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RESUMO

CARDOSO, Renata Sena, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2026.
Desenvolvimento e validacdo de marcadores microssatélites para Calonectria
pteridis e espécies associadas a mancha-de-calonectria no Sul do Brasil.
Orientador: Rafael Ferreira Alfenas.

A mancha-de-calonectria constitui uma das principais doencas foliares do eucalipto
no Brasil, causando desfolha severa, reducédo do crescimento e, consequentemente,
reducdo da produtividade de madeira. A etiologia dessa doenca € complexa,
envolvendo multiplas espécies do género Calonectria, cuja elevada similaridade
morfolégica e diversidade taxonémica dificultam a identificacdo precisa dos agentes
etiologicos e a compreensao de sua dinamica epidemioldgica. Embora Calonectria
pteridis seja amplamente reconhecida como o principal agente causal da doenca em
regioes tropicais e equatoriais do Brasil, pouco se conhece sobre estrutura genética
populacional, variabilidade intraespecifica e dindmica evolutiva associada aos
isolados pertencentes ao complexo Calonectria pteridis. Adicionalmente, evidéncias
recentes indicam que a etiologia da mancha-de-calonectria em regides subtropicais
do Sul do Brasil difere substancialmente daquela observada em areas de clima mais
guente, com predominio de espécies pertencentes ao complexo Calonectria
candelabrum. Nesse contexto, esta tese teve como objetivo ampliar o conhecimento
sobre a diversidade e estrutura genética populacional de Calonectria e sobre as
espécies associadas a mancha-de-calonectria em eucalipto no Brasil, integrando
ferramentas de genética populacional e filogenia. No primeiro capitulo, foram
desenvolvidos e validados marcadores microssatélites (SSR) gendémicos e génicos
para isolados pertencentes ao complexo Calonectria pteridis, posteriormente
aplicados a investigacdo da diversidade genética e da estrutura populacional em
diferentes regibes produtoras de eucalipto no Brasil. Os resultados revelaram
diversidade genética moderada, estruturacdo populacional significativa entre regides
geograficas e evidéncias de predominancia de reproducédo clonal, além de elevada
transferibilidade dos marcadores para espécies filogeneticamente relacionadas. No
segundo capitulo, analises filogenéticas multilocus permitiram identificar as espécies
associadas a mancha-de-calonectria em plantios de eucalipto localizados no Sul do
Brasil, demonstrando a predominancia de espécies pertencentes ao complexo
Calonectria candelabrum, além da identificacdo de linhagens filogeneticamente
distintas potencialmente n&o descritas. Em conjunto, os resultados ampliam o
entendimento da diversidade de Calonectria e das espécies associadas a mancha-
de-calonectria no Brasil,



subsidiando o refinamento taxonémico, 0 manejo da doenca e o melhoramento do
eucalipto para resisténcia.

Palavras-chave: marcadores moleculares; filogenia; estudo etiolégico; clima;
Cylindrocladium



ABSTRACT

CARDOSO, Renata Sena, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2026.
Development and Validation of Microsatellite Markers for Calonectria pteridis
and Species Associated with Calonectria Leaf Blight in Southern Brazil.
Adviser: Rafael Ferreira Alfenas.

Calonectria leaf blight is one of the most important foliar diseases of eucalyptus in
Brazil, causing severe defoliation, reduced tree growth, and, consequently, reduced
wood productivity. The etiology of this disease is complex, involving multiple species
of the genus Calonectria, whose high morphological similarity and taxonomic
diversity hinder the accurate identification of the causal agents and the understanding
of their epidemiological dynamics. Although Calonectria pteridis is widely recognized
as the primary causal agent of the disease in tropical and equatorial regions of Brazil,
little is known about the population genetic structure, intraspecific variability, and
evolutionary dynamics associated with isolates belonging to the Calonectria pteridis
species complex. Additionally, recent evidence indicates that the etiology of
Calonectria leaf blight in subtropical regions of southern Brazil differs substantially
from that observed in warmer regions, with a predominance of species belonging to
the Calonectria candelabrum species complex. In this context, this thesis aimed to
expand the current knowledge of the diversity and population genetic structure of
Calonectria, as well as the species associated with Calonectria leaf blight in
eucalyptus in Brazil, integrating population genetics and phylogenetic approaches. In
the first chapter, genomic and genic simple sequence repeat (SSR) markers were
developed and validated for isolates belonging to the Calonectria pteridis species
complex and subsequently applied to investigate the genetic diversity and population
structure of isolates from different eucalyptus-producing regions in Brazil. The results
revealed moderate genetic diversity, significant population structuring among
geographic regions, evidence of predominant clonal reproduction, and high
transferability of the markers to phylogenetically related species. In the second
chapter, multilocus phylogenetic analyses enabled the identification of the species
associated with Calonectria leaf blight in eucalyptus plantations located in southern
Brazil, demonstrating the predominance of species belonging to the Calonectria
candelabrum species complex, as well as the identification of phylogenetically distinct
lineages that are potentially undescribed. Collectively, these findings expand the
current understanding of Calonectria diversity and the species associated with
Calonectria leaf blight in Brazil, providing support for taxonomic refinement, disease



management, and eucalyptus breeding for disease resistance.

Keywords: molecular markers; phylogeny; climate; Cylindrocladium



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ......cueieeeeeeercrcr e eesaesaesaesaessssessesesaessessessssassssssssssneens 12
REFERENCIAS ......occuririessesisssesesssssesssssessssssesssssesssssesasssessasssesssssssssssnenss 15
CAPITULO Tueeciceeeeeceeteee e e eae e ssesss e sassesse s ssesss e ssessssessssssssssssessessesenssnssssnens 17
Desenvolvimento, caracterizagcao e validagcao de marcadores

microssatélites gendomicos e génicos para Calonectria pteridis.................. 17
RESUMO ... ..t s s e e annn e 17
1. INTRODUGAO.........ceeireecrecereeaeseesaesassessesessessessessessesasssssssssssssssesessesnessesneas 20
2. MATERIAL E METODOS ......ccooieieiereerceeseesesesaesssessesessessssssssssssessssssssssaes 24
2.1 Obtencéo e caracterizagdo dos iS0ladoS ..........covvuiieeeiiiiiiiieeeeeee e 24
2.2 Origem do genoma € mineragdo de SSRS ..........ccooeiiiiiiiiiiiiieecee e 25
2.3 ldentificacdo de SSRs génicos candidatos............ccoeevveeiiiiiiiiiiiiii e 26
2.4 Selecdo dos marcadores SSR ......ccoouiiiiiii e 26
2.5 Desenho dos primers e validagao in SiliCO............cccceuveeueiiiieiiiiiiiiieeeeeen 27
2.6 Condigdes de cultivo e extragdo de DNA ..o 28
2.7 Amplificagao por PCR e otimizagao das condi¢cdes de anelamento ............. 29
2.8 Validagao preliminar por eletroforese em gel de poliacrilamida.................... 29
2.9 Genotipagem por eletroforese capilar e determinacao de alelos................... 30
2.10 Andlises de diversidade genética e genotipica no complexo C. pteridis .....31
2.11 Estrutura genética e rede de genotipos multilocus ...........ooooveiiiiieiiiinnnnen. 32

2.12 Comparagao entre marcadores SSR génicos e gendmicos e sua relagdo com

A AGrESSIVIAAUE ......cieieiiieeie e eaaaaaa 33
2.13 Avaliacdo da transferibilidade entre complexos de espécies...................... 34
3. RESULTADOS ...ttt ssss s s sssss s s ss s s s mmns s e s s s 35
3.1 Mineracgao e caracterizacéo de microssatélites (SSRS)........ccccceeieiiiiiiiinnnis 35
3.2 Validagao e polimorfismo dos marcadores SSR...........ccccoeeeiiiiiiiieeciiininnn. 40
3.3 Diversidade genética e diversidade genotipica ...........cccceeviiiiiiiiiiieeceeein. 40

3.4 Estrutura genética e Rede de gendtipos multilocus.............oooeeiiiiiieeinnn..n. 42



3.5 Comparacao entre marcadores SSR génicos e gendmicos e sua relagdo com

Q AGreSSIVIAAAE .....ee i 46
3.6 Transferibilidade dos marcadores SSR entre complexos de espécies ......... 50
4. DISCUSSADQ.......cccteceeeeiriereesaesessseesessesssessessssssessessssssesssssssssesssssssssessessesssnnes 53
CONCLUSOES........c.coiteeerireecreresseesae e ssesssessessasssessessssssesssssssssessssssssesssssssnnes 58
REFERENCIAS .......cuceiietrtrtsecneressss e sesssss s s sesesssss s s s ssssssssssssenssssssssasnsees 59
7 o = N [0 = 65
(0N 2 1 111 11X o T 25T 71
Espécies associadas a mancha-de-calonectria em plantios de E. dunnii e E.
benthamii no Sul do Brasil..........ccooiiiiiiiiiee s 7
RESUMO ...t s e e s s e e s s s s s s e e e e e e e e n e e s e s s e e e e e e e ennnnnnnnnnnsnnnnnns 71
1. INTRODUGAO.......c.ceeeeeeuirreiaesseseessessessssssessssssessessssssesssssssssesssssssssesssssssnses 75
2. MATERIAL E METODOS ......cocotireeeeeeeessesseesessessessessessssssssssssssssessssnsssssnes 77
2.1 Coletas de amostras, isolamento e obtencao de culturas monosporicas...... 77
2.2 Extracdo do DNA, PCR e sequenciamento ..........ccoeevvieiiiiiiieieeiiiieeeeeeeie 78
2.3 Andlises filogenéticas multigénicas ...........ccccoevviiiiiii i 80
3. RESULTADOS .......coooceeeeciss s s s e s s e e s s s s nnms s s s s s s s s e e e e s e s e s nnnannssssssssssssnnnnnn 82
3.1 Isolamento e caracterizag&o preliminar dos isolados ...........cccccceeveeeveennnnnnnn. 82
3.2 Analises filogenéticas MUItilOCUS .............oovuiiiiiiiiiiiie e, 86
3.3 Analises filogenéticas Por IOCUS ...........uuuuuiiiiiiiiee e 88

3.4 Analise filogenética comparativa com isolados de Calonectria descritos por

Miranda et al. (2021) no Sul dO Brasil ............ccouviiiiiiiiiiii e, 89
4. DISCUSSAD........cctieieeiiiieecae st ssse e e sssessessesssssesas s s e saessssssssaessssasansessesssanes 92
= o 2 N od 1. X< 3 95

APENDICES .......cooereeirerceeee e seeeesesse e sesas e sasas s sssas e sas s esssssesasassesasassssssasnssanas 99



12

INTRODUGAO GERAL

A eucaliptocultura representa um dos setores de maior relevancia
econdmica em escala global, destacando-se pela elevada produtividade, ampla
adaptabilidade a diferentes condi¢bes edafoclimaticas e multiplas aplicacbes
industriais da madeira. No Brasil, os plantios comerciais de espécies e hibridos de
Eucalyptus ocupam milhdes de hectares e sustentam importantes cadeias
produtivas, incluindo os setores de celulose e papel, biomassa energética, carvao
vegetal, madeira serrada e painéis reconstituidos (Iba, 2025). A expressiva
importancia econémica da cultura posiciona o pais entre os principais produtores
florestais do mundo e reforga a necessidade de adocédo de estratégias que
assegurem a sanidade e a sustentabilidade dos plantios florestais (Alfenas et al.,
2009).

Entretanto, a intensificacdo dos sistemas de produgdo e a expanséo do
cultivo de eucalipto para novas regides tém favorecido a ocorréncia e o
estabelecimento de diversos problemas fitossanitarios, dentre os quais se
destacam as doencgas foliares causadas por fungos fitopatogénicos (Schultz,
2011; Schultz et al., 2015). Essas enfermidades podem comprometer
significativamente o crescimento inicial das plantas, reduzir a area fotossintética,
elevar os custos de produgao e, em casos severos, inviabilizar viveiros e plantios
comerciais (Alfenas et al., 2009; Soares et al., 2017).

Entre as principais doengas foliares associadas a cultura do eucalipto,
destaca-se a mancha-de-calonectria, amplamente distribuida em regides
produtoras e reconhecida por causar severos danos em viveiros e plantios
(Schultz et al., 2015; Soares et al., 2017). A doenga caracteriza-se pela formagao
de manchas foliares seguidas de desfolha intensa e redugao do vigor vegetativo
das plantas, podendo comprometer significativamente a produtividade florestal
quando ndo manejada adequadamente (Alfenas et al., 2009). Em situagdes de
alta severidade, os prejuizos podem alcangar redugdes de até 45% no incremento
volumétrico médio anual das florestas (Alfenas et al., 2013). O desenvolvimento
da doenca é favorecido por condicdes de elevada umidade relativa, molhamento
foliar prolongado e temperaturas elevadas, fatores frequentemente observados
em importantes regides produtoras de eucalipto no Brasil (Graga et al., 2009; Wu
& Chen, 2021).
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A mancha-de-calonectria é causada por espécies do género Calonectria,
um grupo de fungos fitopatogénicos de ampla distribuicdo geografica e
reconhecida importancia econdmica para culturas agricolas e florestais (Crous,
2002; Li et al., 2022). O género apresenta elevada diversidade taxondmica e inclui
numerosas espécies morfologicamente  semelhantes, frequentemente
organizadas em complexos de espécies, o que dificulta a identificacdo precisa
baseada exclusivamente em caracteres fenotipicos (Liu et al., 2020; Banerjee et
al.,, 2025). Essa elevada complexidade taxondmica consolidou a filogenia
molecular como ferramenta indispensavel para a correta delimitacao de espécies
dentro do género.

No Brasil, estudos prévios demonstraram que a etiologia da mancha-de-
calonectria em regides de clima quente e umido encontra-se relativamente bem
estabelecida, sendo isolados previamente identificados como C. pteridis
frequentemente associados a doenca em plantios comerciais de eucalipto
(Alfenas et al., 2015; Freitas et al., 2019). Apesar dos avancgos obtidos na
caracterizagao etiolégica do patossistema nessas regides, 0 conhecimento acerca
da variabilidade genética e da estrutura populacional de populagbes pertencentes
ao complexo C. pteridis ainda permanece limitado. A compreensdo desses
aspectos é essencial para elucidar padrdes de dispersao, fluxo génico, modo
reprodutivo e potencial adaptativo do patégeno, fornecendo subsidios importantes
para programas de manejo integrado da doenga e melhoramento genético visando
a resisténcia (Freitas et al., 2019).

Para investigacdes dessa natureza, marcadores microssatélites (Simple
Sequence Repeats — SSR) destacam-se como ferramentas moleculares de alta
resolugdo amplamente empregadas em estudos de genética populacional de
fungos fitopatogénicos (Weising et al., 1995; Agarwal et al., 2008; Vieira et al.,
2016). Esses marcadores consistem em regides gendémicas compostas por
repeticbes curtas de padrdes de nucleotideos em série (tandem), altamente
polimérficas, codominantes e amplamente distribuidas ao longo do genoma,
caracteristicas que lhes conferem elevado poder discriminatério para analises
intraespecificas (Agarwal et al., 2008; Vieira et al., 2016). Em fungos
fitopatogénicos, os SSRs tém sido amplamente utilizados para inferir diversidade
genética, estrutura populacional, fluxo génico, padrdes reprodutivos e processos

microevolutivos (Leblanc et al., 2019). Dessa forma, a aplicacdo desses
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marcadores em populacdes de isolados pertencentes ao complexo C. pteridis
representa uma abordagem promissora para aprofundar o entendimento sobre a
diversidade genética, a estrutura populacional e os processos evolutivos
associados ao complexo de espécies em regides onde sua ocorréncia ja esta
consolidada.

Em contraste com o cenario etiolégico da mancha-de-calonectria nas
regides central e norte do pais, ocorréncias recentes de surtos da doenca
observados em regides de clima mais ameno nos estados do Sul do Brasil tém
revelado um cenario distinto daquele previamente descrito para areas tropicais e
subtropicais quentes (Soares et al., 2017; Miranda et al., 2021). Nessas condigbes
de ambiente, a mancha-de-calonectria tem sido preliminarmente associada a
espécies do complexo C. candelabrum. A ocorréncia de espécies pertencentes a
esse complexo leva a hipotese de que a composicdo de espécies associadas a
mancha-de-calonectria em regibes de clima mais frio possa diferir
substancialmente daquela observada em areas de clima quente, onde se
concentra a maior area plantada com eucalipto no Brasil.

Dessa forma, o avango no entendimento da mancha-de-calonectria em
eucalipto no Brasil demanda abordagens complementares capazes de investigar
tanto a variabilidade intraespecifica de patdgenos ja estabelecidos em importantes
regides produtoras quanto a correta delimitacdo taxondmica de espécies
emergentes associadas a novos ambientes. Assim, esta tese foi desenvolvida
com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a diversidade, a estrutura
genética populacional e as espécies de Calonectria associadas a mancha-de-
calonectria em eucalipto no Brasil, integrando ferramentas de genética
populacional e sistematica molecular para compreender diferentes niveis de
diversidade bioldgica dentro desse patossistema. Para atingir esse objetivo, a tese
foi estruturada em dois capitulos. O primeiro capitulo aborda o desenvolvimento,
caracterizagao e aplicagdo de marcadores microssatélites génicos e genémicos
para a investigacado da diversidade genética e da estrutura genética de isolados
pertencentes ao complexo Calonectria pteridis, frequentemente associado a
mancha-de-calonectria em regides tropicais e equatoriais do Brasil. Essa
abordagem permitiu aprofundar o entendimento sobre a variabilidade genética
intraespecifica, os padrées de estrutura populacional e os potenciais processos

evolutivos que moldam populagdes desse importante fitopatégeno.
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O segundo capitulo contempla a analise filogenética molecular multilocus
visando a identificacdo de isolados pertencentes ao complexo Calonectria
candelabrum associados a mancha-de-calonectria em plantios de eucalipto
localizados no Sul do Brasil. Este capitulo teve como obijetivo identificar as
espécies associadas a mancha-de-calonectria em um novo cenario
epidemioldgico, caracterizado por condi¢des climaticas contrastantes em relagao
as areas tradicionalmente afetadas, além de contribuir para o refinamento
taxonémico deste complexo de espécies.
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CAPITULO 1
Desenvolvimento, caracterizagcao e validagcao de marcadores
microssatélites gendomicos e génicos para Calonectria pteridis
RESUMO
A mancha-de-calonectria figura entre as principais doengas foliares do eucalipto
no Brasil, sendo espécies pertencentes ao complexo Calonectria pteridis
amplamente reconhecidas como importantes agentes etiolégicos em regides
tropicais e equatoriais do pais. Apesar de sua relevancia fitossanitaria, o
conhecimento acerca da diversidade genética e da estrutura populacional desse
complexo de espécies ainda € limitado, sobretudo em razdo da escassez de
marcadores moleculares codominantes e altamente informativos especificos. Este
estudo teve como objetivos desenvolver e validar marcadores microssatélites
(SSR) gendmicos e génicos para isolados pertencentes ao complexo Calonectria
pteridis, bem como usa-los na investigagao da diversidade genética, da estrutura
populacional e de possiveis associagdes entre variabilidade genética e
agressividade dos isolados. Adicionalmente, avaliou-se a transferibilidade
interespecifica dos marcadores para espécies filogeneticamente relacionadas de
Calonectria. Foram identificados 4.660 loci SSR no genoma de C. pteridis. Apos
mineracgao in silico, desenho de primers e validagado experimental, 13 marcadores
polimérficos foram selecionados e utilizados na genotipagem de 94 isolados
pertencentes ao complexo C. pteridis, provenientes de diferentes regides
eucaliptocultoras no Brasil. Foram identificados 36 genotipos multilocus, indicando
diversidade genética moderada (Hexp = 0,34), com maior riqueza genotipica na
populagao do Para. O desequilibrio de ligagao significativo (rD = 0,125; p < 0,001)
sugere predominancia de reprodugdo clonal, possivelmente associada a
estruturacédo populacional. Observou-se diferenciagdo genética significativa entre
populagdes (ST = 0,366; p = 0,001), com 36,62% da variagao atribuida as
diferencas entre estados. A ampla distribuicdo de gendtipos indica persisténcia e
expansao clonal. Nao houve associagcdo consistente entre perfis genéticos e
agressividade. Os marcadores apresentaram alta transferibilidade para espécies
dos complexos C. candelabrum e C. cylindrospora. Em conjunto, os resultados
fornecem ferramentas robustas para estudos populacionais e ampliam o

entendimento da dinamica evolutiva e epidemiologica do patdégeno.
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CHAPTERI
Development, characterization, and validation of genomic and genic
microsatellite markers for Calonectria pteridis
ABSTRACT

Calonectria leaf blight is among the most important foliar diseases of eucalyptus
in Brazil, and species belonging to the Calonectria pteridis species complex are
widely recognized as important etiological agents in tropical and equatorial regions
of the country. Despite its phytosanitary relevance, knowledge regarding the
genetic diversity and population structure of this species remains limited, mainly
due to the scarcity of codominant and highly informative molecular markers
specific to the pathogen. This study aimed to develop and validate genomic and
genic microsatellite (SSR) markers for isolates belonging to the Calonectria
pteridis species complex and to apply them to investigate genetic diversity,
population structure, and possible associations between genetic variability and
isolate aggressiveness. Additionally, the interspecific transferability of the markers
was evaluated for phylogenetically related Calonectria species. A total of 4,660
SSR loci were identified in the genome of C. pteridis. Following in silico mining,
primer design, and experimental validation, 13 polymorphic markers were selected
and used to genotype 94 isolates belonging to the C. pteridis species complex
collected from different eucalyptus-growing regions in Brazil. Thirty-six multilocus
genotypes were identified, indicating moderate genetic diversity (Hexp = 0.34),
with the highest genotypic richness observed in the Para population. Significant
linkage disequilibrium (rD = 0.125; p < 0.001) suggested a predominance of clonal
reproduction, possibly associated with population structuring. Significant genetic
differentiation was observed among populations (PST = 0.366; p = 0.001), with
36.62% of the variation attributed to differences among states. The broad
distribution of genotypes indicates persistence and clonal expansion. No
consistent association was observed between genetic profiles and
aggressiveness. The markers showed high transferability to species belonging to
the C. candelabrum and C. cylindrospora species complexes. Overall, the results
provide robust tools for population studies and expand the understanding of the
evolutionary and epidemiological dynamics of the pathogen.

Keywords: SSR; genetic diversity; eucalyptus; molecular markers; transferability.
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1. INTRODUGAO

A eucaliptocultura ocupa posi¢ao estratégica no setor florestal brasileiro,
sustentando cadeias produtivas de elevada relevancia econdémica, industrial e
ambiental (Iba, 2025). A competitividade desse setor esta condicionada n&o
apenas aos avangos no melhoramento genético e ao aprimoramento das praticas
silviculturais, como também a manutencgao da sanidade dos plantios ao longo dos
ciclos produtivos (Alfenas et al., 2009). Nesse contexto, as doengas de origem
bidtica assumem papel central, na medida em que podem comprometer a
produtividade das plantagdes e impactar negativamente o retorno econémico dos
sistemas de producgéo.

Dentre as principais doengas de origem bibtica, destaca-se a mancha-de-
calonectria, uma enfermidade de ampla distribuicdo geografica e importancia
global, com registros de epidemias em diferentes paises, associadas a redugao
significativa no crescimento das plantas (Rodas et al., 2005; Chen et al., 2011;
Pham et al., 2019). Em condi¢des de campo, o patégeno infecta preferencialmente
folnas mais velhas, situadas na porgcao basal da copa. Os sintomas iniciais
caracterizam-se pela formagdao de pequenas lesbes foliares, de formato
arredondado a alongado, com coloragao cinza-clara, frequentemente circundadas
por halo arroxeado a avermelhado e, por vezes, acompanhadas pela produgéo de
conidios branco-brilhantes na superficie abaxial do limbo foliar (Alfenas et al.,
2009). A medida que a doenga progride, essas lesdes tendem a coalescer,
podendo ocupar extensas areas do limbo foliar, induzir a desfolha precoce e
reduzir o incremento volumétrico médio anual em até 45% (Alfenas et al., 2013).
Em viveiros, o patégeno pode ocasionar manchas foliares necréticas expansivas,
lesbes em caules, podriddo de estacas e tombamento de mudas, resultando em
perdas expressivas na producao (Alfenas et al., 2009).

A etiologia da mancha-de-calonectria em eucalipto € complexa, uma vez
que diferentes espécies do fungo podem estar associadas a doencga. No Brasil,
observa-se elevada diversidade do género Calonectria, com taxons distribuidos
em distintos complexos de espécies, incluindo Calonectria pteridis, Calonectria
brassicae, Calonectria candelabrum, Calonectria cylindrospora e Calonectria
naviculata. Esse cenario evidencia a ampla representatividade desses clados em
diferentes regides geograficas do pais (Alfenas et al., 2015; Bose et al., 2023;

Sanchez-Gonzalez et al., 2022). Essa complexidade tem sido ampliada pelos
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avancos em estudos taxonOmicos e filogenéticos, os quais tém resultado em
importantes revisbes nomenclaturais e na delimitagdo de multiplas espécies de
relevancia fitopatolégica no género (Lombard et al., 2010; Lombard et al., 2015;
Alfenas et al., 2015; Liu et al., 2020). Assim, compreender a diversidade de
Calonectria torna-se fundamental n&o apenas para a diagnose precisa da doenca,
mas também para a interpretacdo de sua epidemiologia, distribuicdo geografica e
risco fitossanitario.

Entretanto, Calonectria pteridis Crous, M.J. Wingf. & Alfenas tem sido a
espécie mais frequentemente associada a epidemias em plantios de eucalipto em
regides mais quentes e umidas do Brasil (Alfenas et al., 2015; Freitas et al., 2019).
O primeiro relato de C. pteridis em eucalipto no Brasil ocorreu na década de 1990,
causando mancha foliar e desfolha em Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, no
sudeste da Bahia. Desde entdo, a mancha-de-calonectria tem sido reportada nos
estados do Para, Maranhdo e Bahia (Alfenas et al., 2015), bem como, mais
recentemente, em Mato Grosso do Sul e Alagoas, onde tem ocasionado
epidemias severas em plantios de eucalipto. A doenca ja foi registrada na maioria
das espécies de eucalipto cultivadas no Brasil, incluindo Eucalyptus
camaldulensis, Eucalyptus cloeziana, Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna,
Eucalyptus tereticornis, Eucalyptus urophylla e o hibrido Eucalyptus grandis *
Eucalyptus urophylla (Alfenas et al., 2009).

O uso de gendtipos resistentes constitui, atualmente, a estratégia mais
eficiente e economicamente viavel para o manejo da mancha-de-calonectria em
eucalipto. Entretanto, a durabilidade da resisténcia genética esta diretamente
relacionada a compreensao da variabilidade genética e da estrutura populacional
do patégeno, uma vez que populagdes geneticamente diversas podem apresentar
maior capacidade adaptativa e potencial de superacdo da resisténcia do
hospedeiro (Alfenas et al., 2009; Fonseca et al., 2010). Nessa perspectiva,
estudos voltados a caracterizacdo da diversidade de isolados pertencentes ao
complexo C. pteridis sao fundamentais para subsidiar programas de
melhoramento genético, especialmente na selegéo de clones resistentes.

Nesse contexto, marcadores moleculares tém sido amplamente
empregados na investigagao da diversidade genética de espécies de Calonectria.
Entre as principais técnicas utilizadas, destacam-se ISSR (Freitas et al., 2019),
RFLP-PCR (Gehesquiére et al., 2016), RAPD-PCR (Mohanty et al., 2012) e SSR
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(Leblanc et al., 2019). Estudos prévios baseados em marcadores ISSR indicaram
baixa diversidade genética em isolados pertencentes ao complexo C. pteridis
provenientes da regiao Norte do Brasil, sugerindo possivel ocorréncia de fluxo
génico entre populagdes geograficamente distintas (Freitas et al., 2019). Contudo,
marcadores dominantes, como os ISSR, apresentam limitagées na detecgao da
variabilidade genética, sobretudo em fungao do menor conteudo informativo por
loco, o que resulta em redugao do poder discriminatério quando comparados a
marcadores codominantes (Faleiro, 2011).

Entre os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis, os
microssatélites, ou SSR (Simple Sequence Repeats), destacam-se por
apresentarem natureza codominante, elevado nivel de polimorfismo, alta
reprodutibilidade e ampla distribuicdo ao longo do genoma de organismos
eucariotos (Weising et al., 1995; Agarwal et al., 2008). Esses marcadores
consistem em curtas sequéncias repetitivas de DNA, geralmente compostas por
unidades de um a seis nucleotideos (Ferreira; Grattapaglia, 1998), e podem ser
classificados em perfeitos, imperfeitos, interrompidos e compostos, de acordo com
a organizacao do motivo repetitivo (Santana et al., 2011). A elevada variabilidade
dos Jloci SSR esta associada, principalmente, a alteracbes no numero de
repeticoes em tandem, decorrentes do mecanismo de deslizamento da DNA
polimerase (slippage) durante a replicagdo do DNA. Em razdo da maior frequéncia
desse mecanismo em comparacao as mutagdes pontuais, os /oci microssatélites
apresentam elevado grau de variabilidade. Consequentemente, ensaios
baseados em SSRs permitem a deteccao de polimorfismos de comprimento entre
individuos, os quais sdo identificados por meio da amplificagdo, via PCR, de
regides especificas utilizando primers flanqueadores (Agarwal et al., 2008).

Além do elevado conteudo informativo, os marcadores microssatélites
podem apresentar amplificagdo cruzada entre espécies filogeneticamente
relacionadas, em decorréncia da conservagao das regides flanqueadoras, o que
possibilita sua aplicacdo em diferentes taxons sem a necessidade de
desenvolvimento de novos marcadores especificos. Entretanto, a eficiéncia dessa
amplificacédo cruzada tende a diminuir a medida que aumenta a distancia evolutiva
entre as espécies (Barbara et al., 2007).

Tradicionalmente, o desenvolvimento de marcadores SSR baseava-se na

construcao de bibliotecas gendmicas ou bibliotecas enriquecidas para sequéncias
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repetitivas, o que tornava o processo laborioso e oneroso (Ferreira; Grattapaglia,
1998; Ritschel et al.,, 2004). Entretanto, os avangos nas tecnologias de
sequenciamento de nova geragao (NGS) e o desenvolvimento de ferramentas
bioinformaticas tém viabilizado a identificacdo in silico de microssatélites
diretamente a partir de genomas sequenciados (Vleeshouwers et al., 2011).

A aplicacdo de marcadores microssatélites em Calonectria tem avangado
gradualmente nas ultimas décadas. Os primeiros estudos identificaram e
caracterizaram loci SSR em Calonectria ilicicola (= C. parasiticum) e Calonectria
pauciramosa (= C. pauciramosum) (Wright et al., 2006; 2007). Posteriormente,
esses marcadores foram empregados em estudos populacionais, como
demonstrado por Wright et al. (2010), que utilizaram SSRs para investigar a
estrutura populacional de C. ilicicola, agente causal da podriddo em amendoim
nos Estados Unidos. Mais recentemente, com os avangos no sequenciamento de
nova geragao e na mineracgao in silico, os SSRs passaram a ser desenvolvidos e
aplicados em estudos populacionais de diferentes espécies do género, como
Calonectria pseudonaviculata (Leblanc et al., 2019; Castroagudin et al., 2020),
Calonectria pauciramosa (Li et al., 2021), Calonectria pseudoreteaudii (Wu et al.,
2023; Li et al., 2025) e Calonectria reteaudii (Pham et al., 2025), evidenciando a
utilidade dessa abordagem em estudos populacionais de fungos fitopatogénicos.

Apesar desses avancos, os estudos populacionais disponiveis para
isolados pertencentes ao complexo Calonectria pteridis, de grande relevancia
para a eucaliptocultura brasileira, ainda se baseiam predominantemente em
marcadores ISSR (Freitas et al., 2019). Nesse contexto, evidencia-se a
necessidade de desenvolvimento de um conjunto de marcadores SSR
codominantes, reprodutiveis e de alta resolugcdo, capazes de ampliar a
compreensao da diversidade genética e da estrutura populacional desse
patogeno.

Com esse proposito, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e
validar marcadores microssatélites (SSR) de alta resolugéo aplicaveis a isolados
pertencentes ao complexo Calonectria pteridis. Adicionalmente, buscou-se
investigar a estrutura populacional do patdégeno, explorar a relagao entre
variabilidade genética e agressividade, bem como avaliar a transferibilidade

desses marcadores para Calonectria candelabrum e Calonectria cylindrospora.



24

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao e caracterizagao dos isolados

Foram analisados 113 isolados de Calonectria spp., provenientes de
plantios comerciais e viveiros de Eucalyptus spp., coletados entre os anos de 2011
e 2025 em polos produtores das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil.
A amostragem foi delineada de modo a contemplar a diversidade geografica do
patdgeno, abrangendo isolados pertencentes ao complexo Calonectria pteridis
(n=94), bem como aos complexos Calonectria candelabrum (n=16) e Calonectria
cylindrospora (n=3).

Para a validacdo dos marcadores SSR, foram selecionados oito isolados
representativos pertencentes ao complexo C. pteridis, conforme descrito por
Freitas et al. (2019), de forma a contemplar diferentes classes de agressividade,
origens geograficas e grupos genéticos previamente estabelecidos com base em
marcadores ISSR.

Para as analises populacionais, foram considerados todos os 94 isolados
de C. pteridis, enquanto os isolados dos complexos C. candelabrum e C.
cylindrospora foram incluidos com o objetivo de avaliar a transferibilidade
interespecifica dos marcadores SSR desenvolvidos. A distribuicdo espacial dos
isolados por unidade federativa, assim como a representacdo das areas
amostradas, esta detalhada na Figura 1.

Os isolados integram a Colec&o do Laboratorio de Patologia Florestal (LPF)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais, Brasil, e foram
preservados conforme os protocolos laboratoriais. A lista completa dos isolados e

seus respectivos perfis genotipicos esta apresentada no Apéndice 1.
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Figura 1 — Distribuicdo geografica dos isolados pertencentes aos
complexos Calonectria pteridis, Calonectria candelabrum e Calonectria
cylindrospora nos estados brasileiros amostrados.

2.2 Origem do genoma e mineragao de SSRs

O genoma de referéncia utilizado neste estudo corresponde ao isolado C.
pteridis LPF059, previamente sequenciado na plataforma lllumina NovaSeq 6000
e montado como um genoma rascunho de 58,37 Mb, distribuidos em 1.167
scaffolds (GenBank: JAKZGUO000000000; Queiroz et al., 2022). Essa sequéncia
gendmica serviu de base para a identificagao de regides contendo microssatélites
(SSRs).

A deteccdo dos loci SSR foi realizada utilizando a ferramenta MISA
(MicroSAtellite identification tool) (Thiel et al., 2003; Beier et al., 2017), configurada
para identificar motivos repetitivos de dinucleotideos a hexanucleotideos,
considerando-se um minimo de cinco unidades repetidas para todas as classes
de motivos. Os arquivos de saida gerados pelo MISA foram utilizados para
determinar o numero total de /oci SSR identificados, a frequéncia dos diferentes

tipos de motivos e sua distribuigdo ao longo do genoma.
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2.3 Identificagao de SSRs génicos candidatos

O proteoma predito do isolado C. pteridis LPF059 foi analisado com o
objetivo de identificar proteinas potencialmente associadas ao metabolismo de
carboidratos e a patogenicidade. A identificacdo de enzimas ativas em
carboidratos (CAZymes) foi realizada utilizando o servidor dbCAN2
(https://bcb.unl.edu/dbCAN2) (Zhang et al., 2018).

A predicao de proteinas secretadas foi conduzida por meio da identificagao
de peptideos sinal utilizando o software SignalP v4.1, adotando-se um valor de
corte de 0,45 (Petersen et al., 2011). A localizagdo subcelular das proteinas foi
posteriormente avaliada com o programa TargetP v2.0 (Emanuelsson et al.,
2000), enquanto a presenga de dominios transmembrana foi investigada
utilizando o software TMHMM v2.0 (Krogh et al., 2001).

Foram consideradas como proteinas secretadas putativas aquelas que
apresentaram peptideo sinal, auséncia de dominios transmembrana e auséncia
de predicao de localizagao em organelas intracelulares. Proteinas potencialmente
associadas a patogenicidade foram identificadas por meio de buscas de
similaridade contra os bancos de dados PHI-base v4.12 (Urban et al., 2017) e
DFVF (Lu et al., 2012), utilizando o algoritmo BLASTp v2.9.0, adotando-se um
valor de corte de E =1 x 107"°,

As sequéncias génicas que receberam ao menos uma das anotagdes
funcionais de interesse (Cazymes, secretoma, PHI-base ou DFVF) foram
posteriormente examinadas quanto a presencga de microssatélites, os quais foram
considerados 256 candidatos a marcadores SSR génicos.

2.4 Selecao dos marcadores SSR

A selecao dos marcadores SSR foi realizada utilizando duas abordagens
complementares. A primeira consistiu na identificagdo de microssatélites
localizados em regides génicas potencialmente associadas a patogenicidade.
Para isso, do conjunto de candidatos a marcadores SSR génicos, foram
considerados aqueles localizados em genes anotados como pertencentes ao
secretoma ou como enzimas ativas em carboidratos (CAZymes), os quais foram
integralmente mantidos, independentemente de métricas de similaridade. As
anotacgdes de secretoma foram baseadas na predicdo de peptideo sinal, auséncia

de dominios transmembrana e auséncia de predigédo de localizagdo em organelas
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intracelulares, enquanto as anotacbes de CAZymes foram definidas pela
identificagcado de dominios cataliticos conservados.

Ja os SSRs anotados com base em similaridade contra os bancos PHI-
base e/ou DFVF foram submetidos a um critério de identidade minima, sendo
excluidos aqueles cuja unica anotagao funcional apresentasse identidade inferior
a 30% na busca de similaridade. Genes com dupla anotagao (PHI-base e DFVF)
foram mantidos quando ao menos uma das fontes atendesse ao limiar
estabelecido, com prevaléncia da anotacao proveniente do PHI-base. Ao final
dessa etapa, permaneceram 155 loci candidatos associados a genes de interesse.

Na segunda abordagem, para compor um painel de marcadores neutros,
foram selecionados SSRs distribuidos ao longo do genoma de referéncia. Para
essa finalidade, foram priorizados loci contendo motivos repetitivos com
comprimento minimo de 24 pb (=12 unidades para dinucleotideos, =210 para
trinucleotideos, 26 para tetranucleotideos e =5 para penta- e hexanucleotideos),
bem como sua distribuicdo em diferentes scaffolds, visando garantir cobertura
ampla e homogénea do genoma. Os Jloci selecionados foram posteriormente
curados quanto a sua localizagdo gendmica, evitando-se a inclusdo de SSRs em
regides codificadoras. Ao final dessa etapa, foram selecionados 50 /loci SSR para
compor o painel de marcadores neutros.

Ao todo, os 205 Jloci SSR obtidos pelas duas estratégias foram
posteriormente utilizados para o desenho de primers e submetidos a validacéo in
silico por meio de e-PCR.

2.5 Desenho dos primers e validagao in silico

Os pares de primers para a amplificacdo dos /oci SSR selecionados foram
desenhados utilizando um script em Perl baseado no software Primer3
(Untergasser et al., 2012). Foram adotados os seguintes critérios de desenho:
comprimento dos primers entre 18 e 24 pb, tamanho esperado dos amplicons
entre 100 e 450 pb, temperatura de anelamento entre 57 e 60 °C, diferencga
maxima de Tm de 5 °C entre os primers de cada par e conteudo de GC entre 40
e 60%, com valor 6timo de 50%.

A especificidade dos primers foi avaliada por meio de PCR in silico (e-PCR)
contra o0 genoma de referéncia (Rotmistrovsky et al., 2004), permitindo até trés

mismatches e trés gaps. Essa analise foi conduzida com o objetivo de identificar
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possiveis amplificagdes inespecificas e verificar a ocorréncia de amplificagdo em
multiplas regides do genoma.

Os arquivos de saida gerados pela e-PCR foram utilizados para determinar
o tamanho previsto dos amplicons, a posicdo dos /oci nos scaffolds e a
identificacdo de marcadores de locus unico ou multilocus. Marcadores que
apresentaram evidéncias de amplificagcdo multilocus foram descartados, sendo
mantidos apenas marcadores com padrao de amplificacdo especifico e de locus
unico. Adicionalmente, visando selecionar os candidatos mais robustos para
estudos de correlagdo com a agressividade, foram mantidos os marcadores
localizados em genes com anotacao de viruléncia de alta confianca (identidade =
40% contra os bancos PHI-base e/ou DFVF). Marcadores com anotagdes
exclusivas de secretoma ou de enzimas ativas em carboidratos (CAZymes) que
nao possuiam evidéncia adicional de viruléncia foram preteridos nesta etapa.

Os pares de primers selecionados nesta etapa foram inicialmente
sintetizados sem marcagéao com fluoréforos, para triagem inicial e validagao por
eletroforese em gel de poliacrilamida.

2.6 Condigoes de cultivo e extragao de DNA

Culturas monospéricas dos isolados dos complexos C. pteridis, C.
candelabrum e C. cylindrospora utilizadas neste estudo foram recuperadas do
armazenamento em oOleo mineral ou solugdo salina e transferidas para meio
batata-dextrose-agar (BDA), sendo incubadas por 4 a 10 dias.

Posteriormente, o micélio foi cultivado em 100 mL de caldo de extrato de
malte, a 25 °C, sob agitacdo constante de 180 rpm, por 48 h. A biomassa fungica
foi entéo filtrada em peneira de 200 uym, lavada com agua destilada autoclavada
e seca em papel estéril.

O micélio obtido foi transferido para tubos de microcentrifuga de 2 mL e
submetido ao congelamento em nitrogénio liquido até completa solidificagdo. Em
seguida, o material foi macerado até a obtencdo de pd fino utilizando o
equipamento TissuelLyser lll (Qiagen, Hilden, Alemanha), operando por 2 min a
20 Hz. O DNA genbmico foi extraido com base no protocolo de Specht et al.
(1982), com adaptagdes para as condi¢cdes deste estudo, incluindo lise celular
com SDS e purificagao por extragdo com fenol: cloroférmio.

A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a

1%, enquanto a concentracdo foi determinada utilizando espectrofotémetro
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NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). As amostras foram posteriormente diluidas
para uma concentragdo de trabalho de 10 ng uL™ para utilizagédo nas reagoes de
PCR.

2.7 Amplificagao por PCR e otimizacao das condi¢goes de anelamento

A triagem inicial dos primers SSR foi realizada utilizando o isolado de
referéncia LPF059. As reacgdes de amplificagao foram conduzidas por meio de um
protocolo de PCR do tipo touchdown com o objetivo de avaliar a especificidade da
amplificacdo antes das etapas de validagdo. O programa consistiu em uma
desnaturagao inicial a 96 °C por 2 min, seguida por 5 ciclos com redugéo
progressiva da temperatura de anelamento de 66 °C a 61 °C (-1 °C por ciclo). Em
cada ciclo, a reagao foi submetida a desnaturagcéo a 96 °C por 30 s, anelamento
por 30 s e extensdo a 72 °C por 30 s. Em seguida, foram realizados 30 ciclos
adicionais sob as mesmas condi¢des, exceto pela temperatura de anelamento,
fixada em 60 °C, com extensao final a 72 °C por 20 min.

Com base nos resultados dessa triagem, os primers foram submetidos a
uma etapa de otimizacao fina, na qual diferentes temperaturas de anelamento
proximas ao Tm predito foram testadas, visando reduzir amplificacbes
inespecificas e maximizar a intensidade dos amplicons. A temperatura de 56 °C
foi selecionada por proporcionar maior especificidade e consisténcia dos perfis de
amplificagédo, sendo adotada nas analises subsequentes.

As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 15 uL, contendo
1,5 uL de cada primer (10 uM), 7,5 uL de GoTaq Colorless Master Mix (Promega),
2 uL de DNA gendmico (10 ng uL') e 2,5 uL de agua Milli-Q estéril. O ciclo térmico
final consistiu em desnaturacéo inicial a 96 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos a
96 °C por 30 s, anelamento a 56 °C por 30 s e extensao a 72 °C por 1 min, com
extensao final a 72 °C por 20 min.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2,0%,
com o objetivo de confirmar a especificidade e a integridade dos amplicons
obtidos.

2.8 Validagao preliminar por eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a validacdo preliminar dos marcadores SSR, os primers que nao
apresentaram amplificagdo na etapa anterior foram descartados. Os primers
restantes foram avaliados utilizando oito isolados representativos pertencentes ao
complexo C. pteridis (LPF201, LPF294, LPF315, LPF338, LPF344, LPF436,
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LPF457 e LPF2315), previamente selecionados conforme descrito anteriormente,
com o objetivo de verificar a consisténcia e a especificidade da amplificagcéo.

Os produtos de PCR foram diluidos em agua Milli-Q estéril até o volume
final de 25 uL, misturados com 6 uL de tampao de formamida e desnaturados a
95 °C por 5 min. Os amplicons foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante e posteriormente visualizados por coloragcdo com
nitrato de prata. Um marcador de peso molecular de 100 pb foi utilizado para
estimar o tamanho dos amplicons.

Foram selecionados para as etapas subsequentes apenas os marcadores
que apresentaram bandas unicas, bem definidas e reprodutiveis, indicativas de
amplificacdo de um unico locus. Adicionalmente, foram priorizados os marcadores
que apresentaram padrao polimérfico entre os isolados avaliados.

Ao final do processo de triagem e validagao preliminar, foram selecionados
20 pares de primers que atenderam aos critérios estabelecidos. Dentre estes, 11
correspondem a marcadores localizados em regides génicas e 9 em regides
gendmicas nao codificadoras.

2.9 Genotipagem por eletroforese capilar e determinagao de alelos

Os primers selecionados foram sintetizados com marcagao fluorescente na
extremidade 5 do primer forward, utilizando os fluoréforos 6-FAM, VIC e NED,
compativeis com deteccdo no sequenciador automatico ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). O padrédo interno de tamanho GeneScan LIZ 600
foi utilizado para a estimativa dos amplicons.

Marcadores compativeis quanto a coloragcdo, ao tamanho esperado dos
amplicons e ao padrao de amplificacao foram combinados em reagdes multiplex,
conforme apresentado na Tabela 1. Os loci que apresentaram instabilidade de
amplificacdo ou sobreposi¢ao de picos em reagcdes multiplex foram analisados em
reacgoes individuais (singleplex).

Tabela 1 — Organizacdo dos marcadores SSR em reagdes multiplex e singleplex utilizadas na
genotipagem de trés complexos de Calonectria.

Multiplex Loci SSR Fluoréforo Tamanho esperado (pb)
Mix 1 CP_SSR2 VIC 344
Mix 1 CP_SSR97 6-FAM 193
Mix 1 CP_SSR59 6-FAM 581
Mix 2 CP_SSR1 6-FAM 201

Mix 2 CP_SSR42 6-FAM 305
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Mix 2 CP_SSR72 VIC 362
Mix 3 CP_SSR20 6-FAM 328
Mix 3 CP_SSR29 NED 379
Mix 3 CP_SSR64 6-FAM 430
Mix 4 CP_SSR145 6-FAM 205
Mix 4 CP_SSR127 6-FAM 439
Mix 4 CP_SSR66 VIC 334
Mix 4 CP_SSR112 6-FAM 383
Mix 6 CP_SSR140 VIC 384
Mix 6 CP_SSR68 6-FAM 387
Mix 6 CP_SSR133 NED 386

— CP_SSR125 VIC 407

— CP_SSR131 6-FAM 310

— CP_SSR141 NED 378

— CP_SSR132 VIC 343

Para a genotipagem, 2 pL do produto de PCR foram misturados a 8 uL de
formamida Hi-Di contendo o padrdao interno LIZ 600. As amostras foram
desnaturadas a 95 °C por 5 min e imediatamente resfriadas em gelo, sendo
posteriormente submetidas a eletroforese capilar utilizando polimero POP-7 no
sequenciador ABI 3500.

A determinagao dos alelos foi realizada no software GeneMapper v5.0
(Applied Biosystems). Foram considerados validos apenas os marcadores que
apresentaram picos unicos, reprodutiveis e com boa intensidade de sinal e baixo
nivel de artefatos de amplificagao (stutter).

A suficiéncia do conjunto de marcadores microssatélites utilizados para
discriminar os gendtipos multilocus (MLG) foi avaliada por meio de curvas de
acumulagdo de MLG. Essa analise foi realizada por reamostragem aleatéria dos
loci SSR utilizando a fungdo genotype_curve do pacote poppr no ambiente R
(Kamvar et al., 2014). A curva de acumulacao foi utilizada para verificar se o
numero de Joci polimoérficos selecionados era suficiente para capturar a
diversidade genotipica presente no conjunto de isolados analisados.

2.10 Analises de diversidade genética e genotipica no complexo C. pteridis

As analises de diversidade genética e genotipica foram conduzidas
utilizando os gendtipos multilocus obtidos a partir dos marcadores microssatélites

(SSR) para os isolados (n= 94) pertencentes ao complexo C. pteridis.
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Os gendtipos obtidos no software GeneMapper v5.0 (Applied Biosystems)
foram organizados em uma matriz multiiocus com base no tamanho dos
amplicons. Cada gendtipo multilocus corresponde ao perfil alélico de um isolado,
definido pelos tamanhos dos amplicons observados em todos os loci SSR
analisados. Loci monomoérficos ou que apresentaram padrdes inconsistentes de
amplificacdo foram excluidos das analises subsequentes.

As analises foram conduzidas no ambiente R (R core team, 2024),
utilizando principalmente os pacotes adegenet (Jombart, 2008) e poppr (Kamvar
et al., 2014).

A diversidade genética foi estimada a partir da construgao de um objeto do
tipo genind (pacote adegenet), a partir do qual foram calculadas as frequéncias
alélicas e a diversidade genética esperada de Nei (Hexp).

A diversidade genotipica foi avaliada por meio da identificagdo de gendtipos
multilocus (MLGs) e da estimativa de diferentes indices de diversidade, incluindo
o indice de Shannon-Wiener (H’), o indice de Stoddart e Taylor (G), o indice de
diversidade de Simpson (A) e o indice de equitabilidade (E5), utilizando fungdes
implementadas no pacote poppr. Para permitir a comparacdo da riqueza
genotipica entre populagdes com diferentes tamanhos amostrais, foi estimado o
numero esperado de gendtipos multilocus (eMLG) por meio de rarefagao.

A ocorréncia de reprodugao clonal foi avaliada utilizando o indice de
associagao multilocus padronizado (rD), cuja significancia foi testada por meio de
999 permutacgdes aleatorias.

2.11 Estrutura genética e rede de gendtipos multilocus

Para as analises de estrutura genética, os isolados foram agrupados em
populacdes de acordo com o estado de origem. Embora as amostras tenham sido
coletadas em diferentes municipios, algumas localidades apresentaram numero
reduzido de isolados, o que inviabilizou sua inclus&o nas analises populacionais.
Dessa forma, foram consideradas apenas as populagdes provenientes dos
estados do Maranhao (MA), Mato Grosso do Sul (MS) e Para (PA), que
apresentaram numero amostral suficiente para as analises.

As distancias genéticas entre os isolados foram estimadas utilizando a
distancia de Bruvo (Bruvo et al., 2004). A matriz de distancias resultante foi
utilizada para realizar uma Analise de Coordenadas Principais (PCoA), com o

objetivo de visualizar os padrdes de similaridade genética entre os isolados.
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Inicialmente, os gendtipos multilocus (MLG) foram identificados com base
nos perfis alélicos obtidos a partir dos /oci SSR. Para evitar a super-representagao
de clones nas analises de ordenagao, os gendtipos duplicados foram removidos,
mantendo-se apenas gendtipos multilocus unicos. A PCoA foi conduzida
utilizando esse conjunto de gendtipos unicos, sendo mantido um isolado
representativo para cada MLG.

As relagdes genéticas entre os isolados também foram exploradas por meio
da construgdo de uma arvore de minima expansao (Minimum Spanning Tree —
MST), baseada nos perfis multilocus obtidos com os marcadores SSR.
Diferentemente da andlise de ordenacdo, para a constru¢cdo da MST foram
considerados todos os isolados analisados, incluindo gendtipos multilocus
repetidos, de modo a representar as relagdes genéticas completas entre os
individuos amostrados. A rede foi construida utilizando o software BioNumerics
versao 6.2 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica).

A diferenciagao genética associada a origem geografica foi avaliada por
meio de uma Analise de Variancia Molecular (AMOVA), considerando o estado
como unidade populacional. Adicionalmente, foi realizada uma analise de
variancia multivariada permutacional (PERMANOVA), utilizando 999 permutagdes
no pacote vegan do ambiente R, para testar a significAncia da diferenciagao
genética entre os estados.

2.12 Comparacgao entre marcadores SSR génicos e genémicos e sua
relagao com a agressividade

Para investigar possiveis diferencas no nivel de variabilidade genética
detectado por diferentes tipos de marcadores, as analises de diversidade foram
conduzidas separadamente para os SSR localizados em regides génicas,
potencialmente associados a genes envolvidos na patogenicidade, e para aqueles
distribuidos em regides gendmicas aleatorias.

Os mesmos parametros de diversidade genética descritos anteriormente
foram estimados de forma independente para cada conjunto de marcadores,
permitindo comparar o nivel de variabilidade detectado por SSR génicos e
gendmicos.

Considerando que parte dos marcadores SSR utilizados esta localizada em
regides génicas associadas a genes potencialmente envolvidos em processos de

patogenicidade, como enzimas da classe CAZymes, foi investigado se a variagao
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genética detectada por esses marcadores poderia estar relacionada aos niveis de
agressividade dos isolados.

As informagdes referentes a agressividade dos isolados foram obtidas a
partir de dados previamente publicados (Freitas et al., 2019). Os isolados com
classificagdo disponivel foram categorizados de acordo com os grupos de
agressividade descritos naquele estudo.

A relacdo entre a variagdo genética e os niveis de agressividade foi
investigada utilizando uma matriz de disténcias genéticas estimada a partir dos
marcadores SSR, calculada com base na distancia de Bruvo (Bruvo et al., 2004).
A distribuicdo dos isolados em relacao as classes de agressividade foi visualizada
por meio de uma Analise de Coordenadas Principais (PCoA).

Adicionalmente, os perfis alélicos dos isolados, considerando os SSR
localizados em regides génicas, foram visualizados por meio de um heatmap,
construido a partir de uma matriz de dados convertida para valores numéricos e
padronizada por marcador (escala por coluna). O agrupamento dos isolados foi
realizado com base em distancia euclidiana e método de ligagdo completa
(complete linkage), permitindo avaliar padrées de similaridade genética entre os
individuos e sua possivel associagao com as classes de agressividade.

Por fim, a diferenciagdo genética entre as classes de agressividade foi
testada por meio de uma analise de varidancia multivariada permutacional
(PERMANOVA), utilizando 999 permutagdes no pacote vegan do ambiente R.
2.13 Avaliacao da transferibilidade entre complexos de espécies

A transferibilidade dos marcadores SSR desenvolvidos para o complexo C.
pteridis foi avaliada por meio da amplificacdo em isolados pertencentes aos
complexos C. candelabrum e C. cylindrospora. As relagdes genéticas entre os
complexos foram investigadas por meio de analise de coordenadas principais
(PCoA) baseada na distancia de Bruvo e por analise de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA), utilizando 999 permutagdes no pacote vegan. A
homogeneidade das dispersdes multivariadas entre os grupos foi avaliada por

meio de analise de dispersao multivariada permutacional (PERMDISP).
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3. RESULTADOS
3.1 Mineragao e caracterizagao de microssatélites (SSRs)

A andlise do genoma montado do isolado C. pteridis LPF059 resultou na
identificacdo de 4.660 loci de microssatélites (SSRs) com motivos perfeitos
distribuidos ao longo do genoma.

A distribuicdo das classes de repeticao revelou claro predominio de SSR
dinucleotidicos, que representaram 66,03% do total, seguidos pelos
trinucleotidicos (27,98%). As demais classes ocorreram em baixas frequéncias,
com SSR tetranucleotidicos correspondendo a 3,02%, pentanucleotidicos a
1,78% e hexanucleotidicos a 1,18%. De modo geral, observa-se uma redugao
progressiva na frequéncia dos SSR a medida que aumenta o tamanho da unidade
repetitiva.

A anadlise da frequéncia do numero de repeti¢cdes revelou predominancia
de loci contendo baixo numero de unidades repetidas, com redugao progressiva
da frequéncia a medida que o numero de repeticbes aumentou. Esse padréao foi
observado em todas as classes de motivos analisadas, embora com variagdes na

amplitude das repetigdes entre os diferentes tipos de SSR (Figura 2).
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Figura 2 - Distribuigio do numero de repeticbes dos microssatélites
identificados no genoma do isolado LPF059 pertencente ao complexo
Calonectria pteridis.

Quando os SSR foram classificados de acordo com sua localizagdo no
genoma, observou-se predominancia em regides nao codificantes (SSR
gendmicos), enquanto uma menor propor¢ao foi identificada em regides génicas

(Figura 3A). Nos SSRs gendmicos, os dinucleotideos constituiram a classe mais
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abundante, seguidos pelos trinucleotideos. Ja nos SSRs génicos, o0s
trinucleotideos representaram a classe mais numerosa, padrao frequentemente
associado a manutengao do quadro de leitura em regides codificadoras e atribuido
a restrigdes seletivas contra mutagdes do tipo frameshift.

Considerando especificamente os SSR génicos, verificou-se variagdo na
distribuicdo das classes de repeticao entre regides exodnicas e intronicas (Figura
3B). Os motivos trinucleotidicos e hexanucleotidicos foram majoritariamente
encontrados nos éxons, enquanto as classes tetranucleotidicas e

pentanucleotidicas foram exclusivas em regides intrénicas.
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Figura 3 — Distribuicdo dos microssatélites (SSR) em fung¢do da localizagdo no genoma e das
classes de repeticédo: (A) Frequéncia absoluta e (B) Proporgdo em regides exdnicas e intrénicas.

Dos 256 loci SSR identificados em regides codificadoras e inicialmente
selecionados com base na anotacdo funcional, 155 atenderam aos critérios
estabelecidos para o desenho de primers. O processo de seleg¢ao e refinamento
dos marcadores esta resumido na Figura 4. Ao final das etapas de validagao in
silico e priorizagao funcional, foram selecionados 104 SSRs génicos, sendo 100

localizados em éxons e quatro em introns, além de 46 SSRs intergénicos



distribuidos ao longo do genoma, totalizando 150 /oci para as etapas subsequentes de validagao.
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Para a validagao experimental em gel de poliacrilamida, foi selecionado um subconjunto de 82 pares de primers. Os ensaios

revelaram variagoes na eficiéncia de amplificagao, incluindo auséncia de amplificagao e formagao de bandas inespecificas em alguns
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isolados. Ainda assim, foi possivel identificar 20 marcadores altamente polimérficos, reprodutiveis e com elevada capacidade de

discriminacao, os quais foram utilizados nas analises subsequentes (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas dos loci microssatélites (SSR) selecionados e dos respectivos pares de primers desenvolvidos para o complexo Calonectria pteridis.

Regido Repetitiva

Locus Sequéncia dos primers Tm Scaffold Amplificada Numero de Cépias

Cp_SSR1 F:CGGGAGTGGTGCAAGTACAT 60.04 13 AGC 7
R:AGCATGCCACGTCTCTTCAT 59.75

Cp_SSR2 F:-TGTCACTGCCTGCGATTCAT 60.04 175 TC 5
R: TGATCCAGTTCTTGCAGCGT 59.96

Cp_SSR20 F:GGAGCCATACATCCGCAGTC 60.60 49 CAGCAC 5
R:GAGGCTCTGGTGTTGATGCT 60.04

Cp_SSR29 F:ACATTGAGGACTCTGCCAGC 60.04 64 CAG 13
R:CGCTCATCCTCGTCCATCTC 60.04

Cp_SSR42 F:-TGTCCTACTATCCCGGCCAA 60.03 18 CGG 5
R:GTAATTCGAGGGAGGAGGCC 59.61

Cp_SSR59 F:-TGGTAATATGCGCCGAGGAC 59.97 123 GGC 6
R:CCTCGCACTTCTCGCAAATG 59.90

Cp_SSR64 F:CCGATACCAGACGTACGACTC 59.74 56 CCG 6
R:GCTGAAGTAGTGCTCGCTCA 60.11

Cp_SSR66 F:CGTGAAGAGGGAGGAATCCG 59.90 5 GAG 5
R:TGGAGTCATCATGGCAACCC 60.03

Cp_SSR68 F:CCTGACATCGAAGCGGCTAT 59.97 5 CAG 7
R:GTTGTGTCGGAGGAAGTCGA 59.69

Cp_SSR72 F: GATTACGAATGGCCCAACGC 59.97 26 CA 5
R: GTCAACCCAGCCTTCTCCTC 60.04
F: TGCTCATTGTGACTTCCGCT 59.96
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Cp_SSR97
Cp_SSR112

Cp_SSR125

Cp_SSR127

Cp_SSR131

Cp_SSR132

Cp_SSR133

Cp_SSR140

Cp_SSR141

Cp_SSR145

R: CCCTGCCGGAGTACATGTTT
F:CCGCTTCCACATACGAACGA

R:GCCAGAACCAGTCATCGTCA
F:CGTCCTTGATCTGCGATGGA

R:GACTCCACACTGCGCTATGT
F: CACTTTGGGTAGACGCTGGT

R:CGCACAATGAAGCCGATGAG
F:-TCCTCTTCCTGCCACTACCA

R: ACGAGGGATGATGGATGGGA
F: GATCTTGGGACTGTTGGCGA

R:AAGGGAAGACAGTAACGGCG
F: ATCCCGTTACTGTGCTCTGC

R: CGGGAAGGGTATGTGCAAGA
F: CAAGACGGTTGCCAAGTGTG

R: AAGTGTGGGTTCTTGGACGG
F: ATGTAAGCTTGCGAGGAGGG

R: GCTTCGCATCCATCGTCAAC
F: CGCTATCTTGACAAACCGCC

R: TGACACCGGCTGACATGAAA

60.04
60.46

60.04
59.90

60.11
59.97

59.97
59.88

60.10
60.04

60.04
60.11

59.75
59.97

60.18
59.82

59.97
59.63

59.89

115
127

87

37

18

13

728

15

19

CAC
ACGA

CACAG

CAT

CCCAGA

TGGCAC

GCTCTG

CCCACG

AGCAGA

CACG

11
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3.2 Validagao e polimorfismo dos marcadores SSR

Dos 20 Jloci SSR selecionados para validacdo experimental, 13
apresentaram amplificacdo consistente e perfis polimérficos quando avaliados em
isolados do complexo C. pteridis. Esses marcadores foram utilizados nas analises
intraespecificas, correspondendo aos loci CP_SSR20, CP_SSR29, CP_SSR59,
CP_SSR64, CP_SSR68, CP_SSR125, CP_SSR127, CP_SSR131, CP_SSR132,
CP_SSR133, CP_SSR140, CP_SSR141 e CP_SSR145.

Os sete marcadores restantes (CP_SSR1, CP_SSR2, CP_SSR42,
CP_SSR66, CP_SSR72, CP_SSR97 e CP_SSR112), embora tenham
apresentado amplificagdo robusta, foram monomoérficos para os isolados
pertencentes ao complexo C. pteridis. Dentre esses, CP_SSR2, CP_SSR72 e
CP_SSR97 foram excluidos ainda na etapa inicial de validagdo, enquanto os
quatro loci remanescentes (CP_SSR1, CP_SSR42, CP_SSR66 e CP_SSR112)
foram considerados informativos para analises de transferibilidade e diferenciagao
interespecifica.

Os perfis de amplificacéo representativos, evidenciando /oci polimérficos e
monomorficos, estdo apresentados no Apéndice 2.

3.3 Diversidade genética e diversidade genotipica

A genotipagem de 94 isolados pertencentes ao complexo Calonectria
pteridis, com base em 13 loci microssatélites polimérficos, permitiu identificar 36
genotipos multilocus (MLGs) distintos. A suficiéncia do conjunto de marcadores
para discriminar a diversidade genotipica presente no material amostrado foi
avaliada por meio da curva de acumulacdo de MLGs, cuja tendéncia a
estabilizagao indicou que o numero de loci empregados foi suficiente para captar

a maior parte da variagao genotipica presente no conjunto analisado (Figura 5).
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Figura 5 — Curva de acumulagdo de gendtipos multilocus (MLGs) baseada na reamostragem
aleatéria dos loci SSR.

A diversidade genética esperada para o conjunto total de isolados foi
moderada (Hexp = 0,34) (Tabela 3). Entre as populagbes avaliadas, o estado do
Para apresentou a maior riqueza genotipica, com 32 MLGs entre 75 isolados, além
de menor dominancia relativa de gendtipos e valor intermediario de equitabilidade
(E5 = 0,54). Mesmo apds a padronizagdo do tamanho amostral por rarefagao,
essa populagdo manteve a maior diversidade genotipica esperada (eMLG = 7,39),
enquanto Maranhdo e Mato Grosso do Sul apresentaram valores inferiores e
idénticos (eMLG = 3,00).

As populagdes do Maranhao e do Mato Grosso do Sul apresentaram menor
numero de MLGs, com trés gendtipos multilocus em cada estado. Esse padrao é
compativel com menor diversidade genotipica e maior contribuicdo de gendtipos
repetidos nessas populagdes, embora essa interpretacdo deva ser considerada
com cautela, em razdo do menor tamanho amostral em comparagao com o Para.

A analise de associagdo multilocus, realizada considerando o conjunto total
de isolados, revelou desequilibrio de ligagao significativo entre os loci analisados
(rD = 0,125; p < 0,001), uma vez que o tamanho amostral reduzido em algumas
populagdes inviabilizou estimativas robustas por grupo. Esse resultado indica que

a composicdo genética da populacdo é compativel com contribuicdo de
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reproducgao clonal e/ou estruturagao populacional. Em conjunto, esses resultados
apontam para variabilidade genética moderada entre isolados pertencentes ao
complexo C. pteridis, com distribuicdo heterogénea da diversidade entre as

populacdes avaliadas.

Tabela 3 - indices de diversidade genética e genotipica estimados para populacdes
geograficas do complexo Calonectria pteridis, com base em 13 Joci SSR.
Populacdo N MLG eMLG' H Lambda®? E.5® Hexp* rD p-valor

?’,\'/f/:‘;‘”hac’ 6 3 300 08 05 072 030 - .
Para(PA) 75 32 739 28 090 054 031 - .
Mato

Grosso do 9 3 300 08 049 073 005 - .
Sul (MS)

Alagoas

i 1 1 100 000 000 - : : :
Piaui (Pl) 1 1 100 000 000 - i i i
Baha(BA) 2 1 100 000 000 - 000 - :
Total 94 36 746 296 091 056 034 0125 <0001

Nota: N: nimero de isolados; MLG: numero de gendtipos multilocus; 'eMLG: nimero esperado
de genotipos multilocus obtido por rarefagédo (n = 6); H: indice de diversidade de Shannon—
Wiener; 2Lambda: indice de diversidade de Simpson; 3E.5: indice de equitabilidade (evenness);
“Hexp: diversidade genética esperada de Nei.

3.4 Estrutura genética e Rede de genétipos multilocus

As relacbes genéticas entre os isolados pertencentes ao complexo C.
pteridis foram investigadas por meio de uma Arvore de Minima Expans&o (MST),
construida a partir de gendétipos multilocus obtidos com base em 13 loci SSR
(Figura 6).
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Figura 6 — Arvore de Minima Expans&o (Minimum Spanning Tree — MST) dos gendtipos
multilocus (MLGs) de isolados pertencentes ao complexo Calonectria pteridis, construida com
base em 13 loci microssatélites (SSR). O tamanho dos nds é proporcional ao niumero de
isolados por MLG, as cores representam a origem geografica e os nimeros nas conexdes
indicam o numero de diferengas alélicas entre os gendtipos.

A rede revelou a presenca de um genotipo multilocus central (MLG24),
representado por um n6 de maior tamanho e compartilhado por diversos isolados,
predominantemente oriundos do estado do Para. Esse gendtipo ocupa posigcéo
estratégica na rede, apresentando elevada conectividade com multiplos gendtipos
adjacentes. A partir desse nucleo, observa-se a formagdo de gendtipos
intimamente relacionados, conectados por poucas diferencas alélicas,
caracterizando um padrao compativel com expansao clonal. Adicionalmente, esse
genotipo esta associado a coletas mais recentes (2021) e ocorre em diferentes
areas dentro do estado do Para, sugerindo ampla distribuigcdo espacial e possivel
capacidade de dispersao e estabelecimento em multiplos ambientes.

Em contraste, a presenca de gendtipos mais distantes, ligados por maior
numero de diferencgas alélicas, indica a ocorréncia de variabilidade genética dentro
da populagédo. A identificagdo dos gendtipos multilocus (MLGs), bem como a
distribuicdo dos isolados e o intervalo de anos de coleta, estdo apresentados na
Tabela 4. Observa-se que o MLG33 esta associado as amostras mais antigas

(2008-2011), o que pode indicar sua presenca inicial na populagao amostrada; no
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entanto, sua posicdo periférica na rede sugere que esse gendtipo nao
desempenha papel central na estrutura genética atual. Destaca-se ainda o
MLG16, que apresenta ampla distribuicdo temporal (2011-2025), sugerindo

persisténcia ao longo do tempo.

Tabela 4 — Gendtipos multilocus (MLGs) de isolados pertencentes ao complexo Calonectria
pteridis, respectivos isolados (LPF), nimero de amostras (n) e intervalo de anos de coleta, com
base em 13 loci SSR.

Genotipos numero de
multilocus Isolados (LPF) amostras Ano de coleta
(MLGs) (n)
MLG1 _ LPF315 1 2021
MLG2  LPF346 1 2021
MLG3  LPF340 1 2021
MLG4  LPF17, LPF4 2 2008
MLG5  LPF2307 1 2019
MLG6  LPF2561 1 2021
MLG7  LPF2562 1 2021
MLG8  LPF2559 1 2021
MLGO  LPF2512 1 2021
MLG10  LPF2509 1 2021
MLG11  LPF341 1 2011
MLG12  LPF3195, LPF3197 2 2025
MLG13  LPF2506 1 2021
MLG14  LPF2500, LPF2525 2 2021
MLG15  LPF2526 LPF2530 2 2021
LPF168, LPF2315, LPF2505, LPF2511,
LPF2566, LPF2801, LPF2804, LPF2927,
MLG16 | brogos LPF294, LPF409, LPF2925, 15 2011-2025
LPF3194. LPF3196, LPF3198
MLG17  LPF2527. LPF2533 2 2021
MLG18  LPF436 1 2011
MLG19  LPF314, LPF349, LPF56 3 2008-2011
MLG20  LPF2532 1 2021
MLG21  LPF2 1 2008
MLG22  LPF457 1 2011
LPF2499, LPF2552, LPF2554, LPF2555,
MLG23 | brose3 LPF2564 © —
LPF2498, LPF2502, LPF2508, LPF2513,
LPF2515 LPF2516. LPF2517. LPF2518.
MLG24 | 'bEos20 LPF2522. LPF2523. LPF2531, 14 2021
LPF2560, LPF2569
MLG25  LPF344 1 2011
MLG26  LPF201 1 2021
MLG27  LPF2507 1 2021
MLG28  LPF2538 1 2021
MLG29  LPF2504 1 2021
MLG30  LPF20, LPF335 2 2009-2011
MLG31  LPF59 1 2008
MLG32  LPF342 1 2011
LPF19, LPF297, LPF323, LPF324, LPF326,
LPF328, LPF329, LPF330, LPF334. LPF338,
MLG33 | br348 LPF352 LPF357. LPF361. LPF52, 16 2008-2011
LPF64
MLG34  LPF54 1 2008
MLG35  LPF2556, LPF2815, LPF2962 3 2021-2024

MLG36 LPF163, LPF416 2 2011
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A Anadlise de Coordenadas Principais (PCoA), realizada com base na
distancia genética de Bruvo, considerando as populagdes com tamanho amostral
suficiente, mostrou que os dois primeiros eixos explicaram 80,0% da variagao
genética total, sendo 49,7% correspondentes ao primeiro eixo (PCAo1) e 30,3%
ao segundo (PCoA2) (Figura 7).
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Figura 7 — Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada
na distancia de Bruvo para genotipos multilocus Unicos de
isolados pertencentes ao complexo Calonectria pteridis. As cores
representam o estado de origem dos isolados.

A ordenacdo dos gendtipos revelou um agrupamento principal composto
predominantemente por isolados provenientes do estado do Par4, indicando
elevada similaridade genética entre esses individuos. Isolados do Mato Grosso do
Sul apresentaram distribuigcdo mais restrita, refletindo menor diversidade genética
nessa populagcédo. Em contraste, os isolados provenientes do Maranh&o ocuparam
posi¢cdes mais periféricas em relagdo ao agrupamento principal, sugerindo maior
diferenciagao genética em relagcao a maioria dos gendétipos avaliados.

A estrutura genética das populagdes de isolados pertencentes ao complexo
C. pteridis foi avaliada por meio de analise de variancia molecular (AMOVA),
considerando o estado de origem como unidade populacional.

Os resultados corroboram o padrao observado na analise de coordenadas
principais (PCoA), indicando que 63,38% da variagao genética ocorreu dentro das
populagdes, enquanto 36,62% foi atribuida as diferengas entre estados (Tabela
5).
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A diferenciagao genética entre as populagdes foi significativa (p = 0,001),
com valor de ®ST = 0,366, evidenciando estruturagdo genética moderada a alta

entre os estados.

Tabela 5 — Analise de variancia molecular (AMOVA) para populagbes de isolados pertencentes ao
complexo Calonectria pteridis, agrupadas por estado de origem.

Fonte de Somade Componentes Variancia
o~ df’ N P-valor?

Variagao Quadrados de Variancia  Total (%)
Entre 2 63,91 2,15 36,62% 0,001
Estados
Dentro dos g7 324,38 3,73 63,38% .
Estados
Total 89 388,29 5,88 100,00% -

Nota:'df: graus de liberdade; 2P-valor baseado em 999 permutacdes (teste de Monte Carlo); ®ST
= 0,366.

3.5 Comparagao entre marcadores SSR génicos e genémicos e sua relagao
com a agressividade

Com o objetivo de comparar o desempenho de marcadores SSR génicos e
gendmicos na discriminagao genética de isolados pertencentes ao complexo C.
pteridis e investigar sua relagdo com os niveis de agressividade, foram analisados
isolados previamente caracterizados quanto a desfolha, conforme descrito por
Freitas et al. (2019). Os isolados foram classificados em diferentes classes de

agressividade, variando de baixa a alta, conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Isolados pertencentes ao complexo C. pteridis utilizados na analise de agressividade,
com informagdes de origem, porcentagem de desfolha, classe de agressividade e respectivos
gendtipos multilocus (MLGs) determinados com base em marcadores SSR.

Isolado Local de Estado Desfolha (%)' Classe de Genétipo
coleta agressividade' (MLG)?

LPF201 Imperatriz MA 30,64 C (Média-baixa) MLG26

LPF294 Monte PA 65,59 A (Alta) MLG16
Dourado

LPF315 Monte PA 42,62 B (Média-Alta) MLG1
Dourado

LPF323 Monte PA 45,80 B (Média-Alta) MLG33
Dourado

LPF338 Monte PA 20,37 D (Baixa) MLG33
Dourado

LPF344 Monte PA 39,64 B (Média-Alta) MLG25
Dourado

LPF416 Elesbao Pl 23,49 D (Baixa) MLG36
Veloso

LPF436 Monte PA 13,86 D (Baixa) MLG18
Dourado

LPF457 Monte PA 16,67 D (Baixa) MLG22
Dourado

LPF59 Monte PA 55,44 A (Alta) MLG31
Dourado

Notas:' Dados de desfolha e classificagdo de agressividade obtidos de Freitas et al., 2019.
2 Gendtipos multilocus determinados com base em marcadores SSR no presente estudo.
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A Analise de Coordenadas Principais (PCoA), baseada na distancia de
Bruvo, evidenciou diferengas na distribuicao dos isolados no espag¢o multivariado
em funcdo do conjunto de marcadores utilizado. Considerando todos os
marcadores SSR, os dois primeiros eixos explicaram 96,0% da variagao total
(PCoA1 = 68,9%; PCoA2 = 27,1%), com maior dispersédo dos isolados ao longo
dos eixos principais (Figura 8A). Por outro lado, a analise baseada apenas em
marcadores localizados em regides génicas apresentou menor propor¢céo de
variacdo explicada (PCoA1 = 53,52%; PCoA2 = 45,88%) e distribuicdo mais
concentrada dos isolados no espago multivariado (Figura 8B).
Independentemente do conjunto de marcadores considerado, nao foi observado
agrupamento dos isolados em funcdo dos niveis de agressividade. Isolados
pertencentes a diferentes grupos fenotipicos apresentaram distribuicdo
sobreposta ao longo dos eixos principais, enquanto isolados de uma mesma
classe foram distribuidos em diferentes regides do grafico, sem a formacao de

agrupamentos consistentes (Figura 8A-B).
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Figura 8 — Analise de Coordenadas Principais (Principal Coordinates Analysis — PCoA) baseada
na distancia de Bruvo para gendtipos de isolados pertencentes ao complexo Calonectria pteridis,
classificados em diferentes niveis de agressividade. (A) Analise utilizando todos os marcadores
microssatélites (SSR); (B) analise utilizando apenas marcadores SSR localizados em regides
génicas. As cores indicam as classes de agressividade (A = alta, B = média-alta, C = média-
baixa e D = baixa).

A diversidade genética variou entre os loci SSR avaliados, com valores de

diversidade genética esperada (Hexp) variando de 0,50 a 0,83 (Figura 9). O locus

CP_SSR131 destacou-se por apresentar o maior valor de diversidade genética,

enquanto os demais /oci apresentaram valores intermediarios ou mais baixos.

CP_SSR1451
CP_SSR141 1
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CP_SSR133 1
CP_SSR132 1
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Figura 9 - Diversidade genética esperada (Hexp) estimada para
cada marcador SSR utilizado nas analises populacionais.
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De modo geral, os marcadores SSR gendémicos apresentaram valores de
diversidade genética ligeiramente superiores aos observados para os marcadores
SSR génicos, bem como maior numero de alelos por locus (Tabela 7).

Tabela 7 - Diversidade genética média estimada para marcadores SSR génicos e gendmicos em
isolados de Calonectria pteridis

Tipo de marcador Numero de loci Na médio Hexp médio
Génico 5 2,00 0,600
Genbmico 8 2,13 0,634

O padrdao de auséncia de estruturagdo em funcdo dos niveis de
agressividade também foi observado na analise dos perfis alélicos. A visualizagao
por meio do heatmap néo evidenciou agrupamentos consistentes entre isolados
pertencentes as diferentes classes de agressividade (Figura 10). Os
agrupamentos formados incluiram isolados de diferentes classes fenotipicas,
enquanto isolados de uma mesma classe foram distribuidos em diferentes ramos
do dendrograma.

O gradiente de cores representa a variagao relativa dos valores alélicos dos
loci SSR apos padronizagao, evidenciando diferencas na composi¢cao genética
entre os isolados, porém sem associagao consistente com o0s niveis de

agressividade.
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Figura 10 - Heatmap da variacdo alélica de marcadores

microssatélites (SSR) localizados em regides génicas de isolados
pertencentes ao complexo Calonectria pteridis. As linhas
correspondem aos isolados e as colunas aos loci avaliados. O
gradiente de cores representa os valores alélicos padronizados, e o
dendrograma ilustra o agrupamento hierarquico dos isolados com
base na similaridade de seus perfis alélicos.

3.6 Transferibilidade dos marcadores SSR entre complexos de espécies

A maioria dos marcadores SSR desenvolvidos para isolados pertencentes
ao complexo Calonectria pteridis apresentou amplificagdo bem-sucedida em
isolados pertencentes aos complexos Calonectria candelabrum e Calonectria
cylindrospora. A identificagdo dos isolados foi baseada em diferentes abordagens:
parte dos isolados foi previamente caracterizada por Alfenas et al. (2015),
enquanto os demais foram avaliados com base em sequéncias do gene do fator
de elongacgao da tradugao 1-alfa (tef1). Contudo, a delimitagdo taxonémica em
nivel de espécie foi limitada, ndo permitindo a discriminacdo inequivoca entre
espécies. Ainda assim, os isolados foram agrupados em nivel de complexo de
especies.

No complexo C. candelabrum, os loci CP_SSR140, CP_SSR141 e
CP_SSR133 nao apresentaram amplificacao consistente em todos os isolados
avaliados. De forma semelhante, o locus CP_SSR141 nao foi amplificado nos
isolados do complexo C. cylindrospora.

Apesar dessas limitagbes pontuais, 17 dos 20 marcadores SSR foram
transferiveis entre os complexos avaliados, evidenciando elevada transferibilidade

interespecifica. Entre esses loci, CP_SSR66 apresentou amplificacdo exclusiva
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no complexo C. candelabrum, ndao sendo detectado em C. cylindrospora.
Adicionalmente, quatro loci (CP_SSR1, CP_SSR42, CP_SSR66 e CP_SSR112),
embora monomorficos em C. pteridis, apresentaram variagcdo alélica entre os
complexos, indicando potencial para diferenciagao genética entre grupos.

A Analise de Coordenadas Principais (PCoA), baseada na distancia de
Bruvo, evidenciou estruturagdo genética entre os complexos de espécies. As
analises conduzidas com diferentes conjuntos de marcadores revelaram
agrupamentos distintos correspondentes a cada complexo, com separagao clara
entre C. pteridis, C. candelabrum e C. cylindrospora (Figura 10 A—C). Em conjunto,
esses resultados evidenciam diferenciacdo genética entre os complexos

analisados.
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Figura 11 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada na distancia
genética de Bruvo para isolados pertencentes aos complexos de espécies de
Calonectria. Os pontos representam os isolados e as elipses a dispersdo dos
agrupamentos genéticos. As analises foram realizadas utilizando (A)
marcadores SSR génicos, (B) marcadores SSR gendmicos e (C) o conjunto
completo de marcadores. Os valores entre parénteses nos eixos correspondem
a porcentagem da variancia explicada por cada coordenada principal.

A analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) indicou
diferenciagao genética significativa entre as espécies avaliadas (p < 0,001). A
propor¢cao da variagdo explicada pela identidade especifica foi maior para os
SSRs génicos (R?* = 0,787), seguida pelos SSRs gendmicos (R* = 0,555),
enquanto a analise combinada explicou 70,0% da variacao total (R = 0,700)

(Tabela 8). Para os SSRs génicos, contudo, essa interpretagao deve ser realizada
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com cautela, uma vez que foi detectada diferencga significativa na dispersao entre
os grupos (PERMDISP, p = 0,049). Para os SSRs genbmicos e para o conjunto
total de marcadores, os valores de PERMDISP n&o indicaram diferencas

significativas na dispersao entre os grupos.

Tabela 8 - Resultados da PERMANOVA baseada na distdncia de Bruvo para isolados
pertencentes aos complexos de Calonectria.

Conjunto de F R  p-valor p-valor

marcadores (PERMANOVA) PERMDISP

SSR génicos 203.41 0.787 0.001 0.049
SSR gendmicos 68.66 0.555 0.001 0.120
Todos os SSR 128.37 0.700 0.001 0.191

4. DISCUSSAO

A identificacao de 4.660 loci de microssatélites (SSRs) perfeitos no isolado
LPFO059 de Calonectria pteridis resultou em uma densidade aproximada de 79,8
SSRs/Mb. Esse valor esta dentro da faixa reportada para o reino Fungi (63 a 377
SSRs/Mb) e é consistente com o observado em outros ascomicetos, como
Aspergillus nidulans e Fusarium graminearum (Karaoglu et al., 2005), indicando
gue a abundancia de SSRs segue padrboes gendmicos previamente descritos para
fungos. A menor densidade relativa desses elementos, em comparagdo a
eucariotos mais complexos, pode estar associada a elevada densidade génica e
a reduzida proporcao de DNA nao codificador caracteristica dos genomas
fungicos. Esses fatores sugerem que a ocorréncia de microssatélites nesses
organismos € influenciada por caracteristicas taxonémicas e evolutivas, e nao
apenas pelo tamanho do genoma (Karaoglu et al., 2005).

A composicdo dos SSRs revelou predominéancia de motivos dinucleotidicos
(66,03%), seguidos por trinucleotidicos (27,98%), padrao amplamente descrito na
literatura e que reflete a relagao inversa entre a frequéncia dos SSRs e o tamanho
da unidade de repeticdo (Temnykh et al., 2001; Grover et al., 2007; Karaoglu et
al., 2005). Esse comportamento esta associado ao mecanismo de deslizamento
da DNA polimerase, o qual apresenta maior propensao a erros em motivos curtos,
favorecendo sua expansao (Zalapa et al., 2012; Kelkar et al., 2008; Schloétterer,
2000). Por outro lado, a menor frequéncia de repeticdes mais longas reflete o
equilibrio entre eventos de expansdo e a interrup¢gdo desses arranjos por

mutagdes pontuais (Schlotterer, 2000; Ellegren, 2004).
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A distribuicdo dos SSRs evidenciou predomindncia em regides nao
codificantes, em detrimento das regides génicas, padrao consistente com a
atuacao de selecao purificadora sobre sequéncias codificadoras em eucariotos
(Hancock, 1995). Em regides exodnicas, variagbes em SSRs que nao
correspondem a multiplos de trés nucleotideos podem resultar em mutagdes do
tipo frameshift, frequentemente deletérias (Metzgar & Wills, 2000; Ellegren, 2004;
Zhang et al., 2004; Xu et al., 2013; Vieira et al., 2016). Esse padrao explica a maior
prevaléncia de motivos tri- e hexanucleotidicos em éxons do isolado LPF059, uma
vez que alteragdes nessas repeticdes tendem a modificar aminoacidos sem
comprometer a matriz de leitura (Zhang et al., 2004; Xu et al., 2013).
Estruturalmente, essas repeticdbes podem originar regides de baixa complexidade,
como cadeias de aminoacidos repetidos, que atuam como elementos flexiveis
entre dominios proteicos, sendo comuns em fatores de transcri¢cao fungicos (Katti
et al., 2000).

Em contraste, a maior frequéncia de motivos tetra- e pentanucleotidicos em
introns sugere maior tolerancia dessas repeticdes em regides nas quais a
instabilidade nao afeta diretamente a estrutura proteica, embora possam
influenciar processos regulatérios, como o splicing alternativo e o transporte de
MRNA (Temnykh et al., 2001; Vieira et al., 2016; Schlétterer, 2000).

Com base nesse panorama estrutural, a estratégia de desenvolvimento de
marcadores priorizou SSRs localizados em regides codificadoras (CDS),
associados a genes funcionalmente anotados por meio das bases PHI-base e
DFVF (Metzgar & Wills, 2000; Alba; Guigd, 2004; Ellegren, 2004; Queiroz, 2022).
Essa abordagem possibilitou a identificacdo de /loci relacionados a fungdes
potencialmente envolvidas na patogenicidade, incluindo biossintese de
metabdlitos secundarios, transportadores e enzimas, como quitina sintase
(Queiroz, 2022).

Em contraste com abordagens baseadas em marcadores neutros, como os
ISSRs utilizados por Freitas et al. (2019), que n&o evidenciaram associagdo com
a agressividade, a selegcdo direcionada de SSRs génicos incorpora um
componente funcional a analise da variabilidade genética.

Embora o uso de SSRs como marcadores moleculares seja amplamente
consolidado em fungos, incluindo espécies como Fusarium graminearum e

Neurospora crassa (Karaoglu et al., 2005), a priorizagdo de /oci inseridos em
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genes potencialmente associados a viruléncia representa uma abordagem mais
direcionada. Nesse contexto, essa estratégia amplia a interpretagcdo dos dados
para além das analises populacionais classicas, ao considerar a possivel relagao
entre o polimorfismo genético e o fenétipo de infecgdo em C. pteridis. No entanto,
a auséncia de associacao observada no presente estudo indica que essa relagao
nao foi evidenciada com os marcadores avaliados, devendo ser investigada por
meio de abordagens funcionais complementares.

A validacéo de 13 Joci SSR polimérficos permitiu uma analise robusta da
biologia populacional de C. pteridis no Brasil. A estabilizacdo da curva de
acumulacao de gendtipos multilocus (MLGs), evidenciada pela formacao de um
platd, indica que o numero de loci empregado foi suficiente para capturar a
diversidade genotipica da populagado (Li et al., 2021; Wu et al., 2023; Li et al.,
2025), reduzindo o risco de subestimacéao (Castroagudin et al., 2020).

A identificacdo de 36 MLGs em 94 isolados evidencia maior poder de
resolugdo em comparagao a estudos baseados em marcadores ISSR, os quais
identificaram 33 gendtipos em 90 isolados (Freitas et al., 2019). Esse resultado
reflete um aumento expressivo na diversidade genética estimada para a
populacao de C. pteridis (Hexp = 0,05 para Hexp = 0,34).

Estudos baseados em microssatélites (SSRs) tém evidenciado a presenca
de “diversidade oculta” em populacdes de Calonectria. Em C. pseudoreteaudii, por
exemplo, foram identificados 90 gendtipos multilocus (MLGs) entre 311 isolados,
refletindo elevada variabilidade genética (Li et al., 2025). Esse elevado poder de
resolugao esta associado a alta taxa de mutagdo dos SSRs em comparacéao a
marcadores filogenéticos ou dominantes, como ISSR, permitindo a detec¢ao de
polimorfismos decorrentes de eventos evolutivos recentes.

De forma consistente, os resultados obtidos no presente estudo evidenciam
maior capacidade discriminatoria dos SSRs, refletida no aumento do numero de
gendtipos identificados e na estimativa mais elevada de diversidade genética em
C. pteridis.

A relagao genética entre isolados provenientes de solo e de folhas segue
um padrao consistente no género Calonectria. Os resultados obtidos neste estudo
corroboram achados para C. pseudoreteaudii na China (Wu et al., 2023) e C.
reteaudii na Malasia (Pham et al., 2025), nos quais os isolados de solo

representam um subconjunto da diversidade genética observada na populagéo
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foliar. Esse padrao sugere que a populacdo presente no solo pode derivar da
populacdo aérea, possivelmente em decorréncia da deposicdo de estruturas
propagativas oriundas de tecidos infectados.

Outras espécies do género apresentam padrdes distintos, incluindo
elevados niveis de clonalidade em escala global. Calonectria pauciramosa, por
exemplo, apresenta um genétipo dominante (MLG20) distribuido em sete paises
e cinco continentes, indicando ampla disseminagdo associada ao transito de
germoplasma infectado (Li et al., 2021). De forma semelhante, C.
pseudonaviculata, no Ira, apresenta baixa variabilidade genética, possivelmente
resultante da introducéo recente de um unico genétipo (Khazaeli et al., 2018).

Em contraste, os resultados obtidos para C. pteridis indicam um padrao
intermediario, caracterizado pela presenca de multiplos gendtipos multilocus e
diversidade genética moderada, sugerindo a atuagdo combinada de processos de
clonagem e geracéao de variabilidade.

De acordo com McDonald & Linde (2002), populacbes com elevada
variagao genética, como as observadas para C. pseudoreteaudii e, em menor
grau, para C. pteridis, apresentam maior potencial evolutivo. Esse cenario pode
representar um risco ampliado para o hospedeiro, uma vez que tais populagdes
tendem a apresentar maior capacidade adaptativa, incluindo a superagao de
mecanismos de resisténcia em plantas de eucalipto.

Adicionalmente, a coexisténcia dos dois tipos de acasalamento (MAT1-1 e
MAT1-2) em campo, mesmo sob predominéncia do ciclo assexuado, sugere
potencial para ocorréncia de recombinagao sexual e geragao de novos genotipos,
contribuindo para a variabilidade genética observada (Li et al., 2022).

A heterogeneidade na riqueza genotipica entre as regides sugere
dinamicas populacionais distintas. A elevada diversidade observada no Para (32
MLGs; eMLG = 7,39) indica maior variabilidade genética nessa regiao, podendo
refletir condigbes favoraveis a manutencao e geragao de diversidade. Por outro
lado, a baixa diversidade no Maranhao e no Mato Grosso do Sul (3 MLGs cada)
indica a predominéncia de linhagens clonais, padréo recorrente no género
Calonectria (Crous, 2002; Burgess & Wingfield, 2017).

Essa dominancia genotipica pode estar associada a dispersao de material
infectado, como observado em epidemias de C. pseudonaviculata (Roy, 2016;

Santini et al., 2018; Leblanc et al., 2019; Castroagudin et al., 2020), embora essa
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interpretacdo deva ser considerada com cautela, em razdo do menor tamanho
amostral nessas populagdes.

Entretanto, ndo se pode descartar que parte dessa variacido na riqueza
genotipica esteja associada a diferengas no esforco amostral entre as regides, o
que pode levar a subestimagdo da diversidade em populagdes menos
representadas.

O desequilibrio de ligacao significativo (rD = 0,125; p < 0,001) indica que,
apesar do potencial para reproducdo sexuada (heterotalismo), a reprodugéo
assexuada, via conidios, predomina nas populagdes de Calonectria analisadas
(Wu et al., 2023; Queiroz et al.,, 2022; Pham et al., 2025). A Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) e a Arvore de Minima Expansdo (MST)
corroboram esse padrdo, evidenciando a presenca de gendtipos centrais e
linhagens intimamente relacionadas, compativeis com expansao clonal.

A diferenciagéo genética entre os estados (PST = 0,366; p = 0,001) indica
estruturacdo genética de moderada a alta, sugerindo limitagées ao fluxo génico
ou possiveis eventos de colonizagao independentes (Freitas et al., 2019). A maior
propor¢cdo de variagdo intra-populacional (63,38%) em relacdo a inter-
populacional segue um padrao frequentemente observado no género Calonectria
(Wu et al., 2023; Pham et al., 2025).

Um dos principais achados deste estudo foi a auséncia de correlacao entre
0s agrupamentos genotipicos obtidos com os marcadores SSR e a agressividade
previamente avaliada em alguns isolados. A sobreposi¢cdo fenotipica observada
nos agrupamentos da PCoA, bem como a disperséo de isolados altamente
agressivos (LPF059 e LPF294) na rede molecular, indicam auséncia de
associagao entre os marcadores avaliados e os niveis de agressividade (Freitas
et al., 2019).

Essa dissociagcado pode ser explicada pelas diferentes pressdes seletivas
que atuam sobre os microssatélites e sobre regides gendmicas associadas a
patogenicidade. Enquanto os SSRs s&o, em sua maioria, marcadores neutros,
refletindo processos como mutagdo e deriva genética, genes relacionados a
patogenicidade, como efetores e enzimas da classe CAZymes, estdo
frequentemente sob selegdo natural, respondendo diretamente as pressodes
impostas pelo hospedeiro e pelo ambiente (Queiroz et al., 2022; Freitas et al.,
2019).
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Adicionalmente, deve-se considerar que a fenotipagem da agressividade
foi conduzida sob condigdes experimentais controladas, utilizando clones hibridos
de Eucalyptus grandis (CLR221) x E. urophylla (CLR222) (Freitas et al., 2019). O
uso de uma base genética restrita do hospedeiro pode limitar a detec¢cédo de
variagdes fenotipicas mais amplas.

Uma avaliagdo mais abrangente da agressividade requer ensaios sob
diferentes condigdes ambientais e em multiplos gendtipos de hospedeiro, uma vez
que esse carater possui base genética complexa e natureza quantitativa, sendo
fortemente influenciado pela interagdo gendtipo x ambiente (McDonald & Linde,
2002).

Por fim, a elevada transferibilidade (85%) dos loci para as espécies C.
candelabrum e C. cylindrospora evidencia a conservagédo das regioes
flanqueadoras entre espécies pertencentes ao Grupo Prolate (Clado 1). Esse
grupo compreende os complexos Calonectria brassicae, C. candelabrum, C.
colhounii, C. cylindrospora, C. gracilipes, C. mexicana, C. pteridis, C. reteaudii e
C. spathiphylli (Barbara et al., 2007; Liu et al., 2020). A taxa de amplificagdo
observada foi superior a reportada em estudos prévios com fungos filamentosos
(Wright et al., 2006).

Além disso, observou-se que marcadores monomorficos em C. pteridis
(como o locus CP_SSR66) podem ser informativos para a diferenciagao entre
complexos de espécies relacionadas. Esse padrdo ocorre quando o /ocus
apresenta variacao interespecifica, apesar de permanecer conservado dentro de
uma espécie especifica, conforme descrito por Leblanc et al. (2019).

Adicionalmente, os SSRs génicos apresentaram maior capacidade de
discriminagao entre espécies (R* = 0,79), indicando que regides codificadoras
podem preservar sinais mais estaveis de identidade taxondmica, enquanto SSRs
genOdmicos tendem a ser mais informativos para discriminacdo em nivel
intraespecifico.

CONCLUSOES

Este estudo estabeleceu uma estratégia in silico eficiente para o
desenvolvimento de marcadores microssatélites (SSR) polimdrficos a partir de
dados gendmicos do complexo Calonectria pteridis. O conjunto de 13 loci
polimérficos permitiu a discriminagao de 36 perfis multilocus (MLGs) entre os 94

isolados analisados, evidenciando variabilidade genética de moderada a elevada,
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especialmente nas populacbes do Para, além da identificacdo de genotipos
exclusivos em areas com menor amostragem.

Adicionalmente, os marcadores demonstraram elevada transferibilidade
interespecifica, reforcando seu potencial de aplicagdo em estudos genético-
populacionais em outros complexos de espécies do género. Embora ndo tenha
sido observada correlagdo entre genodtipos e niveis de agressividade, os
resultados obtidos fornecem subsidios relevantes para o monitoramento da
diversidade do patdogeno em escala regional, contribuindo para estratégias de
manejo e programas de melhoramento genético.
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APENDICES
Apéndice 1 - Informagdes dos isolados de Calonectria spp., incluindo origem geografica, ano de coleta e perfis alélicos dos loci SSR utilizados na anaélise
opulacional.
D Local Estado| Ao cP [ cp| cP cP cP cP cP cP cP CP CP CP CP CP cP CP CP
SSR1 [SSR20| SSR42 | SSR29 | SSR59 | SSR64 | SSR145 | SSR125 | SSR140 | SSR127 | SSR132 | SSR68 | SSR66 | SSR141 | SSR133 | SSR112 | SSR131
LPF163 | Imperatiz | MA [2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 203 402 380 435 339 386 | 328 370 383 378 304
LPF168 | Imperatiz | MA [2011| 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
LPF17 Dl\ggrrggo PA | 2008 | 195 | 313 | 300 | 368 | 574 | 407 203 402 380 435 334 386 | 328 352 383 378 304
LPF19 D'\gjrn;go PA | 2009 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
LPF2 Dl\cf)lsggo PA | 2008 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 334 380 | 328 352 383 378 299
LPF20 D'\éljrn;:o PA | 2009 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 375 430 339 380 | 328 370 383 378 299
LPF201 | Imperatiz | MA [2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 203 410 375 439 339 386 | 328 352 365 378 304
LPF2315| Macei6 AL [2019] 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
LPF2498 | Paragominas | PA |[2021| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2502 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2504 | Paragominas | PA |2021| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 386 | 328 352 383 378 299
LPF2505 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
LPF2508 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2509 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 301 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
LPF2511 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
LPF2512 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 329 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2513 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2515 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2516 | Paragominas | PA |[2021| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2517 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2518 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2520 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2522 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
LPF2523 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
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LPF2526 | Paragominas | PA 2021 ] 195 [ 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2527 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 402 380 430 339 386 | 328 352 383 378 299

LPF2530 | Paragominas | PA [2021| 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2531 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2532 | Paragominas | PA [ 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 575 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2533 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 402 380 430 339 386 | 328 352 383 378 299

LPF2559 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 360 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2560 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2561 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 360 | 574 | 360 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2566 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299

LPF2569 | Paragominas | PA |[2021| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 407 199 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299

LPF2801 Grajau MA [2023] 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299

LPF2804|  Grajau MA [2023] 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299

LPF2927 F*{?,ibgs 0('10 MS |2024| 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
10 Fardo

LPF2928 Fsibgs %0 MS |2024 | 195 | 319 | 300 | 351 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
10 Fardo

LPF294 D'V'Omg' PA |2011| 195 | 319 | 300 | 351 | 574 | 407 199 410 380 430 339 386 | 328 352 365 378 299
ourado

LPF297 DMontg PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
ourado

LPF314 D'Vlontg PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 560 | 418 199 410 380 430 339 386 | 328 370 365 378 304
ourado

LPF315 DMontg PA |2011| 195 | 302 | 300 | 368 | 574 | 407 203 402 380 430 339 380 | 328 352 383 378 299
ourado

LPF323 DMont(ej PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
ourado

LPF324 DMontg PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
ourado

LPF326 D'Vlontg PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
ourado

LPF328 D'V'Omg PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
ourado

LPF329 D'Vlontg PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
ourado

LPF330 DMontg PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304
ourado

LPF334 Monte PA |2011| 195 | 319 | 300 | 368 | 574 | 418 199 402 380 435 339 380 | 328 370 383 378 304

Dourado
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LPF335 D'\cfgrnatcejo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 375 430 339 380 328 370 383 378 299
LPF338 D'\éls:‘atgo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF340 D“élggso PA | 2011 | 195 | 313 | 300 351 574 407 203 402 380 430 334 386 328 352 383 378 304
LPF341 D'\cfgpatceio PA | 2011 | 195 | 319 | 300 351 560 407 199 410 375 430 334 380 328 352 365 378 299
LPF342 D,\c/)lspatgo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 334 380 328 370 383 378 304
LPF344 D'\élspatgo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 407 203 402 380 430 339 380 328 352 383 378 299
LPF346 D“élspatgo PA | 2011 | 195 | 313 | 300 351 574 407 199 402 375 435 339 380 328 352 383 378 299
LPF348 D,\c/)ll?rnatcejo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF349 D'\c/)IL(J)Patgo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 560 418 199 410 380 430 339 386 328 370 365 378 304
LPF352 D'\élg:]atso PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF357 D'\éls::go PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF361 D,\c/)lspatgo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF4 D'\C/)IS:‘atgo PA | 2008 | 195 | 313 | 300 368 574 407 203 402 380 435 334 386 328 352 383 378 304
LPF409 Grajau MA | 2011 | 195 | 319 | 300 351 574 407 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299
LPF416 Iillgls:séoo PI 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 203 402 380 435 339 386 328 370 383 378 304
LPF436 D,\c/)llc,l)rnatceio PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 560 407 199 402 375 430 334 380 328 352 383 378 299
LPF457 D'\élsggo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 407 203 402 380 430 334 380 328 352 383 378 299
LPF52 D“élggso PA | 2008 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF54 Dl\(/)lsggo PA | 2008 | 195 | 319 | 300 368 574 418 203 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF56 D'\c/)IL(J)Patgo PA | 2008 | 195 | 319 | 300 368 560 418 199 410 380 430 339 386 328 370 365 378 304
LPF59 D'\c/)ls:‘atgo PA | 2008 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 430 339 380 328 370 383 378 304
LPF64 D“élspatgo PA | 2011 | 195 | 319 | 300 368 574 418 199 402 380 435 339 380 328 370 383 378 304
LPF2499 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 368 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2500 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 | 300 351 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
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LPF2506 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 351 574 407 199 410 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2507 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 407 199 402 380 430 339 386 328 352 366 378 299
LPF2525 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 351 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2538 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 407 199 402 380 430 339 386 328 352 385 378 299
LPF2552 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2554 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2555 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2556 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 418 203 402 380 435 339 386 328 370 385 378 304
LPF2562 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 360 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2563 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2564 | Paragominas | PA | 2021 | 195 | 319 300 368 574 407 199 402 380 430 339 380 328 352 385 378 299
LPF2307 L;Eizs MS | 2019 | 195 | 319 300 345 574 407 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299
LPF2571 Brejao BA | 2023 | 189 | 365 | 250 345 585 365 187 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2572 Brejao MS | 2023 | 192 | 365 | 250 345 585 365 199 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2573 Brejao BA | 2024 | 189 | 365 | 250 345 585 365 199 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2574 Brejao MS | 2025| 192 | 365 | 250 345 585 365 199 373 330 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2575 Brejao MS | 2025| 189 | 365 | 250 345 585 365 199 373 380 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2576 Brejao MS | 2025| 181 | 301 357 345 607 422 187 382 380 407 301 377 324 NA 378 324 271
LPF2725 Aracruz ES |2025| 189 | 365 | 250 345 585 365 203 360 380 414 339 377 324 370 385 324 280
LPF2733 Aracruz ES |2025| 192 | 360 | 247 345 585 360 203 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2734 Aracruz ES |2022 | 189 | 365 | 247 345 585 365 199 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2735 Aracruz ES | 2022 | 192 | 365 | 250 345 582 365 199 373 412 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2736 Aracruz ES | 2022 | 189 | 360 | 247 345 585 360 199 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2792 Ll;iZS MS | 2023 | 186 | 360 | 250 345 585 360 199 373 380 414 330 377 324 NA NA 324 280
LPF2802 Grajau MA | 2023 | 189 | 360 | 250 345 582 360 199 373 NA 414 330 377 324 NA NA 324 280
LPF2803 Grajau MA | 2023 | 192 | 365 | 250 345 585 365 199 373 380 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF2805 Grajau MA | 2023 | 181 | 301 305 345 607 425 187 382 380 407 301 377 324 NA 378 324 271
LPF2815| Pocajuba BA | 2023 | 195 | 319 300 368 574 418 203 402 380 435 339 386 328 370 385 378 304
LPF2816| Camacari BA | 2023 | 181 | 278 309 345 574 404 199 390 380 407 325 377 324 NA 355 324 271
LPF2817 Trés MS | 2023 | 186 | 360 | 250 345 585 360 199 373 NA 414 330 377 324 NA NA 324 280

Lagoas
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LPF2925 ;ic:)?;%% MS | 2023 | 195 | 319 300 351 574 407 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299
LPF2962 Mucuri BA | 2024 | 195 | 319 300 368 574 418 203 402 380 435 339 386 328 370 385 378 304
LPF3163 | Cassilandia MS | 2025| 189 | 360 | 247 345 585 360 199 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 280
LPF3179 | Cassilandia MS | 2025 | 192 | 360 | 247 345 585 360 223 373 NA 414 339 377 324 NA NA 324 208
LPF3194 dg‘)Ta‘;ggiaCigo MS | 2025| 195 | 319 300 351 574 407 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299
LPF3195| Inocéncia MS | 2025| 195 | 319 300 351 574 404 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299
LPF3196 | Inocéncia MS | 2025| 195 | 319 300 351 574 407 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299
LPF3197 | Inocéncia MS | 2025 | 195 | 319 300 351 574 404 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299
LPF3198 | Inocéncia MS | 2025 | 195 | 319 300 351 574 407 199 410 380 430 339 386 328 352 365 378 299

Nota: Os valores correspondem ao tamanho dos amplicons (pb). NA = auséncia de amplificagdo ou dado n&o disponivel.
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Apéndice 2 - Ensaios preliminares de perfis de amplificagdo de /oci SSR em oito isolados
pertencentes ao complexo Calonectria pteridis, evidenciando monomorfismo e polimorfismo entre os
enotipos.

Nota: Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida e visualizados
apos coloragdo. M = marcador de peso molecular; os demais cddigos correspondem aos isolados
analisados. Estdo apresentados os loci representativos Cp_SSR2, Cp SSR18, Cp_SSR57,
Cp_SSR72, Cp_SSR132 e Cp_SSR141.
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CAPITULO 2
Espécies associadas a mancha-de-calonectria em plantios de E. dunnii e E.
benthamii no Sul do Brasil
RESUMO
A mancha-de-calonectria destaca-se entre as principais doengas foliares do
eucalipto no Brasil, causando desfolha intensa e comprometendo a produgao de
mudas em viveiros e o crescimento de plantas no campo. Embora espécies do
complexo Calonectria pteridis sejam amplamente reconhecidas como os principais
agentes etioldgicos da doenga em regibes tropicais brasileiras, as espécies
associadas a mancha-de-calonectria em plantios estabelecidos no Sul do pais ainda
permanecem insuficientemente conhecidas. Nesse contexto, este estudo teve como
objetivo identificar as espécies associadas a mancha-de-calonectria em plantios de
eucalipto localizados no Sul do Brasil, por meio de analises filogenéticas multilocus
direcionadas a caracterizagao de isolados pertencentes ao complexo Calonectria
candelabrum, contribuindo simultaneamente para o refinamento taxonédmico desse
grupo em um cenario epidemioldgico distinto, caracterizado por condigdes climaticas
contrastantes em relagao as regides tradicionalmente afetadas pela doenga. Foram
obtidos 31 isolados a partir de folhas, ramos, mudas, solo e substrato coletados nos
estados de Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul. A caracterizagao molecular
foi conduzida com base no sequenciamento parcial dos loci tef1, tub2, cmdA e his3,
seguido de analises filogenéticas por Maxima Verossimilhanga e Inferéncia
Bayesiana. As analises evidenciaram a predominéncia de espécies pertencentes ao
complexo C. candelabrum, com destaque para Calonectria spathulata, que
representou 14 dos 31 isolados avaliados. Adicionalmente, nove isolados formaram
um clado filogeneticamente distinto e bem suportado, tratado provisoriamente como
Calonectria sp. 1, sugerindo a ocorréncia de uma linhagem potencialmente nao
descrita dentro do complexo. Outras espécies identificadas incluiram C. brasiliana,
C. exiguispora, C. imperata e C. putriramosa. As anadlises baseadas em loci
individuais apresentaram baixa capacidade de resolucio interespecifica dentro do
complexo C. candelabrum, reforcando a necessidade do emprego de abordagens
multilocus para delimitagcdo taxonémica robusta nesse grupo. Em conjunto, os
resultados demonstram que as espécies associadas a mancha-de-calonectria no Sul

do Brasil diferem substancialmente daquelas observadas em regides tropicais do
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pais, evidenciando a predominancia de espécies do complexo C. candelabrum em
condi¢des subtropicais e ampliando o entendimento sobre a distribuicido, diversidade
e importancia epidemiolégica dessas espécies em sistemas florestais de clima
temperado-subtropical.

Palavras-chave: Calonectria candelabrum; Multilocus; Clima subtropical; Manchas

foliares; Sequenciamento.
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CHAPTERII
Etiology of Calonectria leaf blight in E. dunnii and E. benthamii in southern
Brazil
ABSTRACT
Calonectria leaf blight is one of the most important foliar diseases of eucalyptus in
Brazil, causing severe defoliation and compromising seedling production in nurseries
as well as tree growth under field conditions. Although species within the Calonectria
pteridis species complex are widely recognized as the primary causal agents of the
disease in tropical regions of Brazil, the species associated with Calonectria leaf
blight in eucalyptus plantations established in southern Brazil remain poorly
understood. In this context, the present study aimed to identify the species associated
with Calonectria leaf blight in eucalyptus plantations in southern Brazil through
multilocus phylogenetic analyses designed to characterize isolates belonging to the
*Calonectria candelabrum* species complex, while simultaneously contributing to the
taxonomic refinement of this group in a distinct epidemiological setting characterized
by climatic conditions that contrast with those of regions traditionally affected by the
disease. A total of 31 isolates were obtained from leaves, branches, seedlings, soil,
and substrate collected in the states of Santa Catarina, Parana, and Rio Grande do
Sul. Molecular characterization was based on partial sequencing of the tef1, tub2,
cmdA and his3 loci, followed by phylogenetic analyses using Maximum Likelihood
and Bayesian Inference. The analyses revealed the predominance of species
belonging to the C. candelabrum species complex, particularly Calonectria
spathulata, which accounted for 14 of the 31 isolates examined. Additionally, nine
isolates formed a well-supported and phylogenetically distinct clade, provisionally
designated Calonectria sp. 1, suggesting the occurrence of a potentially undescribed
lineage within the complex. Other identified species included C. brasiliana, C.
exiguispora, C. imperata, and C. putriramosa. Analyses based on individual loci
showed limited interspecific resolution within the C. candelabrum species complex,
highlighting the need for multilocus approaches to achieve robust species delimitation
within this group. Overall, the results demonstrate that the species associated with
Calonectria leaf blight in southern Brazil differ substantially from those reported in
tropical regions of the country, revealing the predominance of species within the C.

candelabrum species complex under subtropical conditions and expanding our
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understanding of the distribution, diversity, and epidemiological importance of these
species in temperate—subtropical forest ecosystems.
Keywords: Calonectria candelabrum; multilocus phylogeny; subtropical climate; leaf

blight; DNA sequencing.



75

1. INTRODUGAO

Na regiao Sul do Brasil, as temperaturas sao, em geral, mais baixas que nas
demais regides do pais, e a ocorréncia de geadas constitui uma importante restricao
climatica ao cultivo da maioria das espécies de Eucalyptus (Schultz, 2011; Schultz
et al., 2015; Soares et al., 2017). Essas condigbes sao menos favoraveis para
espécies amplamente cultivadas no Brasil, como Eucalyptus grandis, E. urophylla e
hibridos E. grandis x E. urophylla, sobretudo em areas sujeitas a geadas mais
severas. Como consequéncia, torna-se necessario o plantio de espécies mais
adaptadas ao frio, em substituicdo aos clones tropicais amplamente utilizados no
Brasil (Paludzyszyn Filho et al., 2006; Auer & Santos, 2011; Schultz et al., 2015).
Nesse contexto, Eucalyptus dunnii e Eucalyptus benthamii tém sido amplamente
empregados devido a sua maior tolerdncia a baixas temperaturas e ao bom
desempenho silvicultural apresentado em condi¢gdes subtropicais (Rocha, 2000;
Rocha & Tomaselli, 2002; Mduller, 2013; Cunha et al., 2015). Eucalyptus dunnii
apresenta adaptagao a regides sujeitas a geadas, enquanto E. benthamii se destaca
pela tolerancia a invernos rigorosos, sendo amplamente utilizada em areas de maior
altitude no Sul do Brasil (Paludzyszyn Filho et al., 2006; Higa; Pereira, 2003).

Apesar da adaptacdo dessas espécies as condi¢coes edafoclimaticas da
regido, a eucaliptocultura no Sul do Brasil ainda enfrenta limitagdes importantes
relacionadas as doencgas e a propagacao clonal, especialmente pela recalcitrancia
ao enraizamento adventicio observada em muitos gendtipos de E. benthamii e E.
dunnii (Alfenas et al., 2009; Auer & Santos, 2011). Dentre as doengas associadas a
essas espécies, o cancro causado por Botryosphaeria dothidea, a mancha-de-
kirramyces causada por Teratosphaeria epicoccoides (= Kirramyces epicoccoides) e
a mancha-de-apoharknessia causada por Apoharknessia eucalyptorum, sao
frequentemente relatadas na cultura (Auer & Santos, 2009b, 2011; De Almeida
Garrett et al., 2018, 2024), mas séo considerados de importancia secundaria, por
estarem associados a plantas fisiologicamente debilitadas (Alfenas et al., 2009). Em
contraste, a ferrugem causada por Austropuccinia psidii, a seca de ponteiros
causada por Erwinia psidii e a mancha-de-calonectria causada por Calonectria spp.,
ja foram relatadas causando perdas significativas de produtividade em povoamentos
florestais no Sul do Brasil.

Entretanto, a mancha-de-calonectria tem se destacado como o principal

desafio fitossanitario para as espécies de E. dunnii e E. benthamii, uma vez que
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surtos epidémicos tém sido registrados desde 2011, tanto em mudas no viveiro
quanto em plantas no campo (Schultz, 2011; Schultz et al., 2015; Soares et al.,
2017). A doencga € caracterizada por lesdes foliares de coloragdo palha a marrom-
claro, frequentemente delimitadas por halo clorético, evoluindo para intensa desfolha
e consequente redugado da area fotossintética (Schultz et al., 2015; Soares et al.,
2017). Em viveiros, o patégeno pode infectar folhas basais e a regido do colo,
causando necrose e tombamento de mudas (Schultz, 2011). Diferentes espécies do
género Calonectria estdo associadas a epidemias tanto em viveiros quanto em
plantios comerciais (Soares et al., 2017; Miranda et al., 2021).

No Brasil, Calonectria pteridis é reconhecida como o principal agente
etiolégico da mancha-de-calonectria em plantios de eucalipto nas regides Centro-
Oeste, Sudeste e Norte do Brasil (Alfenas et al., 2015). No entanto, sua ocorréncia
na regido Sul ainda ndo esta claramente estabelecida, o que gera incertezas quanto
a etiologia da doenca e limita o desenvolvimento de estratégias de manejo e selegao
de gendtipos resistentes. Além disso, evidéncias recentes indicam a presenga de
espécies pertencentes a outros complexos, como o complexo Calonectria
candelabrum, tradicionalmente associadas a doengas em viveiros (Miranda et al.,
2021).

Essa incerteza etioldégica esta diretamente relacionada a complexidade
taxondmica de Calonectria, um género que se encontra em constante revisao, o que
torna a identificacdo precisa dos agentes etiolégicos um desafio. Embora alguns
caracteres morfolégicos auxiliem na distingdo entre complexos de espécies do
género, a delimitagdo de espécies baseia-se principalmente em analises
filogenéticas multilocus. Nas analises filogenéticas multilocus, as regides génicas
mais utilizadas sao fator de elongagdo 1-a (tef1), B-tubulina (tub2), calmodulina
(cmdA), histona H3 (his3), subunidade 2 da RNA polimerase |l (rpb2) e actina (act)
(Liu et al., 2020). Com essa abordagem, mais de 130 espécies ja foram descritas,
sendo organizadas em complexos de espécies que agrupam taxons
filogeneticamente relacionados e morfologicamente semelhantes (Crous et al., 2018,
2019, 2021a, 2021b; Wang et al., 2019; Liu et al., 2020; Mohali & Stewart, 2021,
Pham et al., 2022).

Em 2024, epidemias severas de mancha-de-calonectria foram registradas em
testes de progénies e plantios comerciais de Eucalyptus dunnii e Eucalyptus

benthamii nos estados do Parana e Santa Catarina. Analises morfolégicas
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preliminares dos agentes causais indicaram que estes ndo pertencem ao complexo
C. pteridis, principal espécie associada a doenga no campo. Diante da importancia
da correta identificagéo etioldgica para o desenvolvimento de estratégias de manejo
e selecao de clones resistentes, adaptados as condi¢des climaticas do Sul do Brasil,
este estudo teve como objetivo caracterizar, por meio de analises filogenéticas
multilocus, a diversidade de Calonectria spp. associadas a E. dunnii e E. benthamii.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coletas de amostras, isolamento e obtengao de culturas monospoéricas

A amostragem foi realizada em plantios comerciais de eucalipto localizados
nos estados de Santa Catarina e Parand, Brasil. Foram coletadas folhas e ramos
com sintomas caracteristicos da mancha-de-calonectria em areas de plantio
contendo diferentes clones e progénies. Adicionalmente, foram amostradas mudas
sintomaticas em viveiros florestais.

As amostras vegetais foram acondicionadas em sacos de papel e
posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Patologia Florestal da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), localizado em Vigosa, Minas Gerais.

Isolados adicionais de amostras de solo e substrato foram obtidos a partir de
culturas previamente isoladas e devidamente preservadas na colecdo do mesmo
laboratério.

O isolamento de Calonectria spp. foi realizado por métodos direto e indireto
em meio Batata Dextrose Agar (BDA), utilizando-se amostras de folhas e ramos
sintomaticos. Para as amostras de solo e substrato provenientes da colecéo, adotou-
se 0 método de isca com ramos de eucalipto, conforme descrito por Alfenas et al.
(2015).

Para a obtencado de culturas monosporicas, colbnias puras de cada isolado
foram submetidas a estresse mecanico por meio da remocéao total do micélio com
auxilio de pincel esterilizado, visando induzir a esporulagdo. Em seguida, foram
adicionados 2 mL de agua destilada estéril as placas, que foram mantidas em caixas
do tipo gerbox sem tampa por 48 h, favorecendo a formacdo de estruturas
conidiogénicas. Apds esse periodo, a agua foi removida e as placas foram
completamente secas.

Apos 24 h, sob microscopio estereoscopico, estruturas conidiogénicas
contendo conidiéforos e massas de conidios foram visualizadas na superficie da

colbénia. Uma dessas estruturas foi transferida para placa de Petri contendo BDA com
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pequena quantidade de agua destilada estéril e dispersa suavemente. Em seguida,
conidios individualizados foram visualizados, sendo um Unico conidio selecionado
com auxilio de agulha de dissecacgao estéril e transferido para nova placa contendo
BDA. As placas foram incubadas a 25 °C até o estabelecimento de colonias
monosporicas, sendo os isolados posteriormente armazenados em 6leo mineral a
temperatura ambiente.
2.2 Extracao do DNA, PCR e sequenciamento

A extragao de DNA gendmico foi realizada a partir de culturas monosporicas
cultivadas em meio liquido de extrato de malte 2%, mantidas sob agitagdo (180 rpm)
a 25 °C por 48 h. O micélio foi coletado por filtragao, lavado com agua destilada
estéril, seco em papel filtro e submetido a extracao utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega, Madison, WI, USA), conforme as instrugées do
fabricante.

Sequéncias parciais dos genes codificadores do fator de elongacao 1-a (tef1),
B-tubulina (tub2), calmodulina (cmdA) e histona H3 (his3) foram amplificadas por
PCR utilizando os respectivos pares de primers descritos na Tabela 1, comumente

empregados em estudos filogenéticos de Calonectria.

Tabela 1 - Primers selecionados para a amplificagdo parcial de genes usados na
identificacdo filogenética das espécies.

Locus Primer Sequéncia 5’-3’ Referéncia
Carbone e
Fator de EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAA
Kohn 1999
elongagao
O’Donnell et
1-a (tef1) EF-2 GGAAGTACCAGTGATCATGTT
al. 1998
O’Donnell e
T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT
(tub2) Crous et al.
CYLTUB1R AGTTGTCGGGACGGAAGAG
2004
Carbone e
CAL-228F GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC
Calmodulina Kohn 1999
(cmdA) Quaedvlieg et
CAL-2Rd TGRTCNGCCTCDCGGATCATCTC
al. 2011
. CYLH3F AGGTCCACTGGTGGCAAG
Histona 3 Crous et al.
(his3) 2004

CYLH3R AGCTGGATGTCCTTGGACTG
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Cada reacao de PCR foi preparada em um volume final de 15 pL, contendo
7,5 uL de GoTaq® G2 Colorless Master Mix (Promega), 1,5 uL de cada primer
forward e reverse (10 uM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2 uL de DNA genémico
(15 ng yuL™) e agua livre de nucleases para completar o volume final.

As amplificagdes das regides tefl, cmdA e his3 foram realizadas em
termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
sob as seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 96 °C por 5 min, seguida de 35
ciclos de amplificagdo (96 °C por 30 s; anelamento a 55 °C (cmdA e his3) e 52 °C
(tef1) por 30 s; extensédo a 72 °C por 1 min), e extenséo final a 72 °C por 20 min,
conforme descrito por Liu et al. (2020), com adaptacgdes.

Para a regido génica tub2, foi utilizado um protocolo de PCR do tipo
touchdown, consistindo em desnaturagao inicial a 96 °C por 5 min, seguida de 8
ciclos de 96 °C por 30 s; 62 °C por 30 s, com decréscimo de 1 °C por ciclo; 72 °C por
1 min, seguidos de 27 ciclos de 96 °C por 30 s; 55 °C por 30 s; 72 °C por 1 min, e
uma etapa final de extensédo a 72 °C por 10 min.

A confirmagao dos amplicons foi feita por eletroforese em gel de agarose a
2,0%, utilizando tampao Tris—borato—EDTA (TBE 1X). Apds a corrida eletroforética,
os géis foram corados com GelRed (Biotium) e visualizados em sistema de
documentacéo de géis L-PIX (Loccus Biotechnology). O tamanho dos amplicons foi
estimado por comparagédo com marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen,
CA, USA).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), conforme as
recomendagdes do fabricante, para remocéo de primers e dNTPs residuais.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas pelo método de Sanger
utilizando o kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems).
Cada reacgao foi preparada em volume final de 10 pL, contendo 1 pyL de BigDye
Terminator Ready Reaction Mix, primer especifico (forward ou reverse) na
concentragédo de 1 yM, produto de PCR purificado e agua ultrapura para completar
o volume final.

Apds a reagdo de sequenciamento, os produtos foram purificados por
precipitacdo com EDTA 125 mM, visando a remocgao de terminadores fluorescentes

nao incorporados. As amostras purificadas foram submetidas a eletroforese capilar
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em sequenciador automatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems),
sendo as leituras obtidas em ambas as dire¢des.
2.3 Analises filogenéticas multigénicas

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram inspecionadas manualmente, e
eventuais posicdes ambiguas foram resolvidas por meio da comparacao entre as
leituras senso e antissenso utilizando o software SeqAssem (Hepperle, 2004). As
sequéncias consenso resultantes foram posteriormente editadas no software MEGA
versao 12 (Kumar et al., 2024).

Apods a obtengdo dos conjuntos de sequéncias dos isolados investigados,
sequéncias parciais dos genes tef1, cmdA, his3 e tub2 de isolados representativos
de espécies validas pertencentes ao complexo Calonectria candelabrum (Liu et al.,
2020) foram recuperadas do GenBank, visando a constru¢ao dos alinhamentos.

Os alinhamentos multiplos das sequéncias foram compostos utilizando o
algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004), implementado no soffware MEGA versao 12.
Apods o alinhamento individual de cada regido génica (tef1, tub2, cmdA e his3), os
alinhamentos foram concatenados utilizando o software SequenceMatrix (Vaidya et
al., 2011), gerando uma matriz multilocus combinada utilizada nas analises
filogenéticas.

As analises filogenéticas dos alinhamentos dos loci individuais e da matriz
concatenada foram conduzidas por meio dos métodos de Maxima Verossimilhanca
(ML) e Inferéncia Bayesiana (IB).

As analises de Maxima Verossimilhanga foram realizadas no programa do 1Q-
TREE (Nguyen et al., 2015), com suporte dos ramos estimado por meio de 1.000
repeticobes de bootstrap nao paramétrico (BS). Os modelos de substituicao
nucleotidica foram selecionados separadamente para cada regido génica no proprio
IQ-TREE, com base no Critério de Informagao de Akaike (AIC), sendo selecionados
os seguintes modelos: TVMe+1+G4 para cmdA, TN+F+1+G4 para his3, TIM2e+1+G4
para tef1 e K2P+| para tub2.

As andlises de Inferéncia Bayesiana foram conduzidas no software MrBayes
v.3.2.6 (Ronquist et al., 2012), utilizando o algoritmo de Cadeias de Markov via Monte
Carlo (MCMC), sob parametros padrao do software. Duas corridas independentes
foram realizadas, cada uma com quatro cadeias simultaneas, por até 10.000.000 de
geragdes, com amostragem a cada 1.000 geragdes e terminagao automatica das

analises quando o desvio padrao da frequéncia de clados (split frequencies) entre as
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cadeias frias das duas corridas independentes atingiu 0.01. As primeiras 25% das
arvores foram descartadas como burn-in, e as probabilidades posteriores (PP) foram
estimadas a partir da arvore consenso gerada com as arvores remanescentes. Os
seguintes modelos evolutivos, adaptados dos resultados da analise no IQ-TREE,
foram empregados nas anadlises: SYM+|+G para cmdA, HKY+I+G para his3,
GTR+1+G4 para tef1 e K2P+I para tub2.

Adicionalmente, foi realizada uma analise filogenética com sequéncias dos
loci cmdA e tub2, incluindo sequéncias de isolados de Calonectria provenientes de
plantios de Eucalyptus benthamii no estado de Santa Catarina, Sul do Brasil,
previamente caracterizados por Miranda et al. (2021). As analises foram conduzidas
conforme os procedimentos metodolégicos previamente descritos, utilizando
Calonectria gracilipes como grupo externo para o enraizamento das arvores.

As arvores filogenéticas foram visualizadas no software MEGA versao 12
(Kumar et al., 2024) e posteriormente editadas no software Inkscape v.1.4.3
(Inkscape Project, 2023).
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3. RESULTADOS
3.1 Isolamento e caracterizagao preliminar dos isolados
A sintomatologia observada em campo e as caracteristicas morfolégicas do

patdgeno estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Sintomas e caracteristicas morfolégicas de isolados de Calonectria candelabrum s.I.
associados a Eucalyptus dunnii. (A—B) Plantas com sintomas de mancha foliar; (C—F) detalhes
de lesbes necréticas em diferentes estagios de desenvolvimento observadas em campo; (G-
H) folhas apresentando areas necréticas; (l) estruturas reprodutivas (setas) associadas ao
tecido foliar; (J) aspecto da col6nia de Calonectria sp. em meio batata-dextrose-agar (BDA); (L)
estruturas conidiogénicas e conidios observados em microscépio éptico, sob aumento de 40x.

As plantas de eucalipto apresentaram sintomas tipicos de mancha foliar,
caracterizados por lesdes de coloragao cinza-clara a marrom-clara, com dimensodes
variaveis e formatos circulares, alongados ou irregulares. As lesdes iniciais foram
observadas como pequenas manchas puntiformes, que evoluiram para areas
necréticas extensas por coalescéncia, frequentemente iniciando a partir do apice ou
das margens foliares. Em condicdes de maior severidade, observou-se necrose
generalizada das folhas e intensa desfolha.

Adicionalmente, foram observados sinais do patdégeno nas lesdes,
caracterizados por esporulacdo branca brilhante na superficie foliar, indicativa da
presenga de estruturas conidiogénicas tipicas do género Calonectria.

Em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), os 31 isolados apresentaram
coldénias de crescimento rapido, com coloragdo variando de branca a bege ou
marrom-clara, frequentemente com aspecto cotonoso. A caracterizagao morfolégica

foi realizada com base nos 26 isolados obtidos durante a amostragem. Os demais
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isolados utilizados neste estudo pertenciam a colegao de culturas do Laboratorio de
Patologia Florestal (LPF) e, por ja terem sido previamente -caracterizados
morfologicamente, ndo foram novamente avaliados. A observagdo microscopica
revelou a presenga de conidiéforos hialinos, ramificados, contendo vesiculas
terminais caracteristicas, além de conidios hialinos, cilindricos a levemente
alongados, produzidos em massas mucilaginosas. Essas caracteristicas
morfologicas sdo compativeis com espécies pertencentes ao complexo Calonectria
candelabrum.

Os isolados utilizados neste estudo, bem como suas informag¢des de origem,
hospedeiro e identificagao, estao apresentados na Tabela 2.

No total, foram obtidos 31 isolados de Calonectria, distribuidos entre os
estados de Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul, associados principalmente

a Eucalyptus dunnii e E. benthamii.



Tabela 2 - Isolados de Calonectria utilizados nas analises filogenéticas multilocus, com informagdes de identificacdo taxondmica, hospedeiro e origem.

Espécie ID Hospedeiro Tipo de Local Cidade Estado
Amostra
Fazenda Sao ~
Calonectria spathulata LPF2891 Eucalyptus benthamii Folha de ramo Miguel da = Mgfus ek PR
Roseira
. .. Fazenda .
Calonectria sp. 1 LPF2892 Eucalyptus dunnii Folha de ramo Paredio Trés Barras SC
Calonectria sp. 1 LPF2893 Eucalyptus dunnii Folha de ramo ';ngggg Trés Barras SC
Calonectria spathulata LPF2894 Eucalyptus dunnii Folha de ramo ';Zfsggs Trés Barras SC
Calonectria spathulata LPF2895 Eucalyptus dunnii Folha de ramo ';ngggg Trés Barras SC
Calonectria sp. 1 LPF2896 Eucalyptus benthamii Folha de ramo Ezfg’ggi Trés Barras SC
Feterdi Lo Sao Mateus do
Calonectria spathulata LPF2897 Eucalyptus dunnii Folha de ramo Miguel da Sul PR
Roseira
. .. Fazenda N
Calonectria sp. 1 LPF2898 Eucalyptus dunnii Folha de ramo Paredio Trés Barras SC
Calonectria sp. 1 LPF2899 Eucalyptus dunnii Folha de ramo ';aafgggg Trés Barras SC
Fazenda Séo Sao Mateus do
Calonectria spathulata LPF2900 Eucalyptus dunnii Folha de ramo Miguel da Sul PR
Roseira
e S Sao Mateus do
Calonectria spathulata LPF2901 Eucalyptus dunnii Folha de ramo Miguel da Sul PR
Roseira
. .. Fazenda N
Calonectria sp. 1 LPF2902 Eucalyptus benthamii Folha de ramo Paredio Trés Barras SC
Calonectria sp. 1 LPF2903 Eucalyptus dunnii Folha de ramo ';ngggg Trés Barras SC
Calonectria spathulata LPF2904 Eucalyptus dunnii Folha de ramo 'I;ngggs Trés Barras SC
Calonectria sp. 1 LPF2905 Eucalyptus dunnii Folha de ramo e Trés Barras SC

Paredao
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Calonectria spathulata

Calonectria spathulata

Calonectria spathulata

Calonectria spathulata
Calonectria sp. 1
Calonectria spathulata
Calonectria putriramosa

Calonectria imperata

Calonectria brasiliana
Calonectria putriramosa
Calonectria sp. 2

Calonectria imperata
Calonectria exiguispora

Calonectria exiguispora

Calonectria spathulata
Calonectria spathulata

LPF2906

LPF2907

LPF2908

LPF2909

LPF2910

LPF2911

LPF2912

LPF2913

LPF2967
LPF2968
LPF2969
LPF2231

LPF2475

LPF2480

LPF2489
LPF2491

Eucalyptus dunnii

Eucalyptus dunnii

Eucalyptus benthamii

Eucalyptus dunnii
Eucalyptus dunnii
Eucalyptus benthamii
Eucalyptus benthamii

Eucalyptus dunnii

Eucalyptus benthamii
Eucalyptus sp.
Eucalyptus benthamii
Eucalyptus sp.

Eucalyptus sp.

Eucalyptus sp.

Eucalyptus sp.
Eucalyptus sp.

Folha de ramo

Folha de ramo

Folha de ramo

Folha de ramo
Folha de ramo
Folha de ramo
Folha de ramo

Haste (muda)

Folha de ramo

Folha de ramo

Folha de ramo
Substrato

Solo

Solo

Solo
Solo

Fazenda
Paredao
Fazenda Sao
Miguel da
Roseira
Fazenda Sao
Miguel da
Roseira
Viveiro de
espera
Fazenda
Paredao
Viveiro de
espera
Fazenda
Paredao
Viveiro de
espera

Viveiro Viflona

Viveiro Viflona

Viveiro Viflona
Viveiro

Campo

Campo

Campo
Campo

Trés Barras

Sao Mateus do
Sul

Sao Mateus do
Sul

Trés Barras
Trés Barras
Trés Barras
Trés Barras

Trés Barras

Indaial
Indaial
Indaial

Guaiba

Campo Belo
do Sul
Campo Belo
do Sul

Otacilio Costa
Otacilio Costa

SC

PR

PR

SC
SC
SC
SC

SC

SC
SC
SC
RS

SC

SC

SC
SC
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3.2 Analises filogenéticas multilocus

A analise filogenética, baseada na matriz concatenada dos loci tef1, tub2,
cmdA e his3, permitiu inferir as relagdes evolutivas entre os isolados estudados e
isolados representativos das espécies do complexo Calonectria candelabrum,
(Figura 2).
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LPF2905
LPF2893
LPF2910
r Calonectria candelabrum CBS 125257
Calonectria candelabrum CMW 31000
Calonectria candelabrum CMW 31001
Calonectria matogrossensis GFP 006
I~s| ' Calonectria matogrossensis GFP 018
Calonectria metrosideri CBS 133603
Calonectria metrosideri CBS 133605
Calonectria metrosideri CBS 133604
Calonectria putriramosa CBS 1114497
100/1| Calonectria putriramosa CBS 111477
Calonectria putriramosa CBS 111470
LPF2968
LPF2912
100/ Calonectria pseudometrosideri CBS 134843
Calonectria pseudometrosideri CBS 1348457
Calonectria pseudometrosideri CBS 134844
LPF2969
{ Calonectria eucalypticola CBS 134846

%_Calonoctria brasiliana CBS 1114847

99/
97/.99,

70/.96

177

99/.96 —1

99/1
72/.91 Calonectria eucalypticola CBS 134847"
Calonectria eucalypticola CBS 134848
—— Calonectria venezuelana CBS 1110527
Calonectria glaebicola CBS 1348527
Calonectria glaebicola CBS 134853
Calonectria glaebicola CBS 134854
Calonectria imperata CCDCA11649"
Calonectria imperata PFC7

Calonectria imperata PFC8

LPF2231

LPF2913

Calonectria brassianae CBS 1348557
Calonectria brassianae CBS 134856

1001 cajonectria brassianae CBS 134857

100/1[~ Calonectria piauiensis CBS 134849
L Calonectria piauiensis CBS 1348507
93/1- Calonectria piauiensis CBS 134851
100/1, Calonectria exiguispora CMW 497527
100/1 Calonectria exiguispora CMW 49753
LPF2475
76/0.8'— LpPF2480
Calonectria spathulata CBS 112513
Calonectria spathulata CBS 555.927
71K LPF2900
LPF2908
93/.89|[ LPF2489
99/.98 LPF2894
LPF2906
LPF2907
LPF2897
LPF2901
1007111 | pF2491
LPF2891
LPF2904
LPF2895
LPF2909
LPF2911
Calonectria spathulata CBS 112689

1001 Calonectria fragariae CBS 1336077
4‘ Calonectria fragariae LPF141.1
79/.88 Calonectria fragariae LPF141.2
100/1 Calonectria pseudospathulata CBS 134840
4' Calonectria pseudospathulata CBS 1348417
Calonectria pseudospathulata CBS 134842
99/1 Calonectria brevistipitata CBS 110837
95/1 Calonectria brevistipitata CBS 110928
_EO‘:# Calonectria brevistipitata CBS 1156717
Calonectria colombiana CMW 49716
Calonectria hemileiae COAD 25447
Calonectria pauciramosa CBS 111812

94/1

Calonectria pauciramosa CBS 136635
Calonectria nemoricola CBS 134837"
Calonectria nemoricola CBS 134838
Calonectria nemoricola CBS 134839
Calonectria silvicola CBS 134836
7| Calonectria silvicola CPC 18741
Calonectria silvicola CBS 1352377
100/1y Calonectria colombiana CBS 1151277
Calonectria colombiana CBS 115638

70/.95)

Cal ctria gracilij CBS 115674 0.02

Figura 2 - Arvore filogenética baseada na analise concatenada dos loci tef1, tub2,
cmdA e his3 de isolados de Calonectria candelabrum s.I. Os valores de suporte
(bootstrap/probabilidade posterior) estdo indicados nos nos. Os isolados deste estudo
estdo destacados em negrito e identificados pelo prefixo LPF. A analise incluiu
Calonectria gracilipes como grupo externo. T indica isolados ex-tipo.

A topologia obtida evidenciou a presenga de multiplos agrupamentos

bem suportados, indicando elevada diversidade de espécies. A maioria dos
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isolados (14) agrupou-se com sequéncias de referéncia de Calonectria
spathulata, formando um clado com alto suporte estatistico (BS = 100; PP =
1,0), corroborando sua identificagao taxondmica.

Um grupo composto por nove isolados (LPF2892, LPF2893,
LPF2896, LPF2898, LPF2899, LPF2902, LPF2903, LPF2905 e LPF2910)
formou um clado bem suportado (BS = 98; PP = 0,94), filogeneticamente
proximo a Calonectria brasiliana e a um clado contendo C. candelabrum, C.
matogrossensis, C. metrosideri, C. putriramosa e C. pseudometrosideri. No
entanto, esses isolados permaneceram distintos das sequéncias de
referéncia dessas espécies, indicando tratar-se de uma linhagem
filogeneticamente independente. Com base na congruéncia entre os loci
analisados, esses isolados foram provisoriamente designados como
Calonectria sp. 1.

De forma semelhante, o isolado LPF2969 apresentou posicionamento
filogenético distinto dos demais, sendo tratado como Calonectria sp. 2,
embora com suporte limitado para inferéncias taxonOmicas mais
conclusivas.

O isolado LPF2967 agrupou-se com sequéncias de referéncia de
Calonectria brasiliana, apresentando alto suporte na analise Bayesiana (PP
= 0,99) e suporte moderado na analise de Maxima Verossimilhanca (BS =
84). Outros isolados foram atribuidos as espécies C. exiguispora (LPF2475
e LPF2480), C. imperata (LPF2913 e LPF2231) e C. putriramosa (LPF2912
e LPF2968), todos com elevado suporte estatistico na analise dos dados
concatenados.

3.3 Analises filogenéticas por locus

Em contraste com a clara resolugdo entre espécies filogenéticas
obtida nas analises multilocus, as analises filogenéticas baseadas nos loci
individuais evidenciaram variagdes na resolugcdo dos agrupamentos
(Apéndices 1-4).

Todas as quatro arvores individuais recuperaram Calonectria
spathulata e C. exiguispora como grupos monofiléticos exclusivos, com alto
suporte estatistico. No entanto, a delimitagdo entre espécies nao foi
satisfatéria dentro do grande “Clado Candelabrum”, composto por isolados

atribuidos as espécies C. brasiliana, C. brassianae, C. candelabrum, C.
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eucalypticola, C. glaebicola, C. imperata, C. matogrossensis, C. metrosideri,
C. pseudometrosideri, C. putriramosa, C. venezuelana, Calonectria sp.1 e
Calonectria sp.2. Os isolados dessas espécies agruparam-se, em geral, em
grandes politomias, como observado na arvore de his3, ou em clados
menores, sem suporte estatistico e contendo isolados de diferentes
espécies, como nas arvores de cmdA, tef1 e tub2.

Considerando os isolados avaliados, algumas espécies do Clado
Candelabrum formaram agrupamentos monofiléticos exclusivos em analises
especificas, como C. imperata e C. putriramosa na arvore de cmdA, sendo
que esta ultima formou um clado mais distante das demais espécies, e
Calonectria sp.1 na arvore de tef1.

Esses resultados evidenciam que a identificagdo precisa de espécies
dentro do complexo Calonectria candelabrum depende da analise
combinada de multiplos loci, uma vez que nenhum dos marcadores
avaliados apresentou, isoladamente, resolugao suficiente para delimitar as
espécies do complexo.

3.4 Analise filogenética comparativa com isolados de Calonectria
descritos por Miranda et al. (2021) no Sul do Brasil

A anadlise filogenética baseada nos loci cmdA e tub2, incluindo
sequéncias de referéncia provenientes de estudo prévio conduzido na regiao
Sul do Brasil (Miranda et al., 2021), foi congruente com os agrupamentos
observados na analise multilocus principal (Figura 3).

Trés isolados (CIS03, CIS09 e CIS35), provenientes de Miranda et al.
(2021), agruparam-se no clado correspondente a Calonectria spathulata. Por
outro lado, os isolados CIS24, CIS41, CIS49 e CIS30 (Miranda et al., 2021),
juntamente com os isolados de referéncia CTCME, CTCME2 e CTCAM,
além do isolado LPF2969 e do isolado CBS 134844 (C. pseudometrosideri),
formaram um agrupamento nao suportado, posicionado de forma parafilética
em relacao a isolados de C. metrosideri, incluindo o isolado CIS21. Este, por
sua vez, encontra-se em posicdo parafilética em relagdo aos isolados
representativos de C. matogrossensis.

Os isolados LPF2892, LPF2893, LPF2896, LPF2898, LPF2899,
LPF2902, LPF2903, LPF2905 e LPF2910 formaram um clado distinto e bem

suportado (BS = 99; PP = 0,96). Esse grupo posicionou-se proximo a
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Calonectria brasiliana e C. candelabrum, porém separado das sequéncias
de referéncia dessas espécies, bem como dos isolados provenientes do
estudo comparativo (CIS e CTC). Esse padrao reforga a interpretacao de que
esses isolados representam uma linhagem independente dentro do
complexo Calonectria candelabrum, sendo consistente com os resultados

obtidos na analise multilocus baseada em quatro loci.
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Figura 3 - Arvore filogenética inferida a partir da analise
concatenada dos loci cmdA e tub2, incluindo isolados
obtidos neste estudo e sequéncias de referéncia de
Miranda et al. (2021). Os isolados deste estudo estdo
identificados pelo prefixo LPF. Os valores de suporte nos
noés correspondem ao bootstrap (BS) e as probabilidades
posteriores (PP). Os cédigos CIS e CTC referem-se aos
isolados descritos por Miranda et al. (2021). Calonectria
gracilipes foi utilizada como grupo externo. A letra T indica
isolados ex-tipo.
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Os demais isolados apresentaram posicionamento filogenético
congruente com a analise principal, agrupando-se com alto suporte as
espécies C. spathulata, C. putriramosa, C. imperata e C. exiguispora, o que
indica estabilidade dos agrupamentos entre diferentes combinagdes de
marcadores moleculares.

4. DISCUSSAO

A andlise filogenética multilocus, baseada na concatenacéo dos loci
tef1, tub2, cmdA e his3, permitiu a inferéncia robusta das relagdes evolutivas
entre os isolados analisados, evidenciando a presenga de multiplos
agrupamentos bem suportados no complexo de espécies Calonectria
candelabrum. A formagao de grupos monofiléticos com alto suporte, como
observado para Calonectria spathulata, bem como a consisténcia na
identificacdo dos isolados deste estudo em clados correspondentes as
espécies C. brasiliana, C. exiguispora, C. imperata e C. putriramosa,
demonstram a eficiéncia da abordagem multilocus na delimitagcdo
taxondmica no género. Esse padrao reforga que a integracéo de marcadores
filogenéticos complementares aumenta a estabilidade topoldgica e reduz
ambiguidades na inferéncia evolutiva (Liu et al., 2020).

Entre os resultados obtidos, destaca-se a formacdo de um clado
distinto composto pelos isolados LPF2892, LPF2893, LPF2896, LPF2898,
LPF2899, LPF2902, LPF2903, LPF2905 e LPF2910, filogeneticamente
préximo a Calonectria candelabrum e outras espécies relacionadas. O alto
suporte estatistico e a congruéncia entre os loci analisados sustentam a
hipdtese de que esses isolados representam uma linhagem independente,
aqui tratada como Calonectria sp. 1. De forma semelhante, o isolado
LPF2969 apresentou posicionamento filogenético distinto dos demais, sendo
tratado como Calonectria sp. 2, ainda que com suporte limitado para
inferéncias taxonémicas conclusivas, por se tratar de apenas um isolado. A
presenga de linhagens como Calonectria sp. 1 e sp. 2, associadas a
Eucalyptus dunnii e E. benthamii no Sul do Brasil, sugere a existéncia de
uma diversidade biologica e genética ainda ndo formalmente descrita,
possivelmente relacionada a processos de divergéncia recente e adaptagao

a nichos especificos.
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Em contraste, as analises baseadas em loci individuais evidenciaram
limitagdes na resolucao filogenética, principalmente na resolugdo das
espécies dentro do “Clado Candelabrum”, composto por C. candelabrum e
outras espécies muito préximas, geralmente nao delimitadas como grupos
monofiléticos nas arvores filogenéticas de genes individuais. Esse cenario
demonstra as limitagdes das abordagens baseadas em morfologia e em
marcadores genéticos unicos, utilizados isoladamente como ‘barcodes’ para
identificagcdes moleculares por meio de comparagdes com bancos de dados,
como o GenBank, reforcando a necessidade de integracdo de multiplas
evidéncias para a delimitagdo de espécies (Lombard et al., 2010, 2016;
Banerjee et al., 2025). Nesse contexto, os resultados obtidos indicam a
tenuidade dos limites especificos no complexo C. candelabrum, bem como
o desempenho inferior de determinados loci, especialmente his3, na
resolucéo taxonémica (Liu et al., 2020).

No presente estudo, Calonectria spathulata foi a espécie
predominante, representada por 14 dos 31 isolados analisados. Isolados
dessa espécie foram obtidos de plantas sintomaticas em Sao Mateus do Sul,
PR (N = 6) e em Trés Barras, SC (N = 6), além de amostras de solo
provenientes de Otacilio Costa, SC (N = 2). Calonectria sp. 1 foi a segunda
espécie mais frequente, com nove isolados obtidos exclusivamente de folhas
de Eucalyptus dunnii e E. benthamiiem Trés Barras, SC. As demais espécies
(C. brasiliana, C. exiguispora, C. imperata e C. putriramosa) foram
detectadas de forma esporadica, associadas a amostras de plantas, solo e
substrato provenientes de viveiros e plantios localizados em Santa Catarina
e Rio Grande do Sul.

Esses resultados sdo, em parte, congruentes com aqueles reportados
por Miranda et al. (2021), que investigaram a etiologia da mancha de
calonectria em plantios de Eucalyptus benthamii no Sul do Brasil. Nesse
estudo, espécies pertencentes ao complexo Calonectria candelabrum,
incluindo C. spathulata e C. metrosideri, foram associadas a doenga em
campo, apesar de esse complexo ser tradicionalmente relacionado a
doencas em viveiros. A ocorréncia de C. spathulata em ambos os estudos,

bem como a deteccado de espécies filogeneticamente proximas, reforga a
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importancia desse grupo de espécies associadas a mancha-de-calonectria
em condi¢cdes subtropicais.

Em uma perspectiva mais ampla, os resultados aqui obtidos
contrastam com a maioria dos levantamentos conduzidos em outras regides
do Brasil, nos quais espécies do complexo Calonectria pteridis sao
frequentemente relatadas como os principais agentes etioldgicos da mancha
de calonectria em eucalipto (Alfenas et al., 2015; Soares et al., 2017).
Nessas regides, caracterizadas por clima tropical e equatorial, observa-se
ampla distribuicdo dessas espécies, frequentemente associadas a
epidemias em campo. Adicionalmente, estudos conduzidos em regiées mais
quentes do Brasil também evidenciam elevada diversidade de espécies de
Calonectria associadas ao eucalipto, incluindo representantes de diferentes
complexos de espécies, como os complexos Calonectria candelabrum e
Calonectria pteridis, como demonstrado por Sanchez-Gonzalez et al. (2022)
no Nordeste do pais. Esse cenario reforga a influéncia de fatores ambientais
na distribuicdo e prevaléncia das espécies do género, como ja sugerido em
estudos sobre a ecologia de Calonectria em diferentes regides climaticas.

Por outro lado, neste trabalho, assim como observado por Miranda et
al. (2021), verificou-se a predominancia de espécies pertencentes ao
complexo Calonectria candelabrum. Esse padrao sugere que, em condigdes
de clima mais ameno, como as observadas no Sul do Brasil, espécies desse
complexo podem apresentar maior adaptacao e estar mais frequentemente
associadas a mancha-de-calonectria em campo, contrastando com o padrao
observado em regides tropicais.

Os resultados obtidos evidenciam um padrao distinto de distribuicdo
de espécies de Calonectria associadas a mancha foliar em eucalipto no Sul
do Brasil, com predominancia de espécies do complexo Calonectria
candelabrum, em contraste com o padrao observado em regides tropicais do
pais, onde espécies do complexo C. pteridis sao mais frequentes.
Adicionalmente, a ocorréncia de linhagens filogeneticamente distintas
reforga a complexidade taxonémica desse grupo e sugere que a diversidade
de espécies dentro do complexo C. candelabrum pode estar subestimada,
destacando-se a necessidade de estudos adicionais para melhor delimitagao

taxondmica dessas linhagens. Esses resultados contribuem para o
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entendimento da diversidade e distribuigdo de Calonectria em regibes
subtropicais e fornecem subsidios para o manejo da doenga na
eucaliptocultura.
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APENDICES

Apéndice 1 - Arvore filogenética baseada nas
sequéncias do locus cmdA de isolados de

Calonectria.
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I Calonectria fragariae CBS 1336077
C: LPF141.1
Calonectria fragariae LPF141.2
70/- Calonectria pseudospathulata CBS 1348417
97 Calonectria pseudospathulata CBS 134842
Calonectria pseudospathulata CBS 134840
100/1] Calonectria brevistipitata CBS 115671
Calonectria brevistipitata CBS 110837
Calonectria brevistipitata CBS 110928
Calonectria colombiana CMW 49716
Calonectria nemoricola CBS 1348377
Calonectria nemoricola CBS 134839
Calonectria pseudometrosideri CBS 1348457
Calonectria silvicola CPC 18741
100A Calonectria silvicola CBS 135237"
Ci ia p ideri CBS 134843
Calonectria silvicola CBS 134836
Calonectria nemoricola CBS 134838
Calonectria hemileiae COAD 25447
Calonectria pauciramosa CBS 1388247
Calonectria pauciramosa CBS 136635
Calonectria pauciramosa CBS 111812

98/1 LPF2475
Calonectria exiguispora CMW 497527
951 Calonectria exiguispora CMW 49753

LPF2480

|

98/.99_ |

A 100/1

a7n
97/.98

C CBS 115674

S
0.01

Nota: Os valores de suporte estdo
apresentados como bootstrap (BS) e
probabilidades posteriores (PP) nos nés. Os
isolados obtidos neste estudo estdo
identificados pelo prefixo LPF. A analise incluiu
Calonectria gracilipes como grupo externo. T
indica isolados ex-tipo.
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Apéndice 2 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do
locus his3 de isolados de Calonectria.

— LPF2231
Calonectria imperata CCDCA116497
Calonectria imperata PFC8
Calonectria imperata PFC7
LPF2913
LPF2969
LPF2892
Calonectria metrosideri CBS 1336037
Calonectria candelabrum CMW 31000
LPF2896
Calonectria putriramosa CBS 111477
LPF2902
Calonectria candelabrum CBS 125257
Calonectria metrosideri CBS 133605
LPF2899
LPF2903
LPF2967
Calonectria brasiiana CBS 111485
LPF2968
Calonectria matogrossensis GFP 018

Calonectria candelabrum CMW 31001
10071} 89K o P CBS 1114497
LPF2910
Calonectria metrosiden CBS 133604
LPF2898
Calonectria putiramosa CBS 111470
LPF2905
on Calonectria brasiliana CBS 1114847
\\ LPF2893
—1 |LPF2912
Calonectria matogrossensis GFP 006
Calonectria eucalypticola CBS 134846
Calonectria eucalypticola CBS 1348477
04 Calk CBS 134845"
Calk p osideri CBS 134843
Calonectria eucalypticola CBS 134848
92/.99 Calonectria pseudometrosideri CBS 134844
~~_ — calonectna venezuelana CBS 111052"
™, Calonectria brassianae CBS 1348557
_r' Calonectria brassianae CBS 134856
\"! Calonectria brassianae CBS 134857
98/1 gg/4| Calonectria glaebicola CBS 1348527
Calonectria glaebicola CBS 134854
Calonectria glaebicola CBS 134853
97/1, LPF2475
9411 LPF2480
84/.98 96/1, Calonectria exiguispora CMW 497527
931 Calonectria exiguispora CMW 49753
96/.99) Calonectnia piauiensis CBS 1348507
Cal p CBS 134851
10011 Calonectria piauiensis CBS 134849
LPF2491
LPF2901
LPF2900
LPF2894
LPF2895
LPF2909
LPF2906
- 99/1| LPF2908
LPF2904
LPF2907
Calonectna spathulata CBS 112513
LPF2891
LPF2897
LPF2911
LPF2489
Ly Calonectria spathulata CBS 555.92"
94/.94! Calonectria spathulata CBS 112689
gg/1| Calonectria fragariae CBS 1336077
Calonectria fragariae LPF141.2
98/1 Calonectria fragariae LPF141.1
gg/4| Calonectnia pseudospathulata CBS 134841 T
69/.91 Calonectna pseudospathulata CBS 134842
Calonectna pseudospathulata CBS 134840
Calonectria colombiana CBS 1151277
Calonectria colombiana CBS 115638

89/.95 Calonectria colombiana CMW 49716
| | Calonectria brevistipitata CBS 1156717
Cal br CBS 110837
Calonectnia brevistipitata CBS 110928
g82/.[— Calonectria hemileiae COAD 25447
gg/1| Calonectria pauciramosa CBS 1388247
Calonectria pauciramosa CBS 136635
Calonectria pauciramosa CBS 111812
Calonectria nemoricola CBS 1348377
Calonectria silvicola CBS 134836
99/1| Calonectria nemoricola CBS 134839
Calonectria silvicola CPC 18741
Calonectria silvicola CBS 1352377
Calonectria nemoricola CBS 134838
C ia gracilipes CBS 115674

0.05

Nota: Os valores de suporte estdo apresentados como bootstrap
(BS) e probabilidades posteriores (PP) nos nds. Os isolados
obtidos neste estudo estdo identificados pelo prefixo LPF. A
analise incluiu Calonectria gracilipes como grupo externo. T indica
isolados ex-tipo.



Apéndice 3 - Arvore filogenética baseada nas
sequéncias do locus tef1 de isolados de Calonectria.

99/.95,

91/-

78/.91

7

7

LPF2231

Calonectria imperata CCDCA11649"

Calonectria imperata PFC8

Calonectria imperata PFC7

Calonectria glaebicola CBS 1348527

95/1 Calonectria glaebicola CBS 134853

ggy4| Calonectria eucalypticola CBS 1348477
Calonectria eucalypticola CBS 134848

Calonectria eucalypticola CBS 134846

LPF2913

Calonectna pseudometrosiden CBS 134843

LPF2912

LPF2969

Calonectria candelabrum CMW 31001

Calonectria candelabrum CMW 31000

Calonectria candelabrum CBS 125257

Calonectria metrosideri CBS 133604

Calonectria matogrossensis GFP 006

Calonectria matogrossensis GFP 018

Calonectria pseudometrosideri CBS 1348457

Calonectria pseudometrosideri CBS 134844
Calonectria brassianae CBS 134855"

96/1| Calonectria brassianae CBS 134857
Calonectria glaebicola CBS 134854
Calonectria brassianae CBS 134856

by Calonectria metrosideri CBS 1336037

Calonectria metrosideri CBS 133605

LPF2892

LPF2905

LPF2903

LPF2896

84/1]

 LPF2902

LPF2899

LPF2898

LPF2910

LPF2893

Calonectria venezuelana CBS 1110527
LPF2967

LPF2968

Calonectria brasiliana CBS 1114847
Calonectria putriramosa CBS 111477
Calonectria putriramosa CBS 1114497
Calonectria putiramosa CBS 111470

971

871] Calonectria brasiliana CBS 111485

95/1) Calonectria piauiensis CBS 134850"
871 C e CBS 134851
Calonectria piauiensis CBS 134849
10- Calonectria frag CBS 1336077
Calonectria fragariae LPF141.1
Calonectria fragariae LPF141.2

LPF2475
98/11 1 pF2480
Calonectria exiguispora CMW 497527
98/.95' Calonectria exiguispora CMW 49753

LPF2489
LPF2907
98/.97| LPF2897

o4l LPF2894

96/.95{ | pF2900
Calonectria spathulata CBS 112513
Calonectria spathulata CBS 555927
LPF2908
LPF2491

LPF2909

100/1 97/

LPF2895
LPF2904
LPF2891
LPF2911

Calonectria §pa!hulala CBS 112689
Calonectria pseudospathulata CBS 134841
Calonectria pseudospathulata CBS 134842
Calonectria pseudospathulata CBS 134840
96/ Calonectria brevistipitata CBS 1156717
100”% Calonectria brevistpitata CBS 110837

| br ip CBS 110928
Calonectria colombiana CMW 49716
99/1) Calonectria colombiana CBS 1151277
Calonectria colombiana CBS 115638
Cal COAD 25447
96/1 Calonectna silvicola CBS 135237T
Calonectna silvicola CPC 18741
Calonectna silvicola CBS 134836
Calonectria pauciramosa CBS 1388247
Calonectria pauciramosa CBS 136635
Calonectria pauciramosa CBS 111812
98/1 Calonectria nemoricola CBS 1348377
Calonectria nemoricola CBS 134838

002

Calonectria nemoricola CBS 134839
C: CBS 115674

Nota: Os valores de suporte estdo apresentados como
bootstrap (BS) e probabilidades posteriores (PP) nos nés.
Os isolados obtidos neste estudo estao identificados pelo
prefixo LPF. A analise incluiu Calonectria gracilipes como
grupo externo. T indica isolados ex-tipo.
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Apéndice 4 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do
locus tub2 de isolados de Calonectria.

— LPF2231
LPF2892
LPF2903
LPF2902
LPF2899
LPF2910
953/83 LPF2898
LPF2896
LPF2905
LPF2893
Calonectria matogrossensis GFP 006
Calonectria matogrossensis GFP 018
LPF2968
Calonectria metrosideri CBS 133605
LPF2912
95/1| Calonectnia brasiliana CBS 1114847
[~ | Calonectria metrosideri CBS 133604
Calonectna putriramosa CBS 111470
Calonectria candelabrum CMW 31001
Calonectria putriramosa CBS 1114497
Calonectria putriramosa CBS 111477
C: ié CMW 31000
Calonectria brasiliana CBS 111485
Calonectria metrosideri CBS 133603"
LPF2969
Calonectria candelabrum CBS 125257
— 93/. Calonectria pseudometrosideri CBS 1348457
o Calonectnia pseudometrosideni CBS 134844
83/- | Calonectria pseudometrosider CBS 134843
LPF2913
| Calonectria imperata CCDCA11649"
Calonectria imperata PFC7
80/- Calonectria imperata PFC8
82/.98| _' Calonectria eucalypticola CBS 1348477
[~

99/1

Calonectria glaebicola CBS 1348527

Calonectria eucalypticola CBS 134848

Calonectria eucalypticola CBS 134846
Calonectria venezuelana CBS 1110527

Calonectria brassianae CBS 1348557

9 Calonectria glaebicola CBS 134854

Calonectria glaebicola CBS 134853

Calonectria brassianae CBS 134857
80/ Calonectria brassianae CBS 134856
LPF2967

95/.99, LPF2475
LPF2480
931 Calonectria exiguispora CMW 497527

991! Calonectria exiguispora CMW 49753
98/1, C CBS 1156717
b2/ | Calonectria brevistipitata CBS 110928
g6/1| Calonectria colombiana CBS 1151277
Calonectnia colombiana CMW 49716
B719 Calonectria colombiana CBS 115638
Calonectria brevistipitata CBS 110837
Calonectria fragariae CBS 133607"
Calonectria fragariae LPF141.2
Calonectna fraganae LPF141.1
Calonectnia pseudospathulata CBS 1348417
Calonectna pseudospathulata CBS 134840
Calonectna pseudospathulata CBS 134842
Calonectria hemileiae COAD 25447
QSII%' Calonectria piauiensis CBS 1348507
C CBS 134849
100711 Calonectria piauiensis CBS 134851
Calonectria pauciramosa CBS 138824T
bs/ Calonectria pauciramosa CBS 136635
Calonectria pauciramosa CBS 111812
Calonectria nemoricola CBS 1348377
95/1 Calonectria nemoricola CBS 134839
C: 34838
gs/1| Calonectria silvicola CBS 1352377

Calonectria silvicola CPC 18741

Calonectria silvicola CBS 134836
— LPF2491
— LPF2489
Calonectria spathulata CBS 555927
Calonectria spathulata CBS 112513
LPF2891
LPF2895
LPF2897
99/1| LPF2900
LPF2901
LPF2908
LPF2906
LPF2904
LPF2911
LPF2909
LPF2907
LPF2894

90/.93

I

C: g ipes CBS 115674

0.02

Nota: Os valores de suporte estdo apresentados como
bootstrap (BS) e probabilidades posteriores (PP) nos nés. Os
isolados obtidos neste estudo estao identificados pelo prefixo
LPF. A andlise incluiu Calonectria gracilipes como grupo
externo. T indica isolados ex-tipo.



