
como agentes etioldgicos do AF, esses géneros podem ser responsaveis por
efeitos secundarios do AF, atuando como patégenos oportunistas que au-
mentam a severidade da infecgdo. O género Sarocladium inclui importantes
fitopatdgenos, entretanto, seu isolamento a partir de dendezeiros com AF nao
foi reportado. Além disso, foram encontradas varias sequéncias nio classifi-
cadas em todas as amostras, tanto nas sem sintomas de AF quanto nas com
sintomas de AF. Assim, o0 agente etiolégico do AF ainda pode estar entre os
géneros desconhecidos de fungos.

Nas amostras de folha sem sintomas de AF, Pyrenochaetopsis e un-
classified fungi foram os grupos mais abundantes (Figura 2d). O género
Pyrenochaetopsis foi introduzido para acomodar varias espécies previamen-
te classificadas como Phoma e Pyrenochaeta, que séao fungos de solo ge-
ralmente associados com gramineas (De Gruyter et al., 2010). Esse género
também foi encontrado como endofitico em folhas sadias de Cocos nucifera
(Oliveira, 2014).

Os diagramas de Venn (Figura 3) mostraram que o numero de OTUs fungi-
cas exclusivamente associadas a um dos estagios do AF, comparado com as
amostras sem sintomas de AF (AP-281 OTUs exclusivas), diminuiu a medida
que a doenga evoluiu (p.ex., foram 80 OTUs exclusivas no estagio 2 do AF e
apenas 41 OTUs exclusivas no estagio 8 da doenga). Esse tipo de dindmica é
similar a de sucessao de comunidades em madeira em deterioragdo, em que,
nos estagios mais avancados de decomposi¢do da madeira, tanto a atividade
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fungica quanto a diversidade da comunidade diminuem (Kielak et al., 2016;
Kwasna et al., 2016). Entre as OTUs que ndo estavam presentes nas folhas
sem sintomas de AF e que sdo compartilhadas pelas amostras de folhas de
todos os estagios da doencga, apenas trés puderam ser classificadas, e estas
pertenciam aos géneros Fusarium, Colletotrichum e Hannaella (Tabela 3).
Tanto Fusarium quanto Colletotrichum ja foram inoculados em dendezeiros,
mas as plantas nao desenvolveram AF (Silva, 1989; Boari et al., 2013). O
género Hannaella ainda ndo foi relacionado a doengas em plantas e é comu-
mente encontrado em superficies foliares (Kaewwichian et al., 2015). Duas
OTUs exclusivas de amostras com AF nao foram classificadas como géneros
conhecidos. Entretanto, para ser(em) apontado(s) como agente responsavel
pelo AF, o postulado de Koch deve ser cumprido, no qual os microrganismos
devem ser isolados, caracterizados e, apds inoculagdo em dendezeiros sau-
daveis, a doenca deve ser reproduzida.

Esses resultados sugerem que, a medida que a doencga evolui, o material
vegetal apodrecido produzido pelas espécies colonizadoras iniciais gera me-
tabdlitos que selecionam as novas espécies colonizadoras de maneira que a
comunidade fungica se modifica. Assim, a composi¢cdo da comunidade fungi-
ca nos estagios mais avangados da doenga depende da sequéncia de espé-
cies que estabeleceram habitat na folha anteriormente, uma vez que a produ-
¢ao de metabdlitos pode facilitar ou prevenir o estabelecimento das espécies
tardias (Dickie et al., 2012; Holmer et al., 1997). Assim, a colonizag&o da folha
por diferentes espécies nos estagios iniciais da doenga em diferentes plantas
pode explicar a variagdo nas comunidades fungicas entre plantas distintas,
mas no mesmo estagio da doenga. Entretanto, o patégeno responsavel pela
producéao das lesdes primarias na folha ainda precisa ser determinado.

Como a variagao na comunidade microbiana depende de qual microrga-
nismo se estabelece primeiro, a melhor estratégia para determinar o agente
etioldgico do AF seria combinar técnicas de microbiologia cléssica a outras de
biologia molecular para estudar os primeiros estagios da doenca. Nos esta-
gios mais avangados do AF, o tecido vegetal provavelmente ja esta infectado
por microrganismos oportunistas.
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Conclusoes

O dendezeiro é uma planta economicamente importante e tem potencial
como matéria-prima para produgéo de biodiesel, sendo, entretanto, afetado
pelo Amarelecimento Fatal. Mesmo apds muitos anos de estudo, o agente
etiolégico do AF nao foi inequivocamente identificado. Ainda que o agente
causador da Pudriciéon del Cogollo na Coldémbia tenha sido apontado como
o Phytophthora palmivora, este microrganismo nunca foi isolado de dende-
zeiros com AF no Brasil. Neste estudo, o DNA de microrganismos do género
Phytophtora foi amplificado a partir de uma Unica amostra de 10 amostras
testadas, o que da suporte a ideia de o AF no Brasil e a Pudricién del Cogollo
na Coldmbia ndo serem a mesma doenga e de o AF n&o ser causado por
P. palmivora. Este é o primeiro trabalho a utilizar sequenciamento de ultima
geracgao para caracterizar a comunidade fungica associada a folhas de den-
dezeiros com e sem sintomas de Amarelecimento Fatal. A analise de sequén-
cias da regiao ITS demonstrou que dendezeiros apresentando sintomas de
AF ndo possuem uma microbiota fungica comum, o que indica que provavel-
mente a doenga leva a um desequilibrio da microbiota fungica, que apresen-
ta varios patdégenos oportunistas nos estagios mais avancados da doenca.
Ainda que ndo seja possivel confirmar que plantas assintomaticas estejam
completamente sadias, as comunidades flungicas desses dendezeiros apre-
sentaram mais semelhangas entre si ha composi¢do de suas microbiotas
fungicas que folhas de dendezeiros com AF. Essa é uma observagéo interes-
sante, tendo em vista que este é o primeiro estudo a descrever a evolugao
da microbiota fungica usando técnicas moleculares independentes de cultivo
durante estagios da doencga. Novos estudos com plantas nos estagios iniciais
da doencga serdo necessarios para explorar a possibilidade de outros grupos
taxondmicos (p.ex., Bacteria e Archaea) serem agentes causais do AF, tendo
em vista que plantas nos estagios mais avangados da doenga sdo dominadas
por microrganismos oportunistas.
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Informacao Suplementar
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Figura S1. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
Amplificagdo com o par de iniciadores A2/I2. 12 linha. L- Ladder 1 kb plus (Invitrogen).
1-SP 2.1; 2-SP 2.1 diluido 10X; 3-SP 2.2; 4-SP 2.2 diluido 10X; 5-SP 5.1; 6-SP 5.1
diluido 10X; 7-SP 5.2; 8-SP 5.2 diluido 10X; 9-SP 8.1; 10-SP 8.1 diluido 10X; 11-SP
8.2; 12-SP 8.2 diluido 10X; 13- AP 1; 14-AP 1 diluido 10X. 22 linha. L- Ladder 1 kb
plus (Invitrogen). 1-AP 2; 2-AP 2 diluido 10X; 3-AP 3; 4-AP 3 diluido 10X; 5-AP 4; 6-AP
4 diluido 10X; 7- DNA gendmico de Phytophthora sp.; 8- DNA gendmico de Phyto-
phthora capsicii; 9- DNA genémico de Phytophthora nicotianae; 10- DNA gendmico de
Phytophthora sp.; 11- DNA gendmico de Escherichia coli; 12-Controle positivo (DNA
gendmico de Phytophthora nicotianae); 13- Controle negativo (agua); 14-Vazio.
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Figura S2. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Am-
plificagdo com o par de iniciadores A2/12. L- Ladder 1 kb plus (Invitrogen). 1- Solo de
planta assintomatica diluido 5X; 2- Solo de planta assintomatica diluido 15X; 3- Solo
de planta assintomatica diluido 100X; 4- Solo de planta sintomatica estagio 5 diluido
5X; 5- Solo de planta sintomatica estagio 5 diluido 15X; 6- Solo de planta sintomatica
estagio 5 diluido 100X; 7- Solo de planta sintomatica estagio 8 diluido 5X; 8- Solo de
planta sintomatica estagio 8 diluido 15X; 9- Solo de planta sintomatica estagio 8 dilu-
ido 100X; 10-Solo de Mata Nativa; 11-( DNA gendémico de Phytophthora nicotianae);
12-Controle negativo (agua) ; 13-Vazio; 14-Vazio.
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